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RESUMO

No Estado do Para, o municipio de Monte Alegre yiogsnaior area de mineralizacéo
de urénio do mundo, superior a 800 km?, que sendstaos municipios de Alenquer e
Prainha. A 20 quildmetros de Monte Alegre, em uwlarda agricola denominada de Inglés
de Souza, existe uma maior concentracdo de urBissa area a populacdo da cidade de
Monte Alegre fez a retirada de alguns fragmentosodba para a construcdo de calcadas,
pisos e residéncias. O uranio € um elemento metahdiotivo natural, seu efeito no
organismo é cumulativo e a exposicao crénica aedsteento pode induzir a carcinogénese.
A Comissao Nacional de Energia Nuclear (CNEN) efetmedidas de radiacdo gama nessa
regido obtendo valores inferiores aos recomendabds International Commission on
Radiological ProtectionDesta forma os valores medidos na cidade de MaAlggre néo
representariam riscos a saude da populacdo. Par ladb a Universidade Federal do Para,
gue também desenvolveu uma pesquisa em Monte Alafirmou o contrario, ou seja, a
populacdo corria risco de contaminacao radioagvasta seria uma das causas do possivel
aumento de casos de cancer entre a populacéo Ascdlias investigagdes concordaram que
seriam necessarias novas pesquisas para se chagarancluséo definitiva sobre o assunto.
Portanto, o objetivo do presente trabalho foi idiear a presenca ou auséncia de
mutagenicidade e o risco de carcinogénese, indyzid exposicdo natural ao uranio, nas
populacdes de Monte Alegre, Prainha e Alenquertdi foram analisados linfécitos de 143
voluntéarios, sendo utilizados como populacdo cémtry individuos de duas cidades de
regides diferentes do Brasil, Santarém (Estado ald)Re Ribeirdo Preto (Estado de Séo
Paulo). A populacéo de estudo foi composta por@éniarios (47 de Monte Alegre, 28 de
Prainha e 21 de Alenquer). Foram utilizadas tésnia citogenética classica e molecular,
bem como ensaios de citotoxicidade e genotoxicid@deresultados das analises revelaram
que as frequéncias de formacdo de micronucleostrfoeero positivo e/ou negativo),
alteracdes cromossdmicas (numéricas e estrutudas)) no DNA (verificado através do
ensaio do cometa), mutacbes, translocacbes e aapliies em genes/regibes de
susceptibilidade ao canceBGL2 22g11.2e MYC) e analise do indice mitético, ndo foram
estatisticamente diferentes entre a populacdo alene as trés populacbes de estudo
(P>0.05), portanto ndo foram detectadas citotoxicidaderetpxidade. Considerando que as
populacdes situadas na regido de estudo sédo peoneside uma area rural, onde existe um
grande consumo de verduras e frutas, uma hipoeeseqie as substancias que fazem parte
da composicao desses tipos de alimentos possapxderido um efeito protetor contra a
radiacdo. Outra possibilidade € que a baixa radideduranio natural induza lesdes no DNA,
as quais seriam eficientemente reparadas pelatagé&upostas. Porém, a hipotese mais
provavel, € que o urénio presente na regido geogréihde a populacdo de estudo estd
localizada, n&o é suficiente para induzir quebeasinlécula de DNA, interferir na montagem
das fibras do fuso e impedir a progresséo do cielolar. O nimero de amostras analisadas e
as técnicas utilizadas foram compativeis as doxipais trabalhos deste género publicados
na literatura especializada, o que atesta parano desempenho do presente projeto. A
conclusao do presente projeto tem um grande imppotodemonstrar que o0 uranio presente
nesta regido nao é danoso a saude humana.

Palavras-chavesBiomonitoramento populacional, Uranio, Genotadazle, Carcinogénese.



ABSTRACT

The municipality of Monte Alegre, located in thatst of Para, Brazil, possesses one of
the largest uranium mineralization areas of theldyawith an area larger than 800 km? that
also includes the municipalities of Alenquer andiftta. 20 km away from Monte Alegre,
there are rocks named Black Shales that contaglesated uranium concentration, and those
rocks were used by the inhabitants for constructignanium is a metallic element, naturally
radioactive, and its effect in the human organisnesumulative and the chronic exposure to
this element might induce carcinogenesis. The CsanisNacional de Energia Nuclear
(CNEN) measured gamma rays in this region and thietained values lower than the
recommended by thénternational Commission on Radiological Protectiomhich would
mean that the values obtained from Monte Alegre ldvowt be a health threat for the
habitants. However, a study performed by the Fédgnaversity of Para found different
results, claiming that this population would be @ndsk of radioactive contamination and
that it would be the cause of a high incidence ebptasias between the local population.
However, both studies concluded that further ingasbns should be performed to get a final
answer to this issue. The objective of the prestmty was to identify the presence or absence
of mutagenicity and to assess the risk of carcinmify induced by the natural exposition to
uranium in the population from Monte Alegre, Pranland Alenquer municipalities.
Genotoxicity assessment was performed in 143 iddals and 47 control individuals from
two different regions of Brazil, Santarém (Par&)l &ibeirdo Preto (S&o Paulo). Our studied
population consisted of 96 individuals (47 from NM®®legre, 28 from Prainha and 21 from
Alenquer). We used classic and molecular cytogertetthniques, along with genotoxicity
and cytotoxicity assays. Our results showed thatoniuclei frequency (centromere negative
or positive), chromosomal alterations (both nunariand structural), DNA damage
(determined by comet assay), mutations, translogsitand amplifications in genes/regions
related with cancer susceptibiliBCL2 22q11.2e MYC and the analysis of mitotic index
were not statistically different between our cohtpmpulation and our studied subjects
(P>0.05. Considering that those populations are from ralrarea, where there is a large
intake of fruits and vegetables, one hypothesthas the substances of those aliments might
have any protective action against radiation. Aaeotpossibility is that the low doses of
radiation emit by natural uranium ore present i bhack shales might induce DNA lesions,
which would be efficiently repaired by the damagedls. But the most likely hypothesis is
that the uranium present in this region is not ghoto induce breaks in the DNA molecule,
interfere in or to interfere with the setting up tfe spindle fibers and stop cell cycle
progression. Our sample size and the techniqued ms¢éhis study were compatible with
similar studies. This project has a great impadhat region, since it proves that the uranium
present in that region is not harmful to human theal

Key words: Populational biomonitoring, Uranium, Genotoxici§arcinogenesis
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1. INTRODUCAO
1.1  Consideracdes gerais

Populacbes humanas podem apresentar danos gen@tico€xposicdo acidental,
ocupacional ou ambiental a agentes genotoxicos iqo$m(ex: Bleomicina) e fisicos (ex:
radiacdes). Estes agentes podem interferir no adeqdesenvolvimento da célula causando
danos em seu material genético, conferindo granst rpara o desenvolvimento de

neoplasias (Natarajan, 1993).

Os danos no DNA induzidos por diversos agentesgéuataos quimicos e fisicos podem
ser reparados ou processados, mas muitos delesnpledar a formacdo de aberragbes
cromossOmicas (ACs). As ACs induzidas podem seivest ou ndao, sendo as primeiras
relacionadas a pequenos danos, translocacdesowadpe algumas aneuploidias, que néo
impedem a divisdo e proliferacdo celular, enquastmao-estaveis, CoOmo 0S Cromossomos
dicéntricos e em anel, grandes delecdes e fragsientrmalmente séo letais a célula.
Diferentes alteracdes podem se acumular nas suaessivisoes celulares e produzir
mutacfes em genes, 0s quais teriam um papel fumdaihme processo de carcinogénese
(Little, 2000).

Os agentes quimicos e fisicos capazes de indupimaacédo de AC sdo chamados de
agentes clastogénicos, podendo ter seu potencigdctddo por varios testes de
mutagenicidade tais como a analise de ACs em céédafasicas, o teste do MN, o teste do
cometa, entre outros (Al- Sabati al, 1992, Guimaraest al, 2003, Movajagret al, 2005,
Castanedat al, 2006).

A clastogenicidade pode resultar da interacdo alidesses agentes com o DNA ou de
mecanismos indiretos que interferem com a repl@ag® reparo da molécula. As quebras
produzidas no DNA por agentes mutagénicos podernlegvuma uUnica fita, as quais sao
denominadas de quebras de fita simpd@sg{e strand breaksSSB), ou ambas as fitas, sendo
denominadas de quebras de fita dugtzuble strand breaksDSB). Acredita-se que as DSBs
sejam as principais lesdes que resultem diretanmaisteliversos tipos de AC, os quais podem
ser detectados na primeira divisdo mitotica subm@gia exposicao das células ao composto

mutagénico (Swierengt al, 1991).

O acumulo de alteragcdes no material genético dalacélepende de varios fatores
enddégenos como género, idade e constituicdo gene&isim como de exdgenos como

habitos de consumo, alimentacdo, uso de medicasjenxposi¢cao a quimicos. Deste modo,
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além da identificacdo desses agentes que podenfeiittana instabilidade celular, deve-se
considerar o nivel de exposicdo individual e aatitsitidade de cada individuo, enfatizando-
se a existéncia de uma inter-relacdo entre fatarebientais desencadeantes e fatores

genéticos predisponentes (Du Fetal, 2005).

1.2 Propriedades e efeitos toxicos do uranio

O uranio (U) e de massa atbmica igual a 238 (9fbpsde 146 néutrons), pertencente a
familia dos actinideos, sendo um metal pesado aadm branco-prateado, denso, ductil e
maleavel, mal condutor de eletricidade e que a ¢eatpra ambiente encontra-se no estado
sélido. Ele ocorre naturalmente no meio ambiendesfio, ar, agua, plantas, alimentos, corpo
humano etc.). A composicdo isotépica, em massayrdnio natural &%U 99,27%;%*U
0,72% e***U 0,005%, com meias-vidas fisicas de 4,47 %drbs, 7,04 x T0anos e 2,44 x
10° anos, respectivamente (Chagehl, 2000; Gavrilescet al.,2009)

O decaimento dé**U tem como produto intermediario o radérit’Rn). O?*Rn é um
produto radioativo que resulta da desintegracd@ alé **Ra, produzindo a cada
desintegracdo, um atomo do gas nobre rad6nio ($0@086). Na natureza ocorre trés
diferentes is6topos, 6"°Rn (b= 3,96 segundos), &#°Rn (4= 55,6 segundos), também
conhecido como torénio, e’&Rn (k.= 3,82 dias) (Oliveira, 2006).

O uranio é utilizado em industria bélica (bombasratas e espoleta para bombas de
hidrogénio) e na construcdo de usinas nucleares, @objetivo de geracdo de energia
elétrica. (Riberaet al, 1996, Durakoviael999. O uranio empobrecido ou depletado (UE) &
um subproduto da industria nuclear utilizado naitaigdo de armas (Bailegt al, 2008;
NRC, 2008). O Brasil, segundo dados oficiais (INBxdustrias Nucleares do Brasil S.A)),
ocupa a sexta posicao no “ranking” mundial de kesede uranio (por volta de 309.000t de
U,03).

A maioria de estudos na literatura relacionam dcetéxico do uréanio a sua condicdo de
metal pesado, mais do que a sua atividade radiodade efeitos primarios sobre a saude
humana, causados pela intoxicacdo com uranio, s#@wsudiciéncia renal, atrasso no
crescimento 6sseo e danos no DNA (Bruggel, 2005) Também sé&o reportados efeitos
colaterais, tais como: nausea, dor de cabeca, @pmirréia e queimaduras. O efeito do
urénio no organismo é cumulativo (o metal é paudatiente depositado, sobretudo nos
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0ss0s). A carcinogénese do pulmao esta assocexjaoaicao aos produtos de decaimento do
uranio, principalmente ao radonio (UNSCEAR, 2008).

A exposicao humana ao UE se deu principalmenteGuasras do Golfo e dos Balcas,
onde este elemento passou a ser utilizado parariadedo de municdo para armas. Alguns
veteranos da Guerra do Golfo e dos Balcas apreaenttadiga cronica, dor de cabeca,
depressdo, perda de memdria e outros defeitos tvagni disturbios do sono, agitacéo,
desordens respiratorias e gastrointestinais, doresculares e nas articulagdes, doencas da
pele e febre intermitente; suspeita-se que muigsged sintomas sejam devidos a exposicéo a
altos niveis de UE (GAO, 2000).

A habilidade do UE de transformar células osteoisks imortais humanas em células
tumorigénicas foi relatada por Millet al.(1998). Milleret al.(2003) também demonstraram,
por analise através do teste do MN, que a exposiQddE causa instabilidade gendmica em
células expostas. Adicionalmente, em um esindaivo, Hahnet al. (2002) demonstraram
que ratos machoWVistar desenvolveram reacdes proliferativas locais eosaas, quando

implantados com fragmentos de UE.

Embora os rins e a medula tenham sido relatado® e@smeservas primarias do uranio
em ratosSprague—Dawleymplantados cirurgicamente com particulas de dmEpbeém foram
relatadas acumulo de uranio no cérebro, linfonceldesticulos destes animais, indicando
consequéncias fisiolégicas da exposicdo ao UE edralesta rota alternativa (Pellmetr
al.,1999).

1.3  Exposi¢ao ao uranio: Estado da arte

Camargo e Mazzilli (1998), encontraram concentrag@iando de 2,0 a 28,4 mBg/L e
de 4,7 a 143 mBg/L para os is6topo®) e 2, respectivamente, em amostras de agua das
fontes utilizadas pela populacédo de Agua da PEstmdo de Sdo Paulo, Brasil. Baseando-se
nessas concentragfes foi estimado o risco, de \d#genento de neoplasias, relacionado a
ingestdo dos isotopos de uranio: um total de GsBscde cancer por 106 individuos expostos
foi encontrado, indicando que a ingestao crénicaréeio, nas concentracdes observadas, nas
fontes analisadas resulta em um acréscimo de Od%umero de casos de cancer. Cabe
ressaltar que o coeficiente de risco para os isétoRturais de uranio é o mesmo’tfia,
gue induz sarcoma 0sseo (Finkel, 1953).
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Foi relatada a presenca dmpliconsem células sanguineas de veteranos da Guerra do
Golfo, sendo estas regides homodlogas a regido &winmuica 22gl11.2, sugerindo que
alteracOes genéticas nesta regido possam ser saspampelo desenvolvimento da Sindrome
da Guerra do Golfo (Urnovitet al, 1999). Ainda em estudos com veteranos da Guerra d
Golfo foram relatadas diminuicdes no numero delaglimunocompetentes (Zhaeg al,
1999) e diminuicdo da capacidade em detoxificagtioslas organofosforados (Mackness

al., 2000). Todos estes efeitos podem ter relacdoacerposicao a altos niveis de UE.

AC e trocas entre cromatides irmés foram encondrata metafases de linfécitos do
sangue periférico de veteranos da Guerra do GolloseBalcds, que supostamente foram

expostos a altos niveis de uranio empobrecido ¢Belnet al, 2003).

Milacic et al. (2004) realizaram uma série de testes em res&ldatantiga Republica da
lugoslavia (Sérvia e Montenegro), onde uma grandmiidade de UE foi utilizada durante o
processo de separacdo em 1999. Os testes inclairanélise de amostras de sangue de
residentes de areas contaminadas por UE, atravéasdlise espectofotométrica, contagem
sanguinea, observacdo de mudancas morfolégicdaresluatividade enzimatica leucocitaria
e analise de AC. Foi encontrada alta incidénci@@ee a contagem de células sanguineas
encontrou-se diminuida em apenas algumas amostnggianto mudancas morfoldgicas
nucleares e citoplasmaticas foram comuns. A atilddaucocitaria enzimética encontrou-se

diminuida em células com AC e altera¢Bes nucleares.

A frequéncia de AC e MN em linfocitos de sangueif@eco foi aplicada como
biomarcador dos efeitos da radiacdo em estudosod®hitoramento (Norppat al, 2006;
Bonassiet al, 2007). Populacbes expostas ao UE na Bosnia eefl®rina mostraram
aumento da frequéncia de MN (lbrelj al, 2004; Krunt et al, 2005) e AC (lbruljet al,
2007) em relacéo a populacdes controle, sugerinddJE poderia ser um fator de risco para
a saude humana. Quando utilizada a Hibridizawg&itu Fluorescente (FISH) com sonda Pan-
Centromérica, é possivel distinguir entre 0 MN ioago de quebras cromossdmicas (C-MN)
e o MN originado de ma-segregacdo cromossémica (O+dkevido ao funcionamento

errbneo do fuso ou cinetécoro durante a mitosedétest al, 1997).

Outro ensaio utilizado em estudos radiobiologie®idhonitorizacdo humana € o Ensaio
Cometa &lkaline single cell gel electrophoreli®live, 1999; Tice e Strauss, 1995 Sarefs
al., 2009). Les6es no DNA medidas pelo ensaio do tmefletem exposi¢do recente a
agentes clastogénicos (Mateuetal, 2005). Monleawet al (2006) utilizando esse teste

demonstraram que a inalacdo de UE produzia DSBéhmhas do lavado bronco-alveolar de
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ratos. Em repetidas exposi¢cdes ao UE, essa altetagdbém foi encontrada nas células

renais dos roedores.

Trabalhadores ocupacionalmente expostos ao uréargcgm estar em maior risco de
mortalidade por neoplasias de pulméo, laringeceldelinfatico e hematopoiético (Caret
al., 2008; Finch, 2007). Agentes genotoxicos comdigédas e a radiagdo ionizante podem
induzir o desevolvimento de Leucemia Linfoblastiégguda (LLA). A translocacao
cromossomica t(14;18)(q32;g21) € um marcador gemétissociado com o0 risco de
desenvolvimento de LLA (Chiet al, 2006; Chiuet al, 2008). Esta translocacao pode ser
enontrada no sangue periférico de individuos exgostagentes genotdxicos (McHateal,
2008). A t(14;18) une o ger&CL-2localizado no cromossomo 18 com 0 gene para aaadei
pesada das imunoglobulinas (IgH) localizado nomassomo 14, resultando na inibicdo da

apoptose pela super-expressao do ge-2 (Korsmeyer , 1999; Meijerink, 1997).

Outro marcador que pode ser utilizado em estuddsiaieonitoramento ambiental é o
gene MYC. A amplificacdo desse gene foi descrita como uemehto chave de vérios
processos carcinogénicos em humanos (Calcagah 2008). Linhagens celulares derivadas
de glandulas mamarias de camundongo irradiadoamarael amplificacdo do gedYC (Au,
1993).

Uma vez que a maioria das exposicfes a agentesog@us ocorre em ambientes
ocupacionais, € importante monitorar essas popegae risco, cujas consequéncias podem
ser percebidas a curto, médio ou longo prazo. Asidas de monitoramento permitem a
identificacdo precoce de riscos, possibilitando rdervencdo e, conseguentemente,
minimizando ou eliminando os efeitos sobre a saldmalise da combinagédo destes fatores
visa inferir o risco individual de uma pessoa vitesenvolver doengcas como o céancer, frente

a uma determinada exposicao (Gadiaal, 2002).

Para se ter uma referéncia confiavel de possiegiesda saude das populacdes expostas,
0 presente projeto teve como finalidade identifecgaresenca ou auséncia de genotoxicidade,
citotoxicidade e risco de carcinogénese, por coim@fAo com uranio, nas populacdes de

Monte Alegre, Prainha e Alenquer.

1.4  Caracterizacao do problema

No norte do Brasil, na Amazénia Brasileira, o mipiec de Monte Alegre, localizado em
2° 00" 24,9" S; 54° 04' 13,5" W, segundo a Corhjpade Recursos Naturais (CPRM), possui
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a maior area de mineralizagdo de uranio do mungmer®r a 800 km?, que se estende aos

municipios de Alenquer e Prainha (Figura 1).

T — - pons
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Figura 1 - Mapa da regido de estudo: A seta apuarta a cidade de Monte Alegre, aos lados se emeoris
municipios de Alenquer e Prainha (adaptado de/htipw.ibge.gov.br/ibgeteen/mapas/index.html).

A 20 quildmetros de Monte Alegre, na Colbnia AglécdNacional do Pard (CANP)
denominada de Inglés de Souza, existe uma maiareotnacdo de urénio. Dessa area a
populacdo da cidade de Monte Alegre fez a reticdalalguns fragmentos de rocha para a
construcdo de calcadas, pisos e residéncias. Entrechas da regido, o uranio esta presente
em maior abundancia n@&ack shalegfolhelhos negros), localizados a cerca de 20ouate
profundidade, porém com baixos teores (35 ppm ¥&¥)UPereiraet al, 1983). A utilizacdo
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de tais rochas para construcdo de casas congtitun®a importante forma de exposi¢céo a
radiacBes ionizantes, sobretudo ao gas radiodtfRn, que daslack shalet exalado. A
concentracdo meédia de radonio nas residénciasrofest em Monte Alegre € de #5 48
Bg.m>e em Inglés de Souza é de 116 +/- 84 B{.(Melo, 1999), enquanto que os limites
recomendados pela Comissao Internacional de Pmtadiologica (ICRP, Publicacdo 65)
sdo de 200 Bq. th(nivel de acdo) e 600 Bq. hinivel de intervenc&o).

A Comissao Nacional de Energia Nuclear (CNEN),eed®95 e 1999, efetuou medidas
de radiacdo gama obtendo valores da ordem dacquigdesvados, por exemplo, na cidade do
Rio de Janeiro. Tendo em vista os resultados abtdste estudo, a CNEN julgou néo ser

necessario recomendar nenhuma agéo remediadora.

Por outro lado, no ano 2000, o Instituto de Geatg&nda Universidade Federal do Para
(UFPA), que também desenvolveu uma pesquisa emeMdlegre, afirmou o contrario, ou
seja, a populacdo corria risco de contaminacama#da, e esta seria uma das causas do

possivel aumento de casos de cancer entre a paputagl.

Em pelo menos um ponto, no entanto, as duas igees@s concordaram: sao
necessarias novas pesquisas para se chegar a nntaséo definitiva sobre o assunto. Os
ensaios cromossdmicos sao rapidos, sensiveis, ra@m® e reprodutiveis, apresentando
resultados confidveis na identificacdo da atividaid&gica, sendo utilizados e recomendados
por conceituadas entidades governamentais e édgapssquisa dos Estados Unidos, Canada
e varios paises da Europa. Basicamente, esseg®asaliam o dano causado ao DNA pelo
material em teste na presenca ou auséncia de asstaretabolicos de ativacdo e tém por
objetivo avaliar o risco potencial que os agenéescds, como radiacdo, metais pesados e
pesticidas, representam para a saude humana (BrSgl).
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2. OBJETIVOS
2.1  Objetivo Geral:

O projeto teve como finalidade avaliar os possie&#0s genotoxicos e carcinogénicos
da exposicdo humana ao uranio na provincia mimrabacia amazoénica, Estado do Par4,
entre os municipios de Prainha, Alenquer e Monggid. O biomonitoramento citoldgico e
genotoxicologico destas populacdes foi realizatibzando-se de biomarcadores sensiveis a
contaminagdo, como a freqiiéncia de MN, AC, indid&tido (IM) e danos ao DNA em

cultura de linfocitos isolados dos habitantes desg&io.
2.2  Objetivos Especificos:

a) Determinar a frequéncia de MN em linfécitos do sengeriférico pelo método
convencional e por FISH, usando sondas centronséripara diferenciar MN
induzidos por quebras cromossémicas daqueles prdesqor erros na segregacao;

b) Analisar IM e as frequéncias de AC de linfocitoslaslos da populagdo em questéo,
através de técnicas citogenéticas convencionaisFeSH;

c) Investigar a presenca da translocacao t(14;18)§g32, e de alteracfes estruturais no
braco longo do cromossomo 22, na banda 22g11.ZI8éf, no sangue periférico da
populacdo objeto deste edital, com o intuito deegtigar um possivel risco para o
desenvolvimento de leucemia ou sarcoma, respectiven

d) Estabelecer a incidéncia de dano ao DNA nos litdégberiféricos da populacado alvo
pelo Ensaio do Cometa.

e) Investigar o nivel da amplificacdo do gevi¥C.
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3. METODOLOGIA
3.1 Local da pesquisa

A provincia mineral descoberta fica na borda daabamazoénica, Estado do Pard, entre
0s municipios de Prainha, Alenquer e Monte Alegas, regides conhecidas por Barreirinha e

Ereré, esta Ultima a apenas 40 km da cidade deeMxagre, no oeste do Estado.

A cidade de Monte Alegre é uma das mais antigasques da Amazoénia. Possui uma
populacdo de cerca de 37.000 pessoas distribuataggroximadamente, 5.600 domicilios.
Desde 1977, levantamentos radiométricos e caraatées geoldgicas realizadas pela CPRM
revelaram ocorréncia de uranio em uma area lockizacerca de 20 km da cidade, onde foi
instalado um assentamento agricola na década dalés@minado Inglés de Souza. A
presenca desta ocorréncia uranifera foi investigeedla INB com o objetivo de avaliar a
viabilidade econdmica deste depoésito. A partir 8821 a populacdo da cidade de Monte
Alegre fez a retirada de alguns fragmentos de ratzh@rea de anomalia uranifera para a
construcdo de calcadas, pisos e residéncias.

3.2  Delineamento experimental

Apés a visita & provincia mineral, selecionamostatal de 164 voluntarios, sendo 65
individuos oriundos de Monte Alegre, 51 de Praighd8 de Alenquer. Esses voluntérios
foram recrutados através de uma emissora de radel fue informou a populacdo os

objetivos deste projeto.

Selecionamos um numero maior de voluntarios do @u®oposto originalmente no
projeto, visto que previamos enfrentar algumasuliiades. Desta forma, dos 164 voluntarios
selecionados, realizamos as andlises genotéxicas48mindividuos. O motivo para a nao
participacdo de 21 individuos foi a contaminacamleatal da cultura de linfocitos dos
mesmos, fendmeno que aconteceu devido que na rdgi@studo ndo dispunhamos das

condicOes laboratoriais ideais.

O estudo comparou dois grupos distintos, um cantr@gativo e o outro objeto do

estudo:

= Grupo 1, controle negativo, fizeram parte deste@rd7 individuos nao residentes na
regido de estudo, oriundos das cidades de Sanfaéine de Ribeirdo Preto - S&o Paulo,

distantes aproximadamente 100 e 2000 Km da éaresstielo respectivamente. Essas
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cidades nao tém registros de radioatividade natuoal voluntarios selecionados ndo tem
historico de cancer familial ou trabalharam em igess de radiologia clinica. Os

individuos deste grupo foram pareados por idad&nerg com os voluntarios do grupo 2.

= Grupo 2, constituido por 143 individuos residemasegidao de estudo, que moram em

casas construidas com rochas extraidas da arésedagbela CNEN e pela UFPA.

3.3  Selecao de voluntéarios e aspectos éticos

Para o estudo com os linfocitos humanos, foi cdtetsangue periférico dos doadores

voluntérios, obedecendo aos seguintes critérios:
= Critérios de Inclusdo: Ter entre 20 e 50 anos eant regido por mais de um ano.

= Critérios de Exclusdo: Ser etilista, estar fazemslo de algum medicamento, estar com
alguma infeccao (virgtica ou bacteriana), ter ssdbmetido a raios-X, tomografia ou
qualquer outro procedimento radiolégico a menos3dmeses e ter feito tratamento

quimioterapico ou radioterpico em algum momentwida.

Para o grupo controle (Grupo 2), a selecdo daswailios foi realizada obedecendo os
mesmos critérios utilizados para o a populacdo slade (Grupo 1). Todos 0s sujeitos
participantes foram esclarecidos acerca dos obgetida pesquisa, responderam a um
questionario, modificado d@€ommission for Protection Against Environmental agigns
CarcinogensQuestionnaire(Carrano e Natarajan, 1988) (Anexo 1), onde fonagagados
sobre seus habitos, idade, antecedentes ou qualguerfator que possa influir no resultado
da pesquisa e assinaram um Termo de Consentimemte Esclarecido (Anexo 2),

declarando estar ciente de todos os propésitostdd@

A coleta do material foi realizada por profissienaiapacitados do Laborat6rio de
Citogenética Humana (LCH) da UFPA, nas dependéuiddecal de habitacdo do voluntario
selecionado ou nos Postos de Saude de cada urtrésleslades estudadas. Na oportunidade,
foram utilizados tubod/acutainer heparinizados (5.000 Ul/mLLiquemin® Rochg e a
guantidade de sangue coletada foi de 10 mL. A amaodttida foi utilizada exclusivamente
para execucdo desta pesquisa e os dados obtidasn fencaminhados para revistas
especializadas, sendo mantido o sigilo e respeitagaivacidade dos voluntarios. Estes
podem a qualquer tempo solicitar informacdes splyeedimentos e beneficios relacionados

a pesquisa.
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Por tratar-se de estudo em area temética espeqabjeto foi aprovado pelo Comité de
Etica em Pesquisa Envolvendo Seres Humanos do dNdeléviedicina Tropical da UFPA -
Protocolo i 002/2007 — CEP/NMT (Anexo 3). O estudo foi condozile acordo com a
Declaracédo de Helsinque (1964) e as revisdes daid §4j975), Veneza (1983), Hong Kong
(1989), Somerset Oeste (1996) e Edinburgh (20G8jmacomo as regulamentagdes locais
(Resolugbes 196/96 e 251/97 do CNS-MS). Toda arnmdgédo obtida durante o estudo
referente ao estado de salude do voluntario estspendvel aos pesquisadores e aos médicos,

cuja obrigatoriedade de manutencao do sigilo e&mera sua funcao.

3.4  Analise de aberragbes cromossémicas

As AC sdo mudancas microscopicamente visiveis maitesa do cromossomo que
envolve uma quebra ou rearranjo do material croémg®. Segundo Kucerowt al. (1982),
teoricamente, as AC em linfécitos podem servir camoindicador de carcinogenicidade e de
aumento de patogenia genética na progénie. Desle,mocontrole citogenético, através do
teste de AC, assume um papel importante na ampleé@ativa da mutagenicidade provocada

por compostos radioativos, como o uranio, na pgaola

3.4.1 Obtencdo e preparacdo do material: As prepesa metafasicas para a analise
convencional de AC foram obtidas seguindo os séggiipassos: 1) Transferir 5 mL de
sangue periférico coletado em seringa descart®tétileheparinizada para um tubo falcon
(15 mL) estéril e manter em estufa a°7até sedimentar. 2) Preparar as culturas com 1 mL
de plasma em 10 mL de meio de cultura consistired8d% RPMI e 20% de Soro Bovino
Fetal, antibidtico (100 UI/mL de penicilina e 10@crog/mL de estreptomicina) e estimulados
com 4% de fitohemaglutinina. 3) Os frascos forammtidas em estufa a 37°C por 72 horas,
na auséncia de drogas. 4) Posteriormente a calehijtt microg/mL, Sigma) foi adicionada,

2 horas antes de completar 72 horas de incubagt@minas foram preparadas usando uma
técnica modificada de Moorheatial (1960) e as metafases foram coradas com Giemaa pa

posterior visualizagao.

3.4.2 Analise das laminags laminas foram analisadas em teste cego. Emfasetibem
espalhadas e sem sobreposicao, foram analisadasdi@@ases/cultura em microscopio de

luz e em objetiva de imersao e o indice mitétidd)(Ideterminado pela contagem do nimero



24

de metafases em 2000 nucleos/cultura. O IM foiutatto usando-se a seguinte formula: IM
= (Numero de metéfases x 100) =+ 2000.

3.5 Hibridacdo In Situ Fluorescente para a transloacdo 1(14;18)(g32;921),
aberracdes estruturais para a banda 22g11.2 e amfiiacdo do geneMYC

As sondas de DNA utilizadas neste trabalho foralnSklGH/BCL2 dual color, para o
rearranjo t(14;18) (Abbott-Vysis Inc., Downers GeoviL). Para detectar uma possivel
amplificacéo do locus 22g11.2 e do g&dheC utilizamos as sondas comerciais SB2203-GRN
e OC801-ORG, respectivamente (ChromoTraxTM, INcCAUJ® preparo das laminas e o
processo de hibridacdo seguiram o protocolo de €hial (2006) com modificacdes. As
laminas foram contracoradas com 4',6-diamidino-@aghindole (DAPI) / 1,4-phenylene-
diamine (antifade). A analise citogenética molecuiai realizada em microscopio de
fluorescéncia OLYMPUS BX41, com filtro triplo DAFITC/TRICT. O sistema de captura e
analise de imagens utilizado foi o da Applied Sgdtnaging (ASI). O estudo foi realizado
em laminas de boa qualidade e com hibridagasitu superior a 70% (Tayloet al, 1994).

Para cada amostra foram analisados 200 nucleofBit®s.

3.6 Teste do micronucleo

O teste de MN foi realizado usando a técnica deaiasina B (Fenech e Morley, 1985).
Os linfocitos foram cultivados como descrito acimacitocalasina B (Sigma-Aldrich, St
Louis, MO) em 3 microg/mL foi adicionada em 44 hideubacdo. Apos um total de 72 h a
37°C, as ceélulas foram colhidas ap6s centrifugat@mdas e submetidas a um rapido
tratamento com solugdo hipotbnica e, imediatamefiiteadas em fixador Carnoy

(metanol:acido acético).

As laminas foram preparadas de acordo com o pnoesdo citogenético padrdo e
coradas com 4% de Giemsa. As laminas foram coddiEa, em seguida, quantificadas por
microscopia de luz em ampliacdo de 400x ou 100@@ndo necessario, por um unico
observador. Para cada experimento, 2000 linfodthiscom citoplasma bem preservado
foram conferidos. MN foram identificados de acocdon os critérios de Feneehal (2003).
Como uma medida de citotoxicidade, o indice defpragédo por bloqueio-citocinese (CBPI -
cytokinesis-block proliferating index) foi calculadsegundo a seguinte formula: CBPI =
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[MI+2MII+3(MITT+MIV)]/N, tal como proposto por Sumillés et al (1995), onde MI-MIV

representam o numero de linfécitos humanos conmdefeos determinados em 500 células.

3.7  HibridacdoIn Situ Fluorescente para MN

O FISH centromérico foi realizado usando um comjudd sondas de DNA alfa satélites
centroméricas biotiniladas, especificas para tedosentrdomeros humanos (ONCOR, P5095-
B.5, Oncor Inc., USA). As sondas foram testadasesaolma metafase controle para marcacao
centromérica especifica (Figura 2). O preparo @asinas e o processo de hibridacdo
seguiram o protocolo de Bolognesi al (2004), com modificagbes. A contracoloragao foi
com DAPI / antifade. A andlise citogenética molaculoi realizada em microscopio de
fluorescéncia OLYMPUS BX41, com filtro triplo DAPRITC/TRICT. O sistema de captura e
analise de imagem utilizado foi o da Applied SpEdimaging. Os MN presentes em células
BN com citoplasma intacto foram analisados pararesgm¢ca de um ou mais pontos
centroméricos e foram classificados como centréspesitivo (C+MN) ou centrébmero-

negativo (C—-MN). Um total de 2000 linfécitos BN famalisado para cada individuo.

Figura 2 - Metafase humana controle submetida a técnica 8l para marcacao
centromérica especifica. Os sinais em verde rem@sea marcacao fluorescente
no centrébmero dos cromossomos corados em azul (DAPI
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3.8  Ensaio do Cometa (versao alcalina).

O teste segue a metodologia descrita por Sieglal. (1988). As laminas foram
previamente cobertas por solucdo de agarose deo pdet fusdo normal a 1,5%.
Posteriormente, foram mantidas em temperatura amebéé a solidificacdo da agarose. Esta
camada foi utilizada para promover a adesao dandagtamada de agarose de baixo ponto de
fus@o. Aproximadamente 20.000 células em 10 mid®Iplasma foram misturadas com 120
microL de agarose de baixo ponto de fusdo a 0,8% foamar a suspensado de células. Em
seguida, a suspensao de células foi aplicada solprémeira camada de agarose, sendo a
lamina, entdo, coberta com a laminula (24x60mmpetitla em baixa temperatura por 5min
até solidificar a agarose. Depois, a laminuladtirada e a lamina mergulhada em solucao de
lise (2,5 M NaCl, 100 mM EDTA , 10 mM Tris, 1% Toit X-100, 10% DMSO e 1% N-

Lauroyl sarcosine; pH 10) a 4°C e protegida da luz.

3.8.1Eletroforese: Ao serem removidas da solugcédo defbseam mergulhadas em solugéo de
neutralizacéo (0,4M tris; pH 7,5) e colocadas nsigdm horizontal na cuba de eletroforese.
Esta estava em um “banho de gelo”, para mantampeatura da eletroforese constante em
torno dos 4°C. A cuba foi, entdo, preenchida cosolacdo de eletroforese (1ImM EDTA,

300mM NaOH; pH>13), a um nivel superior (0,25 cm, média) as laminas. Estas ficaram
em repouso por 20min para permitir o desempacotzntm DNA e a exposi¢do dos sitios

alcali-labeis. A eletroforese foi conduzida usa& e 300 mA por 20 min. Todos esses
passos foram realizados na presenca de baixa Isidat®. Apos a eletroforese, as laminas

foram retiradas da cuba e mergulhadas na solucéewealizacao por 5min.

3.8.2 ColoracdoAs laminas foram fixadas com etanol a 100%. Pasteente, foram
coradas com 50 microL de solucdo de Brometo deicE{D microg/mL) e, em seguida,

cobertas com laminula para serem analisadas.

3.8.3 Andlise das laminaés laminas foram visualizadas em microscopio deréacéncia. A
andlise foi realizada pelo padréo de escores, aledacordo com o tamanho e intensidade da
cauda do cometa, os mesmos serao divididos em caegorias (0-4) de acordo com a
percentagem de DNA na cauda do cometa, que indicgnau de lesédo sofrido pela célula
(Quadro 1).
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Quadro 1. Padréao de escores de acordo com a cauda do cometa

. 0 = sem danos (<5%)

. 1 = baixo nivel de danos (5-20%)
. 2 = médio nivel de danos (20-40%)

. 3 = alto nivel de danos (40-95%)

a W N = O

. 4 = dano total (95%)

3.9 Andlise estatistica

Variaveis foram submetidas ao teste t “Studentfal?&C e ensaio do MN convencional,
os dados de distribuicdo normal foram analisadosAMOVA. O nivel de significancia
utilizado foi de 1% (P<0,05). Gaps foram quantifics, porém néo incluidos no nimero total

de AC e percentagem de metafases aberrantes.

Para o ensaio cometa, os dados foram analisadoANONVA seguido pelo teste de
Tukey, e para o FISH todas as avaliacbes estaisfiaram feitas usando o teste qui-

guadrado. Os valores de P foram fixados em 5% (Bx0,
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4. RESULTADOS

Os resultados descritos a seguir foram publicadd®mmna de artigo cientifico completo
no periodicoCell Biology and ToxicologyDOI 10.1007/s10565-010-9152-8) (Anexo 3). As
caracteristicas demograficas dos individuos nestiede estdo listadas na Tabela 1. Nao
houve diferencas significativas entre os grupogrotene expostos (Monte Alegre, Prainha e
Alenquer) com relacdo a idade, género e individuwgntes e ndo fumantes (P>0,05).

Tabela 1:Caracteristicas demogréficas das populacfes estsidad

Controle  Monte Alegre Prainha Alenquer Total
N 47 47 28 21 143
Idade (anos)
Média = D,P, 33,15+9,15 33,2+10,3 35,64+11,07 3519058  34,47+10,27
Faixa etaria 19-60 20-60 19-56 21-52 19-60
Género
Feminino (%) 9 (19,15) 11 (23,4) 8 (28,57) 5813 33 (23,07)
Masculino (%) 38 (80,85) 36 (76,6) 20 (71,43) 16,1D) 110 (76,93)
Fumo
N&o fumante (%) 41 (87,23) 39 (82,98) 21 (75,00) (80r,05) 118 (82,51)
Fumante (%) 6 (12,77) 8 (17,02) 7 (25,00) 4 (3p,0 25(17,49)

N = namero amostral
4.1  Andlise de aberracdes cromossémicas

O IM e o tipo e a frequéncia das AC encontradaslinécitos do sangue periférico
dos individuos dos grupos de estudo e controleo @gsumidos na Tabela 2. Ndo foram
encontradas variacdes estatisticamente signifecstientre o IM das populacfes de estudo e 0

grupo controle (P>0.05).

As alteracbes mais frequentes, em ambos os grigras) as quebras cromossOémicas
e cromatidicas. Rearranjos como cromossomos dic@sitiem anel e figuras trirradiais foram
eventos raros. As frequéncias de AC estruturaisneericas (poliploidia e endoreduplicacao)
observadas nos individuos do grupo controle naanfoestatisticamente diferentes das
frequéncias observadas nas populacdes de estud®gyp>
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Tabela 2: 1M, tipo e frequiéncia de AC em linfocitos de indiwds dos grupos controle, Monte Alegre, Prainhéeaduer.

Grupos Tamnho Amostral  IM (%) Aberracdes Cromossani Polipl End Metafases Aberrantes{%)
Ctg Ctq Chq Rear Tofa%) Média + D,P
Total 143 448 0,75 0,88 0,29 0,15 1,32 13 14 1,03+0,48
Controle 47 4,60 0,64 095 0,23 0,17 1,36 3 i 0)(%10)]
Nao Fumante 38 461 0,61 095 0,22 0,17 1,34 1 1 1,03+0,27
Fumante 9 4,44 0,83 1,00 0,33 0,16 1,50 2 1,93+0,
Monte Alegre 47 480 0,70 104 0,25 0,13 1,43 4 3 1,06+£0,57
Nao Fumante 39 4,82 0,66 1,07 0,23 0,10 1,11 3 92+40,56
Fumante 8 4,66 0,85 0,85 0,37 0,25 1,55 1 1,8@+0,
Prainha 28 406 0,82 0,61 0,32 0,14 1,11 2 5 0,93+0,54
Nao Fumante 21 4,09 0,81 052 0,24 0,14 0,95 1 90+0,67
Fumante 7 3,99 0,86 0,86 0,57 0,14 1,57 1 1,B8+0,
Alenquer 21 401 1,00 0,71 0,48 0,14 1,33 4 4 0,90+0,30
Nao Fumante 17 4,13 1,00 0,71 0,47 0,12 1,29 3 00+0,00
Fumante 4 3,82 1,00 0,75 0,50 0,25 1,50 1 0,33+0,

AC: 100 células analisadas por individuo; IM: 108lQtas analisadas por individuo.

Ctg: gaps cromatidicos; Ctq: quebras cromatidichs; quebras cromossdmicas; Rear: rearranjos;desvio padrao.

%Ctg nao incluido. Polipl: células polipléides; Ertidoreduplicacéo
N&o houve diferenca estatisticamente significagivirie os grupos (P >0.05).
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A frequéncia de AC encontrada em fumantes ndo api@s um valor significativamente
diferente da encontrada nos ndo fumantes na p@uwlegntrole. Esta observacdo também se
repetiu na populacdo de estudo e ao compararmeh@sito entre os dois grupos (Figura 3). A
percentagem de metafases aberrantes também foihsenee estatisticamente em todas as
categorias (P>0.05) (Tabela 2).
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Figura 3 - Porcentagem de metafases com alteracdes cromesshngm linfécitos do sangue
periférico, dos individuos do grupo controle negag das populacdes de Monte Alegre, Prainha, e
Alenquer, distribuidos nas categorias fumantesoefméantes. Para cada individuo foram analisadas
100 metéafases.

4.2 Teste do micronUcleo

As frequéncias de MN, em linfocitos de sangue gBedb, dos individuos de Monte Alegre,
Prainha, e Alenquer ndo foram estatisticamenteatifes quando comparadas com a freqiéncia
do grupo controle (1,92; 1,07; 1,48, e 2,09 MN/1@B), respectivamente). As frequéncias de
MN dos voluntarios de Monte Alegre e Prainha foraenores do que as frequéncias dos grupos
controle e de Alenquer (P<0.05). A populacdo dendieer apresentou a maior frequéncia de
MN, porém néo foi estatisticamente significativaagqdo comparada & frequéncia do grupo
controle (P>0.05). A maioria dos linfocitos aprdsensomente um MN por célula BN.
Adicionalmente, o indice CBPI foi ligeiramente mraims individuos de Alenquer, mas nao foi
estatisticamente significativo (P>0,05). Nao hodiferenca na média de CBPI entre 0s grupos.
A frequéncia de MN em linfécitos binucleados e oRTBle grupos controle e expostos estao

resumidos na Tabela 3.
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Tabela 3: Frequéncia e distribuicdo de MN, em linfocitos BNCBPI dos individuos dos grupos controle e exgod¢oMonte Alegre,
Prainha e Alenquer.

Grupos N Total BN MN/1000 células BN  Distribuicdo de MN  &bMN CBPI
Média =+ D.P. 1 2 3 Média =+ D.P.
Total 143 283,237 1,64+ 0,46 435 13 0 461 1,68+0,20
Controle 47 94,000 1,92+ 1,49 170 6 0 182 1,68+0,39
N&o fumante 6 12,000 2,33+£0,81 24 2 0 28 1,61+0,30
Fumante 41 82,000 1,86+ 1,40 146 4 0 154 1,73+0,18
Monte Alegre 47 91,237 1,07+ 0,98* 96 2 0 100 1,53+0,35
N&o fumante 8 16,000 1,13+0,88 15 0 0 15 1,65+0,34
Fumante 39 75,237 1,06 £1,15 81 2 0 85 1,51 +0,27
Prainha 28 56,000 1,48+ 1,15* 87 3 0 93 1,54+0,19
N&o fumante 7 14,000 2,25+1,48 45 2 0 49 1,60 0,09
Fumante 21 42,000 0,86 +1,34 42 1 0 44 1,52 +0,22
Alenquer 21 42,000 2,09+ 1,47* 82 2 0 86 1,96+0,15
N&o fumante 17 34,000 1,75+1,40 70 1 0 72 2,15+0,29
Fumante 4 8,000 2,18+1,61 12 1 0 14 1,94 +0,10

Para maioria dos casos, 2000 linfocitos BN foramdisados/individuo. CBPI = 500 células/individuo.
N = Tamanho amostral

" Diferenca estatisticamente significativa compareata o controle (P <0.05).

" Diferenca estatisticamente significativa compareata o grupo de Monte Alegre (P<0.05).
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Em relagdo ao tabagismo, a frequéncia de MN fgnifcativamente maior nos
individuos fumantes em relacdo aos ndo fumantegrsenmo grupo controle e na populacao de
Prainha (P<0.05). Nos voluntarios de Monte Alegi&lenquer ndo encontramos essa diferenca

(Figura 4).
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Figura 4 - FreqUiéncia de MN em 1000 linfécitos BN do sangeifdrico de individuos dos grupos controle
e expostos de Monte Alegre, Prainha, e Alenquettribiuiidos em fumantes e ndo fumant&iferenca
estatisticamente significante entre individuos fotes e ndo fumantes (p<0.05).

4.3  Hibridagaoln Situ Fluorescente

A maioria absoluta das células ndo apresentou rslt@acdolGH/BCL2 (Figura 5). A
presenca desta alteracdo foi detectada em 1,9%¢étldas da populacdo controle. A populacdo
de Alenquer apresentou o valor mais alto (2,33%)émp este valor pode ser considerado falso
positivo, visto que esta abaixo do limite @attof (teor de corteple 7% estipulado para FISH
com sonda de sequéncia Unica (Jiatgal, 2002) (Tabela 4). Estatisticamente ndo houve

diferenca entre as populacdes de estudo e cofEa®05).
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Figura 5 - Metafase e nucleo interfasico negativos parald;18). Os sinais fluorescentes
verdes mapeiam o getgH e os vermelhos o geBCL2.

Tabela 4: Numero de sinais positivos e negativos por nuchkra p translocacdo cromossémica
t(14;18), no grupo controle e nas populacdes eappsteterminados por FISH em
linfécitos de sangue periférico.

Grupos N % t(14,18)-positivo % t(14,18)-negativo PD.
Controle 15 1,9 (n =58) 98,1 (n =2942) 1,30
Monte Alegre 15 2,2(n=62) 97,8 (n = 2938) 1,64
Prainha 15 2,5 (n=67) 97,5 (n =2933) 1,88

Alenquer 15 1,8 (n=70) 97,2 (n = 2930) 2,02

Células analisadas por individuo (ndcleo interfasianetafase) = 200.
N = Tamanho amostral
D.P. = Desvio Padréao
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Na andlise do numero de sinais do g&méC e da regido cromossbmica 22qll.2, a
populacado controle apresentou 98 % das célulasZceimais para estes dois marcadores (Figura
6A e 6B). A populagéo de Prainha foi a que apresentenor valor de células com dois alelos
para o gen®YC (97,5%) e a populacdo de Alenquer foi a que aptesanenor percentagem de
células com 2 sinais para a regido cromossdmicd 122q(97,10%). Estes valores ndo séo
diferentes estatisticamente dos controles e sen@#maoo abaixo do limite d€uttof de 7%
estipulado para FISH de sequéncia Unica (Costa Ral., 2008). Estatisticamente ndo houve
diferenca entre as populacdes de estudo e corfRo@05). A Tabela 5 resume a quantificacao

de sinais por nucleo desses dois marcadores deagé&oese.

Figura 6 - Nucleos interfasicos apresentando dois sina@dscentes vermelhos (digoxigenina)
para a sonda de sequencia Unica em A) o gene Mt R) o l6cus 22911.2.
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Tabela 5:NUumero de sinais ddYCe 22q11.2 por nucleo no grupo controle e nas jpgpek expostas.

% 22911.2 (mean + SD)* ¥YC (mean = SD)*
Grupos N 1 2 >3 1 2 >3
2.00+1.36 97.70+£1.63 0.30+0.82 1.63+1.03 98.10 + 0.86 0.27 £0.51
Controle 15 (n =60) (n =2931) (n=9) (n=49) (n =2943) (n=8)
1.83+1.75 97.77+145 0.40x+0.94 1.67 £1.04 98.03 +1.03 0.30 £ 0.50
Monte Alegre 15
(n =55) (n =2933) (n=12) (n =50) (n =2941) (n=9)
] 1.70£1.45 9784+163 0.46+0.80 2.07+1.18 97.5+1.30 0.43 +0.64
Prainha 15
(n=51) (n =2935) (n=14) (n=62) (n = 2925) (n=13)
1.87+£1.87 97.10+£235 1.03+1.73 2.00+1.51 97.60 + 1.57 0.40 +0.41
Alenquer 15
(n =56) (n=2912) (n=32) (n =60) (n =2928) (n=12)
—_— - 1.85+1.60 97.65+1.81 0.50+1.27 1.84+1.24 97.81+1.30 0.35+0.53
ota
(n=222) (n=11717) (n=61) (n=221) (n=11737) (n=42)

*Células analisadas por individuo (nucleo intedas metafase): 200.
**Desvio padrédo (DP)
N: NUmero amostral
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Através da técnica de FISH também analisamos amgasde possiveis efeitos clastogénicos
e aneugénicos nos linfécitos do sangue periféraindividuos expostos, pela constituicdo dos
MN C+ e C- (Figura 7, A e B). O efeito aneugéniapresentado pelos C+MN, foi ligeiramente
mais pronunciado do que o efeito clastogénico,esstado pelos C-MN. Entretanto, esta

diferenca néao foi estatisticamente significativaq®5).

Figura 7 - FISH centromérico em linfécitos do sangue peid® As setas apontam para MN presentes em
células. A) MN apresentando um ponto centromér@eMN) e B) MN centrémero-negativo
(C-MN).

A freqUéncia de MN, nos individuos dos grupos et@a@scontrole, estd dentro da faixa
esperada, sendo parte da frequéncia basal de MiNiddeem 6,5 MN/1000 BN, para linfocitos
do sangue periférico humano (Bonastsal, 2001).

Os individuos ndo-fumantes dos grupos expostosngate apresentaram uma frequéncia
maior de C+ do que os ndo fumantes. Entretanta,difgrenca também néo foi estatisticamente
significativa (P>0.05). As frequéncias dos difeesntipos de C+MN e C-MN dos individuos

expostos e controles estdo resumidas na Tabela 6.
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Tabela 6: Frequéncia de sinais MN determinada por FISH en® 1@ocitos BN por amostra
das trés populagdes de estudo e do grupo conetdegibagismo.

Grupos N Numero de MN/1000 BN (média £ D,P,)
Total MN C+MN C-MN C+MN(%)/C-MN(%)

Expostos 15 1,85+1,13 0,96+0,60 0,89 +0,68 51,92 /48,08
Nao fumante 5 200+£040 1,13+0,25 0,87+0,25 6,25/ 43,75
Fumante 10 1,80+1,27 0,90+0,70 0,90+ 0,80 50,00/ 50,00
Controle 10 1,60+0,32 0,95+0,16 0,65+0,24 59,38 /40,62
N&o fumante 5 1,80+0,27 1,00+0,00 0,80 0,27 55,56 / 44,44
Fumante 1,40 +0,22 0,90+0,22 0,50+ 0,00 64,29 /35,71

N: Tamanho amostral
C-MN: MN contendo sinais de fragmentos de cromossoaténtricos;
C+MN: MN contendo um ou mais sinais de cromossoimes os.

N&o houve diferenca estatisticamente significagiviie os grupos (P>0.05).

4.4 Ensaio cometa

Esta técnica ndo revelou diferenca estatisticae eo$r indices de dano ao DNA das

populacbes de Monte Alegre, Prainha e Alenquer egmmpo controle negativo (P>0.05).

Nenhuma das trés populacdes estudadas teve valeratanos no DNA equivalentes aos

linfécitos tratados com doxorrubicina por 3h (M), que foi utilizado neste experimento como

controle positivo (Figura 8).
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Figura 8 - Andlise de indice de dano (ID) no DNA nas populagiiente Alegre, Prainha e
Alenquer pelo ensaio cometa alcalino. Voluntarié® expostos foram selecionados como
controle negativo (C) e o controle positivo (DOX9rdm linfocitos de individuos sadios
expostos a doxorrubicina por 3 h. As barras reptagea média + D.P.



39

5. DISCUSSAO

A utilizacdo de material de origem natural comoraepedra, cimento, calcario, fertilizantes,
entre outros, para serem utilizados nos mais wvasifids da atividade humana, pode constituir
uma importante fonte adicional de exposicdo crorisaradiacdes ionizantes. Desde 1977,
levantamentos radiométricos e caracterizagfes gieakrealizadas na regido de estudo (Figura
1), precisamente a 20 km do municipio de Monte #gegevelaram ocorréncias de uranio nas
rochas, decorrente de afloramentos minerais oo passado (Pereied al, 1983; Melo,
1999).

O nivel de radiacéo por uranio, encontrado na oedgdestudo, é considerado baixo [35 ppm
de 0¥ quando comparado com os niveis detectados erasopiéirtes do mundo, como na Area
de Tushki e Kalabsha no Egito, onde a concentrdeaoénio varia entre 591 e 2.051 ppm, ou do
sudeste da Asia e na Turquia que também apreseit@srconcentracdes desse metal (106 ppm e
1.353 ppm respectivamente) (El-Dieeal., 2004).

Melo (1999), apos andlise de amostras da rochaseldeda regido de estudo, observou
que embora as concentracbes?fe) e **Ra do local apresentaram valores superiores em 17
vezes aos encontrados em areas urbanas afastadasa® casas ndo foram construidas com
pedras retiradas da area de uréanio, a taxa degdmsa no solo, medida a 20 cm do solo, é na
média apenas 1,7 vezes superior, demonstrandoegssi@ade de correlacionar essas medidas

antagonicas com um possivel efeito genotdxico dpslpcdes humanas da regiao.

A exposicdo humana ao urénio natural acontece ipalmente na mineracdo e no
processamento desse metal (Kathren, 1998; UNSCE®FB). A exposicdo domestica ao uranio,
0 qual pode coexistir com seus produtos de decai{eadio, tério, radénio), também € uma via
alternativa de contaminacao radioativa e provoearaento de AC em concentragdes elevadas.
A analise citogenética, de linfécitos do sanguefgréco, de ocupantes de casas cujo interior
apresentavam concentracdes superiores a 200 °Bder?’Rn, apresentou uma freqiiéncia
significativamente superior de cromossomos em andicéntricos e de translocagbes, em
relacdo aos individuos controle (ndo expostos)u¢Biageret al, 1994; Oestreicheet al,
2004).

A exposicao crbnica ao uranio pode levar ao semalinos tecidos 6sseo e renal (Mirto

et al, 1999; Leggett e Pellmar, 2003). Fontes de &guaral, utilizadas pelo homem para
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consumo, sao factiveis de contaminacédo pelo ur@i@baultet al, 2007). Ingestdo de agua
contaminada por uranio foi observada na Finlaridiat{io et al, 2006), porém os indicadores de
citotoxicidade foram negativos e a avaliacdo dos wa populacdo exposta ndo revelou a
presenca de disfuncdo renal. Da mesma forma, resbalho, nenhum dos voluntarios

entrevistados atestou a ocorréncia de doenca (aedds ndo apresentados).

Os efeitos citogenéticos da exposicao crénica eis\baixo de radiacdo, ainda ndo estao
totalmente esclarecidos (Chaagal., 1999, Milleret al, 2005). De acordo com Milackt al.
(2004), a exposicdo a niveis baixos de radiacdderadnfluéncia direta sobre a saide humana,
embora 5-10% dos individuos da populacdo sao rselhisiveis e qualquer dose de radiacdo

natural pode produzir efeitos bioldgicos nessewiddos.

O UE, que é um subproduto do processo de enrigeatimdo isétopo do urénio,
apresenta atividade especifica radioativa baixadidiet al., 2005) e pode ser utilizado como
parametro de comparacdo. McDiarnet al. (2004) e Dorseet al, (2009), revelaram que
veteranos de guerra feridos com municéo fabricama UE e que retiveram fragmentos de
projeteis no seu organismo, apresentam altos néleeisranio na urina. As analises indicaram,
além da alteracdo de parametros fisiologicos dmsld8 renais proximais, alteracdes genotoxicas
gue associam mutacdes no I6¢UERT (hypoxanthine-guanine phosphoribosyl transfeyassm

concentracoes elevadas de uranio na urina.

A citotoxicidade do UE em estudas vitro, em diferentes linhagens e tipos celulares
varia entre doses de 200 a 800 uM. (Carrgral, 2004; Mirtoet al, 1999; Waret al, 2006).
Células da linhagem NRK-52ofrem morte celular por apoptose apés a expositiixas doses
de UE. Para altas concentracdes de UE, as cébfiesasn necrose (Thiébauwdt al, 2007). O
IM das populacdes de Monte Alegre, Prainha e Alengéo apresentou diferencas significativas
em relacdo a populacéo controle (P>0.05). E pdssienos individuos analisados, a exposicéo
cronica a baixos niveis de radiacdo, ndo interfesin a progresséao do ciclo celular.

A exposicao de diferentes tipos celulares aoibkitro aumenta a frequéncia de MN
(Miller et al, 2001a,b Milleret al 2003) e a taxa de transformacéao fenotipica élatas (Miller
et al, 1998). Yazzieet al. (2003) relataram que a inalagéo de UE por rabde jproduzir quebras
e danos oxidativos nas bases nitrogenadas do DNiAtefacdo direta do UE com o DNA foi

relatada por Stearret al (2005) e Linet al (1993), em células EM9 de ovario de hamster
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Chinés (CHO), ao demonstrarem que o UE pode foradatos de DNA, MN, troca entre
cromatides irmas e AC. Células de osteoblastos hosntambém apresentaram estas alteracoes,
apos a exposicao ao UE (Millet al, 2002, 2003).

A freqiéncia de AC e MN observada nos individuas gtupo controle nao foi
estatisticamente diferente da frequéncia observadaopulacdo de Monte Alegre, Prainha e
Alenquer (P>0,05). Provavelmente a emissdo do airprésente na regido geografica onde a
populacédo de estudo esta localizada, ndo é sukcpara induzir quebras na molécula de DNA
ou para interferir na montagem das fibras do fusque a radiacdo emitida é suscetivel de reparo

pela célula.

Também n&o encontramos diferencas significativasfregiéncias de MN e AC entre
géneros (P>0,05Esta observacéao esta de acordo com o trabalGmaeabi e Mozdarini (1998),
0S quais observaram que a distribuicdo e a fredgiéle MN em linfocitos de trabalhadores
expostos a radiacdo e controles ndo € diferentadgquaomens e mulheres sdo comparados.
Josephet al (2004) também nado observaram diferengas sigtiifac nas frequéncias de MN

entre géneros de trabalhadores expostos a radiagéo.

O hébito de fumar € obviamente um fator adicions gode provocar mudancas no
genoma celular. Existe um sinergismo entre a funegdida pelo tabaco e a exposicdo a
radiacdo emitida pelo radbnio (Balmes e Scann@8y1Baiast al., 2009), aumentando de 10 a
20 vezes, em comparacdo com os nado fumantes ocodésdesenvolver cancer de pulmao (IAEA,
1986).

Fumantes que consomem grande numero de cigarrodigp¢r20) e se expde a baixos
niveis de radiacdo, apresentam uma frequéncia nioformacdo de MN, que individuos
expostos nao fumantes ou que consomem pouca cadatae cigarros por dia (Fenech, 1993;
Diaset al, 2007).

No presente trabalho, as frequéncias de AC endatean fumantes e ndo fumantes da
populacdo de Monte Alegre e Alenquer ndo apresantam valor significativamente diferente.
Esse resultado pode ser explicado pelo pequenorolteefumantes na amostra, ou porque o

consumo diario de cigarros por dia, dos individaoalisados era menor que vinte.

Bonassiet al (2003), num estudo sobre o habito de fumar eequ&ncia de MN nos

linfécitos humanos, ao analisarem 5.710 individoos algum tipo de exposicdo ocupacional,
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BN

chegaram a conclusdo que os danos genotoxicoscaparge forma significante a partir do
consumo de mais de 30 cigarros por dia, este edes@usumo de cigarros explicaria a diferenca
entre fumantes e ndo fumantes das populacbes lrdrale Prainha, onde a maioria de

individuos fumava em torno de 30 cigarros ao d«0(85) (Figura 4).

Mészéaroset al (2004) estudaram um grupo de 141 individuos,t@@alharam em minas
de uranio e tiveram diferentes tempos de exposagdadonio, no encerramento das atividades
de mineracdo e 20 anos apols. As andlises cromassdmevelaram que as aberracoes
encontradas logo apés o fechamento da mina peasistias células dos individuos durante um
longo periodo de tempo. Sendo assim o radonio pnodiefeitos clastogénicos a longo prazo.
Na populacdo estudada neste trabalho n&o espeemoastrar alteragcbes cromossomicas a longo
prazo, visto que atualmente as alteragbes encastna@lo apresentam diferenca em relagdo ao

controle.

A técnica de FISH foi utilizada para explicar agemn dos MN presentes nos linfécitos
das populacdes analisadas. A questédo investigada fis MN foram induzidos devido ao efeito
clastogénico ou aneugénico do uranio. Como a doigto do MN é influenciada pelo tipo de
exposi¢cdo, como também por fatores biolégicos @dadgénero), a caracterizacdo do seu
conteudo é de suma importancia no biomonitorameletopopulacdes humanas expostas a

genotoxicos (Kapkat al, 2007).

Com base na pesquisa realizada em trabalhadomesnds de uranio, foi sugerido que a
baixa percentagem de C+MN pode ser um marcadanstiabilidade gendémica e predisposicao
ao cancer (Krysciet al, 2001). Os nossos resultados revelaram a presen€aMN e C-MN
nas populagdes de estudo e controle (Tabela 6). H¢&@we diferenca entre a proporcao de
C+MN/C-MN entre as populacbes de estudo e conwoéntre os subgrupos fumantes e néo

fumantes.

Com relagdo a populagéo controle, os nossos rdesl&fio semelhantes aos resultados do
grupo controle de Thierenst al (2000) e Attia (2007) que analisaram a composicao
cromossdmica de MN em medula éssea de rato e iiogdbhumanos, respectivamente, nesses
estudos os individuos controles também ndo apesentdiferencas entre a quantidade de
C+MN e C-MN. Por outro lado, estudos como o de Kiyet al (2001) e Kapkat al (2007),
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relataram que em individuos de populacdes cont®leiveis de C-MN eram significantemente

menores que os de C+MN.

Diferentes resultados foram encontrados ao analiséeito da radiacdo ionizante sobre a
composicdo do MN. Thierenset al (2000) estudaram linfécitos de trabalhadores
ocupacionalmente expostos, em ambiente hospitalaip X e radiacdo gama, usando a técnica
de FISH do MN e encontraram um aumento dos C+MNim#igiduos expostos em relacdo aos
controles. Por outro lado Vrat al (1997) num ensaim vitro revelaram que a radiacdo gama
induz o aumento de C-MN em relacdo aos C+MN, apolatgpara uma acdo clastogénica da
radiacdo. Adicionalmente o aumento dos dois tippMil, C+MN e C-MN, foi encontrado por
Changet al. (1999) em individuos submetidos a radiacdo ionegaem relacdo a populacéo
controle. Neste projeto ndo observamos aumento (oioero de C+MN e/ou de C-MN nas

populagdes de estudo, em relacdo aos individudsotes

Como observado, pouco se conhece sobre o efeitadiiacdo em baixas doses sobre
popula¢des humanas. Os resultados sdo contraditpodanto sdo necessarios mais estudos para

definir, se o efeito sobre os MN é especifico de@dm com o tipo de radiagéo ionizante.

Como o nivel de radiacdo de uranio é consideraimmma regido de estudo (35 ppm de
U®0®), é provavel que somente a alta emisséo de radjarcéoque lesées no DNA. De acordo
com isto, somente altas concentracdes de EU proaatalteragdes no genoma, como relatado
por Monleauet al. (2006), que descreveram um efeito genotoxico destal em células bronco
alveolares de ratos, através do ensaio cometaaspeam concentracbes altas. Usando esse
mesmo ensaio, Thiébaudt al (2007), detectaram DSB e SSB e/ou sitios labziBMA, apos a
exposicdo de células NRK —52a concentracdes sub-letais e letais de UE. A®$end DNA

aumentaram de forma diretamente proporcional coonaentracdo de uranio.

Na populacéo de estudo o indice de dano encontiadaoolécula do DNA, revelado pelo
ensaio do cometa, ndo foi diferente da populacatrale. Porém ao comparar estas populagdes
com o controle positivo, linfécitos de individuagatados por 3h com doxorrubicina (),
todas diferiram estatisticamente (P<00.5). Nestadesndo foram incluidos os voluntarios
fumantes, visto que a sensibilidade do ensaio @éetta e o habito de fumar € considerado um
Confounding FactofMoller et al, 2000).
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A partir dos dados de Monleai al. (2006), Thiébaulet al (2007), e os do presente
estudo podemos inferir que existe a possibilidagea@UE em baixas concentracfes ou a baixa
radiacdo de uranio natural induza pequenas lesHENA, as quais podem ser eficientemente
reparadas pelas células expostas. Estes resutad@®nsistentes com a observacdo de que apos
a exposicao a baixas concentracdes de UE, céladsrhumanas em cultura permanecem no
seu status fisiolégico normal, porém apds contagdioaom altas concentracdes desse metal, as
culturas apresentam morte celular (Fetadl, 2005).

Miller et al (1998; 2005) desenvolveram um modelo de leucenesgsin vivo, em
camundongos que receberam células hematopoiétwasas (FDC-P1) com uma concentracao
alta de sedimento do UE. Nesses trabalhos foi atamki que animais que receberam implantes
celulares com baixas concentracdes de EU, ndoempaeam um incremento no desenvolvimento
de leucemias. Provavelmente a carcinogénese eadamia regido de estudo esté relacionada a
individuos que apresentam suscetibilidade genéticadiacdo ou predisposicdo familial ao
desenvolvimento do cancer, embora a taxa de noati#i por cancer em Monte Alegre néo seja
maior que o padrdo da regido norte do Brasil (Bsthnl Pard), onde as populac¢des de estudo
estéo localizadas (SBPC, 2003)

No presente trabalho os individuos que apresentamaior quantidade de AC,
independentemente que estas nao ultrapassaramda$¥elulas analisadas, nas populacbes de
estudo foram comparados com os individuos contrplas trés marcadores génicos de
carcinogénese. Urnovitt al (1999) sugeriram que amplificagbes do DNA daded?2qll.2,
possivelmente induzida pela exposicdo ao urani@andera Guerra do Golfo, podem estar
relacionadas a patogénese da Sindrome da Gue@alfto A analise por FISH, nas populacdes

objeto deste projeto, ndo revelou aumento no nuche®pias desta regido cromossoémica.

Estudosin vivo, conduzidos em ratos e camundongos, demonstrarano ¢UE altera a
expressao de genes envolvidos no processo apapfdtalanet al, 2004; Monleawt al, 2006;
Wan et al, 2006). Em células renais humanas, apdés exposigadbU, a expressdo de genes
relacionados com a apoptose também foi modific&tat et al, 2005). O geneMYC € um
importante regulador da apoptose (Megkal, 2006) e a sua amplificacédo é suficiente pararlev
a transformacé&o celulan vitro e in vivo (Chung e Levens, 2005). Porém nossas analises, por

FISH, ndo revelaram aumento no numero de alelaedgne nos individuos estudados.
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O terceiro marcador estudado neste trabalho faoiskpaacdo t(14;18)(q32;921), que
justapbe os gend&H e BCL-2 Esta alteracdo quando presente em linfécitosteaiza a LLA.
Como citado anteriormente, este rearranjo resaltaumento da expressao do oncogé@é-2,
que induz a leucemia por interferir no mecanismauigptose normal dos linfécitos B (Jiagig
al.,, 2002).A presenca desta aberracdo ndo é suficiente pdegsenvolvimento da LLA, desde
gue esta alteracdo pode ser encontrada em céldaseoplasicas (Jamt al, 2003; Brassesco,
2008), porém o aumento da sobrevida das célulaseife que danos no DNA sejam

acumulados, favorecendo o desenvolvimento da LLA €L al, 1994; Basecket al, 2002).

Casos de LLA, acima do esperado para a populagé@nfencontrados na cidade de
Fallon, Nevada, USA. Nesta regido a analise da @psapocos detectou concentracdes de
radioatividade alfa de arsénio, radonio e de urdBeiler, 2004). Em outro estudo, foram
identificados casos de LLA em individuos com medes20 anos de idade numa regido da
Suécia durante 1980-1989. Foi detectada a presdacaranio no concreto utilizado na
construcdo de casas. Os resultados de estudosnéglidigicos sugeriram risco de LLA, entre as
criancas e os jovens adultos, por radiacdo iorezaot interior das residéncias dessa regiao
(Axelsonet al, 2002).

N&o encontramos a presenca da t(14;18)(q32;g924)aados 5% das células analisadas,
nos individuos da populacdo exposta ao uranio &atensegundo Jiangt al. (2002) valores
abaixo dos 7% podem ser considerados falsos pmsitembora Brassesco (2008) sugira que
diferentes rearranjos associados a leucemia/linforags como IGH/BCL2, podem ser
encontrados em uma porcentagem pequena de ceélalasdividuos sadios sem aparentes

consequéncias oncogénicas.

A radiagdo emitida nas residéncias construidas rommas uriniferas em Monte Alegre
apresentou uma média de 116 +/- 84 Bd, walor este que representa pouco mais da metade do
valor médximo do recomendado pela ICRP (Publicacd) Gue recomenda intervencgéo
radiolégica para valores que variam entre 200 aBféi°. Desta forma os valores medidos na
cidade de Monte Alegre ndo representariam risceatéle da populacdo do ponto de vista da

Protecdo Radioldgica. Os nossos resultados coanboom os limites estabelecidos pela ICRP.
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6. CONCLUSAO

As populagbes estudadas neste trabalho séo protesige uma area rural, onde existe um
grande consumo de verduras e frutas. Uma hipotese que as substancias que fazem parte da
composicao desses tipos de alimentos possam teridex@m efeito protetor contra a radiacgéo.
Porém o mais provavel € que o uranio presentegidaogeografica onde a populacdo de estudo
esta localizada, ndo é suficiente para induzir (agema molécula de DNA, interferir na
montagem das fibras do fuso e impedir a progredsémclo celular. Outra possibilidade € que a
baixa radiacdo de uranio natural induza pequensS8ese no DNA, as quais podem ser
eficientemente reparadas pelas células expostasnélusdo do presente projeto tem um grande
impacto, visto que coloca fim ao estado de anseedad populacdes estudadas, principalmente a
de Monte Alegre, com relacdo a se o uranio napnedente na regido pode afetar a saude dos
habitantes ou ndo. A auséncia de genotoxicidadensmacla nos individuos analisados, por

diferentes técnicas, auxilia de forma definitivaneerrar essa polémica.
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ANEXO 1 — QUESTIONARIO PARA SELECAO DE VOLUNTARIOS
(Projeto Uranio CNPg/Processo: 409826/2006-5)

DADOS PESSOAIS
1. NOME:

2. Data do seu nascimento: [ Qual adsuie? (anos)

3. Sexo:[] masculino] feminino

4. Qual a sua etnia (raca)
1 brancall negra (] indigenall japonesal | outro oriental (| mestico:

5. Qual o seu estado civil?
1 casado( solteiro [] divorciado [ separadol] viavo [] amigado
Quantos filhos naturais vocé tem?

6. Telefone: Celular:
DADOS DE RESIDENCIA

7. Endereco atual:

Tempo que reside nesse endereco:

8. Endereco anterior (nos ultimos 10 anos):

Tempo que residiu nesse endereco:
9. Endereco anterior (nos ultimos 10 anos):

Tempo que residiu nesse endereco:
DADOS DE OCUPACAO

10. Profisséo atual: Tempo:
Profisséo anterior: Tempo:
Profisséo anterior: Tempo:

11. Se agricultor, indicar o local das ultimas laas:
HISTORICO DE EXPOSICAO
12. Vocé se expde ou se expds a alguns dos agdraie®, marque com um X:

Quando foi a | Quando foi a Por quanto tempo
12 expo-sicao?| sua ultima VOCé se exp0s? (dia
(anos, meses) | exposicao? meses ou anos)
(anos, meses)

4

Radiacédo: raios-X | [] sim

[ nao
Trabalha exposto | [] sim
ao sol ] ndo
Residuos de (] sim
madeira, metais, | [l ndo
carvao
Pesticidas e (] sim
herbicidas [ ndo

Derivados de [] sim




petréleo 7l ndo

Corantes: tintas [ sim
[J nao

Solventes (] sim
[J nao

Outros quimicos | [1 sim
[J nao

P6 de minas (] sim
[ nao

TABAGISMO

13. Vocé fuma?
a. 1 nunca fumou
b. T ex-fumante ou’ fumante ativo

14.

15.

16.

17.

b.1. Que idade comecou a fumar:

b.2. Fuma (ou fumou) por quanto tempo? anos e _meses

b.3. Quantos macos vocé fuma por dia?

"1 menos do que ¥2 macgo entre %2 e 1 mac¢a] mais do que 1 maco Quantos:_
b.4. Vocé fuma cigarros com filtro? sim [ ndo
b.5. Qual a marca dos cigarros que vocé fuma?:
c. Vocé convive com quem fuma em ambientes fectradassidéncia [ trabalho

Quantas horas por dia? h Quanto tempo? anos e meses
d. Vocé mastiga tabaco frequentementedtm [1 ndo Qual a frreqtiéncia?
e. Vocé cheira tabaca?sim [ ndo Qual a frequéncia?

DROGAS MEDICAMENTOSAS
Vocé tomou algum medicamento prescrito por wdioo no Ultimo ano?:
1 sim [ ndo. Se a resposta for sim, indicar:

Tipo de Dose Quantas vezes por Tempo de uso
medicamento dia? Inicio Fim

Vocé tomou algum remédio ndo prescrito poriaoédo Ultimo ano?
1 sim [1 ndo. Se a resposta for sim, indicar:

Tipo de Dose Quantas vezes pory  Tempo de uso
medicamento dia? Inicio Fim

Vocé toma ou tomou alguma vitamina ou suplemeitédminico nos ultimos 6 meses?
71 sim [1 ndo. Se a resposta for sim, indicar:
Tipo da vitamina ou nomg Dose Qual a frequiéncia por semana?
do suplemento

AVALIACAO DA SAUDE
Vocé ja teve ou tem alguma das doencas abaixo:
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Cancer:] sim [l ndo orgdo acometido:

Hepatite:[] sim [ ndo

Mononucleoset] sim [ ndo

Herpes:] sim [ ndo

AIDS: (1 sim [] ndo

Meningite:[] sim [ ndo

Doencas cardiovasculares:sim [ ndo

Diabetes: | sim [1 ndo

Hipertensaof] sim ] ndo

Outras doencgas:! sim 1 ndo Se for sim, especifique a doenca:
Doenca Periodo (més e ano) Tratamento

18. Algum parente ja teve canceraim [ ndo
Parenteso: orgao do cancer: Idade:
Parenteso: orgao do cancer: Idade:
19. Cite alguma outra doenca e o tratamento quertes Ultimos 12 meses (por exemplo: gripe,
resfriado, enxaqueca)

Doenca Periodo (més e ano) Tratamento

20. Cite se vocé tomou alguma vacina nos ultimonéges
Tipo de vacina Més que foi vacinado

21.Vocé usou raio-X como diagnostico?sim [ ndo. Se for sim, responda:

1 no ultimo més
1 nos ultimos 6 meses
1 nos ultimos 6 a 12 meses
1 no ultimo ano
22. Vocé fez alguma cirurgia no ultimo ano3im [ ndo. Se for sim, responda:
Qual a por que razao?
23. Vocé teve febre alta no ultimo ano?sim [1 ndo. Se for sim, responda:
Data Associada a alguma doenca Medicacao tomada

AVALIACAO NUTRICIONAL
24. Vocé é vegetariana? sim [1 ndo
25. Vocé come carne (vermelha, branca)§im [ ndo. Se for sim, assinale com X:
Tipo 2° 3° 40 5° 6° sdbado | domingo| Diariamente
feira |feira |feira |feira | feira

Bovina
Frango
Porco
Peixe




26.
27.
28.
29.
30.

31.

32.

33.

34.
35.

36.
37.
38.
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 Outras | | | | | | | |
Vocé usa adocante?sim [ ndo. Quanto por dia?
Vocé toma refrigerante ou suco “diet/light”sim 1 ndo. Quanto?
Vocé toma café? sim [1 ndo. Quantas xicaras por dia?
Vocé toma cha? sim 1 ndo. Quantas xicaras por dia?
Vocé toma cerveja? sim [ ndo. Se consome ou consumiu, responda abaixo:
11 a 6 garrafas ou latas por semana
17 a 12 garrafas ou latas por semana
113 a 24 garrafas ou latas por semana
1 mais do que 24 garrafas ou latas por semana

Idade de inicio do consumo semanal:

Vocé toma vinho? sim [] ndo. Se sim, responda abaixo:
11 a4 copos por semana
1 5 a 8 copos por semana
19 a 16 copos por semana
"1 mais do que 16 copos por semana
Idade de inicio do consumo semanal:

Vocé toma outras bebidas fora cerveja e vinhgn ] ndo. Se sim, responda qual € o tipo de
bebida: . Qual o consumo médio
11 a4 copos por semana
15 a 8 copos por semana

719 a 16 copos por semana

"1 mais do que 16 copos por semana

Idade de inicio do consumo semanal:

HISTORICO GENETICO

Vocé tem alguém em sua familia com alguma dogagética?! sim [ ndo
Se a resposta for sim, especifique qual a doeongaaeente doente:
Vocé e seu marido/esposa tém dificuldade parf@dhos?:[1 sim [ ndo

Vocé tem algum filho ou filha com alguma alé&@ou doenga genética?sim [ ndo
Se a resposta for sim, especifique a crianca eagao
O casal teve algum caso de aborta®m [ ndo
Vocé tem filhos gémeos idénticos ou fraternosm [ ndo
Caso vocé seja selecionado nesta pesquisa, patglesimento de possiveis danos bioldgicos
(no DNA) causados pela exposi¢édo ao uranio, coacar@m ceder material biolégico (sangue e

amostra da mucosa oral), necessarios para esol@mo de possivel enfermidadeim 1 ndo

Assinatura do Sujeito da pesquisa ou Assinatura do Sujeito que colheu o
responsavel questionario
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Anexo 2 - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECID O - TCLE
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO - TCLE

PROJETO: Avaliacdo dos possiveis efeitos genotdxicos eimagénicos do Uranio como
indicador de risco a saude de residentes dos miosaie Prainha, Monte Alegre e Alenquer.

A Universidade Federal do Pard esta desenvolvemd® pesquisa que permiti@valiar os
possiveis efeitos genotdxicos e carcinogénicos xg@sicado humana ao uranio na provincia
mineral da bacia amazonica, Estado do Para, estreunicipios de Prainha, Alenquer e Monte
Alegre. Esta pesquisa sera realizada pelo moniemtondos habitantes desta regéimvés da
identificacdo de possiveis alteracGes genéticasn@ssomos e genesin linfécitos obtidos de amostra

de sangue periférico e em de células obtidas dstasmsada mucosa oral.

Vocé estd sendo admitido(a) nesta pesquisa, ptabetecimento de possiveis danos bioldgicos
(no DNA) causados pela exposi¢cdo ao uranio e, tmraha a necessidade da remocdo de material
bioldgico relacionado a enfermidade. Parte do ri@tertirado € encaminhado para exames laboragoriai
necessarios para a investigacdo. O restante deoiahai@o utilizado é armazenado para novos exasees,
necessario.

A obtencdo da amostra de sangue e da mucosa amalappesquisa ndo implicard em riscos
adicionais para sua saude. A amostra de mateoidigico serd identificado no laboratério por umigéd
formado por numeros e letras, preservando suaquide e identidade. A eventual inclusdo dos
resultados em publicacgédo cientifica sera feita ddava garantir o anonimato do paciente.

E necessario esclarecé-lo (a) que ndo existenfibimseou direitos financeiros a receber sobre os
eventuais resultados decorrentes da pesquisa.c8enéio concordar em doar o material para pesauiaa,
decisao nao influenciara, de nenhum modo, no ssulimento ou tratamento.

Caso vocé tenha alguma davida sobre este docurnangmn relagdo a pesquisa, por gentileza,
entre em contato com a Prof. Rommel Burbano, pdédane 3211-1727 ou 88027972.

Uma copia deste documento sera arquivada em setugrio e, se desejar, uma coépia lhe sera
fornecida.

Assinatura do Pesquisador Responsavel
Nome: Rommel Mario Rodriguez Burbano
End: Trav. S&o Pedro 638, apto 1203, Ed. CentRalirro: Batista Campos — CEP:66023570
Fone: 8835-7972.

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
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Declaro que li as informacbes acima sobre a pesqujge me sinto perfeitamente
esclarecido sobre o contelldo da mesma, assim causaiscos e beneficios. Declaro ainda que,
por minha livre vontade, aceito participar da pésgeooperando com a coleta de material para

exame.

Belém, / /

Assinatura do Sujeito da pesquisa ou do respah.

Assinatura do Sujeito que colheu o TCLE

Assinatura da testemunha (em caso de Menor)
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ANEXO 3 — PARECER DE ETICA DE PROJETO D EPESQUISA

UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARA
~ NUCLO DE MEDICINA TROPICAL
COMITE DE ETICA EM PESQUISA ENVOLVENDO SERES HUMANOS

PARECER DE ETICA DE PROJETO DE PESQUISA ENVOLVENDO SERES HUMANOS

1. Protocolo: N°002/2007-CEP/NMT

2. Projeto de Pesquisa: AVALIACAO DOS POSSIVEIS EFEITOS GENOTOXICOS E
CARCINOGENICOS DO URANIO COMO INDICADOR DE
RISCO A SAUDE DE RESIDENTES DOS MUNICIPIOS DE
PRAINHA,MONTE ALEGRE E ALENQUER.

Pesquisador Responsavel: Rommel Mario Rodriguez Burbano.
Instituicdo / Unidade:CCB/UFPA.

Data de Entrada: 02/01/2007.

Data do Parecer: 09/01/2007.

e o s

PARECER
O Comité de Etica em Pesquisa do NMT/UFPA apreciou o protocolo em
tela e, verificou que foram atendidas todas as exigéncias da Resolugao 196/96-CNS/MS.
Portanto, manifesta-se pela sua aprovagao.

Parecer: APROVADO.

Belém, 09 de janeiro de 2007.

Prof°® Teiichi Oikawa
Coordenador do CEP-NMT/UFPA.



ANEXO 4 - TERMO DE CONCESSAO E ACEITACAO DE APOIO F INANCEIRO

Q CNPq JRACAR e

000000025120077

Gl o Tmcrckigion

TERMO DE CONCESSAO E ACEITAGAO DE APOIO FINANCEIRO A PROJETO DE PESQUISA
DE AUXILIO PESQUISA

CONCEDENTE:

NOME:

CONSELHO NACIONAL DE DESENVOLVIMENTO CIENTIFICO E TECNOLOGICO
CNPJ/MF:

33.654.831/0001-36

BENEFICIARIO:

NOME:

Rommel Maric Rodriguez Burbano

CPE/ME:

25705554204

1. FINALIDADE:

Concessdo de Auxilio Financeiro 3 Pesquisa para apoio a projeto de pesquisa cientifica e/ou tecnoldgica.
1.1 TiTULO DO PROJETO/PL ANO DE TRABAILHO:
Avaliagdo dos pessiveis efeitos genotdxicos e carcinogénicos do Urdnio como indicador de risco & sadde de
residentes dos municipios de Prainha, Monte Alegre e Alenquer

1.2 IDENTIFICACAO DO PROCESSO:
NUMERO:
409826/2006-5

CHAMADA:
Edital MCT/CNPq/MS-SCTIE-DECIT 24/2006- Estudos em Populagdes Expostas a Contaminagdo Ambiental

2. VALOR GLOBAL DA CONCESSAQ E DISCRIMINAGCAO ORGAMENTARIA:
BOL SAS DF CURTA DURACAQ:
VALOR: R$

BENEFICIOS DE BOL SAS DE CURTA DURAGAQ:
VALOR: R$

AUXILIO FINANCEIRO:

CUSTEIO : RS
14292640

CAPITAL : R$
70.000,00

VALOR DA CONCESSAQ:

VALOR: R$
R§ 212.926,40

AUXILIO FINANCEIRO - CUSTEIO ( ano 2006 - 2008 )

Valor: RS 142.926,40
Pagina 1de 8
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Abstract Uranium is a natural radioactive metallic
element; its effect on the organism is cumulative, and
chronic exposure to this element can induce carcino-
genesis. Three cities of the Amazon region—Monte
Alegre, Prainha, and Alenquer—in North Brazil, are
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located in one of the largest uranium mineralization
areas of the world. Radon is a radioactive gas, part of
uranium decay series and readily diffuses through
rock. In Monte Alegre, most of the houses are built of
rocks removed from the Earth’s crust in the forest,
where the uranium reserves lie. The objective of the
present work is to determine the presence or absence
of genotoxicity and risk of carcinogenesis induced
by natural exposure to uranium and radon in the
populations of these three cities. The frequency of
micronuclei (MN) and chromosomal aberrations
(CA) showed no statistically significant differences
between the control population and the three study
populations (P > 0.05). MN was also analyzed using
the fluorescence in situ hybridization (FISH) tech-
nique, with a centromere-specific probe. No clasto-
genic and/or aneugenic effects were found in the
populations. Using FISH analysis, other carcinogen-
esis biomarkers were analyzed, but neither the
presence of the /GH/BCL2 translocation nor an
amplification of the MYC gene and 22q21 region
was detected. Clastogenicity and DNA damage were
also not found in the populations analyzed using the
alkaline comet assay. The mitotic index showed no
cytotoxicity in the analyzed individuals’ lymphocytes.
Once we do not have data concerning radiation doses
from other sources, such as cosmic rays, potassium,
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thorium, or anthropogenic sources, it is hard to
determine if uranium emissions in this geographic
region where our study population lives are too low to
cause significant DNA damage. Regardless, genetic
analyses suggest that the radiation in our study area is
not high enough to induce DNA alterations or to
interfere with mitotic apparatus formation. It is also
possible that damages caused by radiation doses
undergo cellular repair.

Keywords Populational biomonitoring - Uranium -
Genotoxicity - Carcinogenesis

Abbreviations

DU Depleted uranium

CAs  Chromosomal aberrations

MN  Micronuclei

FISH Fluorescence in situ hybridization
ALL  Acute lymphoblastic leukemia
MI Mitotic index

Introduction

Uranium is a natural radioactive heavy metal (Chazel
etal. 2000). The municipality of Monte Alegre, located
in northern Brazil, in the Brazilian Amazon, at 2° 00’
24.9" S; 54° 04' 13.5" W, possesses one of the largest
uranium mineralization areas in the world, over
800 km?, extending to the municipalities of Alenquer
and Prainha (Fig. 1).

Most of the radioactivity in the atmosphere at sea
level is attributable to two isotopes of radon (***Rn
and **°Rn) and their daughters. The ***Rn is part of
the uranium series decay (U?*®). The **’Rn is an
alpha emitting noble gas that readily diffuses through
rock and emanates continuously from the walls, floor,
and ceilings of the mine shaft (Kathren 1984). In
Monte Alegre, most of the houses are built of rocks
removed from the Earth’s crust in the forest, where
the uranium reserves lie at a depth of only 20 m.
Among the region rocks, uranium is more abundant in
the black shales, but at low tenors (35 ppm of U0
Pereira et al. 1983). The use of such rocks for house
building is a major form of chronic exposure to
ionizing radiations, especially to the radioactive gas
222Rn that is released by the black shales. The *’Rn
concentration inside the houses built in the Monte
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Alegre region ranged from 88+80 to 338+19 Bqm°
(mean concentration 116+84 Bq m ). In other
Amazonian areas outside our study region, the mean
concentration of radon inside the houses was consid-
erably lower (28+3 Bq m >; Melo 1999).

Most toxicological studies regarding uranium have
reported that it is its activity as a heavy metal, rather
than radiation, that causes health effects. Primary
health effects to human health caused by uranium
intoxication are renal failure, development problems,
delayed bone growth, and DNA damage (Brugge et
al. 2005). Radon and its decay products are well
established as lung carcinogens. However, the doses
to other organs and tissues arising from inhalation of
radon and its decay products are quite small, usually
at least an order of magnitude smaller than the doses
to the lung. Epidemiological data available so far
point to an increased mortality risk due to lung cancer
than due to any other causes (BEIR VI Report 1999;
UNSCEAR 2008).

Human exposure to uranium has occurred mainly
through mining and processing of ore for nuclear
power and weapons (Brugge et al. 2005). Exposure to
uranium has occurred also during the Gulf and the
Balkans Wars, where depleted uranium (DU) was used
to manufacture weapon ammunition (GAO 2000). DU
is a byproduct of the nuclear industry (Bailey et al.
2008; NRC 2008). The main findings were that war
veterans are suffering from a wide variety of recog-
nized illnesses, but no new or unique syndrome was
identified (Department of Veterans Affairs 2002). In
blood cells from Gulf War veterans, the presence of
amplicons was reported, with sequences homologous
to the chromosomal region 22ql1.2, suggesting that
an exposure to environmental genotoxin, as uranium,
induced amplification of this DNA sequence (Urnovitz
et al. 1999).

The frequency of chromosomal aberrations (CAs)
and micronuclei (MN) in peripheral blood lympho-
cytes has been used as a biomarker to detect early
effects of radiation (Norppa et al. 2006; Bonassi et al.
2007). Populations exposed to DU in Bosnia and
Herzegovina showed increased MN (Ibrulj et al.
2004; Kruni¢ et al. 2005) and CA (Ibrulj et al. 2007)
frequencies compared to control populations, suggest-
ing that DU could be a risk factor for human health.
By using fluorescence in situ hybridization (FISH)
with a pancentromeric probe, it is possible to distin-
guish between MN originated from chromosome
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Fig. 1 Map of the study region: The arrow points to the city of Monte Alegre, next to which lie the municipalities of Alenquer and
Prainha (adapted from http://www.ibge.gov.br/ibgeteen/mapas/index.html)

breakage (C—MN) and MN originated from chromo-
some malsegregation (C+MN) due to spindle or
kinetochore malfunction during mitosis (Fenech et al.
1997). MN analysis using FISH was used in genotox-
icology studies including studies in uranium miners
(Kryscio et al. 2001).

Another assay used for human biomonitoring radio-
biology studies is alkaline single-cell gel electrophoresis
(comet assay; Olive 1999; Tice and Strauss 1995).
Monleau et al. (2006) used the comet assay in neutral

conditions and demonstrated that inhalation of DU
produced DNA double strand breaks in bronchoalveo-
lar lavage cells of rats, suggesting that radiation could
contribute to DU genotoxic effects in vivo.

Genotoxic agents such as pesticides and ionizing
radiation can induce the development of acute lympho-
blastic leukemia (ALL). The chromosomal translocation
t(14;18)(q32;q921) is a genetic marker associated with
the risk of developing ALL (Chiu et al. 2006, 2008).
This translocation can be found in the peripheral blood
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of individuals exposed to genotoxic agents (McHale et
al. 2008). Translocation t(14;18) links the BCL-2 gene
located on chromosome 18 to the gene for the
immunoglobulin (IgH) heavy chain located on chro-
mosome 14, resulting in inhibition of apoptosis by
overexpression of gene BCL-2 (Korsmeyer 1999;
Meijerink 1997).

Another marker that can be used in human
biomonitoring studies is the oncogene MYC. Ampli-
fication of the MYC oncogene has been described as a
key element of several carcinogenesis processes in
humans (Calcagno et al. 2008). Cell lines derived
from mammary glands of irradiated mice showed
amplification of the MYC oncogene (Au 1993).

The present work has the purpose of evaluating the
possible cytotoxic, genotoxic, clastogenic, and carci-
nogenic effects of human exposure to uranium in the
municipalities of Prainha, Alenquer, and Monte Alegre.
Such effects were assessed by determining the mitotic
index (MI), CAs, conventional and FISH MN frequency,
translocation /GH/BCL2 and amplification of 22q11.2
and MYC by FISH, and DNA damage index detected
by the comet assay.

Materials and methods
Subjects

A total of 65 individuals from Monte Alegre-PA, 51
individuals from Prainha-PA, and 48 individuals from
Alenquer-PA participated in the study. Once the three
cities in this study present a large rural area, where
most of the houses have neither address records nor
telephones, the volunteers were invited to participate
in this work through announcements in the local
radio. Due to the difficulties to access the study area,
the volunteers were selected from a convenient sample.
Only individuals that lived in the study region for
15 years continuously and did not leave it for more than
6 months or that had worked or lived in places built with
rocks from the uranium mineralization area met our
inclusion criteria. They all signed an informed consent
form. Peripheral blood samples were obtained by
venipuncture into heparinized vials (5,000 IU/ml,;
Liquémine; Roche).

Genotoxicity assessment was performed in 143
individuals. Reasons for nonparticipation were culture
contamination. Thus, 47 individuals from Monte Ale-
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gre, 28 from Prainha, and 21 from Alenquer participated
in the study. A group of 47 individuals from other two
Brazilian cities, Santarém e Ribeirdo Preto, over 100 and
2,000 km away from our study area, respectively, were
used as control. Those cities do not present records of
natural radioactivity, and this control subjects present no
family records for cancer and never worked in clinical
radiology services. This study was approved by the
Ethics Committee of Nticleo de Medicina Tropical (002/
2007-CEP/NMT). Participants were invited to answer
questions about some personal data and their lifestyles
(dietary habit, tobacco smoking, alcohol consumption,
and drug use), based on a modified version of the
Commission for Protection Against Environmental
Mutagens and Carcinogens Questionnaire (Carrano
and Natarajan 1988). Recent X-ray exposure was also
considered as an exclusion factor, and patients with
any radiation exposure in the past 6 months before the
study were not included. The volunteers had similar
dietary habits in all the three cities because all the
subjects live in rural areas, and the kinds of food they
have available are almost the same, along with meat,
fruits, and vegetables intake. None of the subjects used
vitamin supplements. To evaluate lifestyle factors,
individuals were stratified as smokers or nonsmokers.
All smokers were current smokers and had a daily
cigarette intake between one and 20 cigarettes.

Table 1 shows that age and gender distribution were
similar in the exposed and the control population. The
number of smokers in the exposed and in the nonexposed
control groups was not statistically different (P>0.05).

Chromosomal aberration assay in lymphocytes

Short-term lymphocyte cultures were set up according
to a standard protocol (Preston et al. 1987). The culture
medium consisted of 5 ml HAM-F10 (78%), heat-
inactivated fetal calf serum (20%), phytohemagglutinin-
M (2%), and antibiotics [0.01 mg/ml of penicillin
(Sigma-Aldrich Co. St. Louis, MO, USA) and
0.005 mg/ml of streptomycin (USB, Cleveland, OH,
USA)]. The culture tubes were incubated at 37°C for
70 h. For cytogenetic analysis, cells were treated with
colchicine for 2 h to enrich metaphase count in cell
cultures. After a total culture time of 72 h, the cells
were treated with hypotonic 0.075 KCl solution for
about 20 min at 37°C and fixed with methanol/acetic
acid (3:1). Slides were submitted to standard staining
with Giemsa.
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Table 1 Demographic

characteristics of the studied Control Monte Alegre  Prainha Alenquer Total
population
Sample size 47 47 28 21 143
Age (years)
Mean+S.D. 33.15+9.15  33.2+10.3 35.64+11.07 35.90+10.58 34.47+10.27
Range 19-60 20—-60 19-56 21-52 19-60
Gender
Female (%) 9 (19.15) 11 (23.4) 8 (28.57) 5(23.81) 33 (23.07)
Male (%) 38 (80.85) 36 (76.6) 20 (71.43) 16 (76.19) 110 (76.93)
Smoking status
Nonsmoker (%) 41 (87.23) 39 (82.98) 21 (75.00) 17 (80.05) 118 (82.51)
Smoker (%) 6 (12.77) 8 (17.02) 7 (25.00) 4 (19.05) 25 (17.49)

Conventional cytokinesis-block micronucleus assay
in lymphocytes

The MN assay was performed using the cytochalasin
B technique (Fenech and Morley 1985). Lymphocytes
were cultured as described above. Cytochalasin B
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) at 3 ug/ml was
added at 44 h of incubation. After a total of 72 h at
37°C, cells were harvested by centrifugation, rinsed,
submitted to a mild hypotonic treatment, and imme-
diately fixed with methanol/acetic acid. Slides were
prepared according to standard cytogenetic proce-
dures and stained with 4% Giemsa. The slides were
then coded and scored by light microscopy at x400
magnification or 1,000 when necessary, by a single
observer. For each experiment, 2,000 binucleated
lymphocytes with well-preserved cytoplasm were
scored. MN was identified according to the Fenech
et al. (2003) criteria. As a cytotoxicity measure, the
cytokinesis-block proliferating index (CBPI) was
calculated according to the following formula:
CBPI = [MI 4 2MII + 3(MIII + MIV)]/N, as pro-
posed by Surrallés et al. (1995), where MI-MIV
represent the number of human lymphocytes with one
to four nuclei determined on 500 cells.

Fluorescence in situ investigation

From each study population, 15 samples with the highest
CA and MN frequencies were selected, and 15 control
individuals were used (n=60). Molecular cytogenetic
analysis was carried out under an Olympus BX41
fluorescence microscope with double FITC/TRICT
filter (Olympus, Japan), assisted by an Applied Spectral
Imaging image analysis system (ASI Ltd., Israel).

To determine the presence of the IGH/BCL2
translocation (LPH 018 Cytocell® Ltd. UK) and the
amplification of the MYC gene (OC801-ORG Chro-
moTraxTM, Inc. USA) and of the 22ql1-12 region
(SB2203-GRN ChromoTraxTM, Inc. USA), cells
were hybridized with digoxigenin- and/or biotin-
labeled probes for specific gene/chromosome regions.
FISH was applied on cells fixed in methanol/acetic
acid using recently made slides, according to modi-
fied protocols (Pinke et al. 1986; Guimardes et al.
2006). Nuclei were counterstained with 4',6-diamidino-
2-phenylindole (DAPI)/antifade. For each case, 200
interphase nuclei/metaphases were analyzed using the
criteria of Hopman et al. (1988).

FISH analysis of MN was performed using a
human pancentromeric probe labeled with biotin
(1695-B Pan Centromeric Probe Biotin Cambio Ltd.,
UK). This probe was previously tested on metaphase
chromosomes for centromere-specific labeling. Here,
FISH was also applied on cells fixed in methanol/
acetic acid using recently made slides, according to
modified protocols (Kapka et al. 2007). MN was
counterstained with DAPI/antifade. The MN present
in the binucleated lymphocytes with intact cytoplasm
was examined for the presence of one or more
centromeric spots and was classified as centromere
positive (C+MN) or centromere negative (C—MN). At
least 2,000 binucleated lymphocytes were scored for
each subject.

Comet assay
A total of 118 samples were chosen (39 from Monte

Alegre, 21 from Prainha, 17 from Alenquer, and 41
controls) based on the prerequisite of no recent history of
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smoking (Table 1). Lymphocyte samples isolated from
the controls were exposed to the chemotherapeutic drug
doxorubicin (0.55 uM) for 3 h and evaluated as positive
control. Peripheral blood lymphocytes were isolated by
Ficoll density gradient (Hystopaque 1077; Sigma Diag-
nostics, Inc., St. Louis, USA), incubated for 3 h at
different concentrations of MnCl,"4H,O (15, 20, and
25 uM) and then mixed with low-melting-point
agarosis.

The alkaline version of the comet assay (single-cell
gel electrophoresis) was performed as described by
Singh et al. (1988), with minor modifications. Slides
were prepared in duplicate, and 100 nucleoids were
screened per sample (50 cells from each duplicate
slide) with a fluorescence microscope (Zeiss) equipped
with a 515-560-nm excitation filter, a 590-nm barrier
filter, and a x40 objective. Undamaged cells appeared as
intact nuclei without tails, whereas damaged cells had
the appearance of a comet. Comets were classified
visually as belonging to one of five classes according to
tail size and given a score of 0, 1, 2, 3, or 4 (from
undamaged=0 to maximally damaged=4). Thus, the
total damage score for 100 comets ranged from 0 (all
undamaged) to 400 (all maximally damaged) (Speit and
Hartmann 1999). The DNA damage index (DI) is
based on the length of migration and on the amount of
DNA in the tail and is considered a sensitive measure
of DNA damage.

Statistical analysis

Variables were submitted to Student’s ¢ test. For CA
and conventional MN assay, data of normal distribu-
tion were analyzed by one-way ANOVA. Gaps were
recorded but not included in the total number of
chromosomal aberrations and percentage of aberrant
metaphases. For the comet assay, data were analyzed
by one-way ANOVA followed by Tukey’s test, and
for the FISH assay all statistical evaluations were
made using a chi-squared test. The level for statistical
significance (P) was established at 5% (P<0.05).

Results

The demographic characteristics of the study subjects
are listed in Table 1. There were no significant base-
line differences between the control and exposed
groups (Monte Alegre, Prainha, and Alenquer) with
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respect to age, gender, and smoker or nonsmoker
status (P>0.05).

Chromosomal aberration assay in lymphocytes

Table 2 shows the mitotic index, type, and frequency
of chromosomal aberrations in lymphocytes of con-
trols and exposed individuals from Monte Alegre,
Prainha, and Alenquer. No significant variations were
found in MI between the study populations and the
control group (P>0.05).

In both groups, the most frequent alterations found
were chromosome and chromatid breaks. Rearrange-
ments such as dicentric and ring chromosomes and
triradial figures were rare. The frequency of structural
and numerical (polyploidies and endoreduplications)
CAs observed in the individuals of the control group
was not statistically different from the frequency
observed in the study populations. Additionally, the
frequencies of chromosomal aberrations obtained
stratified for both genders were not statistically
different (P>0.05).

There was no significant difference in the frequency
of CAs found in smokers and nonsmokers of the control
population. The same observation was made in the
study population and when comparing this habit
between the groups. The percentage of aberrant meta-
phases was also statistically similar in all categories
(P>0.05; Table 2).

Conventional cytokinesis-block micronucleus assay
in lymphocytes

Table 3 shows the frequency of MN in binucleated
lymphocytes and the CBPI of controls and exposed
groups. The MN frequencies in peripheral blood
lymphocytes of individuals from Monte Alegre,
Prainha, and Alenquer were not higher than the ones
found in the control group (1.92, 1.07, 1.48, and 2.09
MN/1,000 BC, respectively). Individuals from Monte
Alegre and Prainha presented lower MN frequencies
than the ones found in Alenquer and in the controls
(P<0.05). Alenquer presented the highest MN fre-
quency, but it was also not statistically significant
when compared to controls (P>0.05). Most lympho-
cytes presented only one MN per binucleated cell.
The MN frequencies were significantly higher in
the smokers of the control group and Prainha than in
the nonsmoker controls and subjects from Prainha (P
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Table 2 Mitotic index, type, and frequency of chromosomal aberrations in lymphocytes of controls and of exposed individuals from
Monte Alegre, Prainha, and Alenquer

Groups Sample size  MI(%) Chromosomal aberrations Ctg  Polypl End Aberrant metaphases (%)*
Ctb  Chb Ex Total® (%) Mean + SD
Total 143 4.48 0.75 0.88 0.29 0.15 1.32 13 14 1.03+0.48
Control 47 460 0.64 095 023 0.17 1.36 3 2 1.12+0.40
Nonsmoker 38 4.61 0.61 095 022 0.17 1.34 1 1 1.03+0.27
Smoker 9 444  0.83 1.00 033 0.16 1.50 2 1 1.33+£0.93
Monte Alegre 47 480 070 104 0.25 0.13 1.43 4 3 1.06+0.57
Nonsmoker 39 4.82 0.66 1.07 023 0.10 1.11 3 2 0.92+0.56
Smoker 8 466  0.85 0.85 037 0.25 1.55 1 1 1.09+0.54
Prainha 28 406 082 0.61 032 0.14 1.11 2 5 0.93+0.54
Nonsmoker 21 4.09 0.81 0.52 0.24 0.14 0.95 1 2 0.90+0.67
Smoker 7 399  0.86 0.86 0.57 0.14 1.57 1 3 1.14+0.38
Alenquer 21 4.01 1.00 0.71 048 0.14 1.33 4 4 0.90+0.30
Nonsmoker 17 4.13 1.00 0.71 047 0.12 1.29 3 2 1.00+0.00
Smoker 4 3.82 1.00 0.75 050 0.25 1.50 1 2 0.88+0.33

Cells analyzed per individual for chromosome aberrations, 100; cells were analyzed per individual for MI, 1,000

Ctg chromatid gaps, Ctb chromatid breaks, Chb chromosome breaks, Ex exchange figure, SD standard deviation, Polyp! polyploid
cells, End endoreduplication

# Ctg not included. Statistically nonsignificant differences among the groups (P>0.05)

Table 3 Frequency and distribution of MN in BN and CBPI of controls and of exposed individuals from Monte Alegre, Prainha, and
Alenquer

Groups Sample size  Total BN scored MN/1,000 cells BN  Distribution of MN Total MN scored CBPI
Mean + SD 1 2 3 Mean + SD
Total 143 283.237 1.64+0.46 435 13 0 461 1.68+0.20
Control 47 94.000 1.92+1.49 170 6 0 182 1.68+0.39
Nonsmoker 6 12.000 2.33+0.81 24 2 0 28 1.61+0.30
Smoker 41 82.000 1.86+1.40 146 4 0 154 1.73£0.18
Monte Alegre 47 91.237 1.07+0.98* 96 2 0 100 1.53+0.35
Nonsmoker 8 16.000 1.13+0.88 15 0 0 15 1.65+0.34
Smoker 39 75.237 1.06+1.15 81 2 0 85 1.51+0.27
Prainha 28 56.000 1.48+1.15* 87 3 0 93 1.54+0.19
Nonsmoker 7 14.000 2.25+1.48 45 2 0 49 1.60+0.09
Smoker 21 42.000 0.86+1.34 42 1 0 44 1.52+0.22
Alenquer 21 42.000 2.09+1.47%* 82 2 0 86 1.96+0.15
Nonsmoker 17 34.000 1.75+£1.40 70 1 0 72 2.15+£0.29
Smoker 4 8.000 2.18+1.61 12 1 0 14 1.94+0.10

For most cases, 2,000 binucleated lymphocytes were analyzed per individual. CBPI = 500 cells per individual.

*P<0.05 (statistically significant difference compared to controls); **P<0.05 (statistically significant difference compared to Monte
Alegre group)
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<0.05). These groups were matched for age and
gender. In the groups from Monte Alegre and
Alenquer, there were no statistically significant differ-
ences between smokers and nonsmokers. The results
of the CBPI index are also shown in Table 3. The
CBPI index was slightly higher in the individuals
from Alenquer, but the difference was not statistically
significant (P>0.05). There was no difference in the
mean CBPI between the groups.

Fluorescence in situ investigations

The presence of an /GH/BCLZ2 translocation was
detected in 1.9% of the cells in the control population.
The population of Prainha presented the highest value
(2.5%); however, this value was considered to be a
false positive, since it was below the 7% cutoff value
(Jiang et al. 2002; Table 4).

Table 5 presents the number of signals by nuclei of
the MYC gene and the 22q11-12 chromosome region.
In the control population, 98% of the cells presented
two signals for these two markers. The population of
Monte Alegre was the one with the lowest percentage
of cells with two alleles for the MYC gene (97.5%),
while the population of Prainha showed the lowest
percentage of cells with two signals for the chromosome
region 22q11.2 (97.4%). These values are statistically
not different from the controls and are below the 7%
cutoff limit established for the single-cell DNA
sequence FISH assays (Costa Raiol et al. 2008).

The frequencies of the different types of C+MN
and C—MN of the exposed individuals and of the

Table 4 Number of positive and negative signals for chromo-
somal translocation t(14;18) by nuclei in the control group and
in the exposed populations, determined by FISH in peripheral
blood lymphocytes

Groups Sample % t(14;18)- % t(14;18)- SD
size positive negative

Control 15 1.93 (n=58) 98.07 (n=2,942) 1.30

Monte Alegre 15 2.06 (n=62) 97.94 (n=2,938) 1.64

Prainha 15 2.23 (n=67) 97.77 (n=2,933) 1.88

Alenquer 15 2.33 (n=70) 97.67 (n=2,930) 2.02

Total 60

Cells analyzed per individual (interphase nuclei and meta-
phases), 200

SD standard deviation
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controls are presented in Table 5. The FISH technique
revealed the presence of clastogenic and aneugenic
effects in the peripheral blood lymphocytes of both
groups, based on the MN C+ and C— constitution.
The aneugenic effect, represented by the C+MN, was
slightly more pronounced than the clastogenic effect,
represented by the C-MN. However, this difference
was not statistically significant (P<0.05), and the
frequency of MN in the individuals of the exposed
and control groups was within the expected range, 1i.
e., part of the basal frequency of MN described by
human peripheral blood lymphocytes defined as 6.5
MN/1,000 BN (Bonassi et al. 2001). There was no
difference in the C+MN/C—MN proportion between
the smoker and nonsmoker subgroups (P<0.05).

Comet assay

The alkaline comet assay demonstrated that there was
no statistical difference between the DIs of the
population of Monte Alegre, Prainha, and Alenque
and of the control group (P>0.05; Fig. 2). None of
the three populations studied showed DNA damage
values equal to that of the lymphocytes treated for 3 h
with 0.5 uM doxorubicin.

Discussion

The use of natural origin material such as soil, cement
stone, limestone, fertilizers, and others for a variety of
human activities can become a major additional
source of chronic exposure to ionizing radiations.
Since 1977, radiometric surveys and geologic charac-
terizations performed in the region under study
(Fig. 1), precisely at 20 km from the municipality of
Monte Alegre, have revealed the occurrence of
uranium in the rocks, resulting from mineral outcrops
in the past (Pereira et al. 1983; Melo 1999). However,
uranium radiation levels found in our studied region
are considered low [35 ppm of U>0®] when compared
to levels found on other parts of the world, like Tushki
and Kalabsha area, in upper Egypt, where uranium
concentration varies between 591 and 2,051 ppm.
Samples from Southeastern Asia and Turkey also
presented higher uranium concentration of 106 and
1,353 ppm, respectively (El-Dine et al. 2004).

Melo (1999) analyzed rock and soil samples from
the study region and observed that, although the
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The ingestion of uranium-contaminated water was
observed in Finland (Kurttio et al. 2006), but the
cytotoxicity indicators to internal exposure to this
natural radionuclide were negative, and an evaluation
of the kidneys in the exposed population did not show
the presence of renal dysfunction. Similarly, in this
study, none of the interviewed volunteers informed
the presence of renal disease (data not shown).

The cytogenetic effects of chronic exposure to low
levels of radiation are so far not entirely clear (Chang
et al. 1999; Miller et al. 2005). According Milacic et
al. (2004), exposure to low-level doses of radiation
does not influence human health directly; however,
5-10% of the populations are naturally radiosensitive,
and all radioactive doses above natural levels natural
can produce biological effect in such individuals.

DU, a byproduct of the uranium isotope enrichment
process with low specific radioactivity (Hindin et al.
2005), can be used as a parameter for comparison.
Answering war veterans’ concerns and as part of an
ongoing medical surveillance program for US military
veterans exposed to DU, biological monitoring of
urine uranium concentrations has been carried out by
the Department of Veterans Affairs since the early
1990s (Army Environmental Policy Institute 1995).
McDiarmid et al. (2004) and Dorsey et al. (2009)
demonstrated that veterans with retained DU fragments
kept high urine uranium levels compared with those
without embedded fragments. Findings to date reveal
that, in addition to subtle perturbations in some proximal
tubular parameters, genotoxic alterations are also
observed, including an association of hypoxanthine—
guanine phosphoribosyl transferase mutation frequency
with high urine uranium levels.

A study performed by Milacic et al. (2004), in
South Serbia, an area where war ammunition was
used and uranium-induced radioactivity exceeded
values over 200,000 Bq, only 14% of the habitants
presented urine samples contaminated by DU, but
cytogenetic alterations found in these individuals were
superior to the one found on their control area (non-
contaminated area in central Serbia) and inferior to
chromosomal aberration frequency found in occupa-
tionally exposed workers.

The cytotoxicity of DU in studies performed in
vitro with different cell lines and types varies from
doses of 200 to 800 uM (Mirto et al. 1999; Carriére
et al. 2004; Wan et al. 2006). NRK-52" cells undergo
death by apoptosis after exposure to low doses of DU.
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With high concentrations of DU, the cells underwent
necrosis (Thiébault et al. 2007). The MI of the
populations of Monte Alegre, Prainha, and Alenquer
did not present significant differences compared to the
control population (P>0.05). It is possible that, in the
individuals analyzed, the chronic exposure to low
radiation levels did not interfere with the progression
of the cell cycle.

The in vitro exposure of different cell types to DU
increased the frequency of MN (Miller et al. 2001a, b,
2003) and the phenotype transformation rate of the
cells (Miller et al. 1998). Yazzie et al. (2003) reported
that the inhaling of DU by rats can produce breaks and
oxidative damage to the nitrogenated bases of the DNA.
A direct interaction of DU with DNA was reported by
Stearns et al. (2005) and Lin et al. (1993) in Chinese
hamster ovary EM9 cells, which demonstrated that DU
can form DNA adducts, MN, and CAs. Human
osteoblasts also presented these alterations after expo-
sure to DU (Miller et al. 2002, 2003).

The frequency of chromosomal aberrations and
MN observed in the control group individuals was not
statistically different from the frequency observed in
the Monte Alegre, Prainha, and Alenquer populations
(P>0.05). The uranium emission in the geographic
region where our study populations live is probably
insufficient to induce breaks in the DNA molecule or
to interfere with the setting up of the spindle fibers
or the damage caused by the emitted radiation is
susceptible to cell repair.

We also found no significant differences in the MN
and CA frequencies between genders (P>0.05). This
finding is in agreement with the study of Gourabi and
Mozdarani (1998), who observed that the distribution
and frequency of MN in lymphocytes of individuals
occupationally exposed to radiation and controls were
not different when genders were compared. Joseph et
al. (2004) also found no significant differences
between both genders regarding the MN frequencies
of individuals occupationally exposed to radiation.

The smoking habit is obviously an additional
factor that can cause changes in the cellular genome.
There is a synergism between tobacco smoke and
exposure to radon progeny radiation (Balmes and
Scannell 1995), increasing the risk of developing lung
cancer tenfold to 20-fold compared to nonsmokers
(TAEA 1986).

Smokers who smoke a large number of cigarettes
per day (>20) and are exposed to low levels of
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radiation present a higher frequency of MN formation
than exposed individuals who are nonsmokers or
smoke only a small amount of cigarettes per day
(Fenech 1993; Dias et al. 2007).

Mészaros et al. (2004) studied a group of 141
individuals who worked in uranium mines and were
exposed to inhalation of radon progeny for different
periods of time, upon termination of the mining
activities and 20 years later. Chromosome analysis
revealed that the aberrations found immediately after
the mine decommissioning persisted in the miners’
cells for a long time. Thus, the inhalation of radon and
its decay products would produce long-term clasto-
genic effects. In our study population, we do not
expect to find long-term chromosomal alterations,
once currently the alterations found did not show any
difference from the controls.

The FISH assay was used in an attempt to explain
the origin of the MN present in the lymphocytes of
the examined population. The question was whether
they were induced by the aneugenic or clastogenic
effects of ionizing radiation of uranium, chemicals
(because the uranium is a natural heavy metal), or by
smoking. Since the constitution of MN is influenced by
the type of exposure as well as by biological factors (age
and gender), the characterization of the MN contents is
likely to be particularly important when the micronu-
cleus assay is used for biomonitoring of human
genotoxic effects (Kapka et al. 2007). Literature data
support that exposure to low levels of ionizing
radiation and smoking may increase micronuclei
frequencies. A higher frequency of micronuclei was
observed in subjects that smoked a higher number of
cigarettes per day when compared with healthy non-
smokers or low-level smokers (Fenech 1993; Tsai et al.
2001). Dias et al. (2007) found difference in micro-
nuclei frequency in the exposed smokers, when
compared to control smokers exposed to low levels
of ionizing radiation. Catelinois et al. (2006) also
estimated a higher level of predicted lung cancer
deaths attributable to indoor radon exposure on
smokers compared to nonsmokers.

In this investigation, we did not observe any
difference in the induction of genotoxicity between
smokers and nonsmokers. All our smoker subjects
had low daily cigarette intake and most of them in an
acute exposure. These data are in accordance with
Baias et al. (2010), who determined that the effects of
acute smoking even protect the lung from radiation

damage due to an increase in mucus secretion and in
the thickness of this layer that can protect cells from
alpha particles emitted from the gel phase of mucus
layer. However, these apparent “advantages” of smok-
ing disappear with continued exposure. Chronic expo-
sure can induce changes in the epithelial structure, like
metaplasia of the goblet cells into inflammatory cells
that are located very close to the epithelium surface. The
combined effect of these factors eventually increase the
dose in heavy long-term smokers by about a factor of 2
relative to that of a healthy nonsmoker.

Based on the research carried out in uranium miners,
it was suggested that low percentage of C+MN may be a
marker of genomic instability and cancer predisposition
(Kryscio et al. 2001). Our results revealed the presence
of C+MN and C—MN in the study populations and in
the controls (Table 5). There was no difference in the
proportion of C+MN/C—MN between the study and
the control populations or between the smoker and
nonsmoker subgroups.

With regard to the control population, our results
are similar to those of Thierens et al. (2000) and Attia
(2007), who analyzed the chromosomal composition
of micronuclei in mouse bone marrow and human
lymphocytes, respectively, as in these studies the
controls presented no differences between the number
of C+MN and C—MN either. On the other hand, in
studies like those of Kryscio et al. (2001) and Kapka
et al. (2007), the levels of C—MN in the individuals of
the control populations were found to be significantly
lower than those of C+MN.

Different results have been reported when the effect of
ionizing radiation on the MN composition was analyzed.
Thierens et al. (2000) studied lymphocytes from
hospital workers occupationally exposed to X-rays and
gamma radiation using an MN centromere assay and
found an increase in C+MN in the exposed individuals
compared to the controls. We did not observe any
increase in the number of C+MN in the study
populations. Surprisingly, a previous work (Vral et al.
1997) on MN performed on cells exposed in vitro to
low-dose gamma radiation showed that the radiation-
induced MN were mostly C—MN, reflecting the
clastogenic action of radiation. In contrast, an increase
of both types of MN, C+MN and C—MN, was found by
Chang et al. (1999) in individuals submitted to gamma
ionizing radiation compared to the control population.

As already mentioned, so far, little is known about
the effect of low-dose radiation on the exposed
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individuals, the results obtained by different authors
are contradictory, and further studies are necessary to
determine whether the effect on MN is specific to
each kind of ionizing radiation.

In the case of DU, this would mean high concen-
trations, as reported by Monleau et al. (2006) who,
using a comet assay, detected a genotoxic effect of
DU in bronchoalveolar cells of rats, but only at high
concentrations. Thiébault et al. (2007), using the
comet assay, detected double- and single-strand
breaks and/or labile sites on the DNA, after exposure
of NRK-52" cells to sublethal and lethal concentrations
of DU. DNA lesions increased in direct proportion to
the uranium concentration.

In our study population, the DNA molecule damage
rate detected by the comet assay was not different from
the one found in our control population. However,
comparing these populations with the positive control
(lymphocytes from the individuals, treated for 3 h with
0.5 uM doxorubicin), they all presented a statistically
significant difference (P<0.01). Smokers were not
included in this assay because its sensitivity is high
and the smoking habit is considered a confounding
factor (Moller et al. 2000).

Based on the data of Monleau et al. (2006),
Thiébault et al. (2007), and the present study, it
seems possible that DU at low concentrations or the
low radiation of natural uranium induce small lesions
in the DNA, which can be efficiently repaired by the
exposed cells. This assumption is consistent with the
observation of Prat et al. (2005), who reported that
cultured normal human kidney cells exposed to low
concentrations of DU return to the normal status,
whereas contamination with high concentrations leads
them to irreversible cell death (Prat et al. 2005).

In the present work, individuals of the study
populations presenting a greater amount of CA, even
if not exceeding 5% of the analyzed cells, were
compared with controls for three carcinogenesis gene
markers. Urnovitz et al. (1999) suggested that genetic
alterations in the 22q11.2 region, possibly induced by
exposure to environmental genotoxins, as uranium,
during the Persian Gulf War, may have played a role
in the pathogenesis of the Gulf War Syndrome.
However, in our study population, FISH analysis did
not reveal an increased number of copies of this
chromosome region.

The MYC gene did not present an increase in the
number of alleles in the analyzed individuals either.
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MYC is generally recognized as an important regulator
of apoptosis (Meyer et al. 2006). In vivo studies,
performed in rats and mice, demonstrated that DU
alters gene expression, particularly of genes involved
in apoptosis (Taulan et al. 2004; Monleau et al. 2006;
Wan et al. 2006). In human renal cells, the expression
of genes related to apoptosis was also reported to be
altered after exposure to DU (Prat et al. 2005).
Amplification of a wild-type MYC protein is sufficient
to lead to cellular transformation in vitro and tumor-
igenesis in vivo (Chung and Levens 2005).

The third marker studied in the present work was
the presence of t(14;18)(q32;q21), which fuses genes
IGH and BCL-2 and characterizes acute lymphoblastic
leukemia. This IgH/BCL2 rearrangement results in
overexpression of the BCL-2 oncogene, which is
thought to result in neoplasia by interfering with the
normal apoptosis of B lymphocytes (Jiang et al. 2002).

The presence of this aberration is however not
sufficient for the development of acute lymphoblastic
leukemia, once it can also be found in nonneoplastic
cells (Janz et al. 2003; Brassesco 2008). However, the
increased survival of B cells allows the accumulation
of the DNA damage, favoring the development of
acute lymphoblastic leukemia (Liu et al. 1994; Bésecke
et al. 2002).

A number of cases of acute lymphocytic leukemia
above the expected for that population were found in
the town of Fallon, NE, USA. In that region,
measurements performed in wells detected gross-
alpha radioactivity and increased arsenic, radon, and
uranium concentrations (Seiler 2004). In another
study (Axelson et al. 2002), cases of acute lympho-
cytic leukemia were identified between 1980 and
1989 in individuals under the age of 20 years in a
region of Sweden. The presence of uranium was
detected in the concrete used to build houses. The
results of this epidemiologic study suggest risk of
acute lymphocytic leukemia from indoor ionizing
radiation among children and young adults.

We did not find t(14;18)(q32;q21) in more than
5% of the analyzed cells, in either the individuals of
the population exposed to uranium or the controls.
According to Jiang et al. (2002), values below 7% can
be considered false positives, even though Brassesco
(2008) suggested that different lymphoma/leukemia-
associated rearrangements, such as /[GH/BCL2, can be
found in a small percentage of cells of healthy
individuals, without apparent oncogenic consequences.
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Table 6 Frequency of MN signals determined by FISH in 1,000 BN per sample of the three study populations and of the control

group, by smoking habits

Groups Sample size Number of MN/1,000 BN (mean + S.D.)
Total MN C+MN C-MN C+MN(%)/C—MN(%)

Exposed 60 2.03+£0.72 1.07+0.61 0.96+0.43 52.67/47.33
Nonsmoker 41 1.94+1.79 0.96+0.68 0.984+0.51 49.69/50.31

Smoker 19 2.214+0.48 1.18+0.34 1.03+0.31 53.57/46.43

Control 15 1.83+0.52 0.97+0.13 0.86+0.48 52.73/47.27
Nonsmoker 10 1.85+0.63 0,95+0.16 0.90+0.57 51.35/48.65

Smoker 5 1.80+0.27 1.00£0.00 0.80+0.27 55.56/44.44

Total 65

Statistically nonsignificant differences among the groups (P>0.05)

C—MN MN containing acentric chromosome fragment signals, C+MN MN containing one or more whole chromosome signals

Although the number of cells analyzed, in the
different techniques used in this work (Tables 2, 3, 4,
5, and 6), is in compliance with a few genotoxicity
studies protocols, it was not high enough to enable a
better assessment, mainly in the methodologies that
needed cell culture, such as the CA and MN analysis.
As mentioned before, the lymphocyte cultures were
performed in the study region, located in a large rural
area, where the conditions were not optimal to obtain
a number of cells higher than the one presented in this
work.

For this kind of study, which includes cytogenetic
analysis, the sample size of 143 individuals (96 of the
study population and 47 control individual) is
appropriate, like the study conducted by Wolf et al.
(2004), which allowed the detection of differences
between 95 uranium and coal miners and 23 control
individuals. However, for the study of another kind of
association, such as the identification of interindividual
differences in environmental cancer risk assessment
(Ketelslegers et al. 2008), the sample size of this
present study may be considered small.

The mean radiation emitted in the homes built
with uraniferous rocks in Monte Alegre was 116+
84 Bq m >, a value that is slightly above half the
maximum value established by the ICRP (1993),
which recommends radiological intervention for
values varying from 200 to 600 Bq m . Thus, the
values measured in Monte Alegre would not represent
risks to the population’s health from the viewpoint of
radiological protection. Our results corroborate the
limits established by the ICRP. Given the lack of

records in the control cities and the relatively low
exposure in the exposed cities, a possible explanation
for the absence of genotoxic effects found and that
must be considered is that exposure to uranium did
not differ substantially between these cities.

On the other hand, the populations studied in this
work come from a rural area, where a great amount of
vegetables and fruit are consumed. We could hypoth-
esize that substances which are part of the composi-
tion of this kind of food might have exerted a
protective effect against radiation.

Irradiation of the human body from external
sources is mainly by ~ radiation from radionuclides
in the uranium (***U) and thorium (***Th) series and
from potassium (*°K). Natural uranium exposure
might be enhanced by these radionuclides and their
progeny (UNSCEAR 2008). In the mining industry,
workers may be exposed to enhanced natural radia-
tion. In some mines, thorium and uranium are the
principal nuclides of concern in occupational radio-
protection programs. In others, the main problem is
radon exposure (Lipsztein et al. 2001). We do not
have data concerning radiation doses from other
sources, like cosmic rays, “°K, 2**Th, or anthropo-
genic sources, but the purpose of the present study is
to evaluate potential DNA damage caused by chronic
exposure to radiation.

Although it is hard to determine if the exposure to
uranium-produced radiation, in the geographic region
where the studied population lives, is too low to cause
significant DNA damage, the analyses used in this
work did not detect genetics alterations or interference
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in the setting up of the spindle fibers and to impair the
progression of the cell cycle in the Prainha, Monte
Alegre, and Alenquer volunteers cells. Another
possibility is that the radiation of natural uranium
induces DNA lesions, which can be efficiently
repaired by the exposed cells.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

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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