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RESUMO

A radiagdo ionizante ¢ considerada um fator de risco para o desenvolvimento de
diversos tipos de neoplasias pelos danos causados & molécula de DNA, sendo de extrema
importancia, portanto, o monitoramento de populagdes humanas expostas a ela. O municipio
de Monte Alegre no estado do Para apresenta uma das maiores areas de mineragao do uranio
do mundo, que se estende aos municipios vizinhos de Prainha e Alenquer. Este trabalho teve
como objetivos a avaliagdo do potencial genotoxico do uranio presente em rochas nas
residéncias de individuos dos municipios de Monte Alegre, Prainha e Alenquer através do
ensaio do cometa alcalino em linfocitos periféricos e a determinagdo das freqliéncias de
polimorfismos nos genes de reparo do DNA XRCC1 e XRCC3 e no gene de metabolizacao
GSTML1 através de seqiienciamento direto de DNA. Na analise do cometa alcalino, ndo houve
diferenga estatisticamente significante entre os Indices de Dano (IDs) das populagdes de
Monte Alegre (ID = 32,01 + 1,57), Prainha (ID = 45,80 + 1,12) e Alenquer (ID = 44,30 +
0,62) e o do controle negativo (ID = 42,00 + 5,75) (p > 0,05). Através do seqiienciamento
direto de DNA, observou-se a presenca de polimorfismos nos genes XRCC1 ¢ XRCC3 em
regides de introns e de éxons. No gene XRCC1, as freqiliéncias alélicas variantes para o
polimorfismo Argl94Trp nas populacdes de Monte Alegre, Prainha e Alenquer foram 12%,
13% e 7% e, para Arg399GIn, 28%, 30% e 32%, respectivamente. No gene XRCC3, as
freqiiéncias do alelo variante do polimorfismo Thr241Met encontradas nas populagdes de
Monte Alegre, Prainha e Alenquer foram, respectivamente, 28%, 13% e 33%. Em relagdo ao
gene GSTM1, as freqiiéncias obtidas de auséncia do gene apresentaram os valores de 36%,
31% e 40%, respectivamente as populagdes de Monte Alegre, Prainha e Alenquer. No geral,
todas as freqiiéncias alélicas nos éxons dos genes XRCC1 ¢ XRCC3 e de auséncia do gene
GSTM1 foram estatisticamente semelhantes entre os trés municipios € se mostraram em
concordancia com freqliéncias obtidas em outros estudos com populagdes brasileiras.
Conclui-se que, dentre as populacdes estudadas, ndo houve aumento da incidéncia de dano ao
DNA pela exposic¢do ao uranio, o que pode se explicar pela baixa radiacao nessas localidades.
Além disso, as freqiiéncias alélicas dos polimorfismos encontrados nos genes de reparo
XRCC1 e XRCC3, assim como as de auséncia do gene de metabolizagdio GSTM1 nao
diferiram das encontradas em populagdes de outras regides do Brasil. Desse modo, nas
regides estudadas, possivelmente ndo existe tendéncia ao desenvolvimento de cancer induzido
pela exposi¢do ao uranio.

Palavras-chave: uranio, ensaio do cometa, XRCC1, XRCC3, GSTML1.



ABSTRACT

Radiation is considered a risk factor for the development of several types of
cancers caused by damage into the DNA molecule and is of extreme importance, therefore,
the monitoring of human populations exposed to it. The municipality of Monte Alegre in the
state of Para in Brazil has one of the largest uranium mining areas of the world, which extends
to the neighboring municipalities of Prainha and Alenquer. This work assessed the genotoxic
potential of exposure to uranium in rocks found in dwellings in individuals from the
municipalities of Monte Alegre, Prainha and Alenquer through the alkaline comet assay in
peripheral blood lymphocytes and the determination of the frequencies of polymorphisms in
DNA repair genes XRCC1 and XRCC3 and in carcinogen-metabolism gene GSTM1 through
direct DNA sequencing. The analysis of the alkaline comet assay indicated that there was no
statistically significant difference between the Damage Indexes (DIs) of Monte Alegre (DI =
32.01 £ 1.57), Prainha (DI = 45.80 + 1.12) and Alenquer (DI = 44.30 + 0.62) and of the
negative control (DI =42.00 + 5.75) (p > 0.05). Through direct DNA sequencing, there were
polymorphisms in XRCC1 and XRCC3 genes in regions of introns and exons. In XRCC1 gene,
the variant allele frequencies for Argl94Trp polymorphism in Monte Alegre, Prainha and
Alenquer populations were 12%, 13% and 7%, and for Arg399GIn, 28%, 30% and 32%
respectively. In XRCC3 gene, the frequencies of the wvariant allele of Thr241Met
polymorphism found in Monte Alegre, Prainha and Alenquer populations were, respectively,
28%, 13% and 33%. For GSTM1 gene, the frequencies obtained for the absence of this gene
were 36%, 31% and 40%, respectively to Monte Alegre, Prainha and Alenquer populations. In
general, the absence frequencies of GSTM1 gene and of allelic frequencies in XRCC1 and
XRCC3 exons were statistically similar among the three municipalities and were in agreement
with frequencies obtained in other studies with Brazilian populations. As a conclusion, among
the populations studied, there was no increased incidence of DNA damage by exposure to
uranium, which can be explained by the low radiation in these locations and that the allelic
frequencies of polymorphisms found in the DNA repair genes XRCC1 and XRCC3, and the
absence frequencies of GSTM1 gene did not differ from those in populations from other
regions of Brazil. Thus, in the studied area, possibly there is no tendency to the development
of cancer induced by exposure to uranium.

Keywords: uranium, alkaline comet assay, XRCC1, XRCC3, GSTML1.
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1 INTRODUCAO

1.1 Consideragdes gerais

Populacdes humanas podem apresentar danos genéticos por exposi¢do acidental,
ocupacional ou ambiental a agentes genotdxicos quimicos e fisicos, como, por exemplo, as
radiagdes. Estes agentes podem interferir no adequado desenvolvimento da célula causando
danos em seu material genético, conferindo grande risco para o desenvolvimento de
neoplasias (NATARAJAN, 1993).

A radiag@o ionizante ¢ considerada um fator de risco j& estabelecido para o
desenvolvimento de diversos tipos de cancer, como o 6sseo, de mama, leucemias, cerebral e
em outras partes do sistema nervoso central, de pele ndo-melanoma e de tiredide (ALLEN et
al., 2005).

O efeito carcinogénico da radiacdo ionizante foi reconhecido logo apds a
descoberta dos raios-X por Rontgen em 1895 e o surgimento do primeiro cancer induzido por
radiacdo foi relatado em uma &rea ulcerada da pele. A radiacdo, sendo considerada um
carcinogeno universal, induz a formacdo de neoplasias na maioria dos tecidos em vdrias
espécies em todas as idades, incluindo o feto (KIM; LEE, 2003).

Existem dois mecanismos principais através dos quais a radiacdo ionizante causa
danos a0 DNA. O mecanismo mais freqiiente ¢ através da ionizacdo direta da agua com a
formac¢do de radicais hidroxila altamente reativos. Menos comum (aproximadamente 30%) ¢
o dano direto dos elétrons no DNA (FINCH, 2007). A absor¢do direta pode resultar na
remocdo de bases nitrogenadas, rompimento das pontes de hidrogénio e quebras de fita
simples ou de fita dupla de DNA (MALUF, 2004). Todas as células sdo suscetiveis aos danos
pela radiacdo ionizante e a extensdo deste estd relacionada com parametros fisicos e
biologicos que determinam a dose de radiagdo que ¢ recebida por uma célula ou tecido
particular (KIM; LEE, 2003).

Uma variedade de fatores secundarios nao-carcinogénicos pode modular a
carcinogénese induzida pela radia¢dao (KIM; LEE, 2003). O actimulo de alteragdes no material
genético da célula depende de varios fatores endogenos como sexo, idade e constitui¢do
genética, assim como exogenos, incluindo habitos de consumo, alimenta¢do, uso de

medicamentos e exposicao a quimicos. Deste modo, além da identificacdo desses agentes que
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podem interferir na instabilidade genética, deve-se considerar o nivel de exposic¢ao individual
e a suscetibilidade de cada individuo, enfatizando-se a existéncia de uma inter-relagao entre
fatores ambientais desencadeantes e fatores genéticos predisponentes (DU FOUR et al., 2005;
GATTAS; SEGRE; WUNSCH FILHO, 2002).

Uma vez que a maioria das exposi¢des a agentes genotdxicos ocorre em
ambientes ocupacionais, ¢ importante monitorar esses individuos em risco, cujas
conseqiiéncias podem ser percebidas a curto, médio ou longo prazo. As técnicas de
monitoramento permitem a identificagdo precoce de riscos, possibilitando a intervengao e,
conseqiientemente, minimizando ou eliminando os efeitos sobre a satde. A analise da
combinagdo destes fatores visa inferir o risco individual de uma pessoa vir a desenvolver
doencas como o cancer, frente a uma determinada exposicao (GATTAS; SEGRE; WUNSCH
FILHO, 2002).

1.2 O Uranio

O uranio ¢ um elemento quimico de simbolo U pertencente a familia dos
actinideos e, a temperatura ambiente, encontra-se no estado sélido, sendo considerado um
elemento metalico radioativo (DURAKOVIAE, 1999). E um metal branco-prateado, denso,
ductil e maleavel, mal condutor de eletricidade (RIBERA et al., 1996). Esse metal ¢ um
componente natural do meio ambiente, em que tracos desse elemento podem ser encontrados
tanto no solo, rochas, ar, dgua, alimentos, como no proprio corpo humano (Figura 1) (BEM;

BOU-RABEE, 2004).
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Figura 1- Minério de Uranio. Fonte: HORE-LACY, 2008.

Este elemento foi o primeiro onde se descobriu a propriedade da radioatividade
em 1789, pelo alemdo Martin Heinrich Klaproth, que o nomeou em homenagem ao recém-
descoberto planecta Uranio (CRAFT et al., 2004). O uranio ¢ utilizado na industria bélica
(bombas atomicas e espoleta para bombas de hidrogénio) e na construcao de usinas nucleares,
com o objetivo de geracdo de energia elétrica (DURAKOVIAE, 1999).

O uranio reage praticamente com todos os elementos ndo-metalicos, exceto gases
nobres; dissolve-se em acido cloridrico e nitrico, enquanto que os acidos ndo oxidantes como
o sulfurico, fosférico e similares, dissolvem-no muito lentamente. E inerte aos alcalis, mas
ndo aos peroxidos, com os quais forma peruranatos. Embaca ao ar; é atacado por vapores
quentes de agua (DURAKOVIAE, 1999; RIBERA et al., 1996).

Encontram-se vestigios de uranio em quase todas as rochas sedimentares da crosta
terrestre, embora este ndo seja muito abundante em depositos concentrados. Os principais
depositos destes minérios situam-se nos EUA, Canadd, Russia e Franca (DURAKOVIAE,
1999).

Antes do advento da energia nuclear, o urdnio tinha aplicagdes muito reduzidas,
sendo utilizado em fotografia e nas industrias de cabedal (fabricacdo de pecas de couro e sola)
e de madeira, além de seus compostos utilizados como corantes e mordentes (fixadores de
cor) para a seda ¢ a 1a. Atualmente, a aplicagdo mais importante do uranio ¢ a energética
(DURAKOVIAE, 1999; RIBERA et al., 1996).

O uranio ¢, dentre os elementos de ocorréncia natural, o mais pesado e ¢

encontrado numa concentragdo média de 0,0003% (3 mg/Kg) na crosta terrestre. Existem 19
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isotopos de uranio e todos sdo radioativos (CRAFT et al., 2004). Estes apresentam as mesmas
propriedades quimicas em vista do namero igual de préotons (92), mas diferentes propriedades
radiolégicas. O urdnio de ocorréncia natural contém trés isétopos: *U, *°U e ***U, que, em
massa, representam 99,3%; 0,72% e 0,006%, respectivamente, do urdnio natural (BLEISE;
DANESI; BURKART, 2003; RIBERA et al., 1996).

A radioatividade dos isétopos € dependente do tempo de meia-vida. O isétopo de

238
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urdnio de ocorréncia natural mais abundante, U, tem a meia-vida mais longa (4,47 x 10

anos) e, conseqiientemente, a menor atividade especifica, enquanto que o menos abundante,
24U, por sua alta atividade especifica, contribui tanto quanto ***U em radioatividade. As
meias-vidas fisicas do 2*°U e ***U sédo de aproximadamente 7,04 x 10® anos e 2,46 x 10° anos,
respectivamente (BLEISE; DANESI; BURKART, 2003).

Todos os is6topos naturais de uranio emitem particulas alfa, que sdo formadas por
dois protons e dois néutrons. Por seu tamanho e carga positiva, essas particulas t€m pouco
poder de penetragdo (aproximadamente 4 cm no ar ¢ 50 um em tecido mole), portanto, sao
incapazes de penetrar a camada superficial de queratina da pele humana. Desse modo, o
uranio representa principalmente perigo de radiagao interna (BEM; BOU-RABEE, 2004).

Os is6topos de uranio decaem em outros elementos radioativos que eventualmente
formam isotopos estaveis de chumbo. Durante esse processo, radiacdes beta e gama também
sdo emitidas, em que o isétopo **°U emite particulas alfa e gama durante o decaimento e o
is6topo U>* emite particulas alfa e beta (BEM; BOU-RABEE, 2004). A figura 2 ilustra o
decaimento do **U. Particulas beta tém maior poder de penetra¢io na pele que as particulas
alfa. Os raios gama sdo extremamente penetrantes € podem representar perigo tanto externo

como interno (BLEISE; DANESI; BURKART, 2003).
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U™ Decay Series

Figura 2 - Decaimento do **U através da emissio de particulas alfa até a formagdo de chumbo (Pb).
Fonte:TAYLOR; McINTOSH; WALKER, 2001.

A radiacdo ionizante do uranio pode interferir nas funcdes celulares em todos os
niveis de organiza¢do da célula (CHAUDHRY, 2008), induzindo toxicidades quimica e
radiologica e envenenamento de baixa intensidade (inalagdo ou absorcdo pela pele). Entre os
diversos efeitos colaterais, estdo: nausea, dor de cabega, vOmito, diarréia e queimaduras
(DURAKOVIAE, 1999; MILLER et al., 1998; RIBERA et al., 1996; THIEBAULT et al.,
2007), além de possiveis efeitos mutacionais no DNA resultantes de baixas doses de radiagao
(CHAUDHRY, 2008).

A exposi¢do a radiagdo ionizante pode apresentar efeitos na satide de curto e
longo prazos e seu efeito no organismo ¢ cumulativo (BURNHAM; FRANCO, 2005),
podendo entdo provocar o desenvolvimento de neoplasias. Para os trabalhadores das minas,
sdo freqiientes os casos de cancer no pulmido (DURAKOVIAE, 1999; RIBERA et al., 1996).
Operarios de usinas nucleares expostos ocupacionalmente ao uranio apresentaram um risco
maior de mortalidade por neoplasias do pulmao, laringe e tecidos linfaticos e hematopoiéticos
(CANU; ELLIS; TIRMARCHE, 2008). O bombardeamento das cidades de Hiroshima e
Nagasaki no Japao no final da segunda guerra mundial representou uma fonte de radiacdo
gama, em que o aumento da incidéncia de leucemia foi relacionado principalmente com
pessoas expostas durante a infincia, além do aumento da incidéncia de tumores sélidos de

mama, pulmao e coélon (FUCIC et al., 2008).
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Quando internalizado no organismo, o metal se deposita no trato gastrointestinal e
nos pulmdes, podendo chegar a corrente sanguinea e rapidamente ser depositado nos tecidos,
predominantemente nos tibulos proximais dos rins € nos o0ssos, apesar de grande parte ser
excretada pela urina ou fezes. Uma pequena parte podera se depositar nos pulmodes e figado,
apresentando efeito toxico também no sistema cardiovascular, figado, musculos, e sistema
nervoso (CRAFT et al., 2004).

A intoxicacao renal ¢ o principal efeito adverso do uranio e pode ser diagnosticada
dentro de poucos dias apos a exposicdo. Foram observadas células necréticas no epitélio
tubular do rim em animais afetados ¢ mudangas glomerulares com efeitos severos como
diminuig¢do do clearence da insulina e creatinina em animais expostos ao uranio (CRAFT et
al, 2004).

A toxicidade radioativa de isotopos do uranio ¢ conhecida desde o inicio da era
nuclear, com evidéncias bem documentadas da toxicidade reprodutiva e do desenvolvimento
(DURAKOVIAE, 1999). Diminuicdo da fertilidade, toxicidade embrionica/fetal,
teratogenicidade e reducdo do crescimento da prole foram observadas apds exposicdo ao
uranio em diferentes periodos gestacionais de camundongos (DOMINGO, 2001).

O maior uso nuclear do uranio é como combustivel para reatores nucleares € em
armas nucleares. Apenas o isotopo >°U ¢ fissivel, portanto a concentracdo desse isotopo nos
reatores nucleares precisa ser aumentada, o chamado enriquecimento do uranio. Um produto
desse processo ¢ o uranio empobrecido, em que 5 Kg desse produto sdo produzidos com a
obtencdo de 1 Kg de uranio enriquecido a 3% de *°U (BEM; BOU-RABEE, 2004; BLEISE;
DANESI; BURKART, 2003).

O urénio empobrecido consiste entdo em um elemento onde o isétopo *°U do
uranio natural ¢ parcialmente retirado. Compostos tipicos de urdnio empobrecido contém
99.8% da particular Z**U com meia vida radioativa de 4.5 x 10° anos, ¢ 0.2% da particula *>°U
com meia vida radioativa de 700 milhdes de anos. O urdnio empobrecido ¢ um metal
radioativo pesado e piroforico, com atividade especifica mais baixa que o uranio natural em
60% e 1,7 vezes mais denso que o chumbo (SCHRODER et al., 2003).

A alta densidade do uranio combinada com a baixa radioatividade torna o uranio
empobrecido atrativo para o uso militar. Muni¢ao contendo uranio empobrecido foi usada
principalmente nas Guerras do Golfo e dos Balcas (Bosnia — 1994, Kosovo e Sérvia — 1999)
(CRAFT et al., 2004). Na guerra de Kosovo, foram usadas aproximadamente 10 t de uranio
empobrecido (BLEISE; DANESI; BURKART, 2003).
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No uso militar, a exposi¢ao externa ao uranio pode resultar de cenarios militares
convencionais incluindo o uso de armas nucleares e exposi¢des de baixa dose durante ataques
terroristas, em que atuam principalmente os raios beta e gama. Alternativamente, a exposicao
interna pode resultar da exposi¢do ao urdnio empobrecido via ferimentos de estilhacos de
projéteis e inalagdo (MILLER et al., 2005).

A exposicdo interna ao uranio empobrecido pode ocorrer por trés vias: ingestao
(alimento e 4gua), inalacdo (aerossol) e por fragmentos incrustados ou por ferimentos
contaminados (maioria em soldados). A inalacdo ¢ considerada a principal via de exposi¢ao
ao uranio empobrecido em situagdes ou ndo de combate, em que a geragdo de aerossois ocorre
com o impacto de superficies duras e por fogo (BLEISE; DANESI; BURKART, 2003).

Alguns veteranos da Guerra do Golfo e dos Balcas desenvolveram uma sindrome
caracterizada por fadiga cronica, dor de cabeca, depressdo, perda de memoria e outros
defeitos cognitivos, distirbios do sono, agitacdo, desordens respiratorias e gastrointestinais,
dores musculares e nas articulagdes, doencas da pele e febre intermitente. Suspeita-se que
muitos destes sintomas sejam devidos a exposicdo a elevados niveis de urdnio empobrecido
(GAO, 2000).

Foi relatada a presenca de amplicons em células sanguineas de veteranos da
Guerra do Golfo, sugerindo que essas alteracdes genéticas possam ser responsaveis pelo
desenvolvimento da sindrome da Guerra do Golfo (URNOVITZ et al., 1999). Ainda em
estudos com veteranos da Guerra do Golfo foram relatadas diminui¢des no niimero de células
imunocompetentes (ZHANG et al., 1999) e diminui¢do da capacidade em detoxificar
inseticidas organofosforados (MACKNESS; DURRINGTON; MACKNESS, 2000). Todos
estes efeitos podem ter relacdo com a exposicao a elevados niveis de uranio empobrecido.

Aberracdes cromossdmicas e trocas entre cromatides irmas foram encontradas em
metafases de linfocitos do sangue periférico de veteranos da Guerra do Golfo e dos Balcas,
que supostamente foram expostos a elevados niveis de uranio empobrecido (SCHRODER et
al., 2003). Um dos estudos indica alta incidéncia de aberra¢des cromossomicas ¢ mudangas
morfologicas nucleares e citoplasmaticas em residentes da antiga Republica da Iugoslavia
(Sérvia e Montenegro), onde uma grande quantidade de urdnio empobrecido foi utilizada
durante o processo de separagdo em 1999 (MILACIC et al., 2004). A instabilidade genémica
¢ evidenciada até mesmo muitas décadas apos a exposi¢do a radiagdo (STREFFER et al.,
2002).

Exposicao a elevados niveis deste elemento aumenta a incidéncia de alguns tipos

de cancer, como o cancer de pulmdo e leucemia, como alguns casos registrados de leucemia
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em soldados de Kosovo (BEM; BOU-RABEE, 2004; WHO, 2001). A exposi¢cao ao uranio
empobrecido aumentou a incidéncia de cancer no Iraque apos a Guerra do Golfo, em que
regioes ao sul desse pais apresentaram um aumento em trés a cinco vezes nos casos
registrados de cancer, a maioria afetando pulmao, bronquios, bexiga e pele. Além disso,
houve um aumento na incidéncia de cancer de estdmago em homens, de mama em mulheres e
um aumento geral nos casos de leucemia (AITKEN, 1999).

A habilidade do urdnio empobrecido de transformar células osteoblésticas
imortais humanas em células tumorigénicas foi relatada por Miller et al. (1998). Miller et al.
(2003) também demonstraram, por analise através do teste do micronucleo, que a exposi¢ao
ao uranio empobrecido causa instabilidade genomica em células expostas.

A carcinogenicidade do uranio empobrecido foi demonstrada também por Hahn et
al. (2002), em que a implantagdo do metal no tecido muscular de ratos provoca reagdes
proliferativas localizadas e sarcoma de tecidos moles.

A irradiagdo de fibroblastos humanos por particulas alfa em baixas doses (0,1 e 1
Gy) induziu instabilidade gendmica e um aumento dose dependente de aberragdes
cromossomicas em cé¢lulas irradiadas e ndo-irradiadas vizinhas. A instabilidade genomica foi
independente da dose, o que indica o risco para carcinogénese induzida por radiacdo,
principalmente por baixas doses de radiagdo ionizante (PONNAIYA et al., 2004). Evidéncias
sugerem que baixas doses de radiacdo possam estar relacionadas com o desenvolvimento de
leucemia linfocitica cronica (SCHUBAUER-BERIGAN et al., 2007).

Embora os rins ¢ a medula tenham sido relatados como as reservas primarias do
uranio em ratos Sprague—Dawley implantados cirurgicamente com particulas de uranio
empobrecido, também foram relatadas acimulo de uranio no cérebro, linfonodos e testiculos
destes animais, indicando conseqiiéncias fisiologicas da exposi¢do ao urdnio empobrecido
através desta rota alternativa (PELLMAR et al.,1999).

Muitos dos efeitos do uranio empobrecido ¢ conseqiiéncia de danos ao DNA
resultantes da interagdo direta do urdnio com o DNA, em que esta induz a formag¢do de adutos
no DNA demonstrada em células EM6 de ovario de hamster chinés (STEARNS et al., 2005) e
em células de colon humanas (KNOBEL et al., 2006). Esses danos também podem ser
indiretamente causados pela inducao da formagdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) pela
exposi¢do ao uranio, como ja relatado por Thiébault et al. (2007) e Monleau et al. (2006).

Além dos efeitos diretos do uradnio, existe ainda a preocupa¢do mundial em
relagdo a exposi¢do a um gas inerte radioativo da cadeia de decaimento do ***U, o radénio

(***Rn). Este pode facilmente ser liberado do solo e de rochas contendo urinio para areas
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fechadas como casas e minas subterraneas (ALAVANIJA, 2002). Em vista da exposi¢ao
humana ao radonio ser ubiqua, este ¢ considerado um dos maiores contribuidores para a
exposi¢ao da populagdo mundial a radiagdo (BLEISE; DANESI; BURKART, 2003), em que
30% das mortes por cancer de pulmdo em nao-fumantes nos Estados Unidos podem ser
atribuidas ao radonio residencial (ALAVANIJA, 2002). O radonio possui uma meia-vida de
3,8 dias e atividade radioldgica 10.000 vezes maior que o uranio (McDIARMID, 2001).

A exposi¢do a radonio em minas de urdnio foi considerada a causa para o
desenvolvimento de cancer de pulmdo em mineradores, em que se observou uma relagdo
significativa entre a exposicdo cumulativa ao radonio e o risco a esse tipo de cancer
(McDIARMID, 2001; VACQUIER et al., 2009). Além disso, Rericha et al. (2006) indicaram
uma associacao entra a incidéncia de leucemia em mineradores de uranio em subsolo na
Republica Tcheca com a exposi¢ao cumulativa ao radonio.

Como, em casos de suspeita de exposi¢do a radiagdo ou em situagdes acidentais, a
dosimetria fisica ¢ freqiientemente incompleta ou ausente, a necessidade de indicadores
biologicos de exposigdo ha muito tempo ¢é reconhecida (AMUNDSON et al., 2001). A
importancia do uso de marcadores bioldgicos no monitoramento populacional esta
relacionada com a possibilidade de se prever um risco aumentado para o desenvolvimento de

conseqiiéncias a saude em longo prazo (AU et al., 1996).

1.3 Biomarcadores de exposicao e susceptibilidade

Em 1982, teve inicio o novo campo da epidemiologia molecular com o trabalho
de Perera e Weinstein, que propuseram a incorporacao de técnicas laboratoriais para o estudo
das bases bioquimicas e moleculares da etiologia de doencas. Hoje, os vdarios ensaios
utilizados sdo conhecidos como biomarcadores.

Os biomarcadores sdo relevantes na avaliagdo de riscos a saude em populacdes
expostas a diversos agentes toxicos ambientais, incluindo elementos radioativos (AU et al.,
1996), podendo ser de exposi¢ao, como o ensaio do cometa, de efeitos bioldgicos precoces e
de risco a saude, como os testes de aberragcdes cromossomicas ¢ do micronticleo (BONASSI;
AU, 2002).

A importancia do uso do ensaio do cometa em estudos humanos em

biomonitoramento se evidencia com o aumento do numero de trabalhos em que se aplica o
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ensaio para a avaliagdo do dano ao DNA em individuos expostos a substancias genotoxicas
resultante do estilo de vida, poluigdo ambiental ou ocupagdo (FAUST et al., 2004). Lesdes no
DNA medidas pelo ensaio do cometa refletem exposicdo recente a agentes clastogénicos
(MATEUCA et al., 2005).

A utilizagdo de biomarcadores desempenha um papel fundamental na investigagao
de susceptibilidade genética e de mecanismos de indugdo de doencas, visto que podem ser
usados para prever o desenvolvimento de doengas e para a implementagdo de programas de
prevencao. Dentre eles, os biomarcadores que indicam as variagdes inter-individuais em
resposta a exposi¢do possuem um papel significativo na determinagdo dos individuos mais
susceptiveis e precisam ser incorporadas nos estudos para uma melhor previsdao de doengas de
causa ambiental, sendo hoje o uso destes uma estratégia promissora (BONASSI; AU, 2002).

Em uma populacdo exposta, individuos com polimorfismos genéticos no
metabolismo/detoxificacdo de xenobiodticos e em genes de reparo do DNA podem apresentar
um risco aumentado na exposi¢ao a agentes toxicos especificos. A exposi¢do excessiva a
esses compostos ira causar danos ao DNA, erros no reparo e instabilidade genética (AU et al.,
1996). A figura 3 indica os pontos em que € possivel o estudo de susceptibilidade genética e

efeitos bioldgicos através do uso de biomarcadores.
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Figura 3 — Diagrama de pontos passiveis de andlise pelo uso de biomarcadores (circulos azuis). Fonte:
Modificada de Au et al., 1996.

A resposta individual aos agentes fisicos e quimicos ambientais varia
dependentemente da presenga de variagdes na seqliéncia do DNA dentro de genes criticos.

Esses polimorfismos genéticos podem afetar o nivel de expressdo, a estrutura ou a atividade
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catalitica de enzimas metabolicas ou de reparo do DNA, influenciando, portanto, na
susceptibilidade a agentes toxicos (MILLER; MOHRENWEISER; BELL, 2001).

A anélise dos polimorfismos nesses genes tem uma contribuicdo importante para
o entendimento da distribuicdo dos riscos de exposicdo nas populagdes humanas, na
estimativa desses riscos em subpopulagdes susceptiveis e, possivelmente, em prever riscos
individuais em vista de exposi¢ao (MILLER; MOHRENWEISER; BELL, 2001).

Tipos comuns de variagdio na seqliéncia do genoma humano incluem
polimorfismos de nucleotideo unico - SNPs (do inglés Single Nucleotide Polymorphism),
polimorfismo de insercao/delecdo e variagdes no nimero de repeticdes de certos motivos (por
exemplo, os microsatélites). Entre essas variagoes, os SNPs sdo os mais abundantes, estaveis
e amplamente distribuidos pelo genoma (IIDA et al., 2001).

A susceptibilidade ao cancer ¢ uma caracteristica poligénica, que envolve tanto
alelos de alto risco (maior penetrancia) como também alelos de baixa penetrancia. Estes
ultimos irao igualmente determinar a penetrancia da doenga como modificadores genéticos
adicionais, em que cada um contribui com pequenos efeitos para o total componente genético

da patogénese do cancer (MOHRENWEISER; WILSON; JONES, 2003).

1.4 Genes de Reparo do DNA

Mutagenos enddgenos e exodgenos estao regularmente causando danos ao DNA
(HAN et al., 2006). Danos causados por radiagdo ionizante incluem mudangas estruturais nas
bases nitrogenadas, com a formacao de sitios em que a base foi removida (sitios apurinicos e
apirimidinicos), quebras das ligacdes de hidrogénio entre as duas hélices, quebra de fita
simples ou dupla, promocgao de ligacdes cruzadas e até mesmo mudangas epigenéticas no
DNA, podendo levar a formagdo de alteracdes cromossomicas (FINCH, 2007, MALUF,
2004).

As quebras de fita simples sdo a forma mais comum de mudangas na fita de DNA
induzidas por radiacdo, sendo consideradas lesdes transientes pro-mutagénicas. A propor¢ao
de quebras de fita simples para as de fita dupla causadas por radiacdo de baixa energia ¢
aproximadamente 25:1. Com radiagdes de energia maior, essa propor¢ao pode chegar até 1:1.
Quebras de fita dupla s3o mais lentamente reparadas e mais provaveis de reparo erréneo,

podendo resultar em aberragdes cromossdmicas estdveis e instaveis. As fontes principais de
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quebras de fita dupla sdo a radia¢do ionizante, certos antibidticos e endonucleases. (FINCH,
2007; VODICKA et al., 2004).

Um dos tipos mais comuns de dano oxidativo no DNA resultante de espécies
reativas de oxigénio ¢ a formagdo de 8-oxoguanina, podendo ser causada pela exposi¢do a
radiag¢do ionizante, além da formagdo de quebras de fita simples pela exposi¢do a espécies
reativas de oxigénio (HORTON et al., 2008; TUDEK, 2007). Elevado nivel de dano ao DNA
acompanha o desenvolvimento de diversas doencas humanas e evidéncias indicam que o
cancer humano pode ser iniciado por danos causados principalmente por UV, radiagdes
ionizantes e agentes quimicos ambientais (HAN et al., 2006). Altas concentracdes de 8-
oxoguanina, por exemplo, foram evidenciadas em DNA de leucdcitos e na urina de pacientes
de cancer de pulmao e colon (TUDEK, 2007).

O reconhecimento do dano ao DNA pela maquinaria celular indica que variadas
respostas podem ocorrer para prevenir a replicagdo na presenca desses erros genéticos: os
checkpoints poderao ser ativados para a parada do ciclo celular, a transcrigdo podera sofrer
upregulation para compensar o dano ou a célula podera entrar em apoptose. Alternativamente,
o dano poderd ser reparado ao nivel do DNA, possibilitando a replica¢do pela célula como
planejado (GOODE; ULRICH; POTTER, 2002; VISPE et al., 2000).

A taxa de reparo de danos no DNA resultantes da radiagdo ¢ majoritariamente
representada pelo mecanismo de excisdo de bases (BER) e, secundariamente pelo mecanismo
de excisdo nucleotidica (NER), através do reparo de foto-produtos, sendo a primeira via a
mais importante no reparo de danos oxidativos no DNA (TUDEK, 2007; VODICKA et al.,
2004).

Quebras de fita simples no DNA podem surgir indiretamente, como
intermediarios da via de reparo BER, ou diretamente através de danos a desoxirribose,
configurando como uma ameaca a integridade genética. Essas lesdes sdo reparadas pelo
sistema de reparo de fita simples (SSBR) e pela propria via BER (CALDECOTT, 2003).

A via BER repara bases inapropriadas (erro de pareamento ou bases lesadas) que
surgem por erros na replicagdo ou através de modificagdes por oxidagdo, alquilagdo ou
desaminacgado; sitios de perda de base que sdo formados por enzimas, espontaneamente ou
induzidas por mutagenos; e quebras de fita que sdo produtos do ataque de radicais livres ao
DNA. Muitos desses mesmos danos sdo gerados por agentes anticincer e mutidgenos
ambientais, que geram radicais livres, como a radiagdo ionizante e antibidticos
radiomiméticos (WILSON, 2008). Algumas vias especificas no reparo BER estdo diminuidas

em pacientes com cancer, podendo representar fatores de risco. Além disso, a eficiéncia dessa
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via pode ser alterada por espécies reativas de oxigénio e componentes da dieta (TUDEK,
2007).

A via BER acontece em vdrias etapas: inicia com o reconhecimento de dano
especifico e excisdo da base lesionada ou com erro de pareamento, seguido por clivagem de
ligagdes fosfodiéster da estrutura acucar-fosfato, excisdo do sitio abasico
(apurinico/apirimidinico — AP), preenchimento do espaco por DNA e jun¢ao de extremidades.
O reconhecimento e remocdo de bases dependem de DNA glicosilases, o que resulta na
formacdo de um sitio AP. Esse sitio ¢ processado tanto por DNA glicosilases bifuncionais
com atividade 3° AP liase ou por DNA glicolilases monofuncionais. Estas sdo assistidas por
AP-endonucleases (APE), que hidrolisam ligacdes fosfodiéster na por¢ao 5’ do sitio AP. Esse
processo resulta em quebra de fita simples com extremidades incomuns: uma desoxirribose-
fosfato abésica na extremidade 5’ (5’dRP) e um grupo hidroxila na extremidade 3’. Para
permitir o preenchimento pela DNA polimerase e jun¢do pela DNA ligase, essas extremidades
precisam ser restauradas para as extremidades convencionais 5’-fosfato e 3°-OH. A atividade
5’dRPase da DNA polimerase B (PolP) permite isso. O restante do processo pode ocorrer em
duas sub-vias: uma curta e outra longa. Na curta, os nucleotideos sdo incorporados a fita pela
DNA polimerase B e as extremidades unidas pelo complexo DNA ligase Illa (Ligllla) e
XRCC1 em mamiferos, que ativa a ligacdo das extremidades pela DNA ligase (Figura 4). Na
sub-via mais longa, a Pol3 incorpora nucleotideos, entretanto quando a porgdo 5’ ndo pode
ser mais processada, a elongagdo adicional e o deslocamento da fita sdo realizados pelas
polimerases 6 e €. A estrutura resultante ¢ removida pela endonuclease FENI e as
extremidades selada pela DNA ligase I (Ligl) (Figura 4) (BAUTE; DEPICKER, 2008;
TUDEK, 2007). Outro participante do reparo de via longa ¢ a poli (ADP-ribose) polimerase
(PARP), em que esta se liga a quebras de fita simples e dupla, funcionando como um sensor.
Acredita-se que essa ligacdo a quebras de fita simples tem efeito protetor na conversdo destas
em quebras de fita dupla, preservando, entdo, o substrato para o reparo BER (BAUTE;
DEPICKER, 2008; CALDECOTT, 2003).

A XRCC1 ¢é uma proteina nuclear de plataforma que, apesar de ndo ter agdo
enzimatica, interage com enzimas-chave envolvidas no reparo de quebras de fita simples,
fazendo parte do complexo de proteinas de ligagdo ao DNA. Coordena estagios consecutivos
e interage com diversas enzimas, como APE1, PARP1, DNA polimerase ¢ DNA ligase III.
E recrutada ao sitio de dano ao DNA pelas DNA glicosilases, AP-endonucleases ou pela
PARP e permanece até o ultimo estagio de ligacdo, regulando e coordenando todo o processo

(HORTON et al., 2008; TUDEK, 2007).
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Quebras de fita dupla no DNA s3o importantes ameacas a integridade do genoma,
ja que, diferentemente de outros tipos de lesdes ao DNA, previnem o uso da fita
complementar como molde para reparo. Isso significa que as quebras de fita dupla sdo
potentes indutoras de aberragdes cromossdmicas, que podem afetar simultaneamente muitos
genes e levar a célula ao mau funcionamento ¢ a morte celular (van GENT; HOEIJMAKERS;
KANAAR, 2001).

Uma das vias principais de reparo de quebras de fita dupla do DNA ¢ o reparo por
recombinacdo homologa, que envolve a reagdo entre trés moléculas de DNA: duas
extremidades de fita de DNA e um DNA molde (Figura 5). A recombinacdo homologa ¢
mediada pelo grupo de proteinas RADS52, que inclui a RAD50, RAD51 e RAD54 ¢ MREI11.
A proteina ATM medeia a resposta celular inicial a quebras de fita dupla juntamente com a
NBSI. O segundo passo do reparo inclui o reconhecimento das extremidades de DNA pela
RADS2 e processamento nucleolitico destas com a formacdo de fitas simples nessas
extremidades. A proteina RADSI1 se liga a essas fitas simples (formacao de um filamento
nucleoprotéico), mediando a busca pelo DNA homologo de fita dupla e a formag¢ao da juncao
de moléculas entre as extremidades do DNA lesionado e o molde de reparo. Os seguintes
estagios referem-se a polimerizagao dos nucleotideos pela DNA polimerase para a restauragao
das fitas de DNA degradadas a partir da fita molde, dispersao dos intermediarios do reparo e

liberacdao das moléculas de DNA (van GENT; HOEIJMAKERS; KANAAR, 2001).
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Figura 5 — Reparo de quebras de fita dupla do DNA através da recombinagdo homologa. Fonte: Modificada de

van Gent, Hoeijmakers e Kanaar, 2001.
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Entre as proteinas que auxiliam a RADS51 em varios estagios do reparo por
recombinacdo homologa, estd a proteina XRCC3. Esta, juntamente com outras, tem uma
participagdo importante na manutencdo da estabilidade cromossdmica. Células murinas em
que o gene XRCC3 estd mutado apresentam niveis reduzidos em até 25 vezes de reparo por
recombinagdo homologa (PIERCE et al, 1999) ¢ elevadoss niveis de aberragdes
cromossomicas e segregacdo cromossomal anormal na mitose (GRIFFIN et al., 2000).

O reparo do DNA ¢ um exemplo de um processo celular em que a variagdo
genética parece estar associada a riscos de desenvolvimento de doencas, incluindo o cancer.
(MOHRENWEISER; WILSON; JONES, 2003). Os genes envolvidos sdo cada vez mais
estudados em vista de seus papéis criticos em manter a integridade do genoma e na prevengao
da carcinogénese. Por essa importancia, sdo hoje considerados genes de susceptibilidade ao
cancer (HUNG et al., 2005; GOODE; ULRICH; POTTER., 2002).

Viarios estudos podem indicar que polimorfismos em genes de reparo do DNA
representam um fator de risco ao desenvolvimento de alguns tipos de cancer, mas ja nao o
seriam para outras neoplasias, como também os mesmos polimorfismos podem diminuir o
risco para um terceiro grupo de canceres. Sendo o cancer uma doenca complexa, 0 mesmo
polimorfismo pode apresentar diferentes papéis na susceptibilidade ao cancer em diferentes
populagdes. Além disso, o conhecimento incompleto das fungdes bioldgicas dos alelos
variantes torna dificil a interpretacdo de diferencas que podem ser especificas para cada tecido
(HAN et al., 2006).

Variagdes inter-individuais na capacidade de reparo do DNA, determinadas por
polimorfismos em genes de reparo do DNA, podem ser herdadas ou resultantes de alteragdes
na expressao génica induzidas por fatores epigenéticos, como habito ao fumo (MARCON et
al., 2003). Esses polimorfismos podem alterar a fung@o da proteina e a capacidade individual
em reparar o DNA com danos, o que torna esses genes essenciais para a estabilidade genética
(GOODE; ULRICH; POTTER, 2002, SEEDHOUSE et al., 2004).

Para genes de baixa penetrancia, como o XRCC1 e XRCC3, entretanto, sutis
diferengas no nivel de proteinas ou na suas atividades resultantes desses polimorfismos sdo
certamente tolerados pelas células. Apesar disso, essas diferengas podem ter um efeito quando
um nivel elevado de dano ao DNA esta presente (SEEDHOUSE et al., 2004), podendo este

ser o caso de uma exposi¢do prolongada ao uranio.
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1.4.1 Gene XRCC1

O gene XRCC1 humano (do inglés X-ray repair cross-complementing group 1)
esta localizado no cromossomo 19q13.2, ¢ composto de 17 éxons e codifica a proteina nuclear
XRCCl, que é composta de 633 aminoacidos (Figura 6) (HUNG et al., 2005). Essa proteina
apresenta trés dominios funcionais: um dominio de ligacio a DNA N-terminal (liga¢do
especifica com quebras de fita simples de DNA) e os dominios BRCT-I central e BRCT- II C-
terminal (HORTON et al., 2008). A Figura 7 indica os dominios funcionais da XRCCI e as

regides de interagdes com outras proteinas.
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Figura 6 - Localizagdo cromossomica do gene XRCC1. Fonte: NCBI Map Viewer adaptado.
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Figura 7 — Dominios da proteina XRCC1 e suas interagdes com outras proteinas. NTD: dominio N-terminal;
NLS: sinal de localizagdo nuclear; Pol B: DNA polimerase B; PNK: polinucleotideo quinase; Lig3a: DNA ligase
3a. Fonte: CALDECOTT, 2003.

Mais de 60 SNPs no XRCC1 estdo listados na base de dados do Ensembl Genome
Browser (http://www.ensembl.org), entre os quais aproximadamente 30 variacdes estdo
localizadas em éxons e regides promotoras. Dois dos mais estudados SNPs sdo Arg194Trp no
éxon 6 (Base de dados de SNPs (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/) n° rs1799782) e
Arg399GIn no éxon 10 (n° rs25487), sendo estas substituigdes em duas regides conservadas
do gene XRCC1 (HUNG et al., 2005; SHEN; JONES; MOHRENWEISER, 1998). Regioes
conservadas em proteinas normalmente medeiam interacdes proteina-proteina e regulam
atividades enzimaticas (MILLIKAN et al., 2005).

A troca de nucleotideos de C para T na posi¢do 26304 do gene XRCC1 induz a
troca de aminoacidos de arginina para triptofano no éxon 6 da proteina no cdédon 194 da
proteina (Argl94Trp). Esse codon se encontra na regido intermediaria que separa o dominio
de ligagdo da DNA polimerase 3 do dominio da PARP (dominio BRCT-I), sendo esta regido
parte do sitio de interacdo com a APEl. A habilidade da XRCC1 em interagir com a
endonuclease pode estar alterada na presenca do polimorfismo, o que pode influenciar na
eficiéncia do reparo por via BER (MATEUCA et al., 2005). A presenca simultanea desse
polimorfismo e de outro no gene da APE1 aumenta o risco para o desenvolvimento de cancer
pancreatico (JIAO et al., 2006).

A presenca do alelo variante 194Trp no gene XRCC1 est4 associado a diversas
doengas malignas. Os genotipos variantes (194Arg/Trp e Trp/Trp) estdo associados com risco
aumentado em mais de cinco vezes ao desenvolvimento de leucemia linfoblastica aguda em

criangas do sexo feminino (BATAR et al., 2009). Associa¢des do alelo 194Trp também foram
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observadas com o risco de cancer colo-retal (ABDEL-RAHMAN et al., 2000), carcinoma de
nasofaringe (YANG et al., 2007) e cancer oral (RAMACHANDRAN et al., 2006).

Ao mesmo tempo, esse alelo variante (194Trp) também foi indicado como um
fator de protegdo para diversos canceres, como linfoma de Burkitt (CELKAN et al., 2008) e
linfoma nao-Hodgkin (SHEN et al., 2007). Dados contraditdrios nos estudos epidemioldgicos
podem ser resultados de diversos fatores como etnicidade, diferentes padrdes de exposicao a
carcinogenos, combinagdes de variantes de susceptibilidade ou o numero de pacientes
(BATAR et al., 2009).

A variagdo no ¢éxon 10 referente ao cdédon 399 leva a uma mudanga de
nucleotideos de arginina para glicina no lado COOH-terminal do dominio de intera¢do com a
PARP, dentro do dominio BRCT-I (SHEN; JONES; MOHRENWEISER, 1998). Essa
mudanc¢a de aminodcido estd associada a varias alteracdes fenotipicas incluindo sensibilidade
maior a mutagenos, aumento de adutos de aflotoxina B1, mutacdes na glicoforina A e adutos
de polifendis em tecidos humanos, além de um aumento na freqiiéncia de trocas de cromatides
irmas em linfocitos (KELSEY et al., 2004; VODICKA et al., 2004).

O genotipo variante homozigoto para a glicina apresentou associacdo a um risco
maior para o cancer de mama em mulheres com maior nivel plasmatico de hormdnios sexuais
de ligagdo a globulina (SHU et al., 2003). O alelo 399GIn também se mostrou associado ao
risco de céancer colo-retal (ABDEL-RAHMAN et al., 2000), cancer oral
(RAMACHANDRAN et al., 2006) e carcinoma de células renais (HIRATA et al., 2006).

Estudos da XRCCI1 variante no cédon 399 indicaram uma associagdo entre o
genotipo homozigoto variante € o risco menor a diversos tipos de cancer, como o de bexiga
(KELSEY et al., 2004) e o cancer de pele ndo-melanoma (NELSON et al., 2002). Acredita-se
que essa proteina alterada e sua conseqiiente capacidade reduzida de reparo do DNA
poderiam induzir no momento da divisdo celular um aumento de apoptose resultante de dano,
o0 que justificaria esses resultados (KELSEY et al., 2004, NELSON et al., 2002).

Lopez-Cima et al. (2007) demonstraram a auséncia de associagdo entre o
polimorfismo Arg399GIn ¢ o risco ao cancer de pulmao, mas o genétipo 399GIn/GIn mostrou
um risco aumentado ndo significativo entre fumantes leves. A presenc¢a do alelo 399GlIn,
estando associada a um aumento da sensibilidade a mutagenos, corrobora com o risco
aumentado a canceres relacionados ao tabaco, como, por exemplo, o cancer de pulmao, entre
fumantes leves. Ao mesmo tempo, os portadores de GIn/GIn apresentaram niveis mais
elevados de adutos no DNA que os Arg/Arg entre pessoas que nunca fumaram, entretanto

niveis menores de adutos no DNA entre fumantes cronicos. Acredita-se que um aumento de
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danos ao DNA resultante do fumo pesado possa aumentar a apoptose na divisdo celular e se

manifestar como risco menor ao cancer induzido por exposi¢ao (HUNG et al., 2005).

1.4.2 Gene XRCC3

O gene XRCC3 (do inglés X-ray repair cross-complementing group 3) foi
primeiramente mapeado ao cromossomo humano 14q32.3 (Figura 8) por Tebbs et al. (1995).
Apresenta sete éxons e codifica uma proteina de 346 aminoacidos participante do reparo
recombinacional homoélogo de quebras de fita dupla de DNA (MILLIKAN et al., 2005;
TEBBS et al., 1995). Apesar de ndo ser considerado um grande fator de risco ao cancer,

representa um gene de baixa penetrancia na susceptibilidade ao cancer (HAN et al., 2006).
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Um grande nimero de estudos moleculares epidemioldgicos ja foi realizado para
avaliar o papel dos polimorfismos no gene XRCC3 em vdrias neoplasias. A transi¢do de C
para T no éxon 7 (C18067T, rs861539) é o polimorfismo mais intensamente investigado em
vista da substitui¢do resultante de treonima para metionina na posicdo 241 (Thr241Met)
(HAN et al., 2006).

A substitui¢do do alelo C pelo T nessa posi¢do nucleotidica 18067 acarreta na
troca de aminoécidos de treonima para metionina na posicao 241 da proteina. Isso significa
que um residuo neutro hidrofilico com um grupo hidroxila ¢ substituido por um hidrofébico
com um grupo metil-sulfidrila, o que pode resultar numa mudanga substancial na estrutura e
fun¢do da proteina (JIAO et al., 2008; WINSEY et al., 2000). Além disso, esse sitio

polimorfico esta localizado em uma regido funcional da proteina XRCC3 do reparo por
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recombinagdo homologa, a regido de ligagdo da proteina RAD51C (KURUMIZAKA et al.,
2003).

Em um estudo de associacdo entre polimorfismos de genes de reparo de DNA e o
desenvolvimento de melanoma maligno, Winsey et al. (2000) verificaram que a presenga do
alelo variante T esta significantemente associada ao desenvolvimento do melanoma, com um
risco relativo de mais de 2 vezes, comparativamente aos individuos que ndo apresentam esse
alelo. Esse mesmo alelo T também se mostrou associado a um risco relativamente maior ao
cancer de pulmdo com um risco relativo de 1,54 para heterozigotos e de 1,46 para
homozigotos (JACOBSEN et al., 2004).

Individuos homozigotos para a metionina (alelo T) também apresentaram um
risco aumentado para o desenvolvimento de cancer de mama comparativamente aos
homozigotos para a treonima (alelo C) (KUSCHEL et al., 2002). A avaliagdo da combinagao
de genotipos em varios genes de reparo de quebra de fita dupla, incluindo a mudanga
Thr241Met no XRCC3, indicou que mulheres com duas a quatro variagdes nesses genes
apresentaram associa¢do positiva entre um aumento da exposi¢do a radiacao de baixa dose e o
risco ao cancer de mama (MILLIKAN et al., 2005).

Andrew et al. (2008) verificaram uma associa¢do entre o genotipo homozigoto
variante 241Met/Met ¢ o risco de cancer de bexiga aumentado em quase duas vezes em
fumantes, comparativamente ao genétipo selvagem (241Thr/Thr). Uma associagdo positiva
entre esse polimorfismo 241Met no XRCC3 e o carcinoma de células escamosas de cabeca e
pescogo foi encontrada, indicando um risco relativo de 1,96 vezes (WERBROUCK et al.,
2008).

A avaliagdo da associag@o desse mesmo polimorfismo com o desenvolvimento da
leucemia mieldide aguda demonstrou que a presenca concomitante da variante 241Met no
XRCC3 e de um polimorfismo no gene RADS51 resulta num aumento do risco de
desenvolvimento dessa doenga. Quando considerada a delecdo do gene de detoxificagdo
GSTM1 juntamente com as variantes dos genes XRCC3 e RAD51, o risco ¢ aumentado em
mais de 15 vezes (SEEDHOUSE et al., 2004).

Apesar de resultados que comprovam a associagdo desse polimorfismo com o
risco de desenvolvimento de neoplasias, existem também trabalhos que supdem que o
polimorfismo Thr241Met ndo desempenharia um papel fundamental na etiologia de alguns
tipos de cancer. Os gendtipos variantes 241Thr/Met e Met/Met, comparativamente com o
genotipo 241Thr/Thr, ndo se apresentaram associados a um risco aumentado para o cancer

gastrico. E muito provavel que varias variantes ou polimorfismos de susceptibilidade comuns
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em genes de reparo, € ndo somente um sO, possam contribuir conjuntamente para a
susceptibilidade ao cancer gastrico, como também a outras neoplasias (SHEN et al., 2004).

O polimorfismo Thr241Met também ndo estaria associado ao risco de
desenvolvimento de cancer de pulmao e, além disso, o genotipo 241Met/Met representaria
um menor risco ao carcinoma de células escamosas (LOPEZ-CIMA et al., 2007).

Alguns trabalhos avaliaram polimorfismos no gene XRCC3 em regides intronicas,
como a mudan¢a nucleotidica de A para G na posi¢do 17893 no intron 6 (rs1799796).

Entretanto, os resultados sdo mais conflitantes do que conclusivos (HAN et al., 2006).

15 Gene GSTM1

As reagdes de fase I e de fase II sdo biotransformagdes de substancias quimicas
que ocorrem durante o metabolismo, principalmente hepatico, no reticulo endoplasmatico liso
de células epiteliais do trato gastrointestinal, dos pulmdes, rins e pele, além dos hepatocitos
(KATZUNG, 2007). A primeira linha de defesa do corpo contra o cancer sdo essas enzimas,
que sdo essenciais para a protecdo contra carcindogenos presentes na dieta e no ambiente e
contra espécies reativas de oxigénio endogenas e exogenas (TALALAY et al., 1995).

Em geral, os carcindgenos sdo oxidados em intermedidrios reativos por enzimas
de fase I (p. ex. CYPs), enquanto que as enzimas de fase II medeiam a conjugacdo desses
metabolitos com substratos enddgenos hidrofilicos. As glutationa S-transferases (GSTs)
compreendem uma familia de enzimas de fase Il que catalisam a conjugacdo de
intermediarios reativos eletrofilicos, por exemplo, 0s xenobidticos, com a forma reduzida
nucleofilica da glutationa, protegendo macromoléculas celulares do ataque desses compostos
eletrofilicos reativos (Figura 9) (HUBER & ALMEIDA, 2008; SILVA et al.,, 2008;
TOWNSEND; TEW, 2003).
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Figura 9 - Conjugacdo da glutationa a um xenobidtico (X) via GST resulta na formagdo de um conjugado S-
glutationa. Fonte: Modificada de Townsend e Tew, 2003.

Essas enzimas participam da defesa contra o dano oxidativo e desempenham um
papel importante na detoxificagdo de compostos enddgenos e exdgenos, que, se nao
metabolizados, podem reagir com o DNA formando adutos. Estes, se ndo reparados, podem
eventualmente produzir mutacdes em células somaticas, induzir um crescimento celular
desregulado e promover o desenvolvimento do cancer (MILLER; MOHRENWEISER; BELL,
2001).

As GSTs de mamiferos podem ser divididas em trés grandes familias: GSTs
citossolica, mitocondrial ¢ microssomal. As GSTs citossolicas sdo todas diméricas, contendo
de 199 a 244 residuos de aminoacidos em suas estruturas primarias. Nesse grupo, de acordo
com a similaridade da seqiiéncia de aminoacidos, oito classes sdo descritas: alfa (A), kapa
(K), mu (M), pi (P), teta (T), 6mega (O) e zeta (Z), incluindo varias subfamilias para cada
classe, como M1 a M5 (HUBER & ALMEIDA, 2008; MILLER; MOHRENWEISER; BELL,
2001).

A enzima GSTMI, assim como as outras da classe mu (M), ¢ codificada no

cromossomo 1pl13.3 (Figura 10) e o gene referente ¢ composto por 8 éxons. Essa classe
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desempenha fun¢des na detoxificagdo de compostos eletrofilicos, incluindo carcinégenos,
farmacos, toxinas ambientais e produtos de estresse oxidativo e se apresentam altamente
polimorficas. Essas variagdes genéticas podem alterar a susceptibilidade individual a toxinas e
carcinogenos, assim como afetar a eficcia e toxicidade de alguns farmacos (NCBI, 2008).

Inumeros polimorfismos em GSTs foram identificados, incluindo aqueles que
resultam em alelos deletados ou ndo-funcionais, como, por exemplo, em GSTM1 ¢ GSTT1. E
estimado que, na populagdo branca, 45 a 50% sao homozigotos para a delegdo de GSTM1, os
chamados GSTMI-nulos (FRENCH et al., 2005; MILLER; MOHRENWEISER; BELL,
2001; XU et al., 1998). Cotton et al. (2000), em uma revisdo, compilou as freqiiéncias do
genotipo GSTM1-nulo em populagdes por todo o mundo e esta variou de 23 a 62%.

O mecanismo envolvendo a dele¢do do GSTM1 foi sugerido por Pearson et al.
(1993) e caracterizado por Xu et al. (1998) e aparentemente resulta de um desigual crossing-
over homoélogo entre duas regides altamente idénticas que flanqueiam o gene GSTML,
resultando em uma dele¢do de 15 kb contendo todo o gene GSTM1.

Individuos com o gene GSTM1 deletado, por ndo metabolizarem alguns
carcindgenos ativos e toxinas ambientais, parecem ter um risco aumentado para o
desenvolvimento do cancer, especialmente o de bexiga e o de pulmao (NCBI, 2008; SILVA et

al., 2008; CHEN et al., 2006; MILLER; MOHRENWEISER; BELL, 2001).
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Figura 10 - Localiza¢do cromossdmica do gene GSTM1. Fonte: NCBI Map Viewer adaptado.

A associagcdo entre o GSTMI1 e o cancer de pulmao foi explicitada por um
aumento do dano citogenético em fumantes cronicos deficientes em GSTMI1 (van POPPEL et
al., 1992) e uma susceptibilidade maior a este tipo de cancer entre fumantes GSTM1-nulos
(SEIDEGARD et al., 1990). Além disso, um estudo de caso-controle demonstrou que o
gendtipo GSTM1-nulo apresenta um risco para o adenocarcinoma de pulmio em mais de 3
vezes (GAO & ZHANG, 1999).

A auséncia do gene GSTML1, por ser um fator de risco ao cancer, j4 se mostrou
relacionada aos adenocarcinomas de estomago e coélon, em que o risco relativo para o
desenvolvimento desses canceres apresentou-se 3 vezes maior relativamente ao fenotipo nulo
(STRANGE et al., 1991). Trizna et al. (1995) indicou um risco aumentado para o

desenvolvimento do cancer de cabeca e pescogo para o gendtipo de auséncia do gene GSTM1,


javascript:Anchor('138350_Reference28')

40

o que também foi sugerido por Gattas et al. (2006) e Gronau et al. (2000), além de um risco
aumentado para o cancer oral e o de faringe (GATTAS et al. 2006).

A formacgao de adutos em proteinas plasmaticas e adutos aromaticos no DNA por
poluentes ambientais também ¢ modulada por polimorfismos nos genes que codificam
enzimas de metabolismo. Godschalk et al. (2001) demonstraram, em um estudo com 67
fumantes, que os niveis de adutos no DNA se apresentaram maiores para os individuos
GSTM1-nulos em relagdo aos GSTMI1 nao-nulos. Além disso, ha um risco na combinagao
dos gendtipos de GSTM1 com os de NAT1 e NAT2 (N-acetil-transferases 1 e 2), em que se
observou um nivel mais elevado de adutos em individuos acetiladores lentos para NATI e
NAT2/GSTMI-nulos relativamente a acetiladores rapidos para NAT1 e 2/GSTMI1 nao-nulos,
indicando a importancia da andlise simultanea de gendtipos para uma melhor identificacdo de
individuos com risco maior ao cancer.

Em um estudo com irradiag@o por raios gama, a analise do dano ao DNA residual
apos o reparo pelas células demonstrou que o habito de fumar e o genotipo de presenca ou
auséncia do gene GSTM1 podem ter efeitos moduladores na capacidade individual ao reparo
do DNA. Os resultados indicaram que ndo-fumantes apresentaram um dano residual ao DNA
maior que os fumantes, além de que os individuos GSTMI1-positivos apresentaram uma
freqiiéncia maior de aberragdes cromossomicas induzidas por radiagdo quando comprados
com 0os GSTM1-nulos. Pode-se supor que tanto os fumantes cronicos como os GSTM1-nulos
apresentam uma maior expressdo de enzimas envolvidas no reparo de dano oxidativo, em
vista de um estresse oxidativo cronico pelo fumo e pela detoxificagdo ineficiente de espécies

reativas de oxigénio na auséncia do GSTM1 (MARCON et al., 2003).

1.6 Populacdes estudadas

O presente trabalho se baseou na ocorréncia de reservas de urdnio na borda da
bacia amazonica na mesorregido do Baixo Amazonas, no Estado do Paria, mais
especificamente no municipio de Monte Alegre. Segundo a Companhia de Pesquisa de
Recursos Minerais (CPRM), vinculada ao Ministério de Minas e Energia, a regido
compreende a maior drea de mineragdo de uranio do mundo, superior a 800 Km? que se

estende aos municipios de Alenquer e Prainha (Figura 11).



41

Para

(diviséo por municipios) >

0

Figura 11 - Localizagdo dos municipios de Monte Alegre (em vermelho), Alenquer (em azul) ¢ Prainha (em
verde). Fonte: IBGE (2008a), adaptado.

O municipio de Monte Alegre esta localizado na por¢do noroeste do Estado do
Pard a uma latitude de 02° 00' 28" sul e longitude de 54° 04' 09" oeste e esta a uma altitude de
38 metros. Limita-se com os municipios de Almeirim, Prainha, Santarém e Alenquer e possui
um territério de 21.703 Km®. A cidade de Monte Alegre, com uma populagdo atual de cerca
de 37.000 habitantes, ¢ uma das mais antigas povoacdes da Amazonia, sendo a presenga
humana na regido estabelecida em cerca de 10 mil anos antes do presente. Atualmente ainda ¢
possivel a observacdo de registros arqueologicos desses primeiros habitantes, no sitio de
Pedra Furada, Monte Alegre (PA). Durante o periodo da conquista da Amazodnia,
principalmente por portugueses, um importante nimero de religiosos estabeleceu-se na regido
com o objetivo de catequese dos povos indigenas. A missao religiosa Capuchos da Piedade
catequizou os indios da aldeia de Gurupatuba, originando o atual municipio (CPRM, 1998;
IBGE, 2008b, 2008c; ROOSEVELT, 1997).

O municipio de Alenquer se localiza a uma latitude de 01° 56' 30" sul e longitude
de 54° 44' 18" oeste ¢ a uma altitude de 52 metros. Os municipios limitrofes sao Almerim,
Obidos, Prainha e Santarém. Possui uma populagio de aproximadamente 55.680 habitantes

residentes em uma area de 22.282 Km? (IBGE, 2008b, 2008c¢).
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Prainha ¢ um municipio menor localizado a uma latitude de 01° 48' 00" sul e
longitude de 53°28'48" oeste, estando a uma altitude de 70 metros. Apresenta divisas com o0s
municipios de Monte Alegre, Almerim, Porto de Moz, Medicilandia, Uruard e Santarém. Seu
territorio apresenta uma area de 12.599 Km® e a populagdo esta em torno de 26.800 pessoas
(IBGE, 2008b, 2008c).

Desde 1977, levantamentos radiométricos e caracterizagdes geolodgicas realizadas
pela CPRM revelaram ocorréncia de uranio em uma area localizada a cerca de 20 Km da
cidade de Monte Alegre, em vista de afloramentos minerais ocorridos numa formagao
geologica denominada Barreirinha. Nessa regido, foi instalado um assentamento agricola na
década de 50, denominado oficialmente de Coldnia Agricola Nacional do Para (CANP),
também conhecido como Inglés de Souza — referindo-se ao nome do implantador do
assentamento — ¢ hoje ¢ um pequeno povoado (localizacdo 1° 56 *40,1” sul e 54° 12’ 49,7~
oeste). A Figura 12 demonstra a area uranifera em marrom que foi delimitada pelo
mapeamento radiogeoldgico. (MELO, 1999).

A presenca desta ocorréncia uranifera foi investigada pela Nuclebras, atual
Industrias Nucleares Brasileiras (INB), com o objetivo de avaliar a viabilidade economica
deste depodsito. Nessa ocasido, verificou-se que o urdnio estd presente em maior abundancia
nos folhelhos negros, porém com baixos teores (35 ppm de Us;Og) € em menor abundancia nos
veios de brechas lateriticas, apresentando entretanto teores mais elevados [100 — 3600 ppm de
U;0Og], porém inviaveis para um aproveitamento comercial. A partir de 1982, a populagdo da
cidade de Monte Alegre fez a retirada de alguns fragmentos de rocha das reservas de uranio
localizadas a apenas 20 metros de profundidade, para a construcdo de calgadas, pisos e
residéncias (MELO, 1999).

Durante o periodo de 1995 a 1999, medidas de radiacdo gama foram realizadas
pela Comissdao Nacional de Energia Nuclear (CNEN), que obteve valores da ordem daqueles
observados, por exemplo, na cidade do Rio de Janeiro. A CNEN julgou ndo ser necessario
recomendar nenhuma ac¢ao remediadora, considerando os resultados obtidos neste estudo.

Por outro lado, no ano 2000, uma pesquisa desenvolvida em Monte Alegre pela
UFPA concluiu o contrario, ou seja, a populagdo corria risco de contaminagao radioativa, e
esta seria uma das causas do possivel aumento de casos de cancer entre a populagdo local.

Em pelo menos um ponto, no entanto, as duas investigacdes concordaram: sio
necessarias novas pesquisas para se chegar a uma conclusdo definitiva sobre o assunto. Os
ensaios cromossdmicos sdo rapidos, sensiveis, econdomicos e reprodutiveis, apresentando

resultados confiaveis na identificacao da atividade bioldgica, sendo utilizados e recomendados
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por conceituadas entidades governamentais e 6rgaos de pesquisa dos Estados Unidos, Canada
e varios paises da Europa. Basicamente, esses ensaios avaliam o dano causado ao DNA pelo
material em teste na presenca ou auséncia de sistemas metabdlicos de ativagdo e tém por
objetivo avaliar o risco potencial que os agentes toxicos, como radiagdo, metais pesados e
pesticidas, representam para a saide humana (BRUSICK, 1991).

Para uma abordagem direta e confidvel dos possiveis danos a saude das
populagdes expostas e para uma avaliagdo da susceptibilidade a radiag@o ionizante inerente a

estas, este trabalho realizou um estudo de biomonitoramento genotdxico e genético.

i
v
e

&
o

i v
— I
7( b,
]
= 56 & ¥ 28
=z = =
: g s
T x z
o1 5T o1’ 523"
[ P25
Inglés de So
] \‘ -
02 O™ o2 oooo
| I NM I
= = . =
— = =
Z 2 2

ESCATA:1:250000
2Em { 2. 4 f 8 10 12 14 16 18Em
e — . ——_ =]

Figura 12 - Limites geograficos de ocorréncia de uranio na regido de Inglés de Souza (PA) (regido de cor
marrom). Fonte: MELO, 1999.



44

2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

O presente trabalho visou avaliar a genotoxicidade e a presenca de polimorfismos
nos genes de reparo do DNA XRCC1 e XRCC3 e de metabolizagdo GSTM1 nas populagdes de

Monte Alegre, Prainha e Alenquer expostas ao uranio no estado do Para.

2.2 Objetivos Especificos

¢ Estabelecer a incidéncia de dano ao DNA por exposi¢ao a radiacdo de uranio
nos linfocitos periféricos das populagdes de Monte Alegre, Prainha e Alenquer (Estado do

Pard) pelo Ensaio do Cometa;

¢ Determinar, através de seqiienciamento direto, novas alteragdes genéticas ¢ a
freqliéncia de SNPs relacionados a susceptibilidade a radiacdo do uranio ja descritos nos

genes de reparo de DNA XRCC1 e XRCC3 e no gene de metabolizacdo GSTM1,;

¢ Avaliagdo da associagdo entre os genotipos de reparo de DNA nos genes
XRCC1 e XRCC3 e de metabolismo no gene GSTM1 e o nivel de dano ao DNA em linfocitos

periféricos de individuos das populacdes de Monte Alegre, Prainha e Alenquer.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Aspectos Eticos

O protocolo seguido foi apreciado pelo Comité de Etica em Pesquisa Envolvendo

Seres Humanos do Nucleo de Medicina Tropical — UFPA (N° 002/2007-CEP/NMT), tendo
sido aprovado e conduzido de acordo com a Resolugdo 196/96 do CNS/MS.

3.2 Caracterizagdo das Amostras Populacionais

No presente trabalho, sob consentimento livre e esclarecido, as populacdes de
Monte Alegre, Prainha e Alenquer do estado do Para foram amostradas como descrito a seguir
(Tabela 1), totalizando 160 individuos, ndo aparentados. Serdo referidos como populagdo do
municipio de Monte Alegre, os individuos amostrados da Colonia Agricola Nacional do Para
(CANP).

Para uma andlise epidemiologica, foi utilizada uma versdo modificada do
questionario da Comissdao de Protecdo contra Mutdgenos e Carcindgenos Ambientais
(CARRANO; NATARAIJAN, 1988), que foi aplicada aos voluntarios abordando questdes
sobre seus habitos, idade, antecedentes ou qualquer outro fator que poderia ter influido nos
resultados da pesquisa, assim abordando:

+» Dados Pessoais;

+ Dados de Ocupacao Profissional;

+¢ Historico de Exposicao;

¢ Tabagismo;

¢ Alcoolismo;

¢ Avaliagdo da Saude;

¢ Avaliag@o Nutricional;

s Historico Genético.
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Foram considerados como grupo controle negativo 6 voluntarios nao-expostos

residentes em Fortaleza, estado do Ceara.

A selegdo de voluntdrios, tanto do grupo controle negativo como das trés

populacdes estudadas, obedeceu aos critérios descritos abaixo.

Tabela 1 - Amostragem realizada para as populagdoes de Monte Alegre, Prainha e Alenquer.

Populacéo Homens Mulheres Total
Monte Alegre 16 48 64
Prainha 10 38 48
Alenquer 17 31 48
Total 43 117 160

3.3 Selecdo de voluntarios

Para o estudo de biomonitoramento, foi utilizado sangue periférico de doadores

voluntérios, obedecendo aos seguintes critérios:

> Critérios de Inclusdo:

e Morar na regido por mais de um ano;

> Critérios de Exclusao:

e Estar fazendo uso de algum medicamento;

e Estar com alguma infecgdo (virdtica ou bacteriana);

e Ter sido submetido a raio-X, tomografria ou qualquer outro procedimento

radioldgico a menos de 3 meses;

e Ter feito tratamento quimioterapico ou radioterapico em algum momento da

vida.
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3.4 Obtencéo das amostras

3.4.1 Coleta de sangue periférico

Para o presente estudo, foram coletados 5 mL de sangue periférico de cada um
dos 160 individuos distribuidos pelas populagdes de Monte Alegre, Prainha e Alenquer, como
descrito na tabela 1. Esse procedimento foi realizado por venopungdo das veias periféricas
usando-se tubos vacutainer® contendo EDTA como anticoagulante (Tubos BD Vacutainer®
EDTA), tomando todos os cuidados necessarios de assepsia e desinfeccao da area.

As amostras foram transportadas para o laboratdrio em recipientes com gelo e
processadas dentro de 2h apos a coleta. Do volume de sangue total obtido, foram separadas
duas aliquotas para diferentes procedimentos: os primeiros 3 mL para o isolamento de
linfocitos destinados a realizagdo do ensaio do cometa alcalino e o volume restante para o
procedimento de extragdo do DNA e, subseqlientemente, seqiienciamento direto de cada
amostra.

O isolamento dos linfécitos foi realizado em um laboratério na cidade de Monte
Alegre e subseqlientemente as amostras foram seguidas para o Laboratorio de Oncologia
Experimental da Universidade Federal do Ceara para a realizagdo do ensaio do cometa
alcalino. As aliquotas de cada populacdo destinadas a extracdo de DNA foram transportadas

em gelo para o Laboratorio de Genética Humana e Médica da Universidade Federal do Para.

3.4.2 Isolamento dos linfocitos

Do total de 160 individuos, foram selecionadas 77 amostras (39 de Monte Alegre,
21 de Prainha e 17 de Alenquer) relacionadas a individuos com auséncia total ou recente de
historico de fumo. A cada 3 mL de sangue total, foram acrescidos 5 mL de PBS. Em seguida,
centrifugou-se em 3 mL de Ficoll (Histopaque® 1077; Sigma Diagnostics, Inc., St. Louis) por
30 minutos a 1500 rpm para o isolamento em gradiente dos linfécitos. Subseqiientemente, foi
feita a aspiragdo dos linfocitos presentes na regido intermediaria entre as hemacias € o soro
(“nuvem de linfécitos™), tendo sido transferida para outro tubo. Foi acrescentado PBS até o

volume de 11 mL, seguido de centrifuga¢do por 20 minutos a 1000rpm. Posteriormente, o
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sobrenadante foi descartado e o pellet de linfécitos foi ressuspendido em 2 mL de meio a 4°C
(40% RPMI, 50% soro fetal bovino e 10% DMSO) como descrito por Knudsen et al. (2005) e
Pitarque et al. (1999). Aliquotas de 1 mL da suspensdo de linfocitos foram transferidas para
tubos de eppendorfs, que foram colocados em freezer a —26 °C por aproximadamente 1 h e,
em seguida, transferidos e estocados em nitrogénio liquido a fim de serem encaminhados para
o Laboratério de Oncologia Experimental na Universidade Federal do Ceara. As amostras

foram transportadas em gelo seco e mantidas a —180 °C até a realizag@o do ensaio do cometa.

3.5 Viabilidade celular por Exclusédo de Azul de Tripan

Previamente a realizacdo do ensaio do cometa alcalino, foi realizado o teste de
exclusdo por azul de tripan para averiguacao da viabilidade celular ap6s o processo de
criopreservacdo, em que a porcentagem de células vivas deveria estar acima de 70% para
continuidade da analise. O corante penetra em todas as células, porém somente as células
vidveis conseguem bombear o tripan para fora, sendo possivel, dessa maneira, observar uma
coloracao azulada nas células metabolicamente inativas, mortas.

A uma aliquota de 90 pL da suspensdo de células foram adicionados 10 pL de
azul de tripan 0,4%. As células viaveis e as ndo vidveis foram diferenciadas e contadas em

camara de Newbauer e a porcentagem de células viaveis calculada.

3.6 Ensaio do Cometa Alcalino

A anélise de dano ao DNA pelo método do cometa alcalino foi conduzida como
descrito por Singh et al. (1988) com minimas modificagdes (COLLINS, 2004; HARTMANN
& SPEIT, 1997). Laminas foram previamente cobertas com agarose de ponto de fusdo normal
(NMP) a 1 % a 60 °C e mantidas a temperatura ambiente até a solidificacdo da agarose.
Aliquotas de 20 pL de linfécitos foram adicionadas a 110 pL. de agarose de baixo ponto de
fusdo (LMP) a 0,75 % e imediatamente espalhadas pelas ldminas anteriormente mencionadas.
Em seguida, laminulas foram posicionadas sobre as laminas para uniformizar a distribuicao

do material e mantidas a 4°C para solidificacao da agarose. Posteriormente, as laminas foram
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incubadas em solucao de lise gelada (NaCl 2,5 M, Tris 10 mM, EDTA 100 mM, Triton X-100
1% e DMSO 10%, pH 10) a 4 °C por no minimo 1 h para ruptura de membranas celulares e
remocdo de proteinas, deixando o DNA em forma de nucledides. Apds o procedimento de
lise, as laminas foram neutralizadas por 15 minutos em solucdo de neutralizagdo (Tris 4 M,
pH 7.5) e dispostas horizontalmente na cuba de eletroforese. Esta foi preenchida com tampao
de eletroforese a 4 °C (NaOH 300 mM e EDTA 1 mM, pH ~ 13) para cobrir as laminas por 20
minutos, permitindo o desempacotamento do DNA. A eletroforese foi conduzida por 20
minutos, usando 25 V (volts) e corrente de 300 mA. Todos os passos acima foram realizados
em baixa luminosidade para prevenir dano adicional ao DNA. Apds a eletroforese, as laminas
foram retiradas e mergulhadas na solu¢do de neutralizagdo durante 10 minutos para

neutralizar a alcalinidade.

3.6.1 Analise dos dados

As laminas foram fixadas em etanol 100%. Posteriormente, aplicou-se 30uL da
solucdo de Brometo de Etidio (20pg/mL) e cobriu-se com laminula para andlise em
microscopio de fluorescéncia (Zeiss) equipado com um filtro de excitacdo de 515-560 nm,
um filtro de barreira de 590 nm e objetiva de 40x. A andlise foi realizada de acordo com o
padrdo de escores previamente determinados pelo tamanho e intensidade da cauda do cometa,
indicando o grau de quebra do DNA (Figura 13). Diretrizes e recomendagdes internacionais
para o ensaio do cometa consideram que o escore visual dos cometas ¢ um método de
avaliacdo bem validado, apresentando uma alta correlagdo com as analises de imagens
computadorizadas. Foram contados 200 cometas (100 cometas para cada replicata), que
foram classificados de acordo com a porcentagem de DNA na cauda do cometa. O indice de
dano (ID), sendo uma medida sensivel de dano baseada na migracdo do DNA, variou de 0
(Sem dano: 100 células x 0) a 400 (Com dano maximo: 100 células x 4) (COLLINS et al.,
1995, 1997; SILVA et al., 2000).

Amostras de linfocitos isolados dos doadores componentes do controle negativo
foram expostas a doxorrubicina (0,55 puM) por 3 h antes do mesmo processo de

criopreservacao e avaliadas como controle positivo.



50

3.6.2 Analises Estatisticas

Os dados foram analisados a partir da média e do erro padrao da média (EPM).
Para verificacdo da ocorréncia de diferencas significativas entre os diferentes grupos, os dados
foram comparados por analise de variancia (ANOVA) seguida por Teste de Tukey, com nivel

de significancia de 5% (p < 0,05) no programa GraphPad Prism versdo 4.0.

e 0 =sem danos (<5%)

e 1 =baixo nivel de danos (5 —20%)

e 2 =médio nivel de danos (20 — 40%)
e 3 =clevado nivel de danos (40 — 95%)
e 4 =dano total (95%)

.-

Figura 13 - Tipos de cometas: Representacdo dos cometas corados com brometo de etideo e visualizados mo

microscopio de fluorescéncia, sendo indicado o escore atribuido para cada cometa de acordo com o dano. Fonte:

Modificada de Speit & Hartmann, 1999.
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3.7 Extracdo de DNA

O material genético foi extraido a partir do sangue total pelo método convencional
com fenol-cloroférmio e precipitacdo com etanol, conforme descrito por Sambrook, Frotsch e
Maniatis (1989).

A primeira etapa do processo consistiu na ruptura das hemadcias, em que 1,4 mL
da solugdo de lise (NH4CI 100 mM; EDTA 10 mM; NH4HCOs3 5,8 mM) foram acrescidos em
250 pL de sangue ¢ homogeneizados por inversdo de tubo durante 20 minutos. Em seguida,
centrifugou-se por 5 minutos a 13000 rpm. Tendo sido desprezado o sobrenadante (solugao +
restos organicos indesejaveis), o pellet foi lavado e centrifugado até uma completa lise dos
eritrocitos.

A segunda fase foi a ruptura da membrana plasmatica dos leucdcitos. Para tanto,
ao pellet formado, foram adicionados 400 puL de solugdo de lise de leucocitos (Tris-HCI 100
mM; NaCl 200 mM; EDTA 20 mM; SDS 0,5%; pH 8,0). Essa solugdao foi homogeneizada e
incubada em banho-maria a 55 °C por no minino 30 minutos.

Ap0s a retirada das amostras do banho-maria, foram adicionados 500 puL de fenol-
cloroformio (1:1), a mistura foi homogeneizada e agitada suavemente por 10 minutos.
Posteriormente, centrifugou-se a 14.000 rpm pelo mesmo tempo. A primeira camada,
consistindo de acidos nucléicos em fenol, foi transferida para outro tubo.

Para a eliminacdo do fenol da amostra, foi adicionada uma solucdo de
cloroféormio-isopropanol (24:1), homogeneizando-se e agitando-se o tubo suavemente por 5
minutos. As amostras foram centrifugadas a 14000 rpm por igual periodo de tempo.

Apobs o tratamento com cloroféormio-isopropanol, seguiu-se a precipitagdo do
DNA. A primeira fase foi transferida para outro tubo e adicionou-se 900 pL de isopropanol,
agitando-se suavemente até a observagao do precipitado de DNA. O tubo foi centrifugado a
14000 rpm por 10 minutos e o sobrenadante foi desprezado com cuidado, de forma a ndo
perder o pellet. Em seguida, foram adicionados lentamente 300 pL de etanol 70% em cada
tubo e, em seguida, o 4lcool foi descartado.

A extragdo do material prosseguiu com a hidratacdo do DNA, em que se utilizou
agua deionizada estéril, agitando-se até a diluicdo do material. O material extraido foi deixado

em temperatura ambiente por 4 a 6 horas para completa diluigdo.
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Ap6s a extracdo, foi processada a quantificacdo do DNA, realizada no
espectrofotometro Gene Quant RNA/DNA da Pharmacia Biotech, na faixa de leitura de

260nm. O DNA apos o processo de quantificacao foi diluido para 100 ng/uL.

3.8 Reacdo em Cadeia pela Polimerase

A Reacdo em Cadeia da Polimerase — PCR (do inglés Polymerase Chain
Reaction) possibilitou a amplificacdo dos segmentos de interesse no DNA nuclear. Esse
processo seletivo ocorre devido ao uso de iniciadores especificos, ou primers, que flanqueiam
o DNA molde nas regides desejadas.

A PCR, neste trabalho, permitiu a amplifica¢do de 4 regides do DNA nuclear. Os
segmentos investigados nos genes de reparo XRCC1 ¢ XRCC3 foram previamente descritos
por Hirata et al. (2006), englobando, no gene XRCC1, os éxons 6 e 10 ¢ intons 6, 9 e 10; no
XRCCS, o éxon 7 e o intron 6. O segmento investigado no gene GSTM1, referindo-se aos
éxons 6 ¢ 7, foi amplificado com o uso de primers descritos por Bell et al. (1993). Em
seguida, eletroforese em gel de agarose 1% foi realizada para verificagdo de amplificagdo, em
que individuos homozigotos GSTM1*0/GSTM1*0 nio apresentam amplificagdo pela perda do
gene (os denominados GSTM1-nulos), enquanto que se observa amplificacdo da regido em
individuos heterozigotos GSTM1*0/GSTM1*1 ou homozigotos GSTM1*1/GSTM1*1, que
apresentam pelo menos um dos alelos do gene.

As reagdes de amplificacdo das regides analisadas foram desenvolvidas para um
volume final de 25 pL contendo, aproximadamente 100 ng de DNA, 10 mM de Tris-HCI pH
8,5, 1,5 mM MgCl,, 1,25 mM de cada ANTP, 1,25 mM de cada primer e 1 U de Tag DNA
polimerase (Invitrogen Life Technologies, CA, USA) e incubadas em termociclador Gene
Amp. PCR System (Applied Biosystems, CA, USA).

As condigoes de PCR e as seqiiéncias dos primers utilizados estdao descritas nas

tabelas 2 e 3, respectivamente.
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Tabela 2 - Condig¢oes da técnica de PCR

Etapas/Tempo

Regides Desnaturacao Extenséo et
Desnaturagdo Anelamento Extenséo Cicl

Inicial Final Iclos
GSTM1 95°C/ 4 94°C/1° 58°C/1°  72°C/2° 72°C/60’ 35
XRCC1 95°C/ 1’ 95°C/15” 60°C/ 15> 72°C/1° 72°C/60 35
XRCC3 95°C/ 1’ 95°C/15” 60°C/15” 72°C/1° 72°C/60° 35

Tabela 3 - Seqiiéncias dos primers utilizados.
Gene Regiao Sequéncias dos primers Amplificacdo

5’-GAACTCCCTGAAAAGCTAAAGC -3’

GSTM1  Exons6e7 175
5’-GTTGGGCTCAAATAACGGTGG -3’

Exon 6 5’-GCCCCGTCCCAGGTA-3 491
5’-AGCCCCAAGACCCTTTCACT-3’
XRCC1
, 5’-TCTCCCTTGGTCTCCAACCT-3’
Exon 10 403
5’-AGTAGTCTGCTGGCTCTGG-3’
5’-GGTCGAGTGACAGTCCAAAC-3’
456

XRCC3 Exon 7
5’-TGCAACGGCTGAGGGTCTT-3’
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3.9 Reacdo de Sequenciamento Direto

Ap6s o PCR, as amostras amplificadas foram seguidas para a realizagdo da técnica
de seqiienciamento direto que utiliza o principio da terminalizagdo de cadeia descrito por
Sanger, Nicklen e Coulson (1977).

Todos os seqiienciamentos utilizaram o ensaio laboratorial com base no kit
BigDye™ Terminator Cycle Sequencing (versio 3.1), que utiliza como enzima a AmpliTaq®
DNA Polymerase (Applied Biosystems, CA, USA). Os primers foram os mesmos empregados
na etapa da PCR.

A reagdo se desenvolveu em um volume de 20 pL, contendo 15 pL de agua; 1 puL
do produto amplificado (PCR); 3,5 pL do Kit BigDye™ Terminator (v.3.1); e 0,5 pL do
primer direto. O programa de ciclagem, descrito na tabela abaixo, foi o0 mesmo para cada

segmento.

Tabela 4 - Condigdes de ciclagem na técnica de seqiienciamento das regides estudadas dos genes GSTM1,
XRCC1 e XRCC3.

Etapas/Tempo N° de
Desnaturagéo < < Ciclos
Desnaturagdo  Anelamento Extensao
Inicial
96 °C/5’ 94°C/ 1’ 60°C/ 1’ 72°C/ 4 35

As amostras seqlienciadas foram submetidas a eletroforese no ABlI PRISM 3130
Genetic Analyzer (Applied Biosystems, CA, USA). Como resultado, obtivemos as seqiiéncias
na forma de cromatografia visualizadas pelo programa Chromas Pro, versdo 1.33, para
posterior analise da presenca de alteracdes nucleotidicas nas regides estudadas dos genes
XRCC1, XRCC3 e GSTML1. As seqiiéncias da cada amostra foram impressas ¢ comparadas
manualmente com a seqiiéncia de referéncia para cada segmento estudado dos genes em

questao.
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3.9.1 Analises Estatisticas

As freqiiéncias alélicas e genotipicas foram computadas usando o algoritmo de
maxima-verossimilhanca (EXCOFFIER & SLATKIN, 1995) e avaliadas se em equilibrio de
Hardy-Weinberg pelo teste exato utilizando-se o método de cadeias de Markov (GUO et al.,
1992). O desequilibrio de ligagdo foi avaliado pelo algoritmo de maximizagdo de expectativa
(E.M.) (SLATKIN & EXCOFFIER, 1996) e a estrutura genética das populacdes foi analisada
utilizando-se AMOVA (Andlise de Variancia Molecular) (EXCOFFIER; SMOUSE;
QUATTRO, 1992) e pairwise Fst (COCKERHAM & WEIR, 1993). Todas as analises foram
implementadas no programa Arlequin versdao 3.1 (SCHNEIDER; ROESSLI; EXCOFFIER,
2000).

As freqiiéncias alélicas das trés populacdes foram comparadas pareadamente pelo
teste do Qui-Quadrado, considerando-se p < 0,05, no programa BioEstat, versao 5.0.

As variaveis epidemiologicas das populacdes em estudo foram avaliadas pela
analise de regressdo logistica para a obtencdo do risco relativo (RR), com um intervalo de
confianga de 95%, comparando Monte Alegre as outras duas populagdes. A associacdo entre
os genotipos presentes nos genes XRCC1 e XRCC3 e os indices de dano ao DNA nas
populagdes de Monte Alegre, Prainha e Alenquer foi realizada através da andlise comparativa
por regressao logistica entre o genotipo selvagem homozigoto vVersus os genotipos variantes
homozigoto e heterozigoto. Foram avaliados o éxon 10 (399Arg/Gln) e introns 9 ¢ 10 do gene
XRCCL1 e intron 6 e éxon 7 (241Thr/Met) do gene XRCC3. O alelo 194Trp (éxon 6) e os
genotipos no intron 6 do XRCC1 ndo foram investigados em vista da baixa freqiiéncia do
genotipo variantes. Em relacdo ao gene GSTM1, a andlise baseou-se na comparagdo entre
presenga e auséncia desse gene e os valores de dano ao DNA. As prevaléncias dos
polimorfismos foram relacionadas aos escores de dano dicotomizados pelo valor médio
(ZIINO et al., 2006). Todas as analises consideraram juntamente 70 individuos distribuidos
nas trés populagdes (34 de Monte Alegre, 20 de Prainha e 16 de Alenquer). Todas as andlises
de regressdo logistica foram realizadas através do programa SPSS (Statistical Package for the

Social Sciences), versao 8.0.
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4 RESULTADOS

4.1 Caracterizacédo das Populactes

A andlise amostral das populagdes de Monte Alegre, Prainha e Alenquer nao
englobou 10 dos 160 voluntarios iniciais dos quais ndo foi possivel a caracterizagdo genética.
Apods a aplicagdo do questiondrio aos voluntarios, a distribui¢do etaria em numero de
individuos para cada municipio foi obtida como mostrada na figura 14. As faixas entre 20 a
50 anos mostraram-se relativamente homogéneas entre as trés populagdes, em que a faixa de
31 a 40 anos apresentou um menor numero de voluntérios, aproximadamente 10 individuos.
Por outro lado, no municipio de Monte Alegre, o nimero de 20 individuos com idade superior

a 50 anos sobressaiu-se em relacdo a Prainha e Alenquer, que apresentaram 3 e 7 individuos,

respectivamente.
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Figura 14 - Distribuigdo etaria em numero de individuos das populagdes de Monte Alegre, Prainha e Alenquer.

A distribui¢do do niimero de homens e mulheres de Monte Alegre, Prainha e
Alenquer indicou, nas trés popula¢des, maior nimero de mulheres, abrangendo 73% dos

individuos participantes do estudo (Figura 15).
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Figura 15 - Distribuigdo por género em numero de individuos das populagdes de Monte Alegre, Prainha e
Alenquer.

A porcentagem de individuos das populagdes em estudo em cada uma das trés
categorias de habito de fumo (nunca fumou, fumante ativo e ex-fumante) esta ilustrada na
figura 16. Mais da metade dos individuos de cada municipio relataram nunca terem fumado.
Os fumantes ativos responderam pela menor freqiiéncia dentre as categorias nas populacdes
de Monte Alegre e Alenquer (14% e 13%, respectivamente), enquanto que, em Prainha, esse

grupo representou 25% dos entrevistados.
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Figura 16 - Distribui¢do em porcentagem das populagdes de Monte Alegre, Prainha e Alenquer por categorias de
habito de fumo.
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As freqiiéncias de cancer e de histérico de cancer familial do total de voluntarios
de Monte Alegre, Prainha e Alenquer estdo indicadas na figura 17. Foram relatados 4 casos
de cancer dentre os 150 voluntarios (2 de mama, sendo um em Monte Alegre e um em
Prainha, 1 de anus em Alenquer e 1 de pele em Monte Alegre), enquanto que 97% indicaram
a auséncia desta em seu historico de vida. Em relacdo ao historico de cancer familial (relatos

da doenga nos pais, irmaos ou filhos), este foi relatado por 23 individuos, representando 15%

do total.
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Figura 17 - Freqiiéncias de cancer e de historico de cancer familial dos voluntarios das trés populagdes de Monte
Alegre, Prainha e Alenquer.

A avaliagdo dos parametros de ocupacdo profissional e de historico de exposi¢ao
indicou que a populacdo de Monte Alegre, referentemente as populacdes de Prainha e
Alenquer, apresentou uma tendéncia maior a individuos que relataram trabalhar ou ja terem
trabalhado expostos ao sol (RR = 2,54; p = 0,035), além de uma chance maior de os

individuos ja terem sido expostos aos raios-X para diagnostico (RR =2,18; p = 0,047).
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4.2 Biomarcador de Exposi¢ao

4.2.1 Viabilidade celular por Exclusao de Azul de Tripan

Através do teste de azul de tripan para a avaliagdo da viabilidade celular,
verificou-se que a porcentagem média de células viaveis apds o processo de criopreservacao
foi de 74,46% =+ 2,41, o que possibilitou a analise de danos ao DNA pelo ensaio do cometa

alcalino.

4.2.2 Ensaio do Cometa Alcalino

Na analise do cometa alcalino, utilizando-se linfécitos periféricos da amostragem
estudada, ndo houve diferenca estatisticamente significante entre os indices de Dano (IDs) das
populagdes de Monte Alegre (ID = 32,01 = 1,57), Prainha (ID = 45,80 + 1,12) e Alenquer (ID
= 44,30 + 0,62) e o do controle negativo (ID = 42,00 = 5,75) (p > 0,05). Entretanto, o ID de
Monte Alegre se apresentou estatisticamente menor em relacdo aos IDs de Prainha e de
Alenquer (p < 0,001). Nenhuma das trés populagdes apresentou valores de dano ao DNA
equivalentes aos linfécitos tratados com doxorrubicina (ID = 258,25 + 5,31) (p < 0,001)

(Figura 18).
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Figura 18 - Analise dos indices de dano ao DNA nas populagcdes de Monte Alegre, Prainha e Alenquer pelo
ensaio do cometa alcalino. Voluntarios ndo-residentes nas trés localidades foram selecionados como o controle
negativo (C) e o controle positivo (DOX) representa linfocitos expostos a doxorrubicina por 3 horas. *p < 0,001
em relac@o ao controle negativo.

4.3 Biomarcadores de Susceptibilidade

4.3.1 Caracterizacdo da amostra

Do total de 160 individuos amostrados das populagdes de Monte Alegre, Prainha
e Alenquer, ndo foi possivel o seqiienciamento direto dos genes XRCC1, XRCC3 e GSTM1 de
10 amostras, devido a uma quantidade muito pequena de DNA extraido. As amostras

seqiienciadas estdo distribuidas nas trés populagdes como mostrado na tabela 5.
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Tabela 5 - Distribui¢cdo dos individuos seqiienciados para os genes de reparo XRCC1 e XRCC3 e para o gene
GSTM1 nas populagdes de Monte Alegre, Prainha e Alenquer.

Populacéo Homens Mulheres Total
Monte Alegre 14 42 56
Prainha 10 38 48
Alenquer 16 30 46
Total 40 110 150

4.3.2 Gene de reparo XRCC1

Apos o seqlienciamento direto das duas regides do gene XRCC1, englobando os
éxons 6 ¢ 10 e introns 6, 9 e 10, foi possivel a identificacdo de seis mutagdes: 1) C26304T
(rs1799782), presente no éxon 6 e que resulta na troca de aminodcidos de arginina para
triptofano na posicao 194 (Argl94Trp); i1) G26350A (rs1799779), presente no intron 6; iii)
G26529C (rs nao determinado), presente também no intron 6; iv) G27980A (rs25486),
presente no intron 9; v) G28152A (rs25487), presente no éxon 10 e que resulta na troca de
aminoacidos de arginina para glicina (Arg399GIn); vi) C28234T (rs3213368), presente no

intron 10.

4.3.2.1 Freqiiéncias alélicas e genotipicas

4.3.2.1.1 Monte Alegre

A distribuicdo das freqiiéncias genotipicas no gene XRCC1 na populagdo de

Monte Alegre nao indicou um desvio significante do equilibrio de Hardy-Weinberg (p > 0,05)
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para todas as mutagdes estudadas no gene XRCC1. O ponto G26350A (intron 6) apresentou-se

monomorfico, em que todos os individuos apresentavam o genotipo selvagem (Tabela 6).

Tabela 6 - Freqiiéncias alélicas e genotipicas das muta¢des no gene de reparo XRCC1 na populagdo de Monte

Alegre.
Exon 6 intron 6 Exon 10

Frequiéncias intron 9 intron 10
ArglodTrp  G26350A G26529C Arg399GIn
ccC 077 GG 100 GG 087 AA 046 GG 053 CC 0,8

Genotipica CT 023 GA - GC 0,13 AG 045 GA 038 CT 041
TT - AA - ccC - GG 009 AA 009 TT 001
C 0,88 G 1,00 G 0,94 A 0,69 G 0,72 C 0,78

Alélica

T 0,12 A - C 0,06 G 0,31 A 0,28 T 0,22

4.3.2.1.2 Prainha

A distribuicdo das freqliéncias genotipicas no gene XRCC1 na populacao de
Prainha ndo indicou um desvio significante do equilibrio de Hardy-Weinberg (p > 0,05) para
todas as mutagdes estudadas no gene XRCC1. O ponto G26529C (intron 6) apresentou-se

monomorfico, em que todos os individuos apresentavam o genoétipo selvagem (Tabela 7).
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Tabela 7 - Freqiiéncias alélicas e genotipicas das mutagdes no gene de reparo XRCC1 na populacdo de Prainha.

Exon 6 intron 6 Exon 10
Freqiiéncias intron 9 intron 10

Argl94Trp G26350A G26529C Arg399GIn

CcC 0,80 GG 096 GG 1,00 AA 0,50 GG 0,52 CC 0,71
Genotipica CT 0,16 GA 0,04 GC - AG 0,37 GA 0,38 CT 0,25

TT 0,04 AA - CC - GG 0,13 AA 0,10 TT 0,04

C 0,87 G 0,98 G 1,00 A 0,69 G 0,70 C 0,83
Alélica
T 0,13 A 0,02 C - G 0,31 A 0,30 T 0,17

4.3.2.1.3 Alenquer

A distribuicdo das freqiliéncias genotipicas no gene XRCC1 na populagdo de
Alenquer ndo indicou um desvio significante do equilibrio de Hardy-Weinberg (p > 0,05) para
a maioria das mutagdes estudadas no gene XRCC1, com excecao do ponto G26529C no intron

6 (p=0,01) (Tabela 8).

Tabela 8 - Freqiiéncias alélicas e genotipicas das mutagdes no gene de reparo XRCC1 na populagido de Alenquer.

Exon 6 intron 6 Exon 10
Freqiiéncias intron 9 intron 10

Argl194Trp G26350A G26529C Arg399GIn

CC 0,87 GG 094 GG 098 AA 0,50 GG 0,50 CcC 0,62
Genotipica CT 0,13 GA 0,06 GC - AG 0,37 GA 0,37 CT 0,30

TT - AA - CC 0,02 GG 0,13 AA 0,13 TT 0,08

C 0,93 G 0,97 G 0,98 A 0,68 G 0,68 C 0,76
Alélica
T 0,07 A 0,03 C 0,02 G 0,32 A 0,32 T 0,24
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4.3.2.2 Variabilidade da freqiiéncia alélica

Em relacdo ao gene XRCC1, as freqiiéncias alélicas de todos os pontos estudados
se mostraram estatisticamente semelhantes entre as populagdes de Monte Alegre, Prainha e
Alenquer (p > 0,05), com excecao da freqiiéncia em G26529C no intron 6 entre Monte Alegre

e Prainha (G 0,94/C 0,06; G 1,00/C -, respectivamente; p = 0,038).

4.3.3 Gene de reparo XRCC3

Ap6s o seqiienciamento direto do gene XRCC3, englobando o intron 6 e o éxon 7,
foi possivel a identificagao de duas mutagdes: 1) A17893G (rs1799796), presente no intron 6;
i1) C18067T (rs861539), presente no éxon 7 e que resulta na troca de aminoacidos de treonina

para metionina na posi¢ao 241 (Thr241Met).

4.3.2.3 Freqiiéncias alélicas e genotipicas

4.3.2.3.1 Monte Alegre

A distribuicdo das freqiiéncias genotipicas no gene XRCC3 na populagdo de
Monte Alegre nao indicou um desvio significante do equilibrio de Hardy-Weinberg (p > 0,05)

para todas as mutacdes estudadas no gene XRCC3 (Tabela 9).
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Tabela 9 - Freqiiéncias alélicas e genotipicas das mutagdes no gene de reparo XRCC3 na populacdo de Monte

Alegre.

Exon 7
Frequiéncias intron 6
Thr241Met

AA 0,42 CcC 0,49

Genotipica AG 0,48 CT 0,48
GG 0,10 TT 0,03

A 0,65 C 0,72

Alélica
G 0,35 T 0,28

4.3.2.3.2 Prainha

A distribuicdo das freqliéncias genotipicas no gene XRCC3 na populagdo de
Prainha nao indicou um desvio significante do equilibrio de Hardy-Weinberg (p > 0,05) para

todas as mutacdes estudadas no gene XRCC3 (Tabela 10).
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Tabela 10 - Freqiiéncias alélicas e genotipicas das mutacdes no gene de reparo XRCC3 na populagao de Prainha.

Exon 7
Frequiéncias intron 6

Thr241Met
AA 0,42 CcC 0,75
Genotipica AG 0,42 CT 0,25

GG 0,16 TT -
A 0,63 C 0,87

Alélica

G 0,37 T 0,13

4.3.2.3.3 Alenquer

A distribuicdo das freqliéncias genotipicas no gene XRCC3 na populacao de
Alenquer ndo indicou um desvio significante do equilibrio de Hardy-Weinberg (p > 0,05) para

todas as mutacdes estudadas no gene XRCC3 (Tabela 11).
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Tabela 11 - Freqiiéncias alélicas e genotipicas das mutacdes no gene de reparo XRCC3 na populagdo de
Alenquer.

Exon 7
Freqiiéncias intron 6
Thr241Met

AA 0,59 CcC 0,42

Genotipica AG 0,39 CT 0,52
GG 0,02 TT 0,06

A 0,78 C 0,67

Alélica
G 0,22 T 0,33

4.3.2.4 Variabilidade das freqiiéncias alélicas

Em relacdo ao intron 6 do gene XRCC3, as freqiiéncias alélicas estudadas ndo
diferiram estatisticamente entre as populacdes de Monte Alegre, Prainha e Alenquer,
excetuando-se as freqliéncias entre Prainha e Alenquer (A 0,63/G 0,37; A 0,78/G 0,22,
respectivamente; p = 0,030). Relativamente ao éxon 7 (Thr241Met), somente as freqiiéncias
alélicas da populagdo de Prainha (C 0,87/T 0,13) se mostraram discrepantes em relacdo a

Monte Alegre (C 0,72/T 0,28; p=0,014) e a Alenquer (C 0,67/T 0,33; p=0,001).

4.3.4 Gene GSTM1

Através da amplificagdo do gene de metabolizagdo GSTMI1, verificou-se a
auséncia ou presenca deste nas populacdes de Monte Alegre, Prainha e Alenquer. A tabela 12
apresenta a distribuicdo das freqiiéncias do gene GSTM1 nas trés populacdes, que se

mostraram estatisticamente semelhantes (p = 0,412).
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Tabela 12 - Freqiiéncias do gene de metabolizagdo GSTM1 nas populagdes de Monte Alegre, Prainha e
Alenquer.

Frequéncias  Monte Alegre Prainha Alenquer
Auséncia 0,36 0,31 0,40
Presenca 0,064 0,69 0,60

4.3.5 Variagao Genética

Considerando os genes XRCC1 e XRCC3, a variagdo genética entre as populacdes
de Monte Alegre, Prainha e Alenquer, traduzida como valores de Fst (pairwise), indicou que
Prainha e Alenquer sao menos semelhantes geneticamente (Fst = 0,023), enquanto que Monte
Alegre apresentou uma menor variacdo genética frente a Prainha (Fst = 0,004) e a Alenquer

(Fst=10,001), considerando o nivel de significancia de p < 0,05.

4.3.6 Desequilibrio de ligacao

O desequilibrio de ligacao foi avaliado par a par entre todos os pontos estudados
dos genes XRCC1 e XRCC3 com um nivel de significancia igual a 0,05. As trés populacdes de
Monte Alegre, Prainha e Alenquer foram consideradas como uma s6. Os dois pontos do
XRCC3 apresentaram desequilibrio de liga¢do entre si e equilibrio de ligagdo com todos os
pontos do XRCCL1. Os pontos nos éxons 6 (C26304T) e 10 (G28152A) e os pontos nos introns
9 (G27980A) e 10 (C28234T) do gene XRCC1 somente apresentaram desequilibrio de ligagao
entre si. Em relagcdo aos pontos no intron 6 (G26350A e G26529C) deste mesmo gene, estes

se apresentaram em equilibrio de ligagdo com todos os pontos restantes do gene.
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4.3.3 Associacdo entre genotipos dos genes XRCC1, XRCC3 e GSTML1 e os indices de dano

ao DNA em linfocitos periféricos

4.3.3.1 XRCC1e XRCC3

Nao houve indicativo de correlagdo entre as mutagdes nos genes XRCC1 e XRCC3
e a extensdo de dano ao DNA das populagdes de Monte Alegre, Prainha e Alenquer. Em
relagdo ao alelo 399GIn do XRCC1, a analise comparativa entre os genotipos 399Arg/Arg
versus 399Arg/GIn e GIn/GIn resultou no seguinte valor de risco relativo RR = 1,15 (p =
0,768), enquanto que, para os introns 9 e 10, a auséncia de associacdo se traduziu nos valores
RR =1,08; p = 897 ¢ RR = 0,90; p = 0,837, respectivamente. Semelhantemente, a analise do
alelo 241Met do XRCC3 nao indicou relagdo com os indices do biomarcador de
genotoxicidade (241Thr/Thr x Thr/Met ¢ Met/Met: RR = 0,78; p = 0,622), assim como para o
intron 6 do gene XRCC3, em que foram obtidos os seguintes valores: RR = 0,58 (p = 0,334).

4.3.3.2 GSTM1

Os dados de presenga e auséncia do gene GSTM1 foram utilizados como fator
independente na andlise de regressdo logistica em relacdo ao nivel de dano ao DNA de
linfocitos de individuos residentes nas populagdes de Monte Alegre, Prainha e Alenquer. Nao
foi observada relagdo entre a prevaléncia desse polimorfismo ¢ a extensdo de dano ao DNA,

configurando valores de RR = 1,33 e p = 0,590.
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5  DISCUSSAO

Levantamentos radiométricos e caracteriza¢des geologicas realizadas nas regides
de estudo revelaram ocorréncias de uranio nas rochas a 20 Km da cidade de Monte Alegre,
decorrentes de afloramentos minerais ocorridos no passado. Na década de 80, residéncias e
calcadas foram construidas pela populagdo de Monte Alegre utilizando blocos de pedra
contendo urdnio, mais especificamente na comunidade de Inglés de Souza, o que alertou para
a importancia do monitoramento dessa populagdo (MELO, 1999).

A associagdo entre o uranio (e a radiagao emitida por esse elemento) e os efeitos
quimicos e radioloégicos em humanos ja foi evidenciada em diversos estudos, indicando
efeitos metabdlicos adversos, nefrotoxicidade, toxicidade reprodutiva e do desenvolvimento,
além de conseqiiéncias mutagénicas e carcinogénicas através da exposi¢cdo ¢ contaminagao
pelo uranio (DURAKOVIAE, 1999).

Estudos anteriores indicaram a possivel associagdo entre casos de leucemia
linfocitica aguda e exposicao a radiacdo gama em individuos com menos de 20 anos de idade
na Suécia. As pessoas afetadas residiam em casas construidas com concreto contendo uranio,
o que sugere o risco de desenvolvimento de neoplasias em criangas e jovens adultos expostos
a radiacdo (AXELSON et al., 2002). Um niimero maior de casos dessa doenga também foi
verificado em criancas e adolescentes expostas a dgua com concentracdes aumentadas de
arsé€nio, radonio e uranio, além de radiatividade por particulas alfa (SEILER, 2004).

Uma pesquisa realizada por Melo (1999) englobando andlises de amostras de
rocha e de solo no municipio de Monte Alegre, incluindo a regido de Inglés de Souza,
determinou que as concentragdes de >**U e os fluxos de radénio no solo dessa regido sio
superiores em 17 vezes comparativamente aos niveis da zona urbana de Monte Alegre. A
Comissao Internacional de Prote¢dao Radioldgica (ICRP) recomenda que o nivel de agdo
remediadora (nivel de acio') para o radonio em residéncias deve ser selecionado dentro da
faixa de 3 a 10 mSv de dose anual efetiva, equivalendo a concentra¢des de 200 e 600 Bq.m™,
respectivamente (ICRP, 1994; WRIXON, 2008). Considerando, entretanto, os valores de dose
referidos pela ICRP, a concentragdo de radonio nas residéncias nao ultrapassou os limites
recomendados, além de que a medida da dose efetiva de radiagdo gama no solo da regido de

Inglés de Souza foi de apenas 1,7 vezes superior a cidade de Monte Alegre (MELO, 1999).

' Nivel de dose ou concentragio acima da qual agdes remediadoras ou protetoras sdo tomadas porque se espera
que a dose prevenida pela agio proposta ird exceder o nivel de intervengdo® (ICRP, 1997).
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Esses resultados indicam a importancia, além das medidas de concentragdao de radionuclideos
naturais, da analise do possivel efeito genotoxico do uranio nas populagdes da regido, assim
como uma abordagem genética de polimorfismos em relagdo a danos ao DNA nio reparados
que possam ser acumulados pela exposicao a radiagdo em baixa dose.

No presente trabalho, os Indices de Dano ao DNA (IDs) observados para as
populagdes de Monte Alegre, Prainha e Alenquer ndo diferiram estatisticamente dos IDs do
controle negativo (p > 0,05). Esse resultado obtido através do ensaio do cometa alcalino como
um biomarcador de exposi¢do corrobora com resultados também negativos em testes de
biomarcagao de efeitos bioldgicos precoces realizados nessas mesmas populagdes como parte
do projeto de pesquisa ao qual este trabalho pertence (BRITO, 2008; JATI, 2008). Brito
(2008) e Jati (2008) evidenciaram que as freqiiéncias de aberracdes cromossdmicas e de
micronucleos, observadas nos individuos do grupo controle, ndo foram estatisticamente
diferentes das freqiiéncias observadas na populacao de Monte Alegre, Prainha e Alenquer (p >
0,01), em nivel de significancia estabelecido em 1%. Os dois testes sdo usados com confianga
na deteccdo de exposi¢do a radiacdo ionizante e na previsdo de incidéncia de cancer
(BONASSI; AU, 2002).

Esses resultados induzem a duas suposi¢des que podem ser formuladas sobre a
emissao do urdnio presente na regido geografica onde a populacdo de Monte Alegre esta
localizada: esta ndo ¢ suficiente para induzir quebras na molécula de DNA e/ou para interferir
na montagem das fibras do fuso; ou os danos causados pela radiagdo emitida sdo suscetiveis
de reparo pela célula.

Quando se objetiva reduzir os niveis de radonio nas residéncias, a ICRP 65 sugere
que o nivel de intervengio® para o radénio em residéncias so se justificara com concentracdes
superiores a 600 Bq.m™ ou doses anuais de 10 mSv (ICRP, 1994; WRIXON, 2008). A
radiacdo emitida no interior das residéncias construidas com rochas uraniferas em Monte
Alegre apresentou uma média de 116 + 84 Bq.m>(MELO, 1999), o que representa menos de
um ter¢o do valor minino recomendado para intervenc¢do radioldgica, além de ndo alcancar o
valor minimo recomendado pela ICRP 65 para o nivel de a¢do (200 Bq.m™). Desse modo, do
ponto de vista da protecdo radiologica, os valores medidos em Monte Alegre ndo
representariam riscos a saude da populacdo. Os resultados de genotoxicidade corroboram com

os limites estabelecidos pela ICRP.

? Nivel de dose em que ag¢des especificas de prote¢io ou remediadoras sdo tomadas em situagdes de emergéncia
ou exposigao cronica (ICRP, 1997).
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Como grande parte do deposito uranifero na regido de estudo ¢ formada por
uranio em baixos teores, ¢ provavel que somente alta emissao de uranio seja suficiente para
induzir lesdes no DNA. Através do ensaio do cometa, verificou-se que a inalacdo de
particulas de uranio empobrecido somente induziu um efeito genotdxico em células bronco-
alveolares de ratos em concentragdes altas (MONLEAU et al., 2006). Outro estudo mostrou,
através do ensaio do cometa, um aumento de lesdoes ao DNA proporcional ao aumento da
concentragdo de uranio apos a exposi¢ao de células NRK — 52% a concentragdes sub-letais e
letais de urdnio (THIEBAULT et al., 2007).

Em relacdo a auséncia de dano em doses mais baixas, Gochfeld (1997)
hipotetizou que os niveis de antioxidantes enddgenos podem alterar a susceptibilidade a
alguns efeitos toxicos de metais. Além disso, um limiar para a genotoxicidade in vivo é
freqiientemente uma conseqiiéncia de um adequado status de reparo do DNA e/ou de
antioxidantes intrinsecos, além de outros fatores (KIRSCH-VOLDERS; AARDEMA;
ELHAJOUII, 2000).

Os indices de dano na molécula do DNA obtidos para as populagdes de Monte
Alegre, Prainha e Alenquer ndo diferenciaram do grupo controle negativo. Entretanto, o
indice de dano de Monte Alegre se apresentou estatisticamente menor que as outras duas
populagdes (p < 0,001). Pode-se supor que a radiacdo do urdnio em baixa dose esteja
estimulando a producdo de enzimas de reparo do DNA, fendmeno conhecido como resposta
adaptativa, em que o corpo se adapta aos efeitos da radiagdo através do desenvolvimento de
respostas protetoras (COHEN, 2002). Neste estudo, ndo foram incluidos os voluntarios
fumantes, visto que a sensibilidade do ensaio cometa ¢ alta e o habito de fumar ¢ considerado
um fator de confusdo (FAUST et al., 2004; MOLLER et al., 2000).

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

Miller et al. (2005) desenvolveram um modelo de leucemogénese in vivo em
camundongos implantados com pellets de uranio empobrecido que receberam células

hematopoiéticas murinas (FDC-P1). Foi constatado que animais que receberam implantes
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celulares com baixas concentragdes de uranio empobrecido ndo apresentaram um incremento
no desenvolvimento de leucemias, contrariamente aos animais que receberam alta dose
(desenvolvimento de leucemias em 76% dos camundongos). O aumento concentracdo-
dependente na freqiiéncia de transformacdo morfologica de células osteoblédsticas humanas
imortalizadas (HOS) para um fenotipo tumorigénico pelo uranio empobrecido j& havia sido
demonstrado por esse mesmo grupo de pesquisadores (MILLER et al., 1998). Provavelmente
a carcinogénese encontrada na regido de estudo esté relacionada a individuos que apresentam
susceptibilidade genética a radiag¢do ou predisposi¢cdo familial ao desenvolvimento do cancer,
embora a taxa de mortalidade por cancer em Monte Alegre ndo seja maior que o padrdo da
regido norte do Brasil no Estado do Para, onde as populagdes de estudo estdo localizadas
(SBPC, 2003).

Entre os tracos genéticos capazes de modificar os niveis individuais de dano ao
DNA, variacdes genéticas no metabolismo de xenobidticos e no reparo do DNA
desempenham um papel central, em que diversos SNPs sdo estudados em varios genes
envolvidos na ativacdo/detoxificacdo de compostos genotdxicos e no subseqiiente reparo de
danos induzidos no DNA (ZIJNO et al., 2006). Essas varia¢des no reparo do DNA sdo um
fator bem estabelecido no grau de susceptibilidade a radiacdo ionizante. A exposi¢do a
compostos metalicos clastogénicos como o uranio, pode, portanto, ser influenciada pela
eficiéncia do reparo do DNA, em que o reparo ndo-eficiente de danos pode levar a um
crescimento desregulado celular e cancer (CHANVAIVIT et al., 2007; GOCHFELD, 1997).

No presente estudo, as freqiiéncias alélicas para o polimorfismo 194Trp no gene
XRCC1 nas populagdes de Monte Alegre, Prainha e Alenquer encontradas foram 12%, 13% e
7%, respectivamente, e se mostraram estatisticamente semelhantes. Essas freqiiéncias
encontradas do alelo variante 194Trp se aproximam de outros dois resultados para a
populagdo brasileira, que indicaram freqiiéncias de 7% e 8,2% (DUARTE et al., 2005;
ROSSIT et al., 2002). A freqiiéncia de alelos polimoérficos varia entre as populagdes,
sugerindo uma distribui¢do étnica. A compilacdo de diversas andlises indica que o alelo
194Trp se encontra em altas freqliéncias em populagdes asiaticas, podendo alcancar 34,8%
em chineses e em baixas freqiiéncias entre caucasianos e africanos, chegando a 2,7% na
Finlandia (HU et al., 2005; MOHAMADYNEJAD; SAADAT, 2008).

A presenca do alelo variante 194Trp ¢ indicativa de aumento da freqiiéncia de
aberragdes cromossOmicas tanto in vitro, em resposta a exposi¢do a raios-X (AU; SALAMA;
SIERRA-TORRES, 2003) como in vivo, em individuos expostos ocupacionalmente a

radiagdes ionizantes (WANG et al., 2006). As freqiiéncias dos genotipos variantes em 194Trp
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apresentam valores de 23% e 20% em Monte Alegre e Prainha, respectivamente, enquanto
que, em Alenquer, a freqiiéncia ¢ menor, com valor em torno de 13%.

Em relagdo ao polimorfismo 399GIn no gene XRCC1, as populacdes de Monte
Alegre, Prainha e Alenquer apresentaram freqiiéncias do alelo variante estatisticamente
semelhantes com valores de 28%, 30% e 32%, respectivamente. Duarte et al. (2005) também
obtiveram a freqiiéncia do polimorfismo 399GIn, em uma populagdo no sudeste brasileiro, em
33%, enquanto que Rossit et al. (2002) verificaram a presenca desse alelo em 37,1% em uma
populacdo da mesma regido. Em um estudo desse polimorfismo no gene XRCC1 na China, a
freqiiéncia do alelo variante ficou em torno também de 28% (SHU et al., 2003). No geral, a
freqiiéncia do alelo 399GIn ¢ de aproximadamente 35% entre os europeus, 26% entre 0s
asiaticos e 13% em populacdes africanas (HU et al., 2005). Os dados encontrados de
freqiiéncia alélica do 399GIn no presente estudo supdem uma semelhanga maior entre as
populacdes estudadas e populagdes caucasianas.

Diversos estudos ja indicaram uma capacidade reduzida de reparo do DNA em
individuos que carregam o alelo variante 399GIn. Os gendtipos Arg399GIn ou GIn/Gln se
mostraram associados a um aumento da freqiiéncia de delecdes e de cromossomos dicéntricos
induzidos por radiagdo gama em relacdo ao genotipo homozigoto selvagem Arg399Arg
(CHANVALIVIT et al., 2007). Resultado parecido foi o encontrado por Au, Salama e Sierra-
Torres (2003), em que linfocitos irradiados com raios-X apresentaram uma incidéncia maior
de células aberrantes e delecdes cromossdmicas em individuos com o genotipo 399GIn, tanto
homozigoto como heterozigoto, em comparacdo com o genotipo Arg399Arg. As freqiiéncias
de individuos carregando esses gendtipos suscetiveis a radiacdo nas populacdes de Monte
Alegre, Prainha e Alenquer sdo altas, abrangendo 47%, 48% e 50%, respectivamente, o que
torna necessario medidas de prote¢do a um acimulo de danos ao DNA em individuos mais
suscetiveis a radiagdo do uranio.

Além disso, foi constatada uma associagdo entre a presenca do alelo variante
399GIn no gene XRCC1 e os genotipos variantes Thr241Met ou Met/Met no gene XRCC3
com um aumento significativo de dele¢des cromossomicas em linfocitos irradiados por raios-
X (AU; SALAMA; SIERRA-TORRES, 2003). Dentre os individuos participantes desse
estudo com genotipos de presenga do alelo 399GIn no gene XRCC1 (72 voluntarios),
aproximadamente a metade (47,2%) também possui o alelo variante 241Met no gene XRCC3.

Considerando os individuos mais susceptiveis a radiagdo do uranio, que carregam
os alelos variantes, alguns cuidados devem ser tomados em relagdo a outras formas de

exposicao a agentes carcinogénicos, como a radiagao ultravioleta presente nos raios solares. A
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exposicao excessiva ao sol ¢ o principal fator de risco ao cancer de pele. O tipo ndo-
melanoma € o mais freqiiente, abrangendo 95% dos diagnodsticos de cancer de pele. Desse
modo, individuos que trabalham com exposicdo direta ao sol s@o os mais vulneraveis ao
cancer de pele ndo-melanoma (INCA, 2008). O genotipo homozigto variante 399GIn/GIn do
gene XRCC1, considerando um historico de queimaduras dolorosas de pele, é considerado um
fator de risco ao cancer de pele ndo-melanoma, apresentando um risco aumentado em quase 7
vezes para esses individuos (NELSON et al., 2002). O presente estudo verificou uma
exposi¢ao ocupacional ao sol maior em mais de duas vezes pela populagdo de Monte Alegre
em comparagao as duas outras, mas ndo analisou o histérico de possiveis queimaduras
resultantes da exposi¢ao. Além disso, entre os quatros relatos de cancer no historico de satde
dos individuos participantes do estudo, um foi de cancer de pele em Monte Alegre, entretanto,
o tipo do cancer ndo foi especificado. Entre os individuos, em Monte Alegre, carregando esse
genotipo de reparo do DNA menos eficiente (presente em 9% da populagdo), o acumulo de
danos por exposicdo excessiva ao sol, e at¢ mesmo de danos normalmente reparaveis
resultantes da exposi¢do ao urdnio em baixas doses, podera ser maior em relacdo aos outros
individuos. O genotipo em questdo poderia configurar como um fator de risco entre os
trabalhadores expostos ao sol excessivamente.

Vodicka et al. (2004) também relataram uma associagdo entre a taxa de reparo de
danos no DNA resultantes da exposicdo a radiagdo gama e o polimorfismo no gene XRCC1
Arg399GIn, em que o reparo desses danos se apresentou 2 vezes maior para os individuos
com gendtipos selvagens homozigotos comparativamente ao genotipo variante homozigoto.
Esse resultado se mostra importante em relagdo ao presente trabalho em vista das moderadas
freqliéncias genotipicas evidenciadas do genotipo homozigoto variante nas populagdes de
Monte Alegre, Prainha e Alenquer (0,09; 0,10 e 0,13, respectivamente) — média aproximada
de 11% dos individuos — e o fato de que estas se encontram expostas a radia¢do do uranio.
Nesse caso, esses individuos apresentariam, em parte, um reparo dos danos menos eficiente,
tornando-os mais susceptiveis a exposi¢cao ao uranio.

Apesar de SNPs em regides intronicas dificilmente apresentarem um papel
funcional direto, estes podem afetar o splicing do RNA e, conseqiientemente, a transcri¢do de
um gene (PAGANI & BARALLE, 2004). Em relacio ao gene XRCCI1, nao foram
encontrados estudos relacionando os SNPs em regides intronicas ao risco de cancer.
Adicionalmente, a mutagdo G26529C (intron 6) ndo foi encontrada no banco de dados de

SNPs da NCBI. O alelo variante C se mostrou pouco freqiiente nas trés populacdes,



76

apresentando freqiiéncias alélicas de 6% e 2% em Monte Alegre e Alenquer, respectivamente,
e ausente em Prainha.

As freqiiéncias do alelo variante 241Met no gene de reparo de DNA XRCC3
encontradas nas populacdes de Monte Alegre e Alenquer (0,28 e 0,33, respectivamente)
mostraram-se em concordancia com freqiiéncias obtidas em diversos trabalhos compilados
por Han et al. (2006), que consideraram a freqiiéncia média desse alelo no grupo europeu em
torno de 36,1%. Duarte et al. (2005) também encontraram a freqiiéncia desse alelo em torno
de 35% em uma avaliagdo de individuos sauddveis no sudeste do Brasil. Para a populacao de
Prainha, cuja freqiiéncia encontrada foi de 13%, o resultado assemelha-se as freqiiéncias
menores desse alelo na populagdo asiatica (em torno de 8,22%) (HAN et al., 2006). Essas
diferencgas nas freqiiéncias alélicas entre grupos podem surgir ao acaso e pressdes de selecao
podem existir, mantendo as freqiiéncias alélicas mais baixas, como proposto por Han et al.
(2006) em relagdo aos asiaticos.

Varios trabalhos indicam que a proteina XRCC3 com a presenca do aminoacido
metionina na posi¢do 241 ¢ defectiva no sistema de reparo em que se insere. Foi verificado
que os gendtipos variantes 241Thr/Met ¢ Met/Met estdo associados a um significativo
aumento de delegcdes cromossdmicas em linfocitos expostos a raios-X (AU; SALAMA;
SIERRA-TORRES, 2003). Esses gendtipos se encontram distribuidos em 51% dos individuos
da populacdo de Monte Alegre, 58% de Alenquer e, menos freqiientemente em Prainha,
abrangendo 25% dos moradores dessa localidade.

Fatores ambientais, como o tabaco ¢ a radiacdo ionizante, quando investigados
juntamente com os polimorfismos em genes de reparo, podem melhor indicar riscos
relacionados ao fendtipo do individuo resultante da presenca desses polimorfismos. Uma
analise combinada de estudos que consideraram o histérico de fumo dos participantes indica
que o risco ao cancer associado ao genotipo variante 241Met/Met no XRCC3 ¢ maior entre
fumantes do que entre ndo-fumantes (HAN et al., 2006). Essa correlagdo ¢ importante na
medida em que o genodtipo homozigoto variante 241Met/Met esta presente em Monte Alegre e
Alenquer nas freqiiéncias de apenas 0,03 e 0,06, respectivamente, mas ausente em Prainha.
Além disso, os grupos de ndo-fumantes abrangem mais da metade daquelas duas populagdes,
correspondendo a 64% e 70%, respectivamente. Portanto, o risco da associacdo desse
genotipo com o habito de fumo se mostra bastante reduzido dentre os individuos das trés
populacdes.

Em relagdo a regido intronica estudada do gene XRCC3, alguns trabalhos

avaliaram a associacao dessa variacdo do nucleotideo 17893 de A para G no intron 6 com o
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risco de desenvolvimento de alguns tipos de cancer. Um resultado anterior foi obtido pelo
estudo de Jiao et al. (2008), que ndo indicou nenhuma evidéncia de associagdo entre esse SNP
e o risco de cancer pancreético. Outro trabalho mostrou que os portadores do alelo variante G,
tanto homozigotos como heterozigotos, apresentaram menor risco significativo ao
desenvolvimento do cancer de mama quando comparados com os portadores do alelo A
homozigotos, ambos com valores de RR = 0,80 (KUSCHEL et al., 2002).

As freqiliéncias do alelo variante G estudado no gene XRCC3 no intron 6 em
Monte Alegre e Prainha (0,35 e 0,37, respectivamente) se assemelham com as freqiiéncias
obtidas em outros trabalhos: 0,30 (JIAO et al., 2008), 0,30 a 0,34 (KUSCHEL et al., 2002) e
0,36 (JACOBSEN et al., 2004). Esse polimorfismo se mostrou menos freqiiente na populagio
de Alenquer, onde a freqiiéncia do alelo variante estad em torno de 22% dos individuos.

Em relacdo ao gene GSTM1, as freqiiéncias obtidas de auséncia do gene para as
populacdes de Monte Alegre, Prainha e Alenquer ndo diferiram estatisticamente entre si €
apresentaram os valores de 36%, 31% e 40%, respectivamente. Essas freqiiéncias se
apresentaram semelhantes a valores de outros estudos envolvendo populagdes das regides sul
e sudeste do Brasil, que indicaram freqiiéncias de delecao do gene GSTM1 de 33% e 34,6%,
respectivamente (DUARTE et al., 2006; GRANDO et al., 2009).

Efeitos genotdxicos apoOs a exposicao a carcindgenos podem ser influenciados por
caracteristicas individuais herdadas e adquiridas que contribuem na determina¢do do risco ao
cancer (GODDERIS et al., 2006). Individuos fumantes expostos ao cobalto e a outros metais
pesados, por exemplo, que possuem gendtipo variante no alelo 241Met do XRCC3 apresentam
um risco maior para a quebra do DNA (MATEUCA et al., 2005). Os niveis de formagao de
microndcleos e dano ao DNA também foram superiores em células que possuiam o alelo
241Met expostas a 0xido de etileno, um composto alquilante e indutor de quebras de fitas de
DNA (GODDERIS et al., 2006).

Considerando que a radiacao do uranio apresenta o efeito indutor de quebras de
fita de DNA, foi realizada a andlise da correlagdo da presenca dos diversos polimorfismos
estudados nos genes XRCC1, XRCC3 e GSTM1 do presente trabalho na susceptibilidade
genotdxica dos individuos expostos ao urdnio residentes nas populacdes em estudo. Nao se
observou uma associagdo entre esses polimorfismos e os indices de dano ao DNA. Esse
resultado ndo invalida a contribui¢do dos genotipos polimorficos na variabilidade inter-
individual e na susceptibilidade ao cancer em vista da baixa radiacdo de uranio presente na
regido. Isso porque a influéncia de polimorfismos genéticos de enzimas envolvidas na

biotransformacao e reparo do DNA na genotoxicidade induzida por radiacdo depende da dose
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de exposi¢do, portanto, a influéncia no dano ao DNA visualizado pelo teste do cometa ¢ mais
pronunciada em doses mais altas (GODDERIS et al., 2006).

Apesar de as freqiiéncias alélicas dos polimorfismos nos genes XRCC1 e XRCC3
nas populagdes de Monte Alegre, Prainha e Alenquer, assim como as freqiiéncias da auséncia
do gene GSTM1, ndo diferirem das de outras regides do Brasil, essas populagdes,
principalmente os individuos mais susceptiveis a radiagdo, devem adotar héabitos saudaveis.
Através de diversos estudos, foi evidenciada uma associagdo inversa entre o risco ao cancer e
o consumo de vegetais e frutas, demonstrada em casos de cancer de esdfago, pulmaio,
estomago, colon, reto ¢ boca e faringe. Além da presenga de antioxidantes, como carotendides
e vitamina C, esses alimentos apresentam outras moléculas com atividade quimiopreventiva
ao desenvolvimento de cancer. Compostos organo-sulfiricos, isotiocianatos e terpenos, por
exemplo, apresentam atividades quimiopreventivas pela indu¢do da atividade de enzimas de
fase II, como as glutationa S-transferases, além de outras acdes (GREENWALD; CLIFFORD;
MILNER, 2001). Dentre todos os conhecidos, os isotiocianatos estdo entre os agentes
quimiopreventivos mais efetivos, inibindo enzimas de fase I responséveis pela bioativacao de
carcinogenos. O consumo aumentado de isotiocianatos presentes em vegetais verdes
cruciferos, como brocolis e repolho, significou uma redugdo em 70% e 30% do risco de
cancer de pulmdo em fumantes ¢ nido-fumantes, respectivamente (ZHAO et al., 2001). O
consumo de vegetais e frutas, por suas propriedades quimiopreventivas ao desenvolvimento
do cancer, se mostra entdo relevantemente indicado para as populacdes estudadas como um
fator de protecdo a baixa radiacdo a que sdo expostas, considerando ainda o radénio no
interior das casas como um fator importante na inducao de cancer de pulmao.

Além disso, o consumo de isotiocianatos por individuos GSTM1-nulos é um fator
de prote¢do ao desenvolvimento de diferentes tipos de cancer, como o de pulmdo, mama e
adenocarcinoma de colon (BRENNAN et al., 2005). Na auséncia do gene GSTML1, o fato de
nunca ter fumado na vida se mostra como um elemento protetor, em que um consumo maior
daqueles legumes indicou um risco ao cancer de pulmio reduzido em 50% (ZHAO et al.,
2001). Considerando que 64% da populacdo de Monte Alegre ¢ formada por pessoas que
nunca fumaram, o consumo de alimentos ricos em isotiocianatos € em outras moléculas
quimiopreventivas se mostra importante na prevencao da carcinogénese, principalmente para
os individuos GSTM1-nulos, que perfazem 36% dessa populagao.

Independentemente, o conjunto de marcadores genéticos alterados presentes nas
populacdes investigadas da regido ¢ de grande relevancia no desenvolvimento de muitas

enfermidades, entre as quais o cancer. Dessa forma, medidas preventivas no ambito da saude
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publica municipal devem ser realizadas para que ocorra a diminui¢do do numero de doencas

que possam estar relacionadas com a presenga destes marcadores.
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6 CONCLUSAO

Dentre as populacdes estudadas de Monte Alegre, Prainha e Alenquer, ndo houve
aumento da incidéncia de dano ao DNA em vista da exposi¢do ao uranio, o que deve refletir
as baixas doses de radiacdo a que sdao expostas. Além disso, as freqiiéncias alélicas dos
polimorfismos encontrados nos genes de reparo de DNA XRCC1 e XRCC3, assim como as
freqliéncias da auséncia do gene de metabolizacdo GSTM1, ndo diferiram das encontradas em
populacdes de outras regides do Brasil. Desse modo, nas regides estudadas, possivelmente

nao existe tendéncia ao desenvolvimento de cancer induzido pela exposi¢ao ao uranio.
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Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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