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1. RESUMO

O acidente radiologico de Goidnia em 1987, resultou em um grave episodio de
contamina¢do humana, animal, vegetal e ambiental foram expostos ao cloreto de
césio-137 (mCsCl), que ocasionou contaminagdo e exposicdo acidental e
ocupacional a radiagdo ionizante. A radiagdo ionizante ¢ um dos componentes
ambientais que mais causam estresse celular em organismos complexos, pois a
exposicao celular a radiagdo ionizante induz nos acidos nucléicos, principalmente no
DNA, quebras de fita dupla, quebra de fita simples, danos as bases e as ligagdes
cruzadas com as proteinas. A andlise cromossomica em microarranjo ¢ uma
ferramenta importante para a detec¢do de microdelegoes e microduplicagdes de um
amplo espectro do genoma. No presente estudo, propomos analisar o efeito da
exposi¢ao aRI sobre a formacdo de CNVs em uma populacdo humana exposta
ocupacionalmente a radiagdo ionizante de Césio-137 durante o acidente em Goidnia.
O grupo exposto foi constituido por 07 familias, dos quais pelo menos um dos
progenitores foi exposto ocupacionalmente a radiacdo ionizante de Césio-137,
incluindo um total de 25 individuos. Foi utilizado um grupo com 11 familias de
individuos ndo expostos a RI foram usadas como controle, incluindo um total de 33
individuos sem historico de exposicdo a RI. A genotipagem em microarranjo foi
conduzida no sistema CytoScan HD (Affymetrix®), sem seguida as analises foi
realizadas no software ChAS®™. Os testes estatisticos utilizados foram: Shapiro-Wilk,
Mann-Whitney U, correlagdo de Spearman, analise da funcao discriminante, teste
binomial, teste x*. Todas as analises foram realizadas utilizando o pacote estatistico
SPSS® 21.0, com nivel de significancia de 5% (p<0,05).As frequéncias de CNVs
foram estimadas por perdas/geracdo, ganho/geragdo e burden/geracao,
representando 3,9x107, 6,8x10°, ¢ 4,6x107, respectivamente, para o grupo exposto.
Para o grupo controle, as frequéncias foram 2,1){10"5 , 5,9x10'6 e 3,1x10'5,
respectivamente. Assim, as frequéncias de CNVs mostraram diferengas
estatisticamente significativas entre os grupos expostos e controle pelo teste de
Mann-Whitney U. Sendo assim, nossos dados mostraram que CNVs sdo induzidas
por exposi¢ao de RI em uma populagdo humana, enquanto as perdas foram mais
frequentes do que os ganhos dentro do grupo exposto. Além disso, a progénie de
uma populacdo ocupacionalmente expostas a RI mostrou ~ 1.15x mais CNVs de
novo que os controles. Portanto, com o presente estudo foi possivel validar o uso de
uma metodologia de alta resolugdo para descrever uma assinatura de exposi¢ao
mutagénica por RI, legitimando assim, o uso de CNVs como biomarcador util para
avaliar mutagdo germinativa de militares expostos ocupacionalmente a RI.Além de
validar o uso deste marcador, o estudo também foi pioneiro na investigacdo de
mutagdo germinativa em humanos expostos a RI.

Palavras Chaves: CNVs, exposi¢cao ocupacional, microarranjos, microdelecdes,
microduplicagdes.
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2. ABSTRACT

The radiological accident in Goiania in 1987, resulted in a serious episode of human
contamination, animal, plant and environmental were exposed to cesium-137
chloride (137CsCl) that caused contamination and accidental and occupational
exposure to ionizing radiation. lonizing radiation is one of the environmental
components that causes most cellular stress in complex organisms. Exposure to
ionizing radiation induces breaks in nucleic acids, especially, DNA double and
single strand breaks. Chromosomal microarray analysis is an important tool for the
detection and microdeletion and microduplications in the genomes. In this study we
proposed to analyze the effect of exposure to RI on the formation of CNVs in an
exposed human population occupationally to ionizing radiation from Cesium-137
during the accident in Goiania. The exposed group consisted of 07 families, of
which at least one parent was occupationally exposed to ionizing radiation from
Cesium-137, including a total of 25 individuals, do not know the absorbed dose of
the military who were occupationally exposed to ionizing radiation. 11 families with
a group of individuals not exposed to IR was used as control were used including a
total of 33 individuals with no history of exposure to RI. The genotyping microarray
was conducted in CytoScan HD system (Affymetrix®) without then analyzes was
performed in ChAS® software. The statistical tests used were: Shapiro-Wilk, Mann-
Whitney U, Spearman correlation, discriminant function analysis, binomial test, >
test. All analyzes were performed using the statistical package SPSS 21.0, with a
significance level of 5% (p <0.05). The frequency of CNVs were estimated loss /
generation, gain / generation and burden / generation, representing 3,9x107, 6,8x10"
6 and 4,6x107 respectively for the exposed group. For the control group, the
frequencies were 2,1x107, 5,9x10° and 3,1x107 respectively. Thus, the frequency
of CNVs showed statistically significant differences between exposed and control
groups using the Mann-Whitney U test. Thus, our data showed that CNVs are
induced by IR exposure in a human population, while the losses were more frequent
the gains in the exposed group. In addition, progeny from a population
occupationally exposed to IR ~ 1.15x showed CNV more new than healthy controls.
Therefore, with the present study was possible to validate the use of a high
resolution method to describe a mutagenic exposure by IR signature, thus
legitimized the use of CNVs as a useful biomarker to assess germline mutation
military occupationally exposed to RI. In addition to validating the use of this
marker, the study also pioneered research germline mutation in humans exposed to
RL

Key words: CNVs, occupational exposure, microarrays, microdeletions,
microduplications
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3. INTRODUCAO

A radiacdo corresponde um tipo de energia emitida por uma fonte, que se
propaga de um ponto a outro na forma de particula, 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 moléculas e de 4&tomos e formar os
pares ionicos (ionst+ e ions-) ela é chamada de radiacdo ionizante (RI). A energia
radioativa ionizante pode ser emitida na forma de material particulado, como as
particulas o, B, protons, néutrons ou na forma de particulas subatomicas, ¢ por ondas
eletromagnéticas, como os raios-X e y (FLAKUS, 1995; PINO, et al., 2005; SHARMA,
etal., 2010;CRUMP,et al., 2012; TASHIRO; SUN, 2012; OKUNO, 2013).

Estudos de Adewoye e colaboradores (2015) tém como objetivo prever as
consequéncias fisioldgicas decorrentes da exposicao do sistema bioldgicos a radiagdo
ionizante, em nivel celular ou organico. A exposi¢do de uma célula a radiacdo ionizante
resulta em diferentes tipos de lesdes no material genético, geralmente caracterizado
inicialmente quebra de fita dupla (do inglés, Double Stand Breaks - DSBs) ou quebras
de fitas simples (do inglés, Single Stand Breaks -SSBs). Os efeitos mutagénicos da RI
sobre a linhagem germinativa sdo preocupantes, pois podem permanecer por varias
geragdes, levando assim ao acimulo de mutagdes adicionais em filhos de pais expostos
aRIL

Pouco se sabe sobre os efeitos e consequéncias da exposi¢do a RI em seres
humanos. Assim, ¢ importante avaliar os efeitos da deposicdo sobre a linhagem
germinativas da energia radioativa no material genético da célula, com consequente
determinacdo da taxa de mutagdes para a estimativa de riscos genéticos, principalmente
em populagdes que foram expostas a radiacao. Com excegdes dos estudos envolvendo a
segunda geragdo, dos sobreviventes da bomba atdmica de Hiroshima e Nagasaki, além
de estudos com criancas nascidas de familias expostas a radiagdo no acidente de
Chernobyl e um estudo preliminar de individuos expostos acidentalmente ao Césio-137,
a maioria das informagdes sobre mutagdes induzidas em células germinativas, tém sido
produzidas a partir da extrapolagdo de dados obtidos em experimentos com modelos
animais, em sua maioria com camundongos, ou, com linhagens celulares (KODAIRA,
et al,,1995; DUBROVA, et al., 1998; DUBROVA, et al., 2002; DUBROVA, et al.,
2003; DUBROVA, et al., 2005; DUBROVA, et al., 2006; WU, et al., 2006; DA CRUZ,
etal., 2008; ARLT, et al., 2014).
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Radioatividade ¢ um fendmeno fisico que desperta bastante aten¢ao e grande
curiosidade nas pessoas ha muitos séculos. A historia da descoberta e do uso da energia
nuclear envolveu acontecimentos desastrosos, ao longo do tempo, que tem como
consequéncia sérios danos as populagdes e a0 meio ambiente, expostos. O uso frequente
de fontes de radiacdo na medicina, na industria e em usinas nucleares propicia um
cenario adequado para a ocorréncia de um desastre e acidente radioativo. No mundo
moderno, tais episdédios assumem importancia politico-social de proporgoes
imensuraveis e ocupam lugar de evidencias e destaque junto as midias leigas e
especializadas, mas contraditoriamente, os cuidados com a radioprotegdo, prevencao e
controle da exposi¢do humana e ambiental a radiagdo passaram a ser valorizados no
territorio nacional ha pouco tempo (DA SILVA, 2000).

Em relagdo ao socorro as populagdes de desastres € relevante conhecer os riscos
populacionais deste tipo de acidente e os efeitos bioldgicos da exposi¢do para que sejam
propostas ferramentas e protocolos uteis nos planejamentos de contingéncia, que
correspondem as estratégias elaboradas a partir de uma hipotese de desastre, reduzindo
assim os riscos relativos da populagdo (BRASIL, 2008).

Segundo Flores, (2008) a Codificacdo Brasileira de Desastres, Ameagas ¢ Riscos
(CODAR), definiu o acidente ocorrido em Goidnia em 1987 como parte integrante da
categoria de desastres humanos de natureza tecnologica, essa categoria inclui acidentes
que ocorrem por consequéncia indesejavel do desenvolvimento economico, tecnologico
e industrial, que podem ser reduzidas em func¢do de medidas preventivas. Esse tipo de
desastre ¢ mais comum quando se esta transportando produtos perigosos, de qualquer
natureza. O uso ou armazenamento irresponsavel do produto também pode acarretar em
um acidente.

A ocorréncia dos desastres tecnolégicos costuma provocar maiores danos nos
paises em desenvolvimento, pois uma vez que, a sociedade melhora seu senso de
percepcao de risco desenvolve um padrao de exigéncia mais acentuado e o governo ¢é
levado a priorizar seus deveres com a seguranga global da populacao (FLORES, 2008).

Desde o acidente em 1987 até os dias atuais, varios estudos tém sido conduzidos
sobre a saude genética dos radioacidentados goianos. Inicialmente a dosimetria
biologica foi feita em parte da populacdo exposta mediante a estimativa da frequéncia
de aberragdes cromossdmicas na populacdo (DA CRUZ, et al., 1994). Subsequente, um
dos primeiros testes de biomonitoramento da populacao exposta ao Césio-137 foi o teste

de microntcleo, que descreveu um aumento na frequéncia de micronucleos da
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populagdo envolvida direta ou indiretamente no acidente. Outros estudos que se
destacaram foram o de analise dos niveis de mutacao in vivo utilizando o parametro da
expansao clonal de linfocitos T com mutagdes no gene Aprt, que possibilita inferir sobre
eficicia e a eficiéncia do sistema de reparo do Acido Desoxirribonucleico (do inglés,
DesoxirribonucleicoAcid — DNA) dos individuos expostos a RI (DA CRUZ, et al.,
1997). Posteriormente, analise de translocagdes cromossomicas, avaliagdo de
marcadores sorolégicos de autoimunidade e andlise de mutagdes germinativas usando
marcadores STR de individuos acidentalmente e ocupacionalmente expostos a RI,
foram realizadas (DA CRUZ, et al., 1994; DA CRUZ, et al., 1996; DA CRUZ, et al.,
1997; DA SILVA, 2000; CRUVINEL, et al., 2014).

Indugdo de mutagdo em células expostas diretamente a RI é considerado como
um componente de risco genético para os seres humanos. Estudos mostram que a
exposi¢ao a RI eleva a taxa de mutacdo na descendéncia de células que ndo foram
expostas desafiando assim o paradigma na biologia da radiacio (BARBER, et al.,
2006).

Atualmente, a analise cromossdmica em microarrajnos (CMA), uma ferramenta
da citogendmica, tem merecido destaque devido a sua capacidade de detectar delegdes e
duplicagdes no genoma humano (LU, et al., 2008; KONG, et al., 2013). O CMA ¢ capaz
de detectar erros gendmicos em regides criticas dos cromossomos, com resolucao 10
vezes maior que a citogenética tradicional. Os chips de DNA usados na rotina do CMA
para a hibridizagdo gendmica investigam o aumento ou diminuicdo da dosagem de
varias regides cromossomicas, permitindo a detec¢do de variagdes no nimero de copias
(CNVs, do inglés,Copy Number Variation) do genoma (COULTER, et al., 2011; ARLT,
etal., 2014).

CNVs sdo segmentos de DNA definidos como dele¢des ou duplicagdes que
podem variar de 50 pares de bases (pb) para megabases, presentes em um numero
variado de copias em diferentes individuos e sdo amplamente distribuidos por todo o
genoma. Em um estudo abrangente, estimou-se que cerca de 12% de todo o genoma ¢
composto por CNVs. A fun¢do bioldgica ainda ndo estd totalmente compreendida, e a
descoberta esta vinculada ao advento de novas tecnologias, que permitiu o aumento de
resolucdo na andlise cromossOmica, a partir da andlise de microarranjos de
oligonucleotideos (REDON, et al., 2006; ARLT, et al., 2014; CHUNG, et al., 2014).

Apesar de sua grande relevancia, ainda existe uma compreensdo limitada e

pouco conhecimento de como as CNVs, sdo formadas e dos riscos envolvidos nas suas
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origens. O conhecimento atual dos mecanismos envolvidos na formagdo de CNVs nos
permite identificar a possibilidade da avaliacdo de fatores de risco genéticos e
ambientais. Erros de replicagdo do DNA tém sido implicados na formagdo de CNVs
durante a divisdo celular (ARLT, et al., 2012; ARLT, et al., 2012¢; ARLT, et al., 2014).

Estudos relatam que agentes que perturbam a replicagdo induz uma frequéncia
alta de CNVs em cé¢lulas normais. Estes agentes incluem o afidicolina polimerase e o
inibidor da ribonucleotideo redutase, a hidroxiuréia, o qual ¢ normalmente utilizado no
tratamento da doenga de células falciformes e outras desordens (DURKIN, et al., 2008;
ARLT, et al., 2009). Muitos agentes ou condigdes que levam ao estresse da replicacao
podem ter o potencial de induzir a formagdo de CNVs. Sabe-se que a formacdo de
CNVs pode ser elevada por predisposicao genética herdada e pela exposi¢ao a agentes
mutagénicos. Embora se conheca que os inibidores da replicagdo pode levar a formagao
de CNVs de novo, os diferentes tipos de efeito de agentes mutagénicos sobre a indugao
de CNVs ainda permanecem desconhecidos (ARLT, et al., 2014).

O estudo do impacto de CNV em abordagens biologicas, principalmente, apos a
exposicao a radiacdo, ¢ um campo pouco investigado in vivo ou in vitro. Certos CNVs
mostram claramente associagdes com respostas a radiagdo e podem ser utilizados como
biomarcadores de exposicdo. No entanto, existe ainda a necessidade de validar
biomarcadores potenciais de exposi¢ao para avaliacao dos efeitos tardios da exposi¢do a
radiagdo. Dessa forma, a avaliacdo de variagcdes genéticas, assim como a extrapolacao
dessa informagao para o desenvolvimento e uso de CNVs como biomarcadores devem
ser estabelecidas (PERNOT, et al., 2012).

O presente estudo apresenta os resultados da analise do efeito da exposicao
ocupacional a RI sobre a formacdo de CNVs na progénie de um grupo de militares
expostos ocupacionalmente ao a RI de doses desconhecidas de Césio-137, durante o
acidente radiologico em Goiénia (Brasil).

Os avangos na tecnologia de analise genomica tem possibilitado a avaliacao,
com alto grau de precisdo, de mutagdes genéticas de diversos tipos, em nivel individual
ou populacional. Neste contexto, quantificar a frequéncia e a taxa de mutagcdo na
populagdo possibilita uma estimativa real dos riscos genéticos da populagdo exposta. A
proposta ¢ pioneira e inovadora no estudo da inducdo de CNVs em consequéncia de
exposi¢ao a radiacdo ionizante em populacdes humanas e na determinagdo da

frequéncia de mutagdes germinativas induzidas pela exposi¢do parental.
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4. REVISAO BIBLIOGRAFICA

4.1. Radiacao Ionizante

A radiacao ionizante (RI) ¢ um exemplo de agente mutagénico que pode levar ao
comprometimento de mecanismo de reparo da célula. Nenhum tecido humano ¢
totalmente radio resistente, assim, a RI é capaz de provocar danos em qualquer célula do
organismo (EOTHOULLIER, 2005). Quando as células sdo expostas a RI, os danos
resultantes sdo devido, aos eventos fisicos, quimicos e bioldgicos, decorrentes da
exposicao. Os eventos fisicos sdo produzidos pela excitagdo e ionizagdo de dtomos que
absorvem a energia da radiagdo. Os eventos fisico-quimicos ocorrem por meio do
rompimento ligagcdes quimicas das moléculas, formando radicais livres, que por sua vez
sdo espécies extremamente reativas, que perturbam a estabilidade e a integridade das
biomoléculas. Os eventos quimicos resultam da ligacdo dos radicais livres, altamente
reativos, as biomoléculas. E, por consequéncia, se instalam os eventos bioldgicos que
produzem alteragdes morfologicas e/ou funcionais nas células e nos tecidos por elas
constituidas (LEITAO, 1994; HAN; YU, 2010).

A absorc¢do da RI pode perturbar diretamente estruturas atdmicas, € moléculas e,
assim, produz mudangas biologicas. Um fendmeno importante decorrente da exposicao
de um sistema bioldgico a RI ¢ uma radiohidrolise das moléculas de agua (Figura 1),
que forma diferentes espécies reativas do oxigénio (ERO). As EROs atacam direta ou
indiretamente as biomoléculas: acidos nucléicos, proteinas e lipidios (HALL, et al.,
20006). Os efeitos diretos e indiretos da radiagdo podem iniciar uma série de eventos de
sinalizagdo bioquimicas ¢ moleculares que ajudam ou dificultam no reparo do dano
tendo como consequéncia, alteragdes fisioldgicas nas células e tecidos ou até mesmo

morte celular pode ocorrer (SPTZ, et al., 2004).
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Figura 1. Radiohidrélise. A energia da radiagdo ¢ transmitida para a molécula de agua (A),
provocando a sua quebra e gerando radicais livres (B) que vao atacaras biomoléculas, causando
danos (C).

As modifica¢des bioquimicas iniciais, que ocorrem pouco depois ou durante a
exposi¢ao, sdo responsaveis pela maior parte dos efeitos da RI em células de mamiferos.
Entretanto as alteragdes oxidativas podem surgir durante um periodo de tempo, sendo
de dias ou até meses apés a exposi¢do inicial (PETKAU, 1987). Contudo, estes
processos ocorrem nao apenas nas células irradiadas, mas nas suas descendentes (SPTZ,
et al., 2004; KRYSTON, et al., 2011; TAMMINGA, et al., 2011).

A exposicao individual a RI pode ocasionar alteragdes no sistema celular, com
varios graus de comprometimento do sistema exposto. Devido as diferentes condigdes
fisicas e biologicas, as alteragdes induzidas e os efeitos da radiacao nos tecidos podem
variar dentro de limites variados. Os efeitos prejudiciais da RI dependem do tipo de
radiagdo, comprimento de onda, da duragdo da exposi¢do, da quantidade, intensidade e
grau de exposi¢do a energia radioativa, da distancia do radioexpostos a fonte de
radiacdo, da idade e sexo dos radioexpostos, da susceptibilidade e da sensibilidade
individual a energia radioativa dos radioexpostos e do local (tecido) exposto a radiagdo
(DA CRUZ, et al., 1997; HAN; YU, 2010; OKUNO, 2013).

Nos organismos expostos sdo conhecidos dois efeitos principais devido a

deposi¢ao radioativa sobre as células e tecidos: os efeitos deterministicos e estocasticos.
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Os efeitos deterministicos estdo associados com a morte celular, como queimaduras
provocadas pela radiagdo (radiolesdo) (Figura 2). Os efeitos estocasticos estdo
associados as alteragdes genéticas e cromossdmicas, capazes de aumentar a taxa de
mutacdo nas proximas geracdes, podendo gerar cancer e outras desordens genéticas,
incluindo os efeitos transgeracionais (FLAKUS, 1995; DA SILVA, 2000; BARBER, et
al., 2006; NIWA, 2010; KOL’TOVER, 2010; SOKOLOV; NEUMANN, 2010).

Figura 2. Acometimento cutaneo de alguns individuos expostos a radiacdo do césio-137, durante o
acidente radiologico de Goiania. As fotografias mostram sinais comuns da doenca aguda da radiagdo e
as radiolesdes (SuLeide® 1988).
A exposi¢do a RI pode induzir diferentes formas de instabilidade gendmica,
sendo que as mutagdes sdo consideradas como um possivel marcador para distinguir o
efeito tardio da exposicao a radiagao (NIKIFOROV, et al., 1998).0 risco de desenvolver
cancer ¢ outras doengas pode aumentar devido a exposicdo a RI (PRESTON, et
al.,2007; SHIMIZU, et al.,2010). Os riscos de disturbios hereditarios podem aumentar
quando se expde células germinativas a radiagdo. Por ter sido confirmada os efeitos
genéticos da exposicao a RI, das células germinativas a radiacdo em varias espécies, €
prudente admitir que os seres humanos ndo sejam uma excecao (NAKAMURA, 2006;
WINTHER, et al., 2009; GREEN, et al., 2010).
A radiacdo ionizante ¢ um dos componentes que mais causa estresse celular em

organismos complexos, pois a energia radioativa depositada sobre o sistema biologico
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induz nos acidos nucléicos, principalmente no DNA, quebras de fita dupla e de fita
simples, danos as bases e ligacdes cruzadas com as proteinas. Estudos demonstram que
a instabilidade no genoma derivado de mutagdes puntiformes, aberragdes
cromossOmicas, formagdo de micronicleos e mutagdes em microssatélites podem
provocar ou retardar a morte celular e sdo relatadas em frequéncias elevadas nas células
expostas a RI. Alteragdes fisiologicas celulares induzidas por RI sdo consideradas o
principal fator de risco em humanos para o desenvolvimento de cancer
(SUTHERLAND, et al., 2000; BARBER; DUBROVA, 2006; TOYOKUNI, et al.,
2009; SUZUKI, et al., 2009). As consequéncias da exposicao de uma pessoa ou de uma
populagdo a radiagdo que vao muito além dos efeitos fisicos, resultando em agravos
emocionais, promovendo assim um acréscimo da ocorréncia de doengas psicologicas e
um nivel elevado de estresse dos individuos que se envolveram de alguma forma no
evento originado pela exposi¢ao a radiacdo e consequentemente, piora na qualidade de
vida dos radioexpostos (KOSCHEYEYV, et al., 1993; MIRANDA, et al., 2005).

O Césio-137("""Cs) é um metal alcalino, que é produzido a partir da fissdo de
urdnio, ¢ altamente eletropositivo, e ndo existe em forma livre na natureza. Seu ponto de
fusdo é de 26°C e o ponto de ebulicdo a 670°C. Seu niimero atomico € 55 e tém 35
isétopos, todos esses isotopos ou sdao radioativos ou estdo instaveis, que apresentam
meias-vidas variando de um segundo os varios anos. O "*’Cs decai por emissdo de
particulas B, o decaimento se da através de particulas  negativas. A meia vida do césio-
137 ¢é de aproximadamente 30 anos (Figura 3)(COLLINS, et al., 1988; VIEIRA, 2013).

Um exemplo de RI ¢ a radiacio gama de *’Cs, que ¢ frequentemente usada em
aparelhos de radiodiagnostico. Na maioria dos acidentes que envolvera algum
equipamento de radiologia, o episodio foi relacionado com erros humanos e/ou com o
descumprimento de normas de seguranca estabelecidas por instituicdes reguladores
nacionais e internacionais para o uso da radiagdo (BRASIL, 2003). O radioisétopo ¢
¢ um radionuclideo que se ingerido ou inalado provoca danos biologicos. O isdtopo
radioativo emite raios y € em uma extensdo menor particulas B durante o seu
decaimento. Tanto na forma de onda quanto na particulada, a radiagdo ¢ capaz de
depositar na matéria uma grande quantidade de energia radioativa, promovendo a
ionizagdode moléculas no seu trajeto. Os raios B sdo mais radiotoxicos para o genoma

que os raios y (BANDAZHEVSKY, 2003).
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Figura 3. Decaimento do Cesio-137 ( Cs). Por fissdo nuclear espontanea ou induzida, os
radioisotopos de césio sdo produzidos de radionuclideos pesados como os de urdnio e plutonio. A meia-

137
vida do Cs ¢ de cerca de 30,2 anos, sendo que aproximadamente 95% decai por emissdo de particulas
beta para um isomero nuclear metaestavel de bario-137 (Ba-137m), cuja meia-vida ¢ de 153 segundos.

137
Ba-137m emite os raios gamas nas amostras de  Cs. Cerca de 5% decai diretamente para o estado
fundamental de Bério-137, que ¢ estavel (Collins et al., 1988).

As particulas f possuem uma pequena massa, € tem uma trajetoria com alcance
de até 1,5 cm no tecido humano, podendo ser blindado com folhas de aluminio de
milimetros de espessura. Os raios vy, provém do ntcleo atomico, ao contrario dos raios
B, tem ondas com intenso poder de penetragao, podendo atingir 7,2 cm de profundidade
no tecido humano. S3o blindados com material mais densos, como o chumbo, o
concreto, aco ¢ o ferro (OKUNO, 1998; OKUNO, 2013). O acidente ocorrido em
Goiania envolveu uma fonte radioativa cujo radionuclideo era o 17Cs. Portanto houve a
emissdo tanto de particulas e raios vy, apos a retirada da blindagem da fonte de
radioterapia (IAEA, 1988).

A exposicdo a RI de "*’Cs depende da proximidade e do contato individual que
se tem com a fonte radioativa. A exposi¢do extrema se da quando ha compartilhamento
do ambiente radioativo pelos individuos. Geralmente ela se cessa quando os individuos
sdo retirados do local da exposi¢do. No entanto, a exposi¢do interna ocorre subsequente
ao contato individual com elemento radioativo, no caso do acidente com césio-137, a
forma mais comum de contaminacdo foi a ingestdo ou inalagdo do radioisotopo
(XAVIER, et al., 2006).

Para entender os efeitos a exposicdo a RI € necessario conhecer as grandezas
fisicas que sdo utilizadas para quantifica-la. Existe uma grandeza de medida que ¢
denominada por “dose absorvida”, que ¢ a grandeza utilizada para medir a energia
depositada por um feixe de fotons de alta energia (raio X ou gama) em um tecido

biologico e os seus efeitos sobre este tecido. A dose absorvida de radiagdo ¢ considerada
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como a energia depositada por quilograma de tecido, sendo expressa originalmente em
dose de radiagdo absorvida (do inglés, Radiation Absorbed Dose - rad). Mas, o Sistema
Internacional de Medida utiliza a unidade Gy (Gray), que ¢ similar a 100 rad, como
unidade de dose absorvida. Gray ¢ uma unidade adotada para qualquer tipo de RI
(BIRAL, 2002).

Um dos parametros mais importantes para o prognostico ¢ o tratamento
adequados de individuos expostos a RI ¢ conhecer a estimativa de dose absorvida
individual. Em relagdo ao acidente radiologico de Goiania, devido a natureza do
acidente, estimativas precisas representaram um desafio enorme, pois a exposi¢do
individual foi muito diversificada e em alguns casos foi fracionado. Os individuos
foram expostos a radiacéo de corpo inteiro ou localizada, resultando em diferentes doses
absorvidas, que variam de 0 a 7 Gy. Alguns apresentaram tanto contaminagdes internas
como externas. Todos esses aspectos na medida da radiagdo podem ter dificultado a
estimar a dose absorvida pela populagdo exposta. Foram utilizadas varias técnicas de
dosimetria para avaliar o nivel de exposicdo e também para fornecer informagdes
iniciais sobre os individuos expostos (DA CRUZ, et al., 1997; DA SILVA, 2000;
TIAEA, 2011).

As principais abordagens utilizadas para estabelecer a dose absorvida para a
populacdo exposta em Goidnia foi: dosimetria externa, avaliada pelas propriedades
radioativas de radionuclideos, as taxas de dose e reconstrucao dos eventos que levaram
a exposicao; dosimetria interna, avaliado pela analise de excremento bioldgico e por um
contador de corpo inteiro com um nivel de deteccdo de 9.1 KBq, com 95% de
confianga. Para o acidente em Goidnia a dosimetria externa foi complicada pela mistura
complexa de contaminagdo, irradiacdo externa e os fatores climaticos ¢ ambientais da
regido (DA CRUZ, et al,, 1997) e, finalmente, dosimetria bioldgica, que foi utilizada
para estimar a dose média de corpo inteiro recebida por um individuo exposto a
radiagdo ionizante, com base na frequéncia das aberragdes cromossomicas (DA SILVA,
2002). A biodosimetria determinada pela frequéncia de aberragdes cromossomicas em
linfocitos T dos radioexpostos foi considerada extremamente eficiente a analise de
aberragdes cromossdmicas ¢ um método citogenético utilizado como um biomarcador
de exposi¢ao com um alto grau de sensibilidade e especificidade, sendo um método de
estimativa de exposi¢do aguda e recente a RI, capaz de precisar doses absorvidas na

ordem de 0,1 Gy (MOSSE, 2012).
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4.2. Historico do Acidente

Em setembro de 1987, em Goiania-Goias (Brasil), houve o maior acidente
envolvendo um produto radioativo no pais, fora de uma usina nuclear. Em decorréncia
do manuseio indevido de um aparelho de radioterapia abandonado, ocorreu um grave
acidente radiologico, gerando um grande rastro de contaminagdo por um unico
radionuclideo, que envolveu direta e indiretamente centenas de pessoas. O acidente
comegou quando dois sucateiros adentraram os escombros do antigo Instituto Goiano de
Radioterapia (IGR) (Figura 4), e encontraram um aparelho de radioterapia abandonado
(Figura 5). Parte do aparelho continha um cabecote de metal pesando cerca de 100kg.
No interior deste cabegote blindado com o chumbo havia uma capsula de cloreto de
césio-137. Os sucateiros retiraram o cabegote do IGR com a ajuda de um carrinho de
mao, pois estavam interessados em vender as partes de metal para os ferros-velhos da
regido. Posteriormente, romperam o cabegote sem saber o que havia no seu interior. A
desmontagem da blindagem de chumbo seu deu com marteladas, perfurando a placa de
litio que isolava o material radioativo, provocando assim a liberagdo da capsula que
continha o sal radioativo (DA CRUZ, et al., 1994; DA CRUZ, et al., 1996; DA CRUZ,
etal., 2008; FLORES, 2008; COSTA, et al., 2011).

Figura 4. Imagens do antigo Instituto Goiano de Radioterapia (IGR) abandonado no ano de 1987,
mostrando as condigdes precarias onde havia sido abandonada a unidade de radioterapia (SuLeide® 1987).
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Figura 5. Aparelho de radioterapia responsavel pelo acidente radiolégico em Goiania. Na figura A e B:
cabegote violado apos desmonte no ferro velho. Na figura C e D: estocagem e isolamento da unidade

radioativa apos as medidas emergenciais (SuLeide“1987 A ¢ B; 1988 C ¢ D).

Subsequente a desmontagem, pessoas, plantas, animais e ambientes foram
expostos a 19,26g de *’CsCl, que gerou uma dezenas de focos de contaminagdo em
diversos locais, especificamente naqueles onde foram levadas as varias partes do
aparelho de radioterapia. Em alguns focos, foi feita a distribuicdo de fragmentos do
material para parentes e amigos que os espalharam pela cidade de Goiania (DA CRUZ,
etal., 2008; COSTA, 2010). A atividade total do césio-137 na época do rompimento do
equipamento era cerca de 5S1TBq (1375 Ci), o que fornecia uma taxa de dose de 4,6
Gy/h a 1 metro de distancia da fonte de radiagdo (IAEA, 1988).

O cloreto de césio ¢ um sal branco que se assemelha com o sal de cozinha. No
entanto, no escuro o sal radioativo brilha com um espectro de cor azul. Poucos dias
depois de encontrarem a capsula, o aparelho foi vendido para um ferro-velho, que
segundo o proprietario, ele ficou admirado com o brilho azulado emitido pela capsula.
Impressionado, o comerciante recebeu varias pessoas em sua casa para conhecer o po
brilhante, acreditando estar diante de algo sobrenatural (RAMALHO, et al., 1988; DA
CRUZ, et al.,1997; COSTA, 2010).

Ap0s algumas horas de contato com o cloreto de césio radioativo, apresentaram-
se com sitomas de contaminacdo e/ou exposicdo aguda a radiacdo ionizante. Os
sintomas mais comuns eram vOmitos, nauseas, diarréia e tonturas. Um grande nimero

de pessoas procurou auxilio de hospitais e farmacias em consequéncia da exposi¢ao
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acidental. Como ndo se sabia ao certo o que essas pessoas tinham, eles eram medicados
como se fossem portadores de alguma doenga contagiosa. Subsequentemente descobriu-
se que os sintomas eram referentes a sindrome aguda de radiacdo. Por volta de duas
semanas apos o rompimento do cabegote, foi que os sintomas foram clinicamente
identificados como sendo causadas por uma contaminacdo radioativa (COSTA, et al.,
2011).

A fonte radioativa foi transportada e manipulada indevidamente por volta do dia
13 de setembro. No dia 28 de setembro o remanescente da fonte radioativa foi
encaminhado a Divisdo de Vigilancia Sanitaria da cidade de Goiania, possibilitando
assim com que fosse identificada a natureza do material. As providéncias cabiveis e
emergenciais foram iniciadas para conter a exposi¢do. A fase inicial, comegou a ser
feita a comunicacdo a Comissao Nacional de Energia Nuclear (CNEN), que notificou a
Aggéncia Internacional de Energia Atomica (AIEA), acionando um plano de emergéncia
do qual teve a participagdo da CNEN, Furnas Centrais Elétricas S/A (FURNAS),
Empresas Nucleares Brasileiras S/A (NUCLEBRAS), Defesa Civil do Estado de Goias,
ala de emergéncia nuclear do Hospital Naval Marcilio Dias (HNMD), Secretaria de
Saude de Goias (SES/GO), Hospital Geral de Goiania (HGG), dentre outras instituigdes
nacionais e internacionais que auxiliaram na “Operacao Césio-137” (DA SILVA, 2000;
WASCHECK, 2007).

As providéncias tomadas foram: identifiar, monitorar, descontaminar ¢ tratar a
populacdo envolvida. As 4&reas identificadas como sendo focos principais de
contaminacdo foram isoladas iniciando-se a triagem de pessoas no Estadio Olimpico. A
descontaminagdo dos focos principais era realizada removendo-se grandes quantidades
de solo ¢ as contrugdes foram demolidas. Ao mesmo tempo estava sendo realizada o
monitoramento para quantificar a dispersio do '“’CsCl no ambiente. Foram
identificados e isolados um foco principal, oito focos sendo considerados como
primarios e trés como focos secundarios, onde houve a contaminacdo de pessoas e do
ambiente com altas taxas de exposicao (Figura6) (WASCHECK, 2007).

O acidente com o césio-137 ocorrido em Goiania foi considerado o maior
acidente radioativo do Brasil e, a época, o maior do mundo que ocorreu fora de uma
usina nuclear. Consequentemente foram expostas e contaminadas centenas de pessoas,
principalmente parentes e vizinhos daqueles envolvidos imediatamente com a
manipulagdo do cabegote. Foram consideradas expostas um total de 249 pessoas, que

provavelmente tiveram contato direta ou indiretamente com o elemento radioativo. Dos
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expostos, 14 pessoas tiveram contaminagdo interna comprovada e apresentavam danos
graves a saude, necessitando assim, de uma unidade especializada, foram transferidos
para o Hospital Naval Marcilio Dias no Rio de Janeiro, dos quais quatro vieram a
0bito.Os casos de Obito ocorreram cerca de quatro a cinco semanas apds a exposicdo ao
material radioativo. As doses absorvidas pela populagio acidentalmente exposta

variaram de 0 a 7 Gy (DA CRUZ, et al., 1997; DA SILVA, 2000; COSTA, 2010).
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Figura 6. Mapa da situagdo municipal de Goiania dividido por bairros. O simbolo amarelo indica a
localizacdo inicial da fonte na regido central de Goidnia. Os simbolos vermelhos indicam os focos
primarios. Os simbolos em azul indicam os focos secundarios das regides contaminadas pelo césio-137,
adaptado de Da Silva (2000).

Nao foi apenas a populagdo que teve envolvimento com o acidente, mas também
os trabalhadores de defesa civil, entre eles: bombeiros e policiais militares, que foram
chamados para iniciar atendimentos ao desastre que, a principio, foi considerado, como
um possivel “vazamento de gas toxico”. Com isso, a principal preocupagdo dos
trabalhadores era com o que respiravam, e ndo com a exposi¢do de corpo inteiro a RI,
sendo uma situacdo que s seria identificada cerca de 14 dias apds a remogdo do
cabegote de blindagem (FLORES, 2008).

Ao longo das agdes de socorro, bombeiros e policiais militares do Estado de
Goias foram destinados para diversos servigos durante o atendimento a ocorréncia. Os
bombeiros foram empregados, principalmente, na lavagem das ruas onde havia focos de
material radioativo e nos locais onde havia rejeitos do material radioativo, além da
remocao das vitimas e atengdo as pessoas proximas dos focos que, tivessem ou nao

expostas a radiacdo, precisassem de atendimento pré-hospitalar ou transferéncia para
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algum centro especializado de satde. Os policiais militares foram, incumbidos
prioritariamente da seguranca dos locais e dos materiais e rejeitos, dos comboios que
transportavam as vitimas e os rejeitos, € também assegurar os depdsitos provisérios e
definitivos dos rejeitos radioativos, além, de conter revoltas que aconteciam
pontualmente de uma populagdo assustada, amedrontada e enfurecida pelo ocorrido
(FLORES, 2008).

Os militares declararam que nem todos que trabalhavam nas zonas irradiadas,
principalmente eles, ndo tinham equipamentos e vestimentas apropriadas para
desempenhar suas funcdes adequadamente. Eles relataram que por varias vezes suas
fardas chegavam sujas de rejeitos e eram misturadas com outras roupas usadas por seus
familiares, que eram ent@o lavadas pelas maes ou esposas desses militares. Alegaram
também que nao foram assistidos do ponto de vista de saude e que ndo foram
submetidos a nenhum tipo de dosimetria durante o acidente, para que ficasse registrado
em suas fichas a exposicdo a doses de radiacao (FLORES, 2008).

Durante o acidente radioativo do césio-137 em Goidnia em 1987, ndo foi
possivel determinar com precisdo o nimero real de militares potencialmente expostos a
radiagdo, pois o Corpo de Bombeiros Militar do Estado de Goias era apenas uma fragao
da Policia Militar do Estado. Na época, ocorria também um Curso de Formacao de
Soldados da Policia Militar, que era habitual, e em casos de necessidade emergencial
esses alunos poderiam ser escalados para o trabalho sem aviso prévio, no intuito de
buscarem uma melhor resposta as ocorréncias e oferecer uma atuagdo mais eficaz. E foi
isso que ocorreu em Setembro de 1987 (FLORES, 2008).

Mesmo apos a identificagdo da natureza do acidente, que envolvia RI e o risco
de exposi¢ao ocupacional, os membros do Corpo de Bombeiros e¢ da Policia Militar
permaneceram nos locais designados cumprindo suas atividades laborais. Executavam
as atividades de lavagem de asfalto e remocgdo de rejeitos, cuidavam da segurancga dos
locais atingidos e também no isolamento desses locais, juntamente com a equipe da
CNEN, que foi acionada para o atendimento emergencial e nos cuidados iniciais com a
saude da populacdo (FLORES, 2008).

O acidente ocorrido com o césio-137 foi classificado como um desastre
relacionado com substancia e equipamentos de uso na medicina, categoria CODAR:
HT.PRM/21.507, em atividade de radiodiagnostico, radioterapia ou medicina nuclear

(BRASIL, 2003).
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Quando se tem um acidente que envolve riscos de exposi¢do ocupacional a
radiagdo, os trabalhadores de seguranca publica podem receber altas doses de radiacao,
particularmente quando se desconhece a natureza do material (SCOTT, 2005). No
episodio goiano, o Governo do Estado de Goias, criou a Lei 14.226/202 (ANEXO 1),
que diz que o pessoal envolvido na defesa civil durante o acidente deveria ser assistido
(FLORES, 2008).

Apbs o acidente, foi criada a unidade de assisténcia aos radioacidentados
"Fundagao Leide das Neves Ferreira (FunLeide) pelo Governador do Estado de Goias
através do decreto n° 2.897 de 11 de Fevereiro de 1988, com o proposito de estudar as
consequéncias a longo prazo do acidente em Goiania, incluindo as consequéncias
médicas, psicologicas, epidemioldgicas, citogenéticas e aspectos sociais (DA CRUZ,
2007). No ano de 2004 deixou de ser fundacdo e passou a ser Superintendéncia Leide
das Neves Ferreira (Suleide). Em 2011, a Lei 17.257 desmembrou a Suleide em duas
unidades: o centro de Assisténcia ao Radioacidentado (C.A.R.A.) e o centro de
Exceléncia em Ensino, Pesquisa e Projetos Leide das Neves Ferreira (CEEPP-LNF). O
C.A.R.A. ¢ o sucessor de parte das atribuigdes da extinta Suleide, sendo uma unidade de
assisténcia da Secretaria Estadual da Saude de Goias. O CEEPP-LNF ¢ uma unidade
admistrativa vinculada diretamente ao Gabinete da Secretaria da Saude de Goias.

A identificacdo dos trabalhadores candidatos a realizacdo dos testes de
biomonitoramento foi feita mediante busca ativa aos registros do Corpo de Bombeiros,
da Policia Militar do Estado de Goias e da Superintendéncia Leide das Neves Ferreira
(SULEIDE) feitos por ocasido do acidente. Dessa forma, foram selecionados militares
que teriam trabalhado nas acdes de defesa civil durante o acidente com o césio—137, em

1987 (FLORES, 2008).

4.3. Mutacao

O DNA ao longo da vida de um individuo pode softrer alteracdes denominadas de
mutagdes, que sao causadas por erros durante a replicagdo na divisao celular (RIBEIRO;
MARQUES, 2003). As mutagdes podem ser uma alteragdo génica ou cromossomica que
podem ou ndo causar mudangas no fendtipo trazendo aspectos favoraveis ou
desfavoraveis. As mutagdes podem ser espontaneas, sendo a frequéncia que ocorre
dependente de cada organismo, ou ainda mutagdes induzidas, ocasionadas por

exposicao a agentes mutagénicos (WESTMAN, 2006). Muitas mutagdes nao implicam
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mudangas detectaveis na atividade metabodlica da célula ou do organismo e, portanto,
passa despercebida (SALVADORI, 2003).

O aparecimento de mutagdes ocorre em todos os seres vivos, sendo um processo
fundamental para a evolugdo e diversidade das espécies (SALVADORI, 2003). Em
organismos multicelulares as mutagdes sdo dividas em somaticas e germinativas, onde
as somaticas sdo as que ocorrem em células do corpo podendo afetar seu portador,
entretanto ndo sera transmitida a prole, e as germinativas sdo transmitidas a prole
(SEGAL, et al., 2001).

Mutagdes génicas sdo mudancas nas sequéncias de nucleotideos do DNA e
ocorrem devido a mudanca de uma ou mais bases nitrogenadas. Sdo fundamentais por
dois motivos: sdo responsaveis por desordens herdaveis e doengas como o céancer e
segundo, sdo fontes de variagdes fenotipicas (WATSON, et al., 2007).

A frequéncia de mutagdes germinativas em STR tem sido utilizada para
determinar a exposicao de individuos a RI (DUBROVA, 2003; DA CRUZ, et al., 2008),
visto que as regides de repeticdes em tandem tém alta sensibilidade para sofrer
mutagdes causadas pela exposi¢do a radiacdo (JEFFREYS, 1997; JEFFREYS, et al.,
2005).

Virios estudos desenvolveram um sistema para monitorar os efeitos das mutagoes
induzidas por radiacdo em células somaticas e germinativas. Devido a alta taxa de
mutacdo, as sequéncias de DNA repetitivo, se tornaram excelentes candidatos (WU, et
al., 2006). Os marcadores minissatélites e microssatélites sao utilizados para demonstrar
satisfatoriamente a indugdo de mutacdo germinativa em camundongos, humanos, dentre
outros organismos (COSTA, 2010).

As taxas de mutagcdo germinativa em /oci de mini e microssatélites podem ser
estimadas por pesquisas de mutagdes na prole de individuos expostos, e se houver um
aumento na frequéncia de mutagdes nos /oci analisados, o evento mutacional pode ser
atribuido a mutagdes induzidas nas células das linhagens germinativas (CHUN
et al., 2000).

Estudos de Barber e colaboradores (2006) com dados in vitro forneceram provas
dos efeitos tardios sendo manifestada na progénie de células que foram irradiadas. A
prole de pessoas expostas a radiagdo ionizante pode ser geneticamente instavel e mostra
uma grande variedade de efeitos transgeracionais, incluindo taxas de mutacoes elevadas,

aumento da predisposi¢ao ao cancer, dentre outras.
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4.4. Variacao no Numero de Cépias (CNVs)

As CNVs alteram o balango bioldgico normal da diploidia em um determinado
locus, devido a adigdes e delegdes de sequencias de nucleotideos na regido (REDON, et
al., 2006; HASTING, 2009; SHEN, et al., 2010; STANKIEWICZ; LUPSKI, 2010;
GIRIRAJAN, et al., 2011). As regides com numero de copias variavel possuem
segmentos de DNA maiores que 50 pb (ZARREI, et al.,2015).

CNVs siao amplamente distribuidas no genoma humano, ocupando
aproximadamente 30% do genoma, sendo 100.000 ja identificadas e caracterizadas.
Estao presentes em diferentes nimeros de copias entre os individuos, podendo surgir
tanto por meiose como em células somaticas, sendo que seus mecanismos de formagao
ainda ndo estdo completamente elucidadas. As CNVs colaboram para a variagdo
genética e a diversidade fenotipica em relagdo a evolucdo, suscetibilidade e etiologia de
doengas individuais (IAFRATE, et al., 2004; CONRAD, et al., 2006; COPER, et al.,
2007; WONG, et al., 2007; LEE, et al., 2007; FRIEDMAN, et al., 2009; HASTING,
2009; ZHANG, et al., 2009; OLDRIDGE, et al.,2010; XU, et al.,2011; ARLT, et al.,
2012; CASTELLANI, et al.,, 2014; CONNOLLY, et al.,, 2014). As CNVs podem
funcionar direta ou indiretamente como um fator de susceptibilidade em doencas
genéticas complexas (ALKAN, et al., 2011).

As regides variaveis do genoma podem conter partes de um ou mais genes e
também elementos regulatorios ou elementos que sejam desconhecidos, afetando a
fun¢do de genes envolvidos por disrup¢ao da regido codificadora ou reguladora por um
efeito de posigdo ou até mesmo um gene quimérico (COOK, et al.,, 2008; LEE;
SCHERER, 2010).

Estudos observaram a complexidade do nimero de copias e identificaram que
varias CNVs ndo sdo decorrentes de um Unico evento mutacional ou por duas ou trés
mutagdes simples (MCCARROL, et al., 2008). Quando em regides proximas tem
ocorréncia de CNVs, pode levar a uma compreensdo de que sdo uma unica CNV, sendo
caracterizado como uma variacdo de origem complexa, tendo sua taxa de mutagdo
estimada em aproximadamente 10® (PINTO, et al., 2007). Alteragdes de pares de bases
sdo bem conhecidas, aquelas que apresentam uma frequéncia maior que 1% na
populacdo sdo referido como polimorfismo de nucleotideo tnico (do inglés, Single

Nucleotide Polymorphisms - SNPs) (ZHANG, et al., 2009).
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Existem CNVs que sdo comuns e transmitidas entre geragdes, no entanto
existem outras que aparecem de novo e estdo associadas a varias doengas humanas
complexas com uma maior probabilidade de serem patogé€nicas (REDON, et al., 2006;
STANKIEWICZ; LUPSKI, 2010; SILVERSIDES, et al., 2012). Contudo, as CNVs
podem ser herdadas e dessa forma estar presente em quase todas as células do
organismo, ou podem ter origem somadtica, com variagcdes adquiridas que podem estar
limitadas a um conjunto de células especificas (LEE; SCHERER, 2010).

Uma alteracao herdada ou de novo de um genitor afetado tem uma probabilidade
maior de ser patogénica. Por outro lado ndo se pode afirmar que alteragdes herdadas de
genitores saudaveis nao estejam influenciando a manifestagdo de um fenotipo. Pois,
fenomenos de pleiotropia, epistasia e interagcdes génicas nao epistaticas podem
contribuir para o desfecho final do fendtipo. Adicionalmente penetrincia e
expressividade varidvel sdo possiveis de afetarem a funcionalidade dos genes contidos
em uma CNV (LEE, et al., 2007).

Variagdes benignas de CNVs sdo consideradas como aquelas que nao acarretam
algum tipo de prejuizo fenotipico, tendo assim uma contribuicdo maior com a
heterogeneidade genética. Ja variagdes patogé€nicas podem ser consideradas como uma
das causas de algumas doencas genomicas raras e também de doengas mendelianas
(PINTO, et al., 2007).

As CNVs ndo estao distribuidas aleatoriamente no genoma humano, mas tendem
a se concentrar nas regioes da arquitetura gendomica complexa. Em geral, cerca de 25%
das CNVs sido flanqueadas por LCRs (do inglés, Low Copy Repeats - LCRs). O efeito
significativo da arquitetura ¢ que alteracdes mediadas por NAHR ocorrem onde existem
LCRs pré-existentes que fornecem a homologia necessaria para a recombinacdo durante
o reparo de SSBs e DSBs (HASTINGS, et al., 2009).

As CNVs sio classificadas em dois grandes grupos: as recorrentes ¢ as nao
recorrentes. As recorrentes sdo mediadas por sequéncias repetitivas de DNA maiores
que 1 Kb, com similaridade de >90%, chamadas de duplicagdes segmentares ou
repeticdes de poucas copias. Uma grande parte das CNVs patogénicas sdo nao-
recorrentes (KUROTAKI, 2005; HASTINGS, et al., 2009; ARLT, et al., 2012). As
CNVs recorrentes surgem durante a meiose por recombinagdo homoéloga nao alélica (do
inglés: Non-Allelic Homologous Recombination - NAHR) mediadas por duplicagdes
segmentares, enquanto, que CNVs ndo recorrentes sdo amplamente distribuidas ao

longo do genoma em regides que nao possuem sequéncias homologas (LUO, 2011).
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As CNVs, embora presente em todo o genoma encontra-se em abundancia nas
regides proximas aos telomeros. A alta prevaléncia de CNVs nas regides subteloméricas
¢ devido a presenga de sequéncias repetitivas nestes locais (RIETHMAN, et al., 2005;
RIETHMAN, 2008; KLOPOCKI; MUNDLOS, 2011). As delegdes subteloméricas
terminais em sua maioria parecem ocorrer devido a uma quebra na dupla fita de DNA,
que, consequentemente, resulta na perda do telomero (VARGA, et al., 2005).

As CNVs tém sido reconhecidas como uma das principais contribui¢cdes para a
variagdo genOmica humana e também pela diversidade fenotipica intrapopulacional
(IAFRATE, 2004; SEBAT, 2004; SHARP, 2005; REDON, 2006; CONRAD, 2010).
Embora haja um crescente apreco pela importancia das CNVs, pouco ainda foi
elucidada sobre suas origens e mecanismos de formagao.

CNVs ocorre normalmente como polimorfismo herdado, mas também surgem de
novo numa taxa significativa, sendo evidente que CNVs surgem tanto em linhagem
germinativa e células somaticas (TURNER, 2008).

As CNVs de novo sdao uma causa importante e frequente de doengas genéticas e
de desenvolvimento e surgem com uma frequéncia alta nas células cancerosas. A
frequéncia com que as CNVs de novo surgem sugere uma alta taxa de mutagdo de novo.
Ao contrario de muitos outros tipos de mutagdo, pouco se sabe sobre os fatores de risco
genéticos e ambientais para a indugdo de CNVs de novo (EGAN, 2007; LUPSKI, 2007;
ZHANG, et al., 2009; KIROV, et al., 2009; CONRAD, 2010; ITSARA, 2010; ARLT, et
al., 2012).

Segundo Mills e colaboradores (2011) o advento de novas tecnologias
gendmicas que permitiram analises de alta resolug@o estdo ligados a descoberta de
CNVs, dentre essas tecnologias esta a analise por microarranjos. Com um nimero alto
de CNVs, sendo 25.000 polimérficas e destes, 1.000 sdo consideradas CNVs grandes
com tamanho superior a 500 Kb descritas em individuos normais, ficando claro que, a
variacdo genética humana ¢ profundamente influenciada por mudangas estruturais de

grande escala.

4.5. Formac¢ao das CNVs

Rearranjos cromossomicos constitutivos sdo aqueles que podem ser herdados de
um genitor portador, ou, que ocorrem de novo nas células precursores dos gametas.
Enquanto que anormalidades cromossomicas somaticas sdo as que surgem durante o

desenvolvimento ou durante a vida do organismo, sendo, portanto, pos zigoéticos
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(SHAFFER; LUPSKI, 2000). Mudangas na estrutura dos cromossomos podem ocorrer
por dois mecanismos gerais, a recombinacdo homologa (do inglés, Homologous
Recombination — HR) e recombinacdo ndo homologa, sendo que HR requer uma
extensa identidade da sequéncia de DNA (HASTINGS, et al., 2009).

Rearranjos gendmicos sdo rearranjos cromossdmicos que acontecem em regides
associadas com a instabilidade genomica e sdo uma fonte importante de doencas
gendmicas e variabilidade genética na forma de CNVs (LUPSKI, 1998; SHAW;
LUPSKI, 2004; IAFRATE, et al., 2004; LUPSKI, 2007).

Os rearranjos gendmicos resultam de falhas no reparo de DSBs (ILIAKIS, et al.,
2004; GRIFFIN; THACKER, 2004). Danos ao DNA provocam ativa¢do de processos
de reparo que sdo controlados geneticamente. Sendo assim, as células normais podem
reparar o dano com fidelidade ou introduzir erros durante o reparo, dependendo de qual
o tipo de lesdo ocorrido e do mecanismo utilizado para o reparo (MOUSTACCHI,
2000).

As DSBs s3o consideradas lesdes primarias na formagdo de alteragdes
cromossOmicas, sendo a principal fonte de instabilidade gendémica (AGUILERA;
GOMEZ-GONZALEZ, 2008). Essas quebras podem ser induzidas por agentes externos,
como a RI, mas também podem ocorrer espontaneamente como uma consequéncia de
processo normal da célula (SANKARANARAYANAN; WASSOM, 2005).

As DSBs, induzidas ou espontaneas, podem ser reparadas na célula eucaridtica por
dois principais processos de reparo: NAHR ou a juncao de extremidades ndo homologas
(do inglés,Non-Homologous End Joining — NHEJ) (MOUSTACCHI, 2000; HABER,
2000; GU, et al.,, 2008; MERIKANGAS, et al., 2009; STANKIEWICZ; LUPSKI,
2010).

Recentemente verificou-se que células de mamiferos também sdo capazes de reparar
o DNA por recombinagdo homdloga. No mecanismo de HR, uma sequéncia homoéloga ¢
utilizada como molde para que o reparo ocorra num processo semelhante ao da
recombinacdo meidtica, mas existem diferencas fundamentais. Na meiose a
recombinagdo ocorre preferencialmente entre cromossomos homodlogos. Em células
somaticas, a cromatide irma ¢ utilizada como molde para o reparo, além disso, o
processo de reparo na meiose da quebra na dupla fita pode resultar tanto em troca entre
as cromatides como em conversao génica por crossing-over (HABER, 2000; MOENS,

2003).
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Durante uma divisao celular, as células direcionam DSBs ¢ SSBs para o mecanismo
de reparo por HR, evitando assim as ocorréncias de crossing-over. Tanto na meiose
quanto na mitose, a recombinagdo normalmente acontece entre sequéncias alélicas.
Sequéncias homodlogas podem ser usadas eventualmente como moldes para o reparo, € 0
uso dessas sequéncias moldes associadas a ocorréncia de crossing-over pode levar a
formagao de alteragdes cromossdmicas. Quando a sequéncia homdloga da cromatide é o
molde para o reparo, nao havera erros. O tipo de sequéncia que sera utilizada como
molde para o reparo define se o reparo sera conservador ou se introduzird erros
(SHAFFER; LUPSKI, 2000). Se a sequéncia molde for do cromossomo homoélogo,
pode haver conversdao génica, restabelecendo a integridade gendmica de maneira
conservadora. Nesse contexto, a NAHR, resulta mais frequentemente em rearranjos
cromossomicos (HABER, 2000; MOENS, 2003).

A formagdo de uma alteracao estrutural na visdo classica propoe a aleatoriedade dos
pontos de quebra da dupla fita com a juncdo das extremidades quebradas nao
homologas. No entanto, a existéncia de segmentos cromossdmicos que estdo mais
susceptiveis a formacdo de rearranjos tem sido objetivo de investigagdo ha bastante
tempo. Pode-se considerar a distribuicdo dos pontos de quebra ao longo do genoma
como o reflexo de uma estrutura do DNA ou da cromatina em certos segmentos
cromossdmicos, predispondo assim, a ocorréncia de quebras no DNA e a formagdo de
rearranjos cromossdmicos (LUPSKI, 1998). Evidéncias moleculares da participagao dos
mecanismos especificos de recombinagdo intra ou intercromossdomica promove a
formagdo de rearranjos estruturais. A recombinagdo poderia ocorrer como parte do
mecanismo de reparo das quebras. O emparelhamento de sequéncias com homologia
que ndo estdo na mesma regido do cromossomo homologo, poderia levar a formagao de
alteragdes cromossomicas por crossing-over desigual (KURAHASHI, et al., 2000).

Rearranjos gendmicos ddo origem as doengas gendomicas quando levam a alteragdes
na dosagem ou interferem na regulagdo dos genes, por fusdo génica, efeito de posicao,
mutagdo recessiva em regides codificantes ou em polimorfismos funcionais, dentre
outros mecanismos (LUPSKI; STANCKIEWICZ, 2005). Os rearranjos gendmicos
podem ser recorrentes ou nao recorrentes, os recorrentes acontecem com tamanhos
comuns e pontos de quebra organizada em clusters, que ¢ o resultado do mecanismo de
NAHR. Os ndo recorrentes apresentam-se com extensdes variaveis e pontos de quebra

dispersos, sem que haja necessariamente um /otspot para que a recombinag¢do ocorra
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(STANKIEWICZ; LUPSKI, 2002; SHAW; LUPSKI, 2004; LEE, et al., 2007; GUN, et
al., 2008; VERDIN, ET AL., 2013).

4.6. Analise Cromossomica Por Microarranjos

Os avangos tecnologicos para a investigagdo molecular dos genomas
possibilitaram a identificagdo de polimorfismos em todo o genoma humano e ndo
apenas em genes alvos. Com o advento das analises usando microarranjos de
polimorfismo de base Unica (do inglés: Single Nucleotide Polymorphismo Array— SNP-
array), foi possivel ampliar a possibilidade de estudos de associagdo gendmica ampla
(do inglés, Genome-Wide Association Studies— GWAS), nos quais se analisa todo o
genoma ao invés de analisar apenas regides especificas ou genes candidatos (MILER, et
al., 2010).

A andlise de numero de cdpias baseada em microarray ¢ um método da
citogenomica. A resolug@o e a precisao dos ensaios sao determinadas pela quantidade e
tamanho das sondas contidas no chip e pela distancia entre as sonda, a no mapa fisico
do genoma. A especificidade e a sensibilidade da CMA sio cerca de dez vezes mais alta
que as dos métodos utilizados na Citogenética convencional (SHINAWI, et al.,2008).

Os microarranjos possuem sondas especificas para cada um dos alelos dos SNPs,
marcadas com as quatro variantes (A, C, T ¢ G) que permitem a identificacdo de
rearranjos cromossomicos, como também a genotipagem (SPEICHER; CARTER,
2005). No SNP-array, a amostra ¢ hibridizada com o array genémico ¢ alteragdes no
numero de copias sdo detectadas com base na intensidade do sinal de cada sonda em
comparagao com a amostra referéncia (DHAWAN; PADH, 2009).

A tecnologia de alta densidade da plataforma do CMA concilia o poder de alta
resolugdo para a detec¢gdo de CNVs com a sensibilidade de deteccdo de
consanguinidade, dissomia uniparental ¢ uma maior sensibilidade para detectar baixos
niveis de aneuploidias em mosaico pelos SNP-arrays (GIJSBERS, et al., 2009;
KOOLEN, et al., 2009; MILLER, et al., 2010).

A tecnologia utilizada no presente estudo foi a plataforma CytoScanHD®Array
(Affymetrix, Santa Clara, USA), que avalia alteragdes com um grau de confiabilidade e
sensibilidade maior que 99%, apresentando uma das maiores resolugdes disponiveis no

mercado atual.
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5. OBJETIVO

5.1. Objetivo Geral

Estimar a frequéncia de mutagdes germinativas na prole de individuos expostos
ocupacionalmente ao Césio-137, estabelecendo um método de identificagdo de CNVs

por microarranjos de alta densidade.

5.2. Objetivos Especificos

1. Determinar a frequéncia de CNVs na geragdo F1 de individuos expostos a
radiagdo ionizante do Cs';

2. Estabelecer as frequéncias de CNVs de novo que ocorrem na geragdo F1 de
individuos ocupacionalmente expostos a radiago ionizante do Cs'"’;

3. Estabelecer a taxa de frequéncia de mutagao germinativa de CNVs induzida pela
exposicao parental a RI;

4. Contribuir com o aumento do conhecimento sobre os efeitos biologicos de
exposic¢do a radiacdo ionizante;

5. Continuar com os estudos de monitoramento genético da populacio

ocupacionalmente exposta ao Césio-137 em Goiania-Goias.
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6. MATERIAL E METODOS

6.1. Caracterizacio do Grupo Amostral

O grupo exposto foi constituido por sete familias, de bombeiros e policiais
militares que atuaram durante o acidente radiologico de Goiania em 1987. No grupo
exposto todos os pais foram expostos ocupacionalmente a radiacdo ionizante do Césio-
137, mas ndo ha registro de doses absorvidas por estes trabalhadores. No grupo exposto
foram incluidos 25individuos. O grupo controle foi composto por 11 familias goianas

sem historico de exposi¢do a radiagdo ionizante

6.2. Coleta e Processamento das Amostras

As amostras biologicas dos militares expostos, de suas esposas e de pelo menos
um dos filhos bioldgicos do casal foram colhidas por puncgdo venosa 10 mL de sangue
periférico. Para cada amostra foram separadas aliquotas de plasma, anel leucocitario e
hemacias, que foram armazenadas a -20°C. O anel leucocitério foi usado para a extragao
e a purificagdo de DNA gendmico. No momento da coleta, os participantes responderam
voluntariamente a um questionario e assinaram a um Termo de Consentimento Livre
Esclarecido (Anexo II, III e IV), e responderam voluntariamente a um questionario
(Anexo V). Todas as amostras foram processadas no laboratério de genética da
Pontificia Universidade Catdlica de Goias no Nucleo de Pesquisas Replicon. Os estudos
foram conduzidos nos termos das Resolugdes CNS N° 441, DE 12 DE MAIO DE 2011,
340/2004 — CNS/MS e 347/2005 — CNS/MS (Anexo VI, VII e VII). O presente estudo
foi submetido e aprovado pelo comité de ética e pesquisa da Pontificia Universidade
Catdlica de Goias (PUC-Goias), sob o registro de namero CAAE
49338615.2.0000.0037, e pela Comissio Nacional de Etica em Pesquisa(CONEP),
conforme parecer contido no oficio n° 982 CONEP/CNS/MS. O ntmero de registro do
processo no CONEP ¢ 10301 e o nimero do processo 205000.073183/2004-45.

6.3. Isolamento do DNA Genomico

O DNA genomico foi extraido com o Kit de extracdo de DNA Illustra Blood
GenomicPrep” Mini Kit (GE Healthcare, EUA). A quantificagio da concentragio
(ng/uL) do DNA isolado de cada amostra foi feita em um espectrofotometro
NanoVue®Plus(GE Healthcare Life Sciences, Reino Unido). Os procedimentos foram

realizados de acordo com os protocolos propostos pelos fabricantes.
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6.4. Analise Cromossémica por Microarray

A CMA foi conduzida em um Gene ChipCytoScan HD® (Affymetrix — Estados
Unidos da América, EUA) de alta resolugdo, fazendo com que essa técnica apresente
maior robustez quando comparada com outras técnicas de citogenética. O chip possui
uma matriz de genotipagem bastante abrangente para o genoma humano, com ampla
cobertura do genoma e maior desempenho para a analise de alteragdes cromossdmicas
humanas. A matriz usada detecta variagdes genéticas estruturais, correspondendo a
ganhos e perdas gendmicos. O CytoScan HD® possui mais de 99% de sensibilidade na
detecgdo de CNVs, determinagdo de perda de heterozigose (LOH) e baixos niveis de
mosaicismo. A matriz do chip possui cerca de 2,6 milhdes de copias de marcadores,
incluindo aproximadamente 750 mil SNPs e cerca de 2 milhdes de sondas ndo

polimérficas. As sondas que integram o chip apresentavam tamanho de 25 pb.
6.4.1.Método de Genotipagem por SNP-Array

A metodologia consiste em um ensaio composto por multiplas sondas de
hibridizagdo alelo-especificas que sdo complementares as regioes de SNP presentes na
fragdo reduzida do genoma amplificado no ensaio. As sondas sdo constituidas de 25
oligonucleotideos, com o SNP variavel localizado no 13° nucleotideo. Elas sao
redundantes e espalhadas ao longo do chip, para atenuar quaisquer efeitos da variagao
devido a localizacgdo fisica na matriz. Cada sonda tem uma localizacdo fixa no arranjo
do chip.

A metodologia se iniciou com uma digestdo do DNA amostral com uma enzima
de restricdo (Nspl) fornecida pelo fabricante. Este passo requer aproximadamente 250
ng de DNA. Em seguida, o DNA digerido foi ligado a adaptadores especificos e,
amplificados por PCR, mediante o uso de primers universais. O DNA fragmentado por
digestdo enzimatica e amplificado foi marcado com biotina e hibridado no GeneChip®
HD por 18 horas. Apds a hibridizagdo, os chips foram digitalizados no GeneChip®
Scanner 3.000 7G (Affymetrix, Estados Unidos da América). Ao final da digitalizagdo,
os sinais luminosos foram lidos e capturados pelo software ArrayGenechip®Command
Console® Software(AGCC®) (Affymetrix, EUA) gerando arquivos CEL, ¢ as analises
dos dados foram realizadas pelo software Chromosome Analysis Suite®2.0 (ChAS®,
Affymetrix, EUA). Os arquivos CEL obtidos pelo escaneamento dos chips foram usadas

para estabelecer os genotipos dos SNPs constitutivos das CNVs.
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As duas principais métricas de controle de qualidade do ArrayGeneChipHD®
foram Median Absolute Pairwise Difference (MAPD) e SNP-Quality Control (SNP-
QC), escores que se aplicam para marcadores de numero de cdpias e SNP,
respectivamente. Para o cendrio do presente estudo foram usados os parametros de

MAPD <0.25 e de SNP-QC >15.

6.4.2. Tratamento e Analise dos Dados Obtidos na Genotipagem dos SNPs

A grande quantidade de informagdes disponibilizadas pelo uso do GeneChip®
HD faz com que sejam necessarias analises complexas para o tratamento dos dados. A
analise dos resultados foi executada no Software Chromosome Analysis Suite (ChAS®™)
que possibilita investigar alteragdes estruturais ao longo do genoma, tais como
variagdes no nimero de copias, como duplicagdes e delegdes de segmentos de DNA de
regides génicas presentes nas amostras estudadas de modo comparativo, facilitando as
interpretacdes dos resultados (Figura 7).

Foram fixados como filtros: 15 ¢ 8 marcadores de SNPs para se detectar
microduplicagdes e microdelecdes, respectivamente, distribuidos com uma média de
marcadores <2.000 Kb, limitando-se a fragmentos >1Kb (Affymetrix*Chromosome
Analysis Suite 2.0 ™ Software User Manual). Foram incluidas nas analises
subseqiientes as CNVs que apareciam nos bancos de dados do Cytoscan HD®

(Affymetrix, EUA) e do DGV (The Data Base of Genomic Variants).
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6.5.Célculo da Taxa de Mutacido Germinativa em CNVs (TMnvy)

A taxa de CNVs de novo foi estimada para representar o frequéncia de formacgdo de
CNV por locus por geragdo. No presente estudo foram incluidas somente CNVs de novo. A

TM.,y foi estimada aplicando-se a equacao 1 (DA CRUZ, et al.,2008; COSTA, et al., 2011):

Equacio 1

TMceny = XTeny

p! x ax tgh

Onde:

ZTCNV: Tamanho total das CNVs (bp)
p: Numero de meioses (2)
a: bialelia (2)
tgh:  tamanho do genoma haploide (2,9 x10°), segundo a montagem da sequéncia humana de
referéncia (GRCh37/hg19).

A Equacio 1 foi aplicada para as CNVp e CNVg. Para se avaliar o impacto acumulado
dos ganhos e perdas genomicos, foi analisado o burden das CNVs, que correspondeu a
TMcny total, somando-se as taxas individuais de ganho e perda genémicos.

A Equacdo 2 foi usada para estimar o numero de meioses paternas para casos e

controles em fungao da idade dos pais a época da concepgao da prole.

Equacio 2

No.p! = (((TP x m) — (tg + Iad)) x d/m) xtp!d

Onde:

No.p!: Numero de meioses paternas

IP: Idade paterna (anos)

m: meses/ano

tg: tempo de gestagdo (meses)

lad: Média de idade do inicio da produgdo de espermatozoides na adolescéncia, que em
humanos ¢ de 12 anos (meses)

d/m: Total de dias no més

tp!d: Numero total de médio de meioses estimadas por dia em humano
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6.6. Analise Estatistica

O teste de Shapiro-Wilk foi utilizado para verificar a normalidade dos dados. Nao
sendo verificada a normalidade dos dados para esse conjunto amostral foram aplicados testes
estatisticos ndo paramétricos.

As diferengas na frequéncia de mutagdo por locus/geracdo, TMcny € tamanho das
CNVs em cada cromossomo para microdelecdo e microduplicagdo entre os grupos caso e
controle foi realizado utilizando o teste Mann-Whitney U. A correlagdo de Spearman foi
realizada para analisar o efeito da idade parental a concepgdo na frequéncia de mutagdo
(burden). O teste binomial foi usado para testar a frequéncia de CNVs na microdelecao e
microduplicagdo entre os grupos caso e controle.

A analise da fun¢do discriminante foi realizada utilizando o grupo exposto e controle
como varidvel dependente e o nimero de meioses paternas a época da concepgdo, a
frequéncia de CNVp e CNVg e a média da idade parental a época da concepg¢do como
variaveis explicativas (preditores). Os coeficientes da funcdo discriminante foram utilizados
para verificar qual variavel teve maior contribui¢ao para a fun¢do discriminante.

O teste y* foi utilizado para testar as diferengas na frequéncia da diferentes classes do
tamanho e numero de marcadores e também para avaliar se houve diferenca na distribuicao
das frequéncias dos hotspots entre caso ¢ controle considerando as microdelecdes e as
microduplicagdes

Todas as anélises foram realizadas utilizando o pacote estatistico SPSS® 21.0, com

nivel de significancia de 5% (p<0,05).
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7. RESULTADOS

A média das idades dos progenitores a época da concepgao para os pais foi de 25 para
os casos e de 30,2 para os controles, respectivamente. Para as maes,foram de 27,2 nos casos e
27,7 nos controles, respectivamente. Os participantes do grupo controle ndo apresentavam
histéria de exposi¢do ocupacional ou acidental,nem para fins terapéuticos ou de diagndsticos,
a radiacdo. Os controles residiam na cidade de Goiania-GO. As médias de idade da geracdo
F1 foram de 13,1 e 12,8 para casos e controle, respectivamente. A Tabela 1 contém os dados
descritivos dos grupos participantes do presente estudo na coleta das amostras.

Tabela 1. Dados descritivos dos grupos caso e controle para as geragdes parental e F1

incluidos no estudo da sobre a inducdo de mutacdo germinativa na prole de individuos
expostos ocupacionalmente a radiagdo ionizante de césio-137.

Geracao Variaveis Controles Casos
n 22 14
Faixa etaria 19 a 47 19a39
Parental Média das idades na Pais 30,2 (9,5) 31(5,2)
concepgdo (+DP) Miies 27.7(6,2) 27,2 (5.6)
Dose (Gy) na na
n 11 11
Faixa etaria S5a?25 Sald
Média das idades(+DP) 12,8 (8,1) 13,1(3,8)
1l Proporgiao entre os sexos (H/M) 4/7 5/6
Média populacional de TMCN\,perdévger 25 xlO_S 3,9x10-5
Meédia populacional de TMCTWthO/ger 5’9X10'6 6.8x1 0'6
Meédia populacional de TMCNVB 3,1x10° 4, 6X10-5

DP: Desvio Padrao; H: Homens; M: Mulheres; ger: geracao; : Burden, na: ndo se aplica

As microdelecdes e microduplicagdes foram mais frequentes no grupo exposto, com
um aumento de 1,6x para microdelecao e 1,15x para microduplicagdao em relagao ao grupo

controle. Neste contexto, o burden da taxa de mutagdo germinativa em CNVs (TMCNVB) foi de

1,5x para a progénie dos individuos expostos em relagdo ao controle saudavel de Goiania. A

diferenca na distribui¢do das frequéncias da TMcny entre casos e controles (Figura 8) pelo
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teste ndo paramétrico de Mann-Whitney U mostrou-se estatisticamente significativa, para

microdelegdoes  (p=0,006), mas ndo mostrou
microduplicagdes (p=0,511).
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Figura 8. Teste de comparagdes multiplas por ANOVA fatorial (Tukey) para as variancias observadas em A:
A taxa de burden em CNVs e B: Total de CNVs por cromossomo, entre os grupos controle e casos expostos a

RI de césio-137 em Goiadnia-GO.

A distribuicao das CNVs entre os grupos pode ser observada na Tabela 2. A analise

dos dados permitiu a identificagdo de 416 ¢ 714 CNVs no total, para os grupos controles ¢

casos, respectivamente. Nenhuma das CNVs observadas apresentou tamanho >500Kb, todas

as CNVs observadas tanto no grupo caso ¢ no grupo controle foram incluidas nas analises

estatisticas. A menor CNV encontrada para as microdelecdes foi de 1Kb e a maior foi331Kb.

Nas microduplicagdes, a menor foi 1Kb e a maior foi 140Kb. O tamanho total de

microdelecdo para o grupo exposto foi de 5.084Kb e de microduplicacdo foi de 871Kb.

Enquanto que no grupo controle,

o total de microdele¢do foi de 3.175Kbe as

microduplicagdes foram de 758 Kb (Tabela 2). O teste binomial mostrou que o tamanho total

do genoma afetado por microdelecio (¥*=315; p=2,2"°) e microduplicacio (y’= 477,66;

p=2,2""%) entre casos e controles ndo foi estatisticamente significativa.
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Tabela 2. Distribuicdo das CNVs entre casos e controles para o estudo do impacto da exposi¢do acidental a
doses baixas de RI na frequéncia de mutagdes germinativas na progénie de pessoas expostas a radiacdo ionizante

de Cs'".
Grupo CNV Ganhos Perdas Total
Intervalo (Kb) 1al137 1a331 1a331
n 39 675 714
Caso L
Meédia do tamanho da CNV (Kb) 22,33 7,53 na
ETeny (Kb) 871 5.084 5.955
Intervalo (Kb) 1 al140 1a225 1a225
n 25 391 416
Controle Média do tamanho da CNV (Kb) 30,32 8,12 na
ETenv (Kb) 758 3.175 3.933

XTeny: Tamanho total das CNVs (Kb); na: ndo se aplica.

Nao houve diferenca estatistica significante entre o tamanho das CNVs, o nimero de

marcadores e o numero de genes nas CNVs (p>0,05). A diferenca entre os grupos foi

caracterizada pelo aumento do numero de eventos de perdas e ganhos (burden) em casos e

controles pelo teste de Mann-Whitney U (p=0,005). A Figura 9 ilustra os resultados

apresentados para esta analise.
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Figura 9. A distribuicdo das variaveis tamanho das CNVs, nimero de marcadores na CNV e o numero
de genes na CNVs entre os grupos controle (1) e casos (2) expostos a RI de césio-137 em Goiania-GO.

A analise discriminante identificou diferencas significativas entre os escores
associados ao grupo exposto e controle, mediados pelos preditores. Dentre todas as variaveis
analisadas, as que mais contribuiram para discriminar os grupos foram: nimero de meioses,
idade materna e o numero de marcadores nas CNVs (Figura 10). As diferengas foram

significativas tanto para microdele¢do quanto para microduplicagdo (p= 0,0001; = 0,9).
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Figura 10. Analise discriminante: nimero de meioses, idade materna e o nimero de marcadores, genes e
tamanho (Kb) observados na geragao F1 de controles e casos expostos ocupacionalmente a RI de césio-137 em
Goiania (Brasil).

Em relacdo aos tamanhos das CNVs, ndo houve diferenca estatistica significativa entre

os grupos (Figura 11) pelo teste do y>.
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Figura 11. Distribui¢do das frequéncias das diferentes classes do tamanho do fragmento (Kb) entre os
grupos controle e o caso, para a microdelecdo e microduplicagdo, no estudo sobre a indu¢do de mutagdes
novas na prole de individuos expostos a RI de Goidnia-GO.
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Em relagdo ao nimero de marcadores das CNVs, Nas frequéncias das diferentes
classes do nimero de marcadores ndo houve diferenca estatistica significativa entre os grupos

(Figura 12) pelo teste do x>
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Figura 12. Distribuigdo das frequéncias das diferentes classes do nimero de marcadores (CNVs) entre os
grupos controle e o caso, para a microdele¢do e microduplicagdo, no estudo sobre a indugdo de mutagdes
novas na prole de individuos expostos a RI de Goiania-GO.

A Figura 13 mostra a distribuicdo das CNVs em funcdo da presenca ou auséncia da
variante em bancos de dados, especificamente, sobre a ocorréncia da CNVs no DGV ¢ no

banco do proprio CytoScanHD® pelo teste do .
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Figura 13. Frequéncia percentual da distribuigdo das CNVs em fungao das variantes depositadas no DGV e no
CytoScan HD no estudo sobre a indugdo de mutacdo germinativa na geragdo F1 de individuos expostos a RI
em Goiania-GO.Onde: 0 — nao aparece em nenhum dos bancos de dados; 1 — s6 aparece no DGV; 2 — aparece
so no CytoScan HD; 3 — aparece nos dois bancos de dados.

As diferencas na variancia das frequéncias de mutacdo de CNVs por locus por geragao
por cromossomo observadas nos grupos exposto e controle foram estatisticamente
significativas para os cromossomos 5 e 18 para as microdele¢des. Para as microduplicagdes

ndo houve diferengas estatisticas, segundo a analise realizada pelo Teste de Mann-Whitney U
(Tabelas 3 e 4).
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Tabela 3. Comparagcdo da frequéncia de mutagdo de microdelecdo entre o caso e o controle para cada

Cromossomo.
Controle Caso
Cromossomo P*
Meédia DP Meédia DP

1 6,4E-07 9,4E-07 5,6E-07 4,1E-07 0,24
2 7,5E-07 1,0E-06 7,6E-07 6,3E-07 0,23
3 5,9E-07 4,6E-07 4,9E-07 2,8E-07 0,68
4 9,3E-07 9,6E-07 8,1E-07 7,5E-07 0,81
5 9,1E-07 6,4E-07 6,0E-07 4,7E-07 0,04
6 5,5E-07 4,5E-07 6,8E-07 7,3E-07 0,59
7 5,1E-07 9,0E-07 5,6E-07 7,5E-07 0,15
8 6,2E-07 3,1E-07 6,7E-07 4,8E-07 0,30
9 5,2E-07 3,9E-07 5,5E-07 3,0E-07 0,68
10 4,9E-07 3,9E-07 5,9E-07 4,1E-07 0,35
11 4,6E-07 5,5E-07 5,2E-07 2,9E-07 0,14
12 3,6E-07 3,4E-07 4,8E-07 3,9E-07 0,10
13 5,8E-07 5,1E-07 3,8E-07 2,6E-07 0,35
14 3,1E-06 5,9E-06 1,8E-06 5,6E-06 0,64
15 5,1E-07 4,6E-07 5,0E-07 3,5E-07 0,87
16 3,3E-07 3,4E-07 7,0E-07 8,3E-07 0,14
17 6,3E-07 4,6E-07 6,3E-07 4,3E-07 0,85
18 4,1E-07 3,5E-07 9,3E-07 3,9E-07 <0,001
19 5,4E-07 5,2E-07 4,8E-07 3,8E-07 0,92
20 7,1E-07 6,0E-07 6,8E-07 5,6E-07 0,91
21 3,9E-07 6,1E-08 5,0E-07 4,3E-07 0,80
22 5,1E-07 5,0E-07 6,4E-07 5,4E-07 0,54
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Tabela 4. Comparagdo da frequéncia de mutagdo de microduplicagdo entre o caso e o controle para cada
Cromossomo.

R Controle Caso P
Meédia DP Meédia DP

1 0,0E+00 0,0E+00 2,6E-07 0,0E+00 na

3 3,4E-07 0,0E+00 0,0E+00 0,0E+00 na
4 1,8E-06 0,0E+00 8,6E-08 0,0E+00 0,98
5 4,7E-06 1,2E-06 9,5E-07 0,0E+00 0,66
6 7,3E-06 0,0E+00 7,3E-06 0,0E+00 0,99
7 9,5E-07 0,0E+00 6,9E-07 5,6E-07 0,58
8 6,7E-06 6,0E-06 4,0E-06 6,3E-06 0,22

9 2,4E-06 0,0E+00 0,0E+00 0,0E+00 na

10 0,0E+00 0,0E+00 3,4E-06 1,7E-06 na

11 0,0E+00 0,0E+00 1,8E-06 6,1E-08 na
12 6,9E-07 7,3E-07 8,6E-08 0,0E+00 0,66
16 1,3E-06 9,7E-07 2,2E-06 2,4E-06 0,99
17 1,8E-06 1,2E-06 2,1E-06 1,7E-06 0,99
19 7,3E-07 3,0E-07 2,4E-06 1,3E-07 0,21
21 2,8E-06 0,0E+00 1,6E-06 0,0E+00 0,99
22 1,3E-07 6,1E-08 8,3E-07 9,3E-07 0,21

na=nao se aplica

Foi realizado o teste de correlagdo de Sperman entre a média da idade paterna na
concepcdo e a taxa média das mutagdes germinativas das CNVs na geracdo F1 do grupo
exposto e controle (Figura 14). O coeficiente da correlagdo para o grupo controlena
microdelegdo r = 0,23; p<0,001 e na microduplicagao foi de r = 0,22; p = 0,28. O coeficiente

da correlacdo para o grupo caso na microduplicagdo foi de r =0,009; p = 0,56.
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Figura 14. Correlagdo de Spearman entre a média da idade paterna na concepcdo e a taxa média das mutagdes

germinativas das CNVs na gerag@o Flde controles e casos expostos a Ri de césio-137.
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8. DISCUSSAO

Alteragdes genomicas como as CNVs tém revelado um papel importante na
diversidade populacional, na etiologia de doengas humanas e na variabilidade genomica que ¢
observada na populacdo. As CNVs recorrentes € nao recorrentes sdo causa importantes e
frequentes de doengas genéticas, gendmicas e de desenvolvimento. Com mais de 25.000
CNVs polimorficos, fica claro que existe uma correlacdo entre a variagdo genética e as
mudangas estruturais. Um componente importante das CNVs pode ter impactos deletérios no
genoma e nos fenotipos. A frequéncia com que as CNVs surgem sugere uma alta taxa de
mutagdo de novo, que podem ser transmitidas ao longo das geragdes (GIRIRAJAN, et al.,
2011; DAUBER, et al., 2011;ARLT, et al., 2012).

Itsara (2009) avaliou a presenca de grandes CNVs (=500 Kb) e identificou grandes
variantes em aproximadamente 2.500 individuos, correspondendo a cerca de 10% dos
individuos com CNVs >500 Kb, em até 2% da populagido foi registrado CNVs >1 Mb. O
presente estudo corrobora os achados descritos por Itsara (2009), pois foi encontrado cerca de
2% de grandes CNV na populagdo goiana amostrada. No entanto, hd uma escassez de dados
sobre o papel biologico e a frequéncia de pequenas CNVs na populagdo e suas aplicagdes
como biomarcadores de exposi¢do. Este ¢ um estudo pioneiro com analise de pequenas
delegdes e duplicacdes para estimar a taxa de mutacdo de novo germinativa em uma
populac@o humana exposta ocupacionalmente a radiac@o ionizante de césio-137.

O uso de novas tecnologias gendmicas tem proporcionado um grande potencial para a
determinagdo de mutacdes germinativas em humanos e alguns animais como 0s
camundongos. Tais estudos permitem investigar exposi¢des potenciais a agentes mutagé€nicos,
com consequente indugdo de mutagdes somaticas e germinativas. Em relagdo a exposig¢ao RI,
as novas tecnologias tem possibilitando a avaliacdo dos efeitos bioldgicos estocasticos da
exposicdo a radiacdo sobre a indugdo de mutacdo nos genomas expostos direta ou
indiretamente a energia radioativa (ADEWOYE, et al., 2015).

O genoma de uma pessoa ¢ resultado do acimulo de um nimero de mutagdes de
diversos tipos. Sendo assim, a exposicdo a radiacdo ionizante pode ser colocada em
perspectiva para avaliar os riscos genéticos, para melhor compreensao da populagdao. Quando
as células germinativas sdo expostas a radiagdo, o risco de desordens hereditarias pode
aumentar. Os efeitos genéticos resultantes da exposi¢ao a radiagdo tém sido confirmados em
varias espécies, sendo assim, ¢ improvavel que o genoma humano seja uma excegao

(ASAKAWA, et al., 2013). O nosso estudo corrobora com este dado, pois no estudo
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observamos um aumento de CNVs novas nas proles de individuos que foram expostos
ocupacionalmente a radiagdo ionizante quando comparado com o grupo controle.

Algumas pesquisas avaliaram os efeitos genéticos em populagdes que foram expostos
diretamente a RI, alguns estudos in vitro relataram que a taxa de mutagdo em células
germinativas permaneceram elevadas durante um periodo de tempo apos a exposi¢ao inicial,
uma caracteristica comum relacionada com a instabilidade genomica (DUBROVA, et al.,
2005; BARBER & DUBROVA, 2006).

A taxa de mutag@o permitiu descriminar os dois grupos, entre os escores associados ao
grupo exposto ¢ o controle, onde o numero de meioses, idade materna ¢ o numero de
marcadores nas CNVs foram os preditores que mais contribuiram para as médias das taxas,
apresentando uma diferenca estatistica tanto para microdele¢ao quanto para microduplicagao.

A compreensdao de que a maioria das mutagdes germinativas celulares induzidas por
radiagdo sdo delegoes, abrangendo mais de um gene na sua grande maioria, € que surgem
como resultado do reparo ou de erro no reparo do DNA induzidas por DSBs ¢ SSBs. Neste
aspecto fornece-se um cendrio para concentrar os esfor¢os de estimar os riscos genéticos
devido a exposi¢do a RI em seres humanos (SANKARANARAYANAN, et al., 2013). No
presente estudo comparando o caso com o controle foi possivel observar que as microdelegdes
foram mais frequentes do que as microduplicagdes, tendo um aumento de 1,15x mais
microduplicagdes e 1,6x mais microdelecdes no grupo exposto a RI do que no grupo controle.

Estudos feitos em loci especificos de células germinativas de camundongos, as
delegdes encontradas englobaram um variacdo de tamanhos, de alguns pares de bases e
algumas megabases, sendo mais frequentes observadas na situagdes de exposi¢do a dose de
radiacdo elevadas. No entanto, existem questionamentos sobre o papel da indugdo das
pequenas delecdes decorrente da exposicdo a RI (WOLFF, 1967; SEARLE, 1974; RINCHIK,
et al., 1990; RUSSELL, et al., 1990; SANKARANARAYANAN, 1991; THACKER, 1992;
CATTANACH, et al., 1993; CATTANACH, et al., 1996; SANKARANARAYANAN, 1999).

Um estudo de Furitsu e colaboradores (2005) analisou se a exposi¢do a radiagdo teria
efeito nas células germinativas humanas, podendo assim provocar um aumento na frequéncia
de mutagdes em microssatélites nos filhos dos individuos envolvidos nas operacdes de
limpeza apds o acidente em Chernobyl, ¢ ndo encontraram nenhum aumento nas frequéncias.
Esse estudo ndo corrobora com os nossos achados, onde encontramos um aumento na
frequencia de mutagdes de novo em filhos de militares expostos ocupacionalmente a radiag@o

ionizante de césio-137.

59



Em um estudo com andorinhas que nidificaram perto de Chernobyl foi relatado um
aumento significativo de mutagdes transgeracionais. Foram analisados dois loci
microssatélites ¢ a taxa de mutacdo combinada dos dois loci foi significativamente maior
(3,6X) do que para as aves das areas de controle. O mesmo estudo também analisou trigo e os
resultados demonstraram um aumento de mutagdes microssatélites transgeracionais. Os
pesquisadores analisaram 13 loci microssatélites em 186 plantas de trigo cultivadas a partir de
sementes coletadas nas areas expostas e usaram 150 plantas como controle. Nesse estudo
houve um aumento de 6x na taxa de mutacdo ao longo de uma tnica geracdo, embora o
estudo mostrasse um padrio extremamente complexo em vez de simples repeticdes
(FURITSU, et al., 2005).

A tltima década foi de grande importancia, pois, geraram grandes avangos no
conhecimento na area da genomica e estudos sobre a interagdo da RI com o DNA, permitindo
assim um melhor entendimento sobre os mecanismos que envolvem a replicagdo e os erros do
reparo das DSBs e SSBs, que podem supostamente estar envolvido nas alteragdes estruturais
do genoma. Com isso, foi possivel entender o paradigma nas pesquisas de mutacdo, onde,
mutagdes nos genes surgem como consequéncias de erros na replicagdo ou erros de reparo no
DNA, incluindo as mudangas cromossomicas estruturais (TALEEI; NIKJOO, 2013; TALEEI,
etal., 2013).

Com o presente estudo foi possivel validar o uso de uma metodologia de alta resolugao
para descrever uma assinatura de exposi¢do mutagénica por RI. Legitimando assim, o uso de
CNVs como biomarcador util para avaliar mutagdo germinativa de militares expostos
ocupacionalmente a RI.

Estudos de Sankaranarayanan e colaboradores (2013) observaram delecdes de
diferentes tamanhos que foram induzidos por radiacao que surgiram como resultado das DSBs
por sistemas de reparo, e avaliaram os mecanismos que podem determinar para gera-los em
células germinativas de camundongos para estimativa de risco genético. Conforme a hipotese
atual, a inducdo das dele¢des de tamanhos diferentes pode estar associada com a organizagao
da cromatina nos cromossomos e na arquitetura nuclear. No entanto, essas pesquisas sugerem
uma abordagem computacional para testar a hipotese, examinando os dados empiricos sobre
delecdes induzidas por radiagdo nas células germinativas.

Hu e colaboradores (2016) analisaram 119 criangas com baixa estatura idiopatica e
encontraram CNVs com tamanhos variando 2 Kb a 9 Mb. Esses autores demonstraram a

aplicabilidade e eficiéncia da técnica de CMA para a detec¢do de pequenas CNVs. Essa
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confirmacao foi validada na presente pesquisa, em que se identificou pequenas CNVs pela
técnica de CMA em individuos ocupacionalmente expostos a RI de Césio-137.

Arlt e colaboradores (2014) usaram a metodologia de microarranjos e detectaram
CNVs com tamanhos que variaram de 2,7 Kb a 34,2 Mb em fibroblastos expostos a RI. Os
autores relataram que radiacdo ionizante na faixa de 1,5-3,0 Gy induziu significativamente
mutagdes de novo em células cultivadas de fibroblasto humano ¢ nido houve diferenca na
distribuicdo do tamanho dessas variagdes. Neste estudo, a frequéncia de CNVs de novo
aumentou com doses mais altas de radiacdo e as duplicacdes foram mais frequentes. Esses
dados nao corroboram com os do presente estudo, pois as delegdes foram mais frequentes do
que duplica¢des. Por outro lado, os resultados do presente estudo estdo em conformidade
com relato de ADEWOYE e colaboradores (2015), que analisaram os efeitos da indugdo de
mutagdo por RI em linhagem germinativa de camundongos e encontraram nos descendentes,
um aumento significativo de 8x na frequéncia de CNVs de novo pela exposicao parental.

A variagdo genética surge através das mutagdes, com isso ¢ importante determinar a
taxa para as diferentes classes de mutacao para compreender melhor a genética das doencas e
compreender melhor a evolugdo humana. Com o avanco da tecnologia tem sido permitido
avaliar os dados empiricos das taxas de mutagdes no genoma. Estudos tem demonstrado que
76% das mutagdes de novo surgem na linhagem germinativa parental e fornecem evidéncias
claras para um aumento de mutagdes com a idade paterna. Ainda que a maioria das analises
tenham sido focadas nas variantes de nucleotideos tnico (SNVs), estudos ja comecaram a
fornecer algumas informagdes de mutacdo para outras classes de variagdo, dentre elas as
CNVs (CAMPBELL; EICHLER, 2013).

Foi verificado em um estudo de microssatélites com a geragdo F1 de individuos que
foram expostos ocupacionalmente a radiagao ionizante do césio-137 que 91% das mutagdes
encontradas eram de origem paterna, ja que apenas os pais trabalharam nas a¢des de socorro,
seguranga e reconstrugdo das vitimas do acidente com o césio-137. O grupo de militares que
trabalhou era, na época, exclusivamente formado por homens (FLORES, 2008).

A hipoétese de que a maioria das mutagdes ocorre em linhagem germinativa paterna,
ocorre devido a diferenca do maior numero ¢ a natureza continua de divisdes celulares na
espermatogénese. Ovdcitos surgem em um numero limitado de 22 a 33 divisdes celulares,
enquanto os espermatozoides aumentam de forma continua a cada 15 a 16 dias como

resultados da manutenc@o mitotica do conjunto de espermatogdnias (CROW, 2000).
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Estudos verificaram que a taxa de mutagdo em um locus por geragdo para CNVs foi de
2,5 x 10'6, mas nao relatam quais eram os tamanhos dessas CNVs (TURNER, et al., 2008;
CAMPBELL; EICHLER, 2013). J& um estudo de ITSARA e colaboradores (2010) relatou
que CNVs maiores que 100 Kb teve uma taxa de muta¢do de 1,2 x 107 por geracdo em
aproximadamente 400 trios, sendo compostos pelos pais e filhos. No nosso estudo
verificamos uma taxa de muta¢do em locus por geragdo para CNV, foi de 3,9 x 107, e para
CNV, foi de 6,8 x 10°°. Com tamanhos das CNVs >500Kb.

Estudos confirmam que o aumento da idade paterna correlaciona com um aumento no
numero de CNVs de novo. Alguns dados estimaram uma ou duas mutacdes por ano de vida
dos pais, e outros sugerem que esse incremento € exponencial de aproximadamente 3% ao ano
(FLATSCHER-BADER, et al., 2011; KONG, et al., 2012; MICHAELSON, et al., 2012;
JACOBINE, et al., 2013). CNVs de novo podem ser herdadas ou acumula-se por geragdes.
Um estudo sugere um viés paterno, como um efeito da idade para a formacao de CNVs de
novo em 108 pacientes com deficiéncia intelectual (HEHIR-KAW, et al., 2011).

Os dados do presente estudo mostraram uma relagdo positiva entre o nimero de
meioses paternas a concep¢do e a taxa de mutagdo de novo. O nimero de meioses foi
mostrado em funcdo da idade do pai. Os homens geralmente contribuem com mutagdes de
ponto e pequenas delecdes e duplicagdes. Na medida em que aumenta a idade paterna também
aumenta a frequéncia de mutagao, e essa correlagao foi observada somente no grupo controle,
que se refere ao acimulo de mutag¢des espontaneas.

Em contraste existem pesquisas de um estudo populacional da Holanda, onde ndo
apresentaram evidéncias entre o aumento da idade paterna e alteragdes genOmicas como
microdelecdes ou microduplicagdes na prole. Neste estudo os autores indicaram que o
aumento da idade paterna e as CNVs podem ser de fatores de risco independentes. Os
resultados dessa pesquisa estdo em contraste com outros estudos (JACOBINE, et al., 2013).
Entretanto isso ndo exclui a possibilidade de que a idade paterna pode ter efeito na formagao
das CNVs, um exemplo, mecanismos moleculares especificos que podem resultar na variagao
gendmica (LUPSKI; STANKIEWICZ, 2005).

O dado da distribui¢do das frequéncias da taxa de mutagdo em CNVs novas foi de 1,5x
maior para a prole de individuos expostos a RI do que em relagdo ao encontrado nos controles
que ndo tinham sido expostos a RI. Sendo assim, a indugdo de CNVs pode resultar em
estresse e erros da replicacdo, tendo como resultado um atraso no ciclo celular com

susceptibilidade a formacdo desses rearranjos, definindo como uma classe de mutagao.
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Nos estudos de Flores (2008) foram encontradas uma taxa de mutagdo germinativa de
0,02 nos descendentes de pais expostos ocupacionalmente a RI de césio-137, utilizando
marcadores STR. Nesse trabalho ficou evidente que a radiacdo aumentou a frequéncia de
mutagoes. Esses dados foram semelhantes aos resultados de da CRUZ e colaboradores (2008)
onde ambos os genitores foram expostos acidentalmente a RI, segundo o autor as taxas de
mutagdo nos loci microssatélites estavam relacionadas com a exposi¢cdo a radiacao. Esses
dados corroboram com estudos de Costa (2011), onde foi observado um aumento de 0,003 na
taxa de mutag@o germinativa de individuos expostos acidentalmente ao césio-137.

As diferengas entre a andlise de marcadores STRs e o presente estudo sdo que as
avaliagOes para microssatélites sdo mais especificas para alguns locais do genoma, pois sao
utilizados em geral 15 marcadores. Por outro lado, a andlise da frequéncia de mutagdes
germinativas em CNVs identificadas pelo uso das técnicas que envolvem microarranjos que
possuem uma ampla cobertura do genoma, aumentam a chance de se observar regides
modificadas pela exposicao a radiagdo ionizante.

Portanto, este estudo tem grande importancia, pois nos permite avaliar as mutagdes
genéticas, possibilitando o monitoramento genético e retrospectivo dos militares expostos a
radiacdo ionizante. Os dados e informagdes deste estudo contribuem ainda para ampliar o
conhecimento sobre danos genomicos induzidos por RI e fornecem subsidios para novas

pesquisas e estudos a respeito dos efeitos mutagénicos provocados pela radiagao.
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9. CONCLUSAO

O presente estudo investigou a indugcdo de mutagdo germinativa na prole de

trabalhadores ocupacionalmente expostos a radiagdo ionizante de cé€sio-137 durante o

acidente radioldgico de Goiania, usando a taxa de mutagdo em CNVs como o biomarcadores

de exposicao. Os resultados previamente discutidos permitem concluir que:

Foi possivel estabelecer e validar o uso de CNVs de novo como biomarcadores de
exposi¢ao a RI, sensiveis o bastante para discriminar a taxa de mutacdo nova de
origem germinativa nos filhos nascidos de progenitores expostos;

A frequéncia de CNVs de novo apresentou-se 1,5x aumentada nos filhos dos
trabalhadores expostos, quando comparada com a prole dos controles da mesma
regiao;

O aumento da frequéncia de CNVs novas na geracdo F1 pdde ser quantificado e este
achado foi 1til para discriminar casos de controles;

A TMcnyp teve maior contribuicdo para elucidar o efeito estocéstico da exposi¢do
parental a RI. Este achado esta em conformidade como esperado para a exposi¢do do
sistema celular & RI, pois delecdes sdo mais frequentemente observadas nestas
condicodes;

O presente estudo foi pioneiro na aplicacdo de pequenas CNVs (<500 Kb) como
biomarcadores de exposi¢do, sendo possivel devido a monitoramento genético da
populagdo goiana exposta ao Césio-137. Além de validar o uso deste marcador, o
estudo também foi pioneiro na investigagdo de mutacdo germinativa em humanos

expostos a RI através do CMA.
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11. ANEXOS

ANEXO I

GOVERNO DO ESTADO DE GOIAS

Gabinete Civil da Governadoria
Superintendéncia de Legislagao.

LEI N° 14.226, DE 8 DE JULHO DE 2002.
- Vide Lei n° 16.507, de 24-03-2009.
- Vide Lei n° 18.080, de 16-07-2013.

Reajusta os valores das pensdes especiais que especifica, dispde sobre a concessédo de pensdes
especiais as pessoas irradiadas ou contaminadas que trabalharam na descontaminagdo da area
acidentada com o Césio 137, na vigilancia do Depdsito Provisério em Abadia de Goias e no
atendimento de saude as vitimas diretas do acidente e da outras providéncias.

A ASSEMBLEIA LEGISLATIVA DO ESTADO DE GOIAS decreta e eu sanciono a
seguinte lei:

Art. 1°. As pensdes especiais concedidas pela Lei n. 10.977, de 03 de outubro de
1989, alterada pela Lei n. 13.346, de 24 de setembro de 1998, passam a ser devidas nos seguintes
valores:

| - R$ 1.448,00 (mil, quatrocentos e quarenta e oito reais) R$-1-356,00-{mil-etrezentos
e—cinquenta—e—seis—reais) R$—1-244,00 (mil-e—duzentos—e—quarenta—e—quatro—reais) R$-800,00
{eitocentos-reais);para os radiolesionados pelo contato direto com a substancia radioativa Césio 137
e para os que receberam irradiacdo superior a 100 RAD, relacionados no Anexo | desta Lei;
- Valor reajustado pela Lei n° 18.497, de 09-06-2014, art. 1°.
- Vide Lei n° 18.080, de 16-07-2013.
- Vide Lei n° 17.604, de 27-4-2012.

Il - R$ 724 OO (setecentos e vmte e quatro reais) R$-678.00{seiscentos—e-setenta—e

Fea+s-)—R$—49&09—(qHa#eeentes—Fea}s) para 0s demais beneficiarios.
- Valor reajustado pela Lei n° 18.497, de 09-06-2014, art. 1°.
- Vide Lei n° 18.080, de 16-07-2013.

- Vide Leis n°s 17.604, de 27-4-2012 e 16.507, de 24-03-2009.

Art. 2°. Fica concedida, a partir da vigéncia desta lei, pensdo especial vitalicia, no
valor mensal de R$ 400,00 (quatrocentos reais), para até cento e vinte pessoas a serem definidas
pela Agéncia Goiana de Administragcao e Negdcios Publicos - AGANP, com intervencao obrigatéria da
Secretaria da Saude, através da Superintendéncia Leide das Neves Ferreira - SULEIDE, dentre
aquelas relacionadas no Anexo Il desta Lei, apds cadastramento e avaliagdo minuciosa.
- Vide Decreto Administrativo de 27-02-2015, processo n° 201300005005725, D.O. de 04-03-2015, pag. 5.
- Vide Decreto Administrativo de 27-02-2015, processo n° 201400005004342, D.O. de 04-03-2015, pag. 5.
- Vide Decreto Administrativo de 27-02-2015, processo n° 201300005014328, D.O. de 04-03-2015, pag. 5.
- Vide Decreto Administrativo de 07 de outubro de 2014, D.O de 09-10-2014.
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- Vide Decreto Administrativo de 08 de maio de 2013, D.O. de 08-05-2013, pag. 3.
- Vide Decreto Administrativo de 07 de abril de 2009, D.O. de 16-04-2009.
- Vide Decreto Administrativo de 25 de abril de 2008, D.O. de 30-04-2008.
- Vide Decreto Administrativo de 23 de setembro de 2003, D.O. de 26-09-2003, pag. 2.
- Vide Decreto Administrativo de 03 de dezembro de 2002, D.O. de 06-12-2002, pag. 3.

§ 1°. A penséo a que se refere o caput é devida aos servidores publicos e aos agentes
requisitados da administragéo indireta, irradiados ou contaminados no trabalho da descontaminagao
da area acidentada com a substancia radioativa Césio 137, ocorrida no ano de 1.987, na vigilancia do
Depdsito Provisorio em Abadia de Goias e no atendimento de saude prestado as vitimas diretas do
acidente radioldgico, especialmente aqueles relacionados no Anexo I, dos seguintes érgaos:

| - Consorcio Rodoviario Intermunicipal S.A.-CRISA, em liquidagao;
Il - Policia Militar do Estado de Goias;

Il - Corpo de Bombeiros Militar;

IV - Companhia de Urbanizagao de Goiania - COMURG.

§ 2°. Respeitado o limite previsto no caput deste artigo, também far&o jus a penséo
mencionada:

| - os descendentes, até a Segunda geragédo, de pessoas irradiadas e/ou
contaminadas no desempenho da atividade laboral, nascidos apos o acidente radioldgico, desde que
portadores de moléstia considerada grave ou crénica;

Il - Os descendentes até a segunda geragao, nascidos apds o acidente de 1987, das
vitimas falecidas e ainda nado reconhecidas pelo Estado de Goias como irradiadas ou contaminadas,
portadores de moléstia grave ou crbnica, desde que comprovem, através de regular procedimento
administrativo junto a AGANP, com intervencdo obrigatéria da SULEIDE, o efetivo trabalho do
ascendente na descontaminacdo da area acidentada com o Césio 137, na vigilancia do Depdsito
Provisério em Abadia de Goias e no atendimento de saude prestado as vitimas diretas.

Art. 3°. Para a definicdo dos beneficiarios de que trata o art. 2°, serdo observados os
seguintes critérios, em ordem sucessiva:

| - servidores e agentes requisitados junto a administragdo indireta, portadores de
moléstia:

a) grave;

b) cronica;
- Vide Decreto Administrativo de 07 de abril de 2009, D.O. de 16-04-2009.
- Vide Decreto Administrativo de 25 de abril de 2008, D.O. de 30-04-2008.

Il - para os demais servidores e agentes requisitados junto a administragéo, que néo
manifestaram doenga grave ou cronica, no tempo médio de laténcia de quinze anos apos o acidente
(Nota Técnica n. 15, de 15 de dezembro de 2001, elaborada pelo Ministério da Saude/FUNASA):

a) mais idoso;
b) maior nUmero de dependentes;
c) maior tempo de servigo estadual;

d) maior tempo de servico publico.
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Art. 4°. Fica garantida a concessao da pensdo especial prevista no art. 2° aos
elencados no Anexo Il desta Lei, ndo incluidos dentre o nimero de beneficiarios ali definido, desde
que apresentem, a qualquer tempo, manifestacdo de moléstia diagnosticada como grave ou
crobnica, comprovada através de procedimento administrativo junto a AGANP, com
acompanhamento da SULEIDE.
- Vide Decreto Administrativo de 07 de abril de 2009, D.O. de 16-04-2009.
- Vide Decreto Administrativo de 25 de abril de 2008, D.O. de 30-04-2008.

Art. 5°. A Secretaria da Saude, por meio da SULEIDE, devera prestar assisténcia
médica integral aos radioacidentados, até que a Unido, através do Ministério da Saude, assuma o seu
custeio integral.
- Vide Lei n° 14.488, de 24-07-2003, art. 3°.

Paragrafo unico. Cabera a Procuradoria-Geral do Estado a adogdo das medidas
administrativas e judiciais visando ao cumprimento do disposto neste artigo, desonerando o erério
estadual do financiamento respectivo, além de buscar a implementagdo, pela Unido, de estrutura
adequada ao atendimento, compreendendo:

| - implantagdo de centro de estudos epidemioldgicos sobre os efeitos tardios da
exposicdo a radiagdo ionizante pelo Césio 137 nas vitimas diretas, bem como na populagéo de
Goiania;

Il - criagdo ou adequagdo de hospital de referéncia para o atendimento dos
radioacidentados, dotado de equipamentos de ultima geragdo e equipe de saude de treinamento
especifico na area de radiagao ionizante;

Il - implementagdo de um laboratério de citogenética e biologia molecular para
realizar estudos na populagao de Goiania e pessoas ja conhecidas do acidente radioldgico;

IV - criagdo de registro de patologias decorrentes do acidente com o Césio 137 em
vitimas diretas e na populagdo em geral, que devera ser vinculado ao Centro Nacional de
Epidemiologia do Ministério da Saude (CENEP).

Art. 6°. As pessoas que se considerarem enquadradas na situagao descrita no art. 2°
desta Lei e ndo tenham seus nomes relacionados no Anexo Il poderdo requerer a concessao de
penséo especial, em procedimento administrativo proprio junto a AGANP, utilizando-se de todos os
meios de prova em direito admitidos.

Paragrafo Unico. Para concesséo dessa penséo deverdo ser observados os mesmos
critérios estabelecidos no art. 3° e respeitado o limite do art. 2°.
- Vide Decreto Administrativo de 07 de abril de 2009, D.O. de 16-04-2009.
- Vide Decreto Administrativo de 25 de abril de 2008, D.O. de 30-04-2008.

Art. 7°. O direito para as 120 (cento e vinte) pessoas mencionadas no art. 2° pleitear
os beneficios desta lei prescreve no prazo de um ano, a contar da data de sua publicacéo.

Art. 8° As pensdes especiais a serem concedidas e aquelas ja deferidas pela Lei n°
10.977/89 s&o inacumulaveis e deverdo ser pagas em contracheque individual, sendo revistas,
anualmente, na data-base prevista em lei para a revisdo geral da remuneracdo do funcionalismo
estadual, mediante decreto do Governador do Estado, de acordo com a variagédo inflacionaria
verificada nos 12 (doze) meses imediatamente anteriores aquela data, tendo por base o indicador
econdmico INPC.

- Redacao dada pela Lei n° 18.497, de 09-06-2014, art. 3°.

78



Art. 9°. As pensbes de que trata esta lei tém carater personalissimo, ndo sendo
transmissiveis ao conjuge sobrevivente ou aos herdeiros em caso de morte do beneficiario.

Art. 10. Fica estipulado o prazo maximo de noventa dias para que o Estado de Goias,
por meio do o6rgao competente, expega as escrituras definitivas dos imoéveis doados aos
radioacidentados, com pendéncia documental.

Art. 11. Os recursos necessarios ao atendimento do disposto nesta Lei advirdo do
Tesouro Estadual, Unidade Orgamentaria - Fundo Especial de Saude, a conta da dotagéo n.
2850.10.122.0000.7001.21, Encargos com inativos e pensionistas.

Art. 12. Esta lei entra em vigor na data de sua publicagéo.

PALACIO DO GOVERNO DO ESTADO DE GOIAS, em Goiania, 8 de julho
de 2002, 114° da Republica.

MARCONI FERREIRA PERILLO JUNIOR
Walter José Rodrigues
Fernando Passos Cupertino de Barros
Wanderley Pimenta Borges

(D.O. de 19-7-2002)
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ANEXO II
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Vocé esta sendo convidado (a) para participar, como voluntario (a), do Projeto de Pesquisa
sob o titulo Indu¢ao de CNVs na geracao FI de individuos expostos ocupacionalmente e
acidentalmente a radiacdo ionizante do Césio-137 avaliada pelo CMA
(ChromosomalMicroarray). Meu nome ¢ Aparecido Divino da Cruz, sou o pesquisador
responsavel, doutor em Biologia Molecular. Apds receber os esclarecimentos e as
informagdes a seguir, no caso de aceitar fazer parte do estudo, este documento devera ser
assinado em duas vias e em todas as paginas, sendo a primeira via de guarda e
confidencialidade do Pesquisador responsavel e a segunda via ficara sob sua responsabilidade
para quaisquer fins. Em caso de recusa, vocé ndo sera penalizado (a) de forma alguma. Em
caso de duvida sobre a pesquisa, vocé podera entrar em contato com o pesquisador
responsavel Aparecido Divino da Cruz, nos telefones: (62) 3946-1385/ (62) 3946-1443, ou
através do e-mail acruz@pucgoias.edu.br. Em caso de duvida sobre a ética aplicada a
pesquisa, vocé podera entrar em contato com o Comité de Etica em Pesquisa da Pontificia
Universidade Catolica de Goias, telefone: (62) 3946-1512, localizado na Avenida

Universitaria, N° 1069, Setor Universitario, Goiania Goias.

I. Este projeto tera uma duragdo de 4 anos, com o objetivo de avaliar e monitorar a satde
genética dos individuos expostos ao Césio-137, e serda feito uma analise das alteragdes
genéticas em diversos genes usando uma técnica de ultima geracdo, denominada de Analise
Cromossomica por Microarranjo. Nao sera feito a inclusdo dos participantes como grupo

controle, pois isto ndo se aplica ao projeto.

II. A sua participagdo na pesquisa inclui: a) responder um questionario com perguntas
relacionadas ao momento do acidente com o Césio-137 e pos acidente; b) doacao de 10 mL de

amostra de sangue.

III. A coleta de sangue sera realizadano Nucleo de Pesquisas Replicon da PUC-Goias por

profissionais habilitados para essa fungao.

IV. O sangue coletado sera armazenado no laboratério Replicon da PUC-Goias por um
periodo de 10 anos, na forma de biorepositério (nos termos da Resolugdo CNS 441/11) para

eventuais necessidades de re-testes das amostras quando necessarios. Ficardo sob a
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responsabilidade do pesquisador Aparecido Divino da Cruz e este material podera ser retirado
a qualquer momento pelo participante do estudo. Caso haja a possibilidade do participante ser

incluido em pesquisas futuras, o mesmo devera assinar um novo TCLE.
V. O descarte do material ocorrera segundo as normas e regulamento institucional.

VI. Os riscos decorrentes da sua participacdo na pesquisa sdo minimos, proprios de qualquer
coleta de sangue, que sdo, dor no local e possivel aparecimento de manchas roxas
(hematomas). Caso ocorra qualquer intercorréncia devido a coleta de sangue (crise nervosa,
com dificuldade respiratoria, aumento da pressdo arterial, sudorese intensa), o participante
sera encaminhado imediatamente ao servigo de assisténcia a saude gratuita e integral para

dano direto ou indireto, imediato ou tardio em decorréncia da sua participagdo na pesquisa.

VIL. Os beneficios referentes a coleta de sangue serdo os resultados obtidos apos a realizagao
da técnica Analise Cromossdmicos por Microarranjo que trara informacdes importantes na

identificacdo de alteragdes genéticas apos a contaminacdo com o Césio - 137).

VIII. O senhor (a) tem a opcao de tomar conhecimento ou ndo dos resultados genéticos. Se for
identificada alguma alteragdo genética, caso vocé queira, podera ser encaminhado ao
aconselhamento genético, que ¢ um procedimento de assisténcia gratuita oferecida pela

equipe do projeto.

IX. A participagdo no estudo ndo acarretara custos para vocé e também nao havera nenhuma
remuneracdo financeira. Os gastos necessarios para sua participagdo na pesquisa serao
assumidos pelos pesquisadores. Fica também garantida indenizacdo em casos de danos
comprovadamente decorrentes da participacdo na pesquisa, conforme decisdo judicial (justigca

comum).

X. Vocé sera esclarecido(a) sobre a pesquisa em qualquer aspecto que desejar. Vocé ¢ livre
para recusar-se a participar, retirar seu consentimento ou interromper a participagdo a

qualquer momento.

XI.A sua participagdo ¢ voluntaria e a recusa em participar ndo ird acarretar qualquer
penalidade ou perda de beneficios. O(s) pesquisador(es) ira(2o) tratar a sua identidade com
padrdes profissionais de sigilo e as informagdes colhidas serdo utilizadas somente para fins

cientificos.
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XII. Os resultados da pesquisa serdo analisados e publicados, mas a sua identidade nao sera
divulgada, sendo guardada em sigilo. Todos os dados que permitam a identificagdo pessoal
serdo mantidos em sigilo profissional e cientifico. Sendo-lhe garantido que todos os
resultados obtidos serdo utilizados somente para estudos cientificos e ndo irdo prejudicar

qualquer tratamento que o participante esteja sendo submetido (a).

XIII. Este termo sera assinado em duas vias, sendo que uma ficara sob responsabilidade do

pesquisador e a outra via sera entregue ao participante da pesquisa.

Eu , RG , abaixo

assinado, discuti com o Dr. Aparecido Divino da Cruz sobre a minha decisdo em participar
nesse estudo. Ficaram claros para mim quais sao os propdésitos do estudo, os procedimentos a
serem realizados, seus desconfortos e riscos, as garantias de confidencialidade e de
esclarecimentos permanentes. Ficou claro também que minha participacdoé isenta de despesas
e que tenho garantia de assisténcia integral e gratuita por danos diretos e indiretos, imediatos
ou tardios quando necessario. Concordo voluntariamente em participar deste estudo e poderei
retirar 0 meu consentimento a qualquer momento, antes ou durante o mesmo, sem penalidades
ou prejuizo ou perda de qualquer beneficio que eu possa ter adquirido, ou no meu

atendimento neste servigo.

Goiania, _ , de ,de 201 .
/]

Assinatura do participante Data
/]

Assinatura do responsavel pelo estudo Data
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ANEXO III

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO PARA MENORES DE
18 ANOS

Seu filho (a) esta sendo convidado (a) para participar, como voluntario (a), do Projeto de
Pesquisa sob o titulo Inducdo de CNVs na geracdo FI de individuos expostos
ocupacionalmente e acidentalmente a radiacdo ionizante do Césio-137 avaliada pelo
CMA (ChromosomalMicroarray). Meu nome ¢ Aparecido Divino da Cruz, sou o
pesquisador responsavel, doutor em Biologia Molecular. Apos receber os esclarecimentos e as
informagdes a seguir, no caso de aceitar que seu filho(a) possa fazer parte do estudo, este
documento devera ser assinado em duas vias e em todas as paginas, sendo a primeira via de
guarda e confidencialidade do Pesquisador responsavel e a segunda via ficara sob sua
responsabilidade para quaisquer fins. Em caso de recusa, o (a) menor nao sera penalizado (a)
de forma alguma. Em caso de duvida sobre a pesquisa, vocé podera entrar em contato com o
pesquisador responsavel Aparecido Divino da Cruz, nos telefones: (62) 3946-1385/ (62)
3946-1443, ou através do e-mail acruz@pucgoias.edu.br. Em caso de divida sobre a ética
aplicada a pesquisa, vocé podera entrar em contato com o Comité de Etica em Pesquisa da
Pontificia Universidade Catolica de Goias, telefone: (62) 3946-1512, localizado na Avenida

Universitaria, N° 1069, Setor Universitario, Goiania Goias.

I.Este projeto tera uma duragdo de 4 anos, com o objetivo de avaliar e monitorar a satde
genética dos individuos expostos ao Césio-137, e serd feito uma analise das alteragdes
genéticas em diversos genes usando uma técnica de Ultima geragdo, denominada de Analise
Cromossomica por Microarranjo. Nao serd feito a inclusdo dos participantes como grupo

controle, pois isto nao se aplica ao projeto.

II. A participagdo do seu filho(a) na pesquisa inclui: a) responder um questionario com
perguntas relacionadas ao momento do acidente com o Césio-137 e pos acidente; b) doacdo

de 10 mL de amostra de sangue.

III. A coleta de sangue sera realizadano Nucleo de Pesquisas Replicon da PUC-Goias por

profissionais habilitados para essa fungao.

IV. O sanguecoletado serd armazenado no laboratorio Replicon da PUC-Goiaspor um periodo

de 10 anos, na forma de biorepositorio (nos termos da Resolugdo CNS 441/11) para eventuais
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necessidades de re-testes das amostras quando necessarios. Ficardo sob a responsabilidade do
pesquisador Aparecido Divino da Cruz e este material podera ser retirado a qualquer
momento pelo participante do estudo. Caso haja a possibilidade do participante ser incluido

em pesquisas futuras, 0 mesmo devera assinar um novo TCLE.
V. O descarte do materialocorrera segundo as normas e regulamento institucional.

VL. Os riscos decorrentes da participacdo do seu filho(a) na pesquisa sdo minimos, proprios de
qualquer coleta de sangue, que sdo, dor no local e possivel aparecimento de manchas roxas
(hematomas). Caso ocorra qualquer intercorréncia devido a coleta de sangue (crise nervosa,
com dificuldade respiratéria, aumento da pressdo arterial, sudorese intensa), o (a) menor sera
encaminhado imediatamente ao servico de assisténcia a saude gratuita e integral para dano

direto ou indireto, imediato ou tardio em decorréncia da participagdo na pesquisa.

VIL Os beneficios referentes a coleta de sangue serdo os resultados obtidos apos a realizagao
da técnica Analise Cromossomicos por Microarranjo que trard informagdes importantes na
identificacdo de alteragdes genéticas apos a contaminagdo com o Césio - 137) nos seus

descendentes.

VIII. O senhor (a) tem a opgdo de tomar conhecimento ou nao dos resultados genéticos do seu
filho (a).Se for identificada alguma alteragdo genética, caso vocé queira, poderd ser
encaminhado ao aconselhamento genético, que ¢ um procedimento de assisténcia gratuita

oferecida pela equipe do projeto.

IX. A participag@o no estudo ndo acarretara custos para o seu filho (a) e também ndo havera
nenhuma remuneracao financeira. Os gastos necessarios para a participacdo na pesquisa serao
assumidos pelos pesquisadores. Fica também garantida indenizacdo em casos de danos
comprovadamente decorrentes da participagdo na pesquisa, conforme decisdo judicial (justica

comum).

X. Seu filho (a) sera esclarecido (a) sobre a pesquisa em qualquer aspecto que desejar. Seu
filho (a) ¢ livre para recusar-se a participar, retirar seu consentimento ou interromper a

participacdo a qualquer momento.

XI. Se depois de consentir com a participagdo da crianga no estudo, o Sr. (a) tem o direito ¢ a
liberdade de retirar seu consentimento em qualquer fase da pesquisa, sem nenhum prejuizo a

sua pessoa ou a crianga.
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XII. A participagao de seu filho(a) ¢ voluntaria e a recusa em participar ndo ira acarretar
qualquer penalidade ou perda de beneficios. O(s) pesquisador(es) ird(ao) tratar a sua
identidade com padrdes profissionais de sigilo e as informagdes colhidas serdo utilizadas

somente para fins cientificos.

XIII. Os resultados da pesquisa serdo analisados e publicados, mas a identidade de seu
filho(a) ndo sera divulgada, sendo guardada em sigilo. Todos os dados que permitam a
identificacdo pessoal serdo mantidos em sigilo profissional e cientifico. Sendo-lhe garantido
que todos os resultados obtidos serdo utilizados somente para estudos cientificos e ndo irdo

prejudicar qualquer tratamento que o participante esteja sendo submetido (a).

XIV. Este termo sera assinado em duas vias, sendo que uma ficara sob responsabilidade do

pesquisador e a outra via sera entregue ao responsavel do menor.

Eu , RG , abaixo

assinado, discuti com o Dr. Aparecido Divino da Cruz sobre a minha decisdo em participar
nesse estudo e/ou meus descendentes (filhos). Ficaram claros para mim quais sdo os
propositos do estudo, os procedimentos a serem realizados, seus desconfortos e riscos, as
garantias de confidencialidade e de esclarecimentos permanentes. Ficou claro também que
minha participagdo e/ou dos meus descendentes (filhos) ¢ isenta de despesas e que tenho
garantia de assisténcia integral e gratuita por danos diretos e indiretos, imediatos ou tardios
quando necessario. Concordo voluntariamente que meu filho (a) participe deste estudo e
poderei retirar 0 meu consentimento a qualquer momento, antes ou durante o mesmo, sem
penalidades ou prejuizo ou perda de qualquer beneficio que eu possa ter adquirido, ou no meu

atendimento neste servigo.

Goiania,  , de ,de 201 .
/]

Assinatura do Responsavel Legal Data
/]

Assinatura do responsavel pelo estudo Data
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ANEXO IV

TERMO DE CONSENTIMENTO DOS INDIVIDUOS EXAMINADOS
“Monitoramento genético retrospectivo de populacio potencialmente

exposta a radiacio ionizante utilizando marcadores STR”

I. DADOS DE IDENTIFICACAO DO SUJEITO DA PESQUISA OU RESPONSAVEL
LEGAL

1. Nome:
Documento de Identidade Org. Exp. Data de
nascimento: ] / o Endereco:
Bairro:
Cidade: Estado: CEP:

Telefone: ()

2. Responsavel legal Natureza
(grau de parentesco, tutor, curador, etc) Documento de identidade

Sexo: M ( ) F ( ) Endereco:

Bairro:
Cidade: Estado: CEP:
Telefone: ()

II. DADOS SOBRE A PESQUISA CIENTIFICA

1. Titulo do protocolo de pesquisa: Monitoramento genético retrospectivo de populacao

potencialmente exposta a radiacdo ionizante utilizando marcadores STR.

2. Pesquisador responsavel: Aparecido D. da Cruz, Superintendéncia Leide das Neves

Ferreira. Fone: (062) 3946 1086; e-mail: acruz@ucg.br

3. Avaliacao do risco da pesquisa: Os procedimentos da pesquisa oferecem risco minimo
de ocorréncia de algum dano imediato ou tardio para o paciente (apenas hematomas locais

apos a coleta);
4. Duracdo da pesquisa: dezembro de 2006 a dezembro de 2007.

III. REGISTRO DAS EXPLICACOES DO PESQUISADOR AO PACIENTE OU SEU

REPERESENTANTE LEGAL SOBRE A PESQUISA
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Nos conduzimos um estudo para encontrar provas de contamina¢ao com o Césio 137. Para
isso solicitamos aos membros do Corpo de Bombeiros que se julgarem de alguma forma

afetados com o acidente do Césio 137 em 1987, que contribuam.

A sua participacdo na pesquisa inclui: a) responder a perguntas de um questionario; b)

doacdo de amostras de sangue da veia do brago (10 ml).

IV. ESCLARECIMENTOS DADOS PELO PESQUISADOR SOBRE GARANTIAS DO
SUJEITO DA PESQUISA

Todas as informagdes prestadas em questiondrio e durante a entrevista serdo de carater
confidencial e as informacgdes colhidas serdo utilizadas somente para fins cientificos descritos
no protocolo desta pesquisa, sem

qualquer identificacio pessoal.

Qualquer provavel beneficio do estudo para o bem-estar da populacdo depende da
exatiddo de suas respostas. Portanto, se o Senhor ndo entender alguma das questdes, por
favor, solicite todos os esclarecimentos que julgar necessario sobre os procedimentos, riscos e

beneficios relacionados a pesquisa ou qualquer duvida.

Os resultados dos estudos esclarecerdo apenas se existe ou nao
possibilidade de contaminagdo com o Césio - 137, sendo necessarios outros estudos para a
confirmacdo. O sangue que sobrar da coleta sera guardado para que outros exames e estudos

sejam feitos no futuro.

O Senhor tem a liberdade de ndo participar do estudo, saber ou nao dos resultados dos
exames, € retirar seu consentimento a qualquer momento deixando de participar do estudo,

sem que isto traga qualquer prejuizo a continuidade de sua assisténcia.

Declaro que, apds convenientemente esclarecido pelo pesquisador e ter entendido o que
me foi explicado, consinto em participar do presente Protocolo de Pesquisa em Goidnia,

/ / Assinatura:
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ANEXO V

QUESTIONARIO PARA SELECAO DOS MILITARES QUE PARTICIPARAM
DAS ACOES DE DEFESA CIVIL DURANTE O ACIDENTE DO CESIO - 137

EM GOIANIA, 1987

“Monitoramento genético retrospectivo de populacio
exposta a radiacio ionizante utilizando marcadores STR”

Atencao: Este questionario é um instrumento de
esclarecimento, e sera utilizado somente para esta finalidade.

Nome

potencialmente

pesquisa e

Idade ——M Data da entrewista

Posto de Graduagao

RG

Contato () 0 OBM

1. | Participou das agdes de socorro durante o acidente radiologico? () Sim | () Nao
2. | Aproximou-se da fonte de radiagdo ou dos rejeitos radioativos? () Sim | () Nao
3. | Foi registrado o indice de radiacdo recebido? () Sim | () Nao
4. | Recebeu atengao médico-hospitalar especializada? () Sim | () Nao
5. | Teve filhos biologicos apos o acidente? () Sim | () Nao
6. | Seu(s) filho(s) apresentou (apresentaram) disturbio(s) de satde? () Sim | () Nao
7. | Fuma ou fumou alguma vez na vida? () Sim | () Nao
8. | Bebe ou utilizou bebida alcoolica alguma vez na vida? () Sim | () Nao
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9. | Usou algum medicamento por periodo prolongado? () Sim | () Nao
10. | Teve algum tipo de cancer? () Sim | () Nao
11. | Possuia alguma doenga antes do acidente radiolégico? () Sim | () Nao
12. | Teve filhos bioldgicos antes do acidente? () Sim | () Nao

13. Caso a resposta para a questao 1 tenha sido “Sim” responda:

Por quanto tempo?

Qual era a fung¢ao?

14. Caso a resposta para a questio 2 tenha sido “Sim” responda:

Como se aproximou?

15. Caso a resposta para a questao 3 tenha sido “Sim” responda:

Vocé possui estes registros? () Sim () Nao

Se nao possui, sabe onde estdo? () Sim ( ) Nao Onde?

16. Caso a resposta para a questao 4 tenha sido “Sim” responda:

Onde foi atendido?

Foi internado? () Sim ( ) Nao Quanto tempo?

Possui seus registros?

17. Caso a resposta para a questao 5 tenha sido “Sim” responda:

Quantos filhos? () Um () Dois () Trés ()
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Com quantas mulheres? () Um () Dois () Trés ()

A(s) mae(s) é(sdo) viva(s)? () Sim ( ) Nao

18. Caso a resposta para a questao 6 tenha sido “Sim” responda:

Qual disturbio(s)?

19. Caso a resposta para a questdo 7 tenha sido “Sim” responda:

Vocé ainda fuma? () Sim ( ) Nao Quanto tempo?
A(s) mae(s) do(s) filho(s) que teve depois do acidente fuma(m)?

Mae 1: () Sim () Nao Quanto tempo?

Mae 2: () Sim () Nao Quanto tempo?

Fumaram? Mae 1: () Sim () Nao Quanto tempo?
Mae 2: () Sim ( ) Nao Quanto tempo?

O seu(s) filho(s) nascido(s) ap6s o acidente fuma(m)?

Filho 1: () Sim () Nao Quanto tempo?

Filho 2: () Sim () Nao Quanto tempo?

Filho 3: (') Sim ( ) Nao Quanto tempo?

Filho 4: () Sim ( ) Nao Quanto tempo?

Fumaram? Filho 1: () Sim () Nao Quanto tempo?
Filho 2: (') Sim ( ) Nao Quanto tempo?
Filho 3: (') Sim () Nao Quanto tempo?

Filho 4: () Sim ( ) Nao Quanto tempo?
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20. Caso a resposta para a questio 8 tenha sido “Sim” responda:
Vocé ainda utiliza? () Sim () Nao Quanto tempo?
A(s) mae(s) do(s) filho(s) que teve depois do acidente utiliza(m)?

Mae 1: () Sim () Nao Quanto tempo?

Mae 2: () Sim () Nao Quanto tempo?

Ja utilizaram? Mae 1: () Sim ( ) Nao Quanto tempo?
Mae 2: () Sim () Nao Quanto tempo?
O seu(s) filho(s) nascido(s) ap6s o acidente utiliza (m)?

Filho 1: (') Sim () Nao Quanto tempo?

Filho 2: (') Sim () Nao Quanto tempo?

Filho 3: (') Sim () Nao Quanto tempo?

Filho 4: () Sim ( ) Nao Quanto tempo?

Ja utilizaram? Filho 1: (') Sim ( ) Nao Quanto tempo?

Filho 2: (') Sim () Nao Quanto tempo?

Filho 3: () Sim ( ) Nao Quanto tempo?

Filho 4: (') Sim () Nao Quanto tempo?
21. Caso a resposta para a questiao 9 tenha sido “Sim” responda:
Vocé ainda usa? () Sim () Nao Quanto tempo?
A(s) mae(s) do(s) filho(s) que teve depois do acidente usa(m)?

Mae 1: () Sim () Nao Quanto tempo?

Mae 2: () Sim () Nao Quanto tempo?
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Ja usaram? Mae 1: () Sim () Nao Quanto tempo?

Mae 2: () Sim () Nao Quanto tempo?

O seu(s) filho(s) nascido(s) ap6s o acidente usa (m)?

Filho 1: (') Sim ( ) Nao Quanto tempo?

Filho 2: (') Sim () Nao Quanto tempo?

Filho 3: (') Sim ( ) Nao Quanto tempo?

Filho 4: (') Sim () Nao Quanto tempo?

Jausaram? Filho 1: () Sim () Nao Quanto tempo?
Filho 2: (') Sim () Nao Quanto tempo?
Filho 3: (') Sim () Nao Quanto tempo?

Filho 4: (') Sim () Nao Quanto tempo?

22. Caso a resposta para a questiao 10 tenha sido “Sim” responda:

Vocé ainda tem? () Sim () Nao Qual?

A(s) mae(s) do(s) filho(s) que teve depois do acidente tem(tém)?

Mae 1: () Sim () Nao Qual?

Mae 2: () Sim () Nao Qual?

Ja tiveram? Mae 1: () Sim () Nao Qual?

Mae 2: () Sim () Nao Qual?

O seu(s) filho(s) nascido(s) apos o acidente tem (t€m)?

Filho 1: () Sim () Néo Qual?
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Filho 2: (') Sim ( ) Nao Qual?

Filho 3: () Sim () Nao Qual?

Filho 4: () Sim () Nao Qual?

Ja tiveram? Filho 1: () Sim () Nao Qual?

Filho 2: () Sim () Ndo Qual?

Filho 3: () Sim ( ) Ndo Qual?

Filho 4: () Sim () Nao Qual?

23. Caso a resposta para a questiao 11 tenha sido “Sim” responda:

Qual?

Por quanto tempo?

24. Quantos anos de servico tém ou teve no Corpo de Bombeiros?

25. Em quais dreas e por quanto tempo trabalhou? (Caso tenha executado

servico de Policia, especificar nos campos vagos abaixo)

() Combate a incéndio

() Salvamento

() Mergulho

() Resgate

() Defesa Civil

() Administragao
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O

0)

0)

26. Como classifica o seu envolvimento com o Acidente do Césio 137?
() Pequeno ( ) Médio () Grande ( ) Muito Grande

Por que?

27. Como avalia a atencdo e o servico de saiude e monitoramento dado ao
pessoal de seguranca publica e defesa civil durante as acdes no desastre

e depois que elas encerraram?

28. Caso a resposta para a questiio 5 tenha sido “Sim” responda:
Quantos filhos? () Um () Dois () Trés ()
Com quantas mulheres?( ) Um () Dois () Trés ()

A(s) mae(s) é(sdo) viva(s)? () Sim ( ) Nao
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ANEXO VI
RESOLUCAO CNS N° 441, DE 12 DE MAIO DE 2011.

O Plenério do Conselho Nacional de Saude, em sua Ducentésima Vigésima Primeira
Reunido Ordinaria, realizada nos dias 11 e 12 de maio de 2011, no uso de suas competéncias
regimentais e atribuigdes conferidas pela Lei n° 8.080, de 19 de setembro de 1990, pela Lei no

8.142, de 28 de dezembro de 1990, e pelo Decreto no 5.839, de 11 de julho de 2006, e.

Considerando a necessidade de atualizar a complementacdo da regulamentagio da
Resolucao CNS no 196/96 no que diz respeito ao armazenamento e a utilizagdo de material

bioldgico humano com finalidade de pesquisa;

Considerando a importancia da utilizagdo de material biol6gico humano para o

desenvolvimento das ciéncias da saude;

Considerando os subsidios advindos do Sistema EP/CONEP e a experiéncia acumulada na

analise dos projetos de pesquisas que envolvem material biologico humano;

Considerando a necessidade de ser observada a protecdo dos Direitos Humanos, das
liberdades fundamentais e do respeito a dignidade humana na coleta, deposito,

armazenamento, utilizacao e descarte de material bioldgico humano, resolve:

Art. 1° Aprovar as seguintes diretrizes para analise ética de projetos de pesquisas que
envolvam armazenamento de material biolégico humano ou uso de material armazenado em

pesquisas anteriores:

1. Para os efeitos desta Resolucao, considera-se:

I - Biobanco: colecdo organizada de material biolégico humano e informagdes associadas,
coletado e armazenado para fins de pesquisa, conforme regulamento ou normas técnicas,
éticas e operacionais pré-definidas, sob responsabilidade e gerenciamento institucional,
sem fins comerciais;

II - Biorrepositorio: colecdo de material biolégico humano, coletado e armazenado ao
longo da execugdo de um projeto de pesquisa especifico, conforme regulamento ou
normas técnicas, €ticas e operacionais pré-definidas, sob responsabilidade institucional e
sob gerenciamento do pesquisador, sem fins comerciais;

III - Material Biologico Humano: espécimes, amostras e aliquotas de material original e

seus componentes fracionados;
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IV - Projeto de Pesquisa: documento em que ¢ descrita a pesquisa em seus aspectos
fundamentais, incluindo informagdes relativas ao sujeito da pesquisa, detalhamento a
respeito dos métodos que serdo utilizados para a coleta e tratamento das amostras
bioldgicas, qualificagdo dos pesquisadores e instancias responsaveis;

V - Protocolo de Desenvolvimento: documento no qual s3o definidos a constituigdo de um
Biobanco, seus responsaveis e seus aspectos fundamentais, como o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) a ser utilizado; as informagdes relativas ao
sujeito e as amostras; e as etapas de coleta, processamento, armazenamento, distribuicao e
descarte de material biol6gico humano; e

VI - Sujeito da pesquisa: aquele que, de forma esclarecida, livre e autonoma, consente em
participar de pesquisas, atuais ou potenciais, associadas ao armazenamento de material

biolégico humano em Biorrepositorio ou Biobanco.

2. Sempre que houver previsdo de armazenamento de material bioldgico humano, no
Pais ou no exterior, visando a possibilidade de utilizacdo em investigagdes futuras,
além do cumprimento dos requisitos da Resolugdo CNS no 196/96 e complementares,
devem ser apresentados:

I - justificativa quanto a necessidade e oportunidade para utilizagdo futura;

II - consentimento do sujeito da pesquisa, autorizando a coleta, o deposito, o
armazenamento e a utilizagdo do material biologico humano;

III - declaracdo de que toda nova pesquisa a ser realizada com o material armazenado
sera submetida para aprovagio do Comité de Etica em Pesquisa (CEP) institucional e,
quando for o caso, da Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa (CONEP); e

IV - regulamento aprovado pela instituicao depositaria destinado a constitui¢ao e ao
funcionamento do banco de material biol6gico humano.

3. No caso de Biobanco:

I - o Regulamento corresponde ao seu Protocolo de Desenvolvimento, devendo ser
primeiramente analisado pelo CEP institucional ou por CEP indicado pela CONEP e,
quando aprovado, ser necessariamente avaliado e receber parecer final da CONEP;

IT - o Protocolo de Desenvolvimento € necessario para o credenciamento do Biobanco,
devendo ser apresentado no momento de sua proposicao e avaliado de acordo com os
prazos de tramitagao estabelecidos no Sistema CEP/CONEP; e

III - o Biobanco deve conter um sistema seguro de identificacdo, que garanta o sigilo,
o respeito a confidencialidade e a recuperagdo dos dados dos sujeitos da pesquisa, para
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fornecimento de informagdes do interesse destes ou para a obtengdo de consentimento
especifico para utilizagdo em nova pesquisa;

IV - quando houver alteracdo da titularidade da responsabilidade pelo Biobanco, tal
fato deve ser prontamente comunicado ao Sistema CEP/CONEP; e

V - os Biobancos estdo sujeitos a inspecao sanitaria pelos 6rgaos competentes.

4. No caso de Biorrepositorio, as condi¢des associadas ao armazenamento de material
bioldgico humano devem estar explicitadas no Projeto de Pesquisa respectivo,
devendo seu Regulamento ser apreciado pelo CEP institucional ou por CEP indicado
pela CONEP e, quando for o caso, pela CONEP, segundo atribui¢des definidas na
Resolucdo CNS no 196/96 e complementares.

5. O consentimento livre e esclarecido referente a coleta, depodsito, armazenamento e
utilizacdo de material biolégico humano em Biobanco ¢ formalizado através de TCLE,
por meio do qual o sujeito da pesquisa deve se manifestar expressamente quanto as
seguintes alternativas, excludentes entre si:

I - necessidade de novo consentimento a cada pesquisa; €

II - dispensa de novo consentimento a cada pesquisa.

a) O TCLE deve conter referéncia aos tipos de informacao que poderao ser obtidos nas
pesquisas futuras, a partir da utilizacdo do material bioldgico humano armazenado,
para fins de conhecimento e decisdo autonoma do sujeito.

b) O TCLE deve conter a garantia expressa da possibilidade de acesso pelo sujeito da
pesquisa, inclusive a(s) forma(s) de contato para tal, ao conhecimento dos resultados
obtidos com a utilizacdo do seu material biologico e as orientagdes quanto as suas
implicagdes, incluindo aconselhamento genético quando aplicavel, a qualquer tempo.
¢) O TCLE pode conter manifestagdo expressa da vontade do sujeito da pesquisa
quanto a cessao dos direitos sobre o material armazenado aos sucessores ou outros por
ele indicado, em caso de dbito ou condigdo incapacitante.

d) O TCLE deve informar ao sujeito que os dados fornecidos, coletados e obtidos a
partir de pesquisas poderdo ser utilizados nas pesquisas futuras.

e) O TCLE pode conter referéncia a autorizacdo de descarte do material armazenado e
as situagdes nas quais o mesmo € possivel.

6. O consentimento livre e esclarecido referente a coleta, depdsito, armazenamento,
utilizacdo e descarte de material bioldgico humano em Biorrepositorio é formalizado

por meio de TCLE especifico para cada pesquisa, conforme preconizado nas
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resolugdes do Conselho Nacional de Satde (CNS).

7. A transferéncia do material bioldgico humano armazenado entre Biobancos ou
Biorrepositérios, da propria ou de outra institui¢ao, deve ser comunicada ao sujeito da
pesquisa, sempre que possivel ou, na impossibilidade, deve ser apresentada
justificativa ao Sistema CEP/CONEP.

8. O sujeito da pesquisa deve ser informado sobre a perda ou destruicdo de suas
amostras biologicas, bem como sobre o encerramento do Biobanco ou do
Biorrepositdrio, quando for o caso.

9. O material biol6gico humano armazenado em Biobanco ou Biorrepositorio ¢ do
sujeito da pesquisa, permanecendo sua guarda sob a responsabilidade institucional.

I - O gerenciamento do material bioldgico humano armazenado em Biobanco cabe a
instituicao e no caso de Biorrepositorio ao pesquisador responsavel.

10. O sujeito da pesquisa, ou seu representante legal, a qualquer tempo e sem
quaisquer dnus ou prejuizos, pode retirar o consentimento de guarda e utilizacao do
material biol6gico armazenado em Biobanco ou Biorrepositorio, valendo a desisténcia
a partir da data de formalizacao desta.

I - A retirada do consentimento sera formalizada por manifestag@o, por escrito e
assinada, pelo sujeito da pesquisa ou seu representante legal, cabendo-lhe a devolucao
das amostras existentes.

11. O prazo de armazenamento de material bioldgico humano em Biobanco ¢
indeterminado, sendo a manutencao de seu credenciamento subordinada ao
atendimento das normas vigentes.

I - A cada cinco anos, contados a partir da sua constitui¢ao, ou a qualquer tempo, por
solicitagdo da CONEP, a institui¢ao responsavel pelo Biobanco deve apresentar
relatorio de atividades do periodo ao Sistema CEP/CONEP, constando,
obrigatoriamente, o nimero de sujeitos incluidos no periodo e a relagdo de pesquisas
que utilizaram amostras armazenadas.

II - O descarte do material biolégico humano armazenado em Biobanco pode ocorrer:
a) pela manifesta vontade do sujeito da pesquisa;

b) devido a inadequagdo da amostra por critérios de qualidade;

¢) por iniciativa da institui¢ao; e

d) pela dissolugdo do Biobanco.

III - Nas hipoteses previstas nas alineas “c” e “d”, sdo obrigatorias:
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a) a oferta formal do material armazenado a, no minimo, duas institui¢cdes de pesquisa
que possuam Biobanco e a apresentagdo comprovada da recusa; e

b) a submissao da decisao institucional e da destinagao do material bioldégico ao CEP,
que as encaminhara para avaliagdo da CONEP.

12. O prazo de armazenamento de material biol6gico humano em Biorrepositorio deve
estar de acordo com o cronograma da pesquisa correspondente e pode ser autorizado
por até dez anos.

I - Renovagdes da autorizagdo de armazenamento sao permitidas mediante solicitagdo
do pesquisador responsavel, ao CEP, acompanhada de justificativa e relatorio das
atividades de pesquisa desenvolvidas com o material durante o periodo.

II - Ao final do periodo de realizacdo da pesquisa, o material bioldgico humano
armazenado em Biorrepositorio pode:

a) permanecer armazenado, se em conformidade com as normas pertinentes do CNS;
b) ser transferido formalmente para outro Biorrepositério ou Biobanco, mediante
aprovacao dos CEP e das institui¢des envolvidas; e

¢) ser descartado, conforme normas vigentes de érgios técnicos competentes, e de
acordo com o TCLE, respeitando-se a confidencialidade e a autonomia do sujeito da
pesquisa.

13. No caso de pesquisa envolvendo mais de uma institui¢do deve haver acordo
firmado entre as institui¢des participantes, contemplando formas de operacionalizagao,
compartilhamento e utilizagdo do material bioldgico humano armazenado em
Biobanco ou Biorrepositorio, inclusive a possibilidade de dissolucao futura da parceria
e a consequente partilha e destinagdo dos dados e

materiais armazenados, conforme previsto no TCLE.

I - E necessario explicitar o tipo e a quantidade dos materiais compartilhados,
informando sua destinag@o apoés a utilizagdo.

14. No caso de constitui¢cdo ou participagdo em banco de material bioldgico humano
no exterior, devem ser obedecidas as normas nacionais e internacionais para remessa
de material e ser apresentado o regulamento da institui¢do destinataria para analise do
Sistema CEP/CONEP quanto ao atendimento dos requisitos desta Resolucao.

I - O pesquisador e institui¢ao brasileiros devem ter direito ao acesso e a utilizagao,
em pesquisas futuras, do material biolégico humano armazenado no exterior, nao

necessariamente das amostras por ele depositadas pelo pesquisador, garantida, no
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minimo, a proporcionalidade da participacao.

IT - O direito de acesso e utilizagdo compreende as amostras, informagdes associadas e
resultados incorporados ao banco, obtidos em pesquisas aprovadas pelo Sistema
CEP/CONEP.

III - os direitos relativos ao material bioldgico humano armazenado no exterior ndo
podem ser considerados exclusivos de Estado ou instituigao.

IV - A utilizagdo de amostras de brasileiros armazenadas no exterior somente podera
se realizar se observado o art. 5° desta Resolucdo e com a participagao de pesquisador
e/ou institui¢ao brasileiros.

V - A institui¢do destinataria no exterior deve comprometer-se a respeitar a legislagdo
brasileira, em especial a vedagdo do patenteamento e da utilizacdo comercial de
material bioldgico humano.

15. Sobre a utilizagdo de amostras de material biolégico humano armazenado:

I - as amostras armazenadas podem ser utilizadas em novas pesquisas aprovadas pelo
CEP e, quando for o caso, pela CONEP;

II - os projetos de pesquisas que pretendam utilizar amostras armazenadas devem
incluir:

a) justificativa para utilizacdo do material;

b) cépia do TCLE empregado quando da coleta do material, contendo autorizagao de
armazenamento e possivel utilizagdo futura em pesquisa, se 0 armazenamento ocorreu
a partir da homologaga@o da Resolugdo CNS no 196/96; e

¢) TCLE especifico para nova pesquisa ou a solicitagdo de sua dispensa, conforme
disposto no art. 5o desta Resolucao.

III - quando fundamentada a impossibilidade de obteng¢ao do consentimento especifico
para a nova pesquisa, mediante op¢do do sujeito em ser consultado a cada pesquisa,
cabe ao CEP autorizar, ou ndo, a utilizagdo do material biol6gico humano armazenado
em Biobanco ou Biorrepositorio.

16. A legislacdo brasileira veda o patenteamento e a utilizagdo comercial de material
bioldgico humano armazenado em Biobancos e Biorrepositorios.

17. Os Biobancos constituidos a partir da homologagao desta Resolug¢ao deverao
adequar-se a mesma ¢ os constituidos anteriormente terdo o prazo de um ano para sua
regularizagdo, contado a partir da data de homologacao.

I - a regularizagdo prevista no art. 17 sera objeto de analise e aprovagao pelo Sistema
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CEP/CONEP.
18. Fica revogada a Resolugdo CNS no 347, de 13 de janeiro de 2005, publicada no
Diario Oficial da Unido no 47, de 10 de margo de 2005.

ALEXANDRE ROCHA SANTOS PADILHA

Presidente do Conselho Nacional de Saude
Homologo a Resolugdo CNS no 441, de 12 de maio de 2011, nos termos do Decreto
no 5.839,

de 11 de julho de 2006.

ALEXANDRE ROCHA SANTOS PADILHA
Ministro de Estado da Saude
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ANEXO VII
CONSELHO NACIONAL DE SAUDE

RESOLUCAO N° 340, DE 8 DE JULHO DE 2004.

O Plenario do Conselho Nacional de Saude, em sua Centésima Quadragésima Quarta
Reunido Ordinaria, realizada nos dias 7 e 8 de julho de 2004, no uso de suas competéncias
regimentais e atribui¢des conferidas pela Lei no 8.080, de 19 de setembro de 1990, e pela Lei

no 8.142, de 28 de dezembro de 1990, ¢

Considerando o recente avango técnico-cientifico e suas aplicagdes na pesquisa em
genética humana, exigindo posicionamento de institui¢des, pesquisadores e Comités de Etica
em Pesquisa (CEP) em todo o Pais, demandando, portanto, regulamentagdo complementar a
Resolucdo CNS No 196/96 (Diretrizes ¢ Normas Regulamentadoras de Pesquisas Envolvendo
Seres Humanos), atribuicdo da Comissio Nacional de Etica em Pesquisa (CONEP), conforme

item VIIL.4 daquela Resolugao;

Considerando os subsidios advindos do sistema CEPs — CONEP e a experiéncia

acumulada na analise dos projetos de pesquisa dessa area até o momento; e

Considerando a necessidade de serem observados os riscos potenciais a satde e a
protecd@o dos direitos humanos, das liberdadesfundamentais e do respeito a dignidade humana

na coleta, processamento, uso ¢ armazenamento de dados e materiais genéticos humanos,
RESOLVE:

Aprovar as seguintes Diretrizes para Analise Etica ¢ Tramitacdo dos Projetos

de Pesquisa da Area Tematica Especial de Genética Humana:
I - Preambulo:

A presente Resolugao incorpora todas as disposi¢des contidas na Resolucao
CNS No 196/96 do Conselho Nacional de Satde, sobre Diretrizes e Normas
Regulamentadoras de Pesquisas Envolvendo Seres Humanos, da qual esta é parte

complementar da area tematica especifica, e incorpora também, no que couber, as
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disposi¢des constantes das Resolugdes CNS Nos 251/97, 292/99, 303/2000 e
304/2000.

II - Termos e Defini¢des:

II.1 - A pesquisa em genética humana ¢ a que envolve a producdo de dados

genéticos ou protedmicos de seres humanos, podendo apresentar varias formas:

a) pesquisa de mecanismos genéticos basicos: estudos sobre localizagao,

estrutura, fungdo e expressdo de genes humanos e da organiza¢do cromossomica;

b) pesquisa em genética clinica: pesquisa que consiste no estudo descritivo de
sujeitos individualmente e/ou em suas familias, visando elucidar determinadas
condig¢des de provavel etiologia genética, podendo envolver analise de informagdes

clinicas e testes de material genético;

¢) pesquisa em genética de populagdes: estudos da variabilidade genética
normal ou patolégica em grupos de individuos e da relag@o entre esses grupos e uma

condi¢ao particular;

d) pesquisas moleculares humanas: pesquisa que envolve testes moleculares
associados ou ndo a doengas; estudos genéticos ou epigenéticos dos acidos nucléicos
(DNA e RNA) ou de proteinas visando a novos tratamentos ou a preven¢do de
desordens genéticas, de outras patologias ou a identificagdo de variabilidade

molecular;

) pesquisa em terapia génica e celular: introdugdo de moléculas de DNA ou
RNA recombinante em células somaticas humanas in vivo (terapia génica in vivo) ou
células somaticas humanas in vitro e posterior transferéncia dessas células para o
organismo (terapia génica ex vivo) e pesquisas com células-tronco humanas com

modificagdes genéticas; e

f) pesquisa em genética do comportamento: estudo com o objetivo de
estabelecer possiveis relagdes entre caracteristicas genéticas e comportamento

humano.

II.2 - Todo procedimento relacionado a genética humana, cuja aceitagao nao

esteja ainda consagrada na literatura cientifica, sera considerado pesquisa e, portanto,
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devera obedecer as diretrizes desta Resolucao. Incluemse procedimentos de genética

em reproducdo assistida, ndo regulados pelo Conselho Federal de Medicina.
11T - Aspectos Eticos:

A finalidade precipua das pesquisas em genética deve estar relacionada ao
actimulo do conhecimento cientifico que permita aliviar o sofrimento ¢ melhorar a

saude dos individuos e da humanidade.

III.1 - A pesquisa genética produz uma categoria especial de dados por conter
informagao médica, cientifica e pessoal e deve por isso ser avaliado o impacto do seu
conhecimento sobre o individuo, a familia e a totalidade do grupo a que o individuo

pertenca.

II1.2 - Devem ser previstos mecanismos de protecdo dos dados visando evitar a

estigmatizacao e a discriminagdo de individuos, familias ou grupos.

II1.3 - As pesquisas envolvendo testes preditivos deverao ser precedidas, antes
da coleta do material, de esclarecimentos sobre o significado e o possivel uso dos

resultados previstos.

I11.4 - Aos sujeitos de pesquisa deve ser oferecida a opgao de escolher entre

serem informados ou ndo sobre resultados de seus exames.

II1.5 - Os projetos de pesquisa deverdo ser acompanhados de proposta de

aconselhamento genético, quando for o caso.

II1.6 - Aos sujeitos de pesquisa cabe autorizar ou ndo o armazenamento de
dados e materiais coletados no ambito da pesquisa, apds informacao dos

procedimentos definidos na Resolugao sobre armazenamento de materiais bioldgicos.

II1.7 - Todo individuo pode ter acesso a seus dados genéticos, assim como tem

o direito de retira-los de bancos onde se encontrem armazenados, a qualquer momento.

I11.8 - Para que dados genéticos individuais sejam irreversivelmente
dissociados de qualquer individuo identificavel, deve ser apresentada justificativa para

tal procedimento para avalia¢ao pelo CEP e pela CONEP.
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II1.9 - Nos casos de aprovagido de desassociacdo de dados genéticos pelo CEP e
pela CONEP, deve haver esclarecimento ao sujeito de pesquisa sobre as vantagens e

desvantagens da dissociagdo e Termo de Consentimento especifico para esse fim.

II1.10 - Deve ser observado o item V.7 da Resolu¢ao CNS No 196/96, inclusive

no que se refere a eventual registro de patentes.

III.11 - Os dados genéticos resultantes de pesquisa associados a um individuo
identificavel ndo poderdo ser divulgados nem ficar acessiveis a terceiros, notadamente
a empregadores, empresas seguradoras e institui¢des de ensino, e também nao devem
ser fornecidos para cruzamento com outros dados armazenados para propdsitos
judiciais ou outros fins, exceto quando for obtido o consentimento do sujeito da

pesquisa.

II1.12 - Dados genéticos humanos coletados em pesquisa com determinada
finalidade s6 poderao ser utilizados para outros fins se for obtido o consentimento
prévio do individuo doador ou seu representante legal e mediante a elaboragdo de
novo protocolo de pesquisa, com aprovagio do Comité de Etica em Pesquisa e, se for
o caso, da CONEP. Nos casos em que nao for possivel a obtencdo do TCLE, deve ser

apresentada justificativa para apreciagao pelo CEP.

II1.13 - Quando houver fluxo de dados genéticos humanos entre instituicdes
deve ser estabelecido acordo entre elas de modo a favorecer a cooperagdo € 0 acesso

eqiiitativo aos dados.

II1.14 - Dados genéticos humanos ndo devem ser armazenados por pessoa
fisica, requerendo a participagdo de instituicao idonea responsavel, que garanta

protecao adequada.

III.15 - Os beneficios do uso de dados genéticos humanos coletados no ambito
da pesquisa, incluindo os estudos de genética de populagdes, devem ser
compartilhados entre a comunidade envolvida, internacional ou nacional, em seu

conjunto.

II1.16 - As pesquisas com intervengdo para modificacdo do genoma humano s6

poderao ser realizadas em células somaticas.

IV - Protocolo de Pesquisa:
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IV.1 - As pesquisas da area de genética humana devem ser submetidas a
apreciacao do CEP e, quando for o caso, da CONEP como protocolos completos, de
acordo com o capitulo VI da Resolucdo CNS No 196/96, nao sendo aceitos como

emenda, adendo ou subestudo de protocolo de outra area, devendo ainda incluir:
a) justificativa da pesquisa;

b) como os genes/segmentos do DNA ou do RNA ou produtos génicos em

estudo se relacionam com eventual condi¢@o do sujeito da pesquisa;

¢) explicitagdo clara dos exames e testes que serdo realizados e indicagdo dos

genes/segmentos do DNA ou do RNA ou de produtos génicos que serdo estudados;

d) justificativa para a escolha e tamanho da amostra, particularmente quando se
tratar de populag@o ou grupo vulneravel e de culturas diferenciadas (grupos indigenas,

por exemplo);

e) formas de recrutamento dos sujeitos da pesquisa e de controles, quando for o

caso;

f) analise criteriosa dos riscos e beneficios atuais e potenciais para o individuo,

o grupo e geragdes futuras, quando couber;

g) informagdes quanto ao uso, armazenamento ou outros destinos do material

biologico;

h) medidas e cuidados para assegurar a privacidade e evitar qualquer tipo ou
situacdo de estigmatizacao e discriminag@o do sujeito da pesquisa, da familia e do

grupo,

1) explicitagdo de acordo preexistente quanto a propriedade das informagdes

geradas e quanto a propriedade industrial, quando couber;

j) descricdo do plano de aconselhamento genético e acompanhamento clinico,
quando indicado, incluindo nomes e contatos dos profissionais responsaveis, tipo de
abordagens de acordo com situacdes esperadas, conseqiiéncias para os sujeitos e
condutas previstas. Os profissionais responsaveis pelo aconselhamento genético e
acompanhamento clinico deverdo ter a formagao profissional e as habilitagcdes exigidas

pelos conselhos profissionais e sociedades de especialidade;
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1) justificativa de envio do material bioldgico e/ou dados obtidos para outras
institui¢des, nacionais ou no exterior, com indicagdo clara do tipo de material e/ou
dados, bem como a relagdo dos exames e testes a serem realizados. Esclarecer as
razdes pelas quais os exames ou testes ndo podem ser realizados no Brasil, quando for

0O caso, €

m) em projetos cooperativos internacionais, descricao das oportunidades de

transferéncia de tecnologia.
V - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE):

V.1 - O TCLE deve ser elaborado de acordo com o disposto no capitulo IV da

Resolugdo CNS No 196/96, com enfoque especial nos seguintes itens:

a) explicitagdo clara dos exames e testes que serdo realizados, indica¢ao dos
genes/segmentos do DNA ou do RNA ou produtos génicos que serdo estudados e sua

relacdo com eventual condi¢do do sujeito da pesquisa;
b) garantia de sigilo, privacidade e, quando for o caso, anonimato;

¢) plano de aconselhamento genético e acompanhamento clinico, com a

indica¢do dos responsaveis, sem custos para os sujeitos da pesquisa;

d) tipo e grau de acesso aos resultados por parte do sujeito, com opgao de

tomar ou ndo conhecimento dessas informacdes;

e) no caso de armazenamento do material, a informagdo deve constar do TCLE,
explicitando a possibilidade de ser usado em novo projeto de pesquisa.E indispensavel
que conste também que o sujeito sera contatado para conceder ou ndo autorizagao para
uso do material em futuros projetos e que quando nao for possivel, o fato sera
justificado perante o CEP. Explicitar também que o material somente sera utilizado

mediante aprova¢do do novo projeto pelo CEP e pela CONEP (quando for o caso);

f) informacdo quanto a medidas de proteg¢do de dados individuais, resultados de
exames e testes, bem como do prontudrio, que somente serdo acessiveis aos
pesquisadores envolvidos € que ndo sera permitido o acesso a terceiros (seguradoras,

empregadores, supervisores hierarquicos etc.);

107



g) informagao quanto a medidas de protecdo contra qualquer tipo de

discriminagdo e/ou estigmatizagao, individual ou coletiva; e

h) em investigacdes familiares deverd ser obtido o Termo de Consentimento

Livre e Esclarecido de cada individuo estudado.

VI - Operacionalizagao:

VI.1 - Cabe ao CEP, conforme o disposto no capitulo VII da Resolugdo CNS
No 196/96, a analise dos projetos de pesquisa, assumindo co-responsabilidade no que

diz respeito aos aspectos éticos.

VI.2 - Cabe ao CEP devolver de imediato ao pesquisador o protocolo que nao
contiver todas as informacdes relevantes (capitulo VI — Resolugdo CNS N° 196/96,

assim como as referidas nos capitulos III e IV da presente Resolugao).

VI.3 - Cabe a CONEP a aprovagao final das pesquisas em genética humana que

incluam:

a) envio para o exterior de material genético ou qualquer material bioldgico

humano para obtengdo de material genético;

b) armazenamento de material bioldgico ou dados genéticos humanos no
exterior e no Pais, quando de forma conveniada com institui¢des estrangeiras ou em

instituigdes comerciais;
c) alteracdes da estrutura genética de células humanas para utilizago in vivo,
d) pesquisas na area da genética da reprodu¢do humana (reprogenética);
e) pesquisas em genética do comportamento; e

f) pesquisas em que esteja prevista a dissociacdo irreversivel dos dados dos

sujeitos de pesquisa.

V1.4 - Nos casos previstos no item VI.3 acima, o CEP devera examinar o
protocolo, elaborar o parecer consubstanciado e enviar ambos a8 CONEP com a

documentagdo completa conforme a Resolugdo CNS No 196/96, itens VII.13.aebe
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VIIlL4.c.1. O pesquisador deve ser informado que devera aguardar o parecer da

CONERP para inicio da execucao do projeto.

VL5 - Fica delegada ao CEP a aprovagao final dos projetos de genética humana
que nao se enquadrem no item V1.3 acima. Nesses casos, o CEP deve enviar a CONEP
a folha de rosto e o parecer consubstanciado final, seja de aprovagdo ou ndo

aprovagao.

VL6 - A remessa de material para o exterior deve obedecer as disposi¢des

normativas e legais do Pais.

HUMBERTO COSTA

Presidente do Conselho Nacional de Satde

Homologo a Resolugao CNS No 340, de 8 de julho de 2004, nos termos do Decreto de
Delegacao de Competéncia de 12 de novembro de 1991.

HUMBERTO COSTA

Ministro de Estado da Saade
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ANEXO VIII
CONSELHO NACIONAL DE SAUDE
RESOLUCAO N° 347, DE 13 DE JANEIRO DE 2005

O Plenario do Conselho Nacional de Saude em sua Centésima Qiiinquagésima
Reunido Ordinaria, realizada nos dias 11, 12 e 13 de janeiro de 2005, no uso de suas
competéncias regimentais e atribuicdes conferidas pela Lei n° 8.080, de 19 de setembro de
1990, e pela Lei n°® 8.142, de 28 de dezembro de 1990, e considerando a necessidade de
regulamentar o armazenamento e utilizagdo de material bioldgico humano no ambito de

projetos de pesquisa
RESOLVE:

Aprovar as seguintes diretrizes para andlise ética de projetos de pesquisa que envolva

armazenamento de materiais ou uso de materiais armazenados em pesquisas anteriores:

1. Quando, em projetos de pesquisa, estiver previsto o armazenamento de materiais
bioldgicos humanos para investigagdes futuras, além dos pontos previstos na Resolugdo CNS

n°® 196/96, devem ser apresentados:
1.1. Justificativa quanto a necessidade e oportunidade para usos futuros;

1.2. Consentimento dos sujeitos da pesquisa doadores do material biologico,

autorizando a guarda do material,;

1.3. Declaragdo de que toda nova pesquisa a ser feita com o material serd submetida
para aprovagdo do CEP da instituigdo e, quando for o caso, da Comissdo Nacional de Etica

em Pesquisa-CONEP;

1.4. Norma ou regulamento elaborado pela instituicdo depositaria para armazenamento

de materiais bioldgicos humanos.

2. O material bioldgico sera armazenado sob a responsabilidade de instituigao
depositaria, a qual devera ter norma ou regulamento aprovado pelo CEP dessa instituicao, que

devera incluir:

2.1. Defini¢@o dos responsaveis pela guarda e pela autorizacao de uso do material;
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2.2. Mecanismos que garantam sigilo e respeito a confidencialidade (codificagio);

2.3. Mecanismos que assegurem a possibilidade de contato com os doadores para
fornecimento de informagdo de seu interesse (por exemplo, resultados de exames para
acompanhamento clinico ou aconselhamento genético) ou para a obten¢do de consentimento

especifico para uso em novo projeto de pesquisa;

3. O armazenamento podera ser autorizado pelo periodo de 5 anos, quando houver
aprovacao do projeto pelo CEP e, quando for o caso, pela CONEP, podendo haver renovagao
mediante solicitagdo da instituicdo depositaria, acompanhada de justificativa e relatorio das

atividades de pesquisa desenvolvidas com o material.

4. No caso de pesquisa envolvendo mais de uma institui¢do, deve haver acordo entre
as instituigdes participantes, contemplando formas de operacionalizacdo ¢ de utilizagdo do

material armazenado.

5. No caso de armazenamento e/ou formag@o do banco de material bioldgico no
Exterior, deve ser obedecida a legislagao vigente para remessa de material para o Exterior e
ser apresentado o regulamento para analise do CEP quanto ao atendimento dos requisitos do

item II.

5.1. O pesquisador e instituicdo brasileiros deverdo ser considerados como cotistas do
banco, com direito de acesso ao mesmo para futuras pesquisas. Dessa forma, o material
armazenado ndo podera ser considerado como propriedade exclusiva de pais ou instituicao

depositaria.

6. Sobre 0 uso de amostras armazenadas:

6.1. Amostras armazenadas podem ser usadas em novas pesquisas aprovadas pelo CEP

e, quando for o caso, pela CONEP;

6.2. Os protocolos de pesquisa que pretendam utilizar material armazenado devem

incluir:
a) Justificativa do uso do material;

b) Descrigcdo da sistematica de coleta ¢ armazenamento, com defini¢do de data de

inicio ou periodo;
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c) Copia do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido-TCLE obtido quando da
pesquisa em que foi colhido o material, incluindo autorizacdo de armazenamento e possivel
uso futuro, se o armazenamento ocorreu a partir de pesquisa aprovada depois da Resolucao

CNS n° 196/96; e

d) TCLE especifico para nova pesquisa: em caso de impossibilidade da obtenc¢ao do
consentimento especifico para nova pesquisa (doador falecido, tentativas anteriores de contato
sem sucesso ou outros) devem ser apresentadas as justificativas como parte do protocolo para

apreciacdao do CEP, que dispensara ou nao o consentimento individual.

6.3. No caso de material bioldgico para cujo armazenamento se dispoe de normas da

ANVISA, as mesmas devem também ser observadas.

HUMBERTO COSTA

Presidente do Conselho Nacional de Saude

Homologo a Resolugdo CNS N° 347, de 13 de janeiro de 2005, nos termos do Decreto
de Delegacao de Competéncia de 12 de novembro de 1991.

HUMBERTO COSTA

Ministro de Estado da Saude
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