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CHUMBO-210 E FREQUENCIA DE MICRONUCLEOS EM CELULAS
ESFOLIATIVAS DA URINA DE FUMANTES EM FUMANTES E NAO FUMANTES

RESUMO

A presenca de diferentes substancias genotdxicas, como os produtos do decaimento do *°Pb,
um elemento amplamente encontrado no cigarro, pode causar danos genéticos e contribuir
para evolucdo de neoplasias malignas, o que evidencia a necessidade de monitoracéo
constante dos fumantes. Bioindicadores, a exemplo de microntcleos (MN’s) sdo largamente
empregados nos estudos das a¢des de agentes genotoxicos em seres humanos. Normalmente,
em grupos formados por fumantes, séo utilizadas amostras da mucosa bucal para avaliagdo da
frequéncia de micronucleos. No entanto, raros sdo os estudos que procuram utilizar como
matriz amostras de urina para essas determinacgdes. O presente trabalho avaliou a frequéncia
de micronucleo em células esfoliativas na urina, bem como os teores de Chumbo-210 em
urina coletada durante 24 horas de individuos fumantes e ndo fumantes, com o objetivo de
avaliar a utilizagdo desta matriz como indicadora da suscetibilidade a danos genéticos em
voluntarios fumantes. Foram coletadas amostras de urina de 30 voluntarios (15 ndo fumantes
e 15 fumantes). Para as analises de microntcleo em urina foram obtidas células esfoliativas
através de uma série de centrifugacdes e lavagens com NaCl a 0,9%. A fixacdo e coloracéo
empregadas foram metanol/acido acético e Giemsa, respectivamente. Para determinar as
concentracdes de 2'°Pb, utilizou-se a técnica da resina trocadora de fons. Nesse caso, o *:°Pb
foi precipitado na forma de PbCrO,4. O detector Canberra Tennelec S5E foi utilizado para
determinar o ?°Ph. As concentracdes de *°Pb na urina dos fumantes variaram de 49,7 a
158,65 mBq.L™?, enquanto os ndo fumantes apresentaram valores abaixo de 45 mBq (LD).
Nesta pesquisa, os resultados relacionados ao “*°Pb sugerem que fatores como a idade, tempo
de tabagismo e quantidade de cigarros nao exerceram influéncia estatisticamente significante
sobre os valores de excrecdo do #°Pb, entretanto o hébito tabagista contribui para 0 aumento
das concentracbes encontradas na urina. Foi encontrada uma frequéncia média para
microndcleo em ndo fumantes de 0,0036 + 0,001 e, em fumantes foi de 0,0068 £ 0,002. Os
resultados indicam um aumento expressivo da frequéncia de micronlicleos em células
esfoliativas de individuos fumantes em relacdo aos ndo fumantes, sendo este aumento
estatisticamente significativo. A analise estatistica dos componentes principais (ACP) sugere
gue a quantidade de cigarros esta relacionada com os micronucleos, no entanto, ndo houve
correlacdo estatisticamente significante com as concentra¢ées de Chumbo-210. Os resultados
obtidos sugerem que a urina pode ser utilizada como matriz bioldgica para a avaliacdo da
suscetibilidade a danos genéticos ocasionados pelos compostos presentes no cigarro,
comportando-se como uma ferramenta eficiente para a monitoracdo humana.

Palavras-Chave: Urina, Micronucleos, Fumantes, Radionuclideos Naturais, Biomonitoracao.



LEAD-210 AND MICRONUCLEUS FREQUENCY IN EXFOLIATIVE CELLS FROM
URINE OF SMOKERS AND NON-SMOKERS

ABSTRACT

The presence of different genotoxic substances in cigarette smoke can cause genetic damage
and contribute to development of malignancies, which highlights the need for constant
monitoring of smokers. Biological indicators, such as the frequency of micronuclei (MN) are
widely used to study the action of genotoxic agents in human beings. Usually in groups
formed by smokers, the buccal mucosa samples are used to assess the frequency of
micronuclei. However, few studies that seeks to use as a template urine samples for these
determinations. The aim of this study was to evaluate the frequency of micronuclei in
exfoliated cells as well as Lead-210 levels in 24-hour urine from smokers and nonsmokers, in
order to evaluate the use of this matrix as an indicator of susceptibility to genetic damage in
smokers volunteers. Because it is an array easy to obtain and allow an analysis of various
elements were collected urine samples from 30 volunteers (15 smokers and 15 non-smokers).
For the analysis of micronucleus, exfoliative cells from urine were obtained by a series of
centrifugations and washings with NaCl 0.9%. Carnoy | fixation and Giemsa staining were
employed, respectively. To determine the *°Pb, we used the technique of ion exchange resin.
In this case, the **°Pb was precipitated in the form of PbCrO,. #°Pb beta counts were
conducted in a Canberra Tennelec S5E detector with a detection limit of 45 mBq. The results
indicated that the urine is an excellent matrix for assessing the degree of exposure to lead-210,
especially for smokers, the group of most interest to monitoring. The non-smokers present
values above 45mBq and Smokers have shown higher values for ?°Pb in urine that ranged
from 49.7 to 158.65 mBq.L™. In this research, the results related to this radionuclide suggest
that factors such as age, smoking time and number of cigarettes have little influence on the
219pp excretion values, though the tobacco habit contributes to the concentrations found in the
urine. The average rate for micronucleus found in nonsmokers was 0.0036 + 0.001 and 0.0068
+ 0.002 in the smokers. The results showed a significant increase in micronuclei frequency in
exfoliated cells of smokers compared to nonsmokers, which is statistically significant
increase. Statistical analysis also suggest that the number of cigarettes are related to the
micronuclei, however there is no statistical correlation with the concentrations of Lead-210.
The results suggest that urine can be used with biological matrix for assessing genetic
susceptibility to damage caused by the present compounds on the cigarette, behaving as an
efficient tool for human monitoring.

Keywords: Urine, Micronucleus, Smokers, Natural Radionuclides Biomonitoring.
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1 INTRODUCAO

A Organizacdo Mundial de Saude considera o tabagismo como um problema de saude
publica, pois se acredita que o habito de fumar tenha matado milhGes de pessoas ao redor do
mundo. O Brasil figura como um dos paises onde o consumo de cigarro € elevado, se
comparado a outros lugares do mundo, e a consequéncia disso sdo os indices de mortes por
doencas tabaco-relacionadas reportados (WHO, 2003).

O habito de fumar é considerado uma dependéncia quimica e expde 0S Seus USUArios a
diversas substancias toxicas, incluindo substancias radioativas como 0s descendentes do
uranio. Dentre tais descendentes o ?°Pb e #°Po sdo elementos de considerada importancia
radiolgica, pois a sequéncia de decaimento #*°Pb - ?°Bi - #°Po contribui para o aumento da
dose interna no homem (SPENCER et al., 1977; YAMAMOTO et al., 1994).

Estes elementos podem entrar no corpo humano através dos alimentos, da agua e
inalacdo da fumaca de cigarro. Neste caso, a alta temperatura na queima dos componentes do
tabaco, principalmente o *!°Pb e ?'°Po, sublimam para os pulmées dos fumantes, tornando-se
disponiveis para a corrente sanguinea (PARFENOQV, 1974; SKAWARZEC et al., 2001a).
Ainda que o conhecimento dos efeitos da radiacdo em longo prazo, nos sistema bioldgicos,
seja bastante difundido, é de grande importancia estudar o grau de assimilagdo do #°Pb em
situacdes onde o consumo de cigarro é elevado.

Um dos possiveis efeitos na salde humana, oriunda da assimilacdo desses
radionuclideos, é o aumento do risco relacionado ao desenvolvimento de cancer.
Levantamentos realizados pelo Instituto Nacional do Cancer (2014) mostram que a maior
parte dos Obitos dos brasileiros, relacionados com canceres, tem o tabagismo como fator de
risco.

O uso de indicadores biologicos é a forma mais adequada para monitorar os fumantes.
Dentre esses indicadores, a urina demostra potencial para indicar a exposi¢do a fumaca de
cigarro, além de estabelecer os riscos a que estdo sujeitos os individuos que possuem contato
com ?Pb, oriundo do hébito de fumar.

Por outro lado, ferramentas como a analise citogenética também se mostram
adequadas para avaliar os efeitos causados pela exposicdo as radiacdes emitidas por estes
radionuclideos, uma vez que estas podem induzir & mutacdo @énica, aberracfes
cromossdmicas e morte celular. Dentre as técnicas utilizadas para avaliar os possiveis danos

bioldgicos, que surgem apds exposicdes dos organismos a certas doses de radiacdo ionizante,
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0 teste do microndcleo tem sido largamente aplicado (FERNANDES, 2005; PINTO et al.,
2010).

A literatura especifica define microntcleos como produtos da ndo inclusdo de
cromossomos inteiros ou fragmentos de DNA, do nicleo principal celular, durante o processo
de divisdo. A frequéncia de micronucleo nas células é utilizada como indicativo para a
avaliacdo do dano em nivel celular, que um agente (fisico, quimico ou biol6égico) pode estar
causando (SILVA, 2010). Linfdcitos do sangue periférico e células esfoliativas, como as da
mucosa bucal e do uretélio, sdo amplamente utilizadas para este propésito (FENECH et al.,
1999a).

A urina é uma matriz utilizada para indicar contaminacio cronica ao *°Pb e o
micronucleo é um achado indicativo para o dano genético. A avaliagdo conjunta desses dois
bioindicadores é rara e necessitam de maior aprofundamento. Além disso, o fato de haver
indagacOes a cerca da relagéo entre a causa e o efeito envolvendo o micronucleo justificam
estudos mais especificos envolvendo este elemento, no intuito de esclarecer seus efeitos
toxicos e radiologicos. Trabalhos como este poderdo auxiliar na investigacéo e sinalizacdo dos
riscos associados ao tabagismo no desenvolvimento de patologias malignas.

Como o tabagismo é um sério problema de salde publica e levando-se em
consideracdo a importancia da monitoracdo humana, no intuito de estabelecer o grau de risco
a que os individuos fumantes estdo sujeitos, o objetivo geral deste trabalho foi investigar o
potencial dano genético causado pelo tabagismo atraves da frequéncia de micronucleos em
células esfoliativas presentes na urina, bem como avaliar a associacdo entre 0 habito tabagista

e a concentracdo de Chumbo-210 nessa matriz bioldgica. Como objetivos especificos:

1) Aplicar o método da separacdo radioquimica das resinas trocadoras ions para isolar
0 Chumbo-210 presente na urina, de acordo com os critérios estabelecidos pela
ANVISA.

2) Construir curvas de calibracdo para a resposta do detector proporcional alfa beta,

no intuito de estabelecer o Limite de Deteccdo e Eficiéncia no Platd Beta.

3) Determinar a concentracdo em atividade do Chumbo-210 excretado na urina de
fumantes coletada durante 24 horas, e em seguida, comparar as concentragdes

deste radionuclideo em relacéo as amostras dos ndo fumantes (NF).
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4) Implantar o teste do micronucleo no Departamento de Energia Nuclear da UFPE,

utilizando células esfoliativas presentes na urina.
5) Correlacionar a frequéncia de micronicleos com os fatores idade, tempo de

tabagismo, quantidade de cigarros consumidos e concentra¢do de Chumbo-210.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Tabagismo no Brasil e no mundo

O tabagismo é um tema de extrema relevancia devido ao nimero de mortes
relacionadas ao habito de fumar. Acredita-se que este habito foi responsavel por
aproximadamente 100 milhGes de Gbitos no século passado, o que leva o tabagismo a ser
considerado um grave problema de salde publica (SANTOS et al., 2013).

A forma mais difundida de consumo do tabaco ao redor do mundo é sob a forma de
cigarro. Porém a queima deste elemento pode ainda ser realizada sob a forma de cachimbo,
charuto e narguilé. Quando ndo ha producéo de fumaca pode ser mascado, preparado para ser
absorvido pela mucosa oral e/ou absorvido por aspiracao nasal (VIEGAS, 2008).

Diversos estudos por parte da comunidade cientifica, bem como massivas campanhas
antitabagismo séo resultados da preocupacdo gerada pelo elevado ndimero de mortes
registradas em decorréncias de doencas tabaco relacionadas. Este quadro fica ainda mais
preocupante quando sdo levados em consideracdo estudos como o publicado por Esson e
Leeder (2004) que estimam um aumento consideravel no consumo de cigarro em paises com
niveis médios e baixos de desenvolvimento humano em 25 anos.

Pesquisas conduzidas por lIglesias e col. (2007) e Santos e col. (2011) chamam a
atencdo para 0 numero de mortes anuais que pode ser alcancado caso os atuais indices de
consumo de cigarro mantenham-se, principalmente em paises em desenvolvimento. Santos e
col. (2013) alertam para o numero de 1 bilhdo de mortes até o final do século.

Conforme estudos epidemioldgicos, s6 no século XX, foram registrados em todo o
mundo, cerca de 100 milhdes de mortes relacionadas ao habito de fumar (IGLESIAS et al.,
2007). Ezzati e Lopez (2003) estimaram que s6 no ano de 2000, cerca de 5 milhdes de
pessoas morreram devido ao consumo de cigarro.

Na América Latina e Caribe, o tabagismo € ainda mais preocupante do que doencas
como a AIDS e a tuberculose, pois foram estimadas aproximadamente 300.000 mortes em
decorréncia do habito de fumar no ano 2000 (EZZATI; LOPEZ, 2003).

Segundo o estudo publicado por Iglesias e col. (2007), os homens sdo as principais
vitimas de doencas tabaco relacionadas. Mundialmente, uma em cada cinco pessoas é

fumante, dentro de um universo de 1,1 bilhdes de fumantes do sexo masculino. Em contraste,
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aproximadamente 230 milhdes de mulheres dividem a dependéncia do fumo (SANTOS et al.,
2013).

No Brasil, o cenario encontrado assemelha-se ao do restante do mundo, como
confirmam os dados do relatério apresentado pelo Instituto Brasileiro de Geografia Estatistica
— IBGE, sobre o tabagismo no Brasil (IBGE, 2008).

Segundo a pesquisa realizada em 2008, os fumantes ativos e passivos no Brasil
correspondiam a 17,2 % da populacgdo, aproximadamente 25 milhGes de pessoas com idades a
partir dos 15 anos. O levantamento apontou que a Regido Sul apresentou os maiores
percentuais de usuarios, cerca de 19%, enquanto que as Regides Sudeste e Centro-Oeste
apresentaram 0s menores percentuais, com 16,9%. No entanto, em termos de contingente de
fumantes, o Sudeste foi 0 maior, apresentando cerca de 10,5 milhdes de fumantes.

Os dados revelam que o Brasil segue a tendéncia mundial também com relacdo ao
sexo do fumante. Segundo informado, os usuarios do sexo masculino sobressairam-se sobre
as usuarias do sexo feminino e em determinadas regides, como o Norte e o Nordeste, esta
parcela foi quase o dobro (Figura 1) (IBGE, 2008).

Figura 1. Percentual das pessoas de 15 anos ou mais de idade usuarias de tabaco fumado
ou ndo fumado, por sexo, segundo as Grandes Regides — 2008.
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Neste mesmo ano, foram divulgados os percentuais de 32% e 16% em Portugal; Na
Italia de 33% e 19%; Espanha 36% e 27%; e na Argentina 32% e 22%, para o sexo masculino
e feminino respectivamente (WHO, 2013).

A pesquisa do IBGE também mostrou percentuais elevados de tabagismo, como é
apresentado na Tabela 1, a qual representa um quadro do consumo e exposicdo ao tabaco,
classificando as pessoas de 15 anos ou mais de idade, de acordo com a condi¢do do consumo
fumado (IBGE, 2008).

Tabela 1. Percentual das pessoas de 15 anos ou mais de idade, segundo a condic¢éo de uso
de tabaco fumado, por sexo - Brasil — 2008.

Percentual das pessoas de 15 anos ou
mais de idade (%)

Condicdes de uso de tabaco fumado

Sexo
Total Homens Mulheres

Fumantes 17,2 21,6 13,1

Fumante Diario 15,1 18,9 115
Fumante Ocasional 2,1 2,7 1,6
Nao Fumantes 82,8 78,4 86,9

Ex fumante diario 14,1 17,2 11,2
Nunca fumante Diario 68,7 61,2 75,7

Fonte: Modificado de IBGE, 2008

Em 2008, o Brasil apresentava um contingente de 24,6 milhdes (17,2 %) de fumantes.
De acordo com a Tabela 1 o grupo com os menores indices foi o fumante ocasional, com
2,1%. O IBGE (2008) ressalta ainda neste levantamento que, tanto para o grupo relacionado
aos fumantes diarios quanto para os fumantes ocasionais, 0 sexo masculino alcancou maiores
proporcoes, 21% do total de 17% de fumantes. Em relacdo aos ndo fumantes, os individuos do
sexo feminino se apresentaram como a maioria, correspondendo a aproximadamente 87% do
total.

Dados divulgados pela Vigilancia de Fatores de Risco e Protecdo para Doengas
Cronicas por Inquérito Telefonico — VIGITEL - mostram que estd havendo reducdo na

frequéncia de fumantes adultos. Enquanto em 2008, o Brasil apresentava 17,2% de fumantes
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(IBGE, 2008), em 2012 este percentual caiu para 14,8% (BRASIL, 2012). A pesquisa
realizada pela VIGITEL confirmou ainda que no Brasil, 0 sexo masculino consome mais
cigarro do que o sexo feminino. Nesta mesma pesquisa, a Regido Sul continuou a abrigar 0s
maiores percentuais de fumantes e a regido Norte e Nordeste 0s menores.

O ultimo levantamento realizado mostrou que o percentual de fumantes adultos no
Brasil continua em declinio, chegando a 11,3%. O sexo masculino apresentou 0s maiores
percentuais de tabagismo (14,4%) em relacdo ao feminino (8,6%). Os dados obtidos no senso
indicam que o tabagismo tendeu a ser menor em usuarios com menos de 25 anos ou apds 0s
65 anos em ambos os sexos (BRASIL, 2014). As figuras 2 e 3 mostram a visdo geral de

fumantes no Brasil em 2013.

Figura 2. Percentual de homens adultos ( >18 anes ) fumantes segundo as capitais do
Estado Brasileiro e Distrito Federal
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Figura 3. Percentual de Mulheres adultas ( >18 anos ) fumantes segundo as capitais do
Estado Brasileiro e Distrito Federal
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Quando os indices de fumantes (BRASIL, 2014) sdo confrontados com o nimero de
casos de cancer no Brasil (INCA, 2014) surge a preocupacao em relacdo a saude dos seus

usuarios, pois o tabagismo € um considerado um fator de risco para diversos tipos de doencas,

principalmente o cancer.
2.2 Doencas relacionadas ao tabagismo

O cigarro esta intimamente ligado a aproximadamente 50 tipos de doencas, entre elas,
doencas do coracdo, do sistema respiratorio e cancer de diversos tipos (SANTOS et al., 2011).
Desde os anos 50, como informam Doll (1998), Sasco e col. (2004), Rodgman (2004)
e Kuper e col. (2002), o potencial carcinogénico do tabagismo tem sido reportado em diversos
trabalhos principalmente em estudos realizados em pulmdes de roedores. Um exemplo € o

trabalho publicado por Duarte e col. (2006), o qual relatou que a incorporagéo passiva da



24

fumaca do cigarro induziu mudancgas morfoldgicas na prega vocal em roedores, 0 que poderia
progredir possivelmente para neoplasias malignas.

Em 1985, um grupo de especialistas internacionais correlacionou o tabagismo a
canceres do sistema respiratdrio, digestivo e urinario. Essa correlagdo se deu basicamente
através da associacdo entre dados epidemioldgicos em todo mundo (IARC, 1986). Ja Ezzati e
Lopez (2003) utilizaram a mortalidade por cancer de pulmdo como indicativo indireto dos
riscos atribuidos ao tabagismo.

Segundo informacGes da Organizacdo Mundial da Saude, o tabagismo seria o
responsavel por 90 a 95% do total de mortes em decorréncia do cancer de pulmdo em paises
desenvolvidos (WHO, 1999).

Levantamentos realizados por Boyle e col. em 2003 na Europa, Japdo e América do
Norte apontam que 91% dos canceres de pulmé&o em homens e 61% em mulheres sdo tabaco
relacionadas (apud SASCO et al., 2004).

Dados da Sociedade Americana de Cancer (ACS), que acompanhou por 75 anos,
desde 1930, a taxa de Obitos de cancer por localizacdo primaria, mostram que entre a
populacdo masculina, o cancer do sistema respiratorio foi o mais prevalente. A Figura 4
mostra a ocorréncia de Obitos por cancer de pulmdo e brénquios, comparada a outras
modalidades da doenca nos Estados Unidos, entre 1930 e 2005 (AMERICAN CANCER
SOCIETY, 2012b).



Taxa de mortalidade por 100.000 homens

Figura 4. Taxas de 6bitos por cancer entre homens nos EUA entre 1930-2005, segundo localiza¢ao primaria.
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Observa-se a partir da Figura 4 um aumento do indice de cancer de pulmdo e
brénquios a partir dos anos 30, quando os primeiros estudos de epidemioldgicos foram
reportados. Burns e col. (2015) esclarecem que o habito de fumar, como um estilo de vida, e
as duas Grandes Guerras Mundiais contribuiram para o aumento do consumo de cigarro.
Neste periodo, os cigarros foram distribuidos gratuitamente e tornaram-se parte integrante da
racdo diaria das tropas.

Em meados dos anos 80 os indices de cancer de pulmdo e brénquios mostraram o
apice da prevaléncia, com consequente aumento na taxa de mortalidade entre os homens. Ja
na metade dos anos 90, a prevaléncia de cancer de pulmdo e bronquios comeca a declinar
(AMERICAN CANCER SOCIETY, 2012b).

As estatisticas relacionadas ao numero de obitos por cancer de pulméo enfatizam que
este tipo patologia apresenta considerada importdncia quando comparada a outras
modalidades de cancer. Em 2012, a ACS estimou que aproximadamente 226.160 novos casos
de céancer de pulmao foram diagnosticados; destes, 116.470 foram em homens e 109.690 em
mulheres (AMERICAN CANCER SOCIETY, 2012a).

No Brasil, em 2014, o Instituto Nacional do Cancer — INCA, divulgou estimativas da
elevacdo dos niumeros de novos casos de cancer de pulmao entre 2014 e 2015. De acordo com
0 INCA, mais uma vez 0s homens apresentaram maior nimero. Segundo a WHO (2012),
11% de todas as mortes devido ao cancer foram atribuiveis ao tabaco e que 72% dos Obitos
dos brasileiros acometidos por cancer de pulméo, traqueia e brénquios tem alguma relacéo
com o tabagismo. Este percentual de Obitos ndo esta distante dos que foram relatados pela
ACS (2012a), a qual divulgou que 80 % a 90 % das mortes por cancer de pulméo nos Estados
Unidos foram resultantes do ato de fumar.

Além do céancer de pulmdo, a literatura mostra relacdo entre o habito de fumar e o
cancer de boca, faringe e esdfago, pois esses 6rgdos recebem a acdo direta de carcin6genos
presente na fumaca e a excre¢do dos agentes mutagénicos do tabaco na urina torna a bexiga
um alvo para o desenvolvimento de doencas relacionadas ao fumo (BURGAZ et al., 1995).

O céncer de bexiga esta associado a exposicdo aos agentes quimicos presentes no meio
ambiente ou procedimentos ocupacionais, € em particular, o consumo de tabaco representa
um fator de risco correlacionado ao aumento estatistico (FORTIN et al.,, 2010). A
probabilidade dos fumantes desenvolverem céancer nesta regido é quatro vezes maior se

comparados aos ndo fumantes, e o tempo de 20 anos é estimado para que o risco de
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desenvolver neoplasias malignas, ap6s a eliminacdo do habito de fumar, reduza aos niveis dos
ndo fumantes (POMPEO et al., 2008).

No Reino Unido, 10.400 pessoas foram diagnosticadas com esta doenca em 2011. O
cancer de bexiga € o 7° tipo mais comum entre os britanicos, representando o 4° mais comum
entre 0s homens, em que 7.500 novos casos foram diagnosticados neste mesmo ano. Na
Europa como um todo, mais de 150.000 novos casos foram estimados em 2012. Neste mesmo
ano, ao redor do mundo, uma estimativa aproximada de 430.000 novos casos de cancer de
bexiga foram diagnosticados, embora a taxa de incidéncia varie por regido (CANCER
RESEARCH UK, 2015).

Nos Estados Unidos, o cancer de bexiga ocupa a posi¢do de nimero quatro entre 0s
canceres mais incidentes em homens, considerado uma importante causa de mortalidade entre
este género, e 0 nono entre as mulheres (POMPEOQO et al., 2008). Segundo a Associagdo
Americana de Cancer, 74.000 novos casos de cancer de bexiga séo diagnosticados (56.320 em
homens e 17.680 em mulheres) e 16.000 mortes s&o estimadas (11.510 em homens e 4.490 em
mulheres) devido a este tipo de cancer (AMERICAN CANCER SOCIETY, 2015).

No Brasil, os levantamentos mais recentes estimam 6.750 casos novos de cancer de
bexiga em homens e 2.190 em mulheres. Esses valores correspondem a um risco estimado de
6,89 casos novos a cada 100 mil homens e 2,15 a cada 100 mil mulheres. Em Pernambuco
foram estimados 290 casos (INCA, 2014).

O tabagismo é o fator de risco mais importante para esse tipo de cancer, sendo
responsavel por aproximadamente 66% dos casos novos em homens e 30% em mulheres nas
populacdes mais industrializadas (INCA, 2014; AMERICAN CANCER SOCIETY, 2015;
CANCER RESEARCH UK, 2015).

Estudos indicam que o carcinoma urotelial € a forma mais comum do cancer de
bexiga, representando por volta de 90% dos tumores (POMPEO et al., 2008; NERSESYAN et
al., 2014; AMERICAN CANCER SOCIETY, 2015). Aproximadamente 90% dos canceres
humanos tem origem em células epiteliais (Figura 5). Portanto, este tipo de células representa
um alvo para o inicio de processos genotoxicos resultantes da acdo de agentes carcinogénicos,

e que entram no corpo por inalacdo ou ingestdo (THOMAS et al., 2009; ROSIN, 1992).
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Figura 5. Representagdo das camadas da bexiga, contendo tumores no tecido epitelial.

Camadas da Parede da Bexiga

|

| |

Tecido Conectivo

Tecido Adiposo

Musculos
Epitélio de Transicdo \
\

\ ‘ /

L3 ‘

] .
®
Tumor Papilar .

Tumor =7

Plano ®
e

Fonte: Modificado de AMERICAN CANCER SOCIETY, 2015

2.2.1 Substancias quimicas do cigarro

Inicialmente é importante ressaltar que o tabaco € um produto natural, contudo na
producdo do cigarro € adicionada uma série de substancias quimicas que conferem as
caracteristicas finais do produto, seja para manter a umidade, para evitar que micro-
organismos atuem sobre o tabaco, ou simplesmente para dar o sabor caracteristico de cada
produto (RODGMAN, 2002; 2004: PURKIS et al., 2011).

Dempsey e col.(2011), em sua revisdo sobre a toxicologia dos ingredientes na
indUstria tabagista, enfatizam a necessidade de um maior rigor na avaliacdo de novos

ingredientes utilizados, uma vez que existe mais preocupacdo em relacdo aos alimentos do
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que com o cigarro. Esses autores ressaltam também que a inddstria farmacéutica ja realiza
testes para avaliar os efeitos genotdxicos da adicdo de novos ingredientes.

Estudos como os publicados pelo INCA (2001), Kuper e col. (2002), Oliveira (2012) e
ACS (2012a), discutem sobres os diversos compostos existentes no cigarro. Segundo estas
publicacdes e o0 que vem informado nos préprios magos, o cigarro apresenta cerca de 4.720
substancias quimicas.

As principais substancias cancerigenas se encontram na fumaca a qual apresenta duas
fases: uma de vapor, onde se encontra elementos como mondxido e dioxido de carbono, e
outra particulada, uma vez que, durante a combustdo, a fumaca ira liberar produtos
particulados originados de elementos e substancias quimicas como arsénio, niquel,
benzopireno, cadmio, residuos de agrotoxicos, acetona, naftalina e até fosforo, substancias
usadas para veneno de rato, além de elementos radioativos, como o Radonio, Carbono 14,
Chumbo 210, Polonio 210. Estas séo substancias altamente toxicas, que podem provocar
algum tipo de cancer (SMITH et al., 1997).

Entre os radionuclideos liberados durante a combustéo do cigarro, o °Pb e o produto
do seu decaimento, o *'°Po, despertam interesse devido a importancia de suas caracteristicas
radioldgicas e contribuicdo para a dose recebida (SANTOS et al., 1994; SKWARZEC et al.,
2001a).

Estudos relacionados & inalacdo de ?°Po e ?*°Pb, consideraram o consumo do cigarro
uma das mais significantes causas do cancer de pulmdo (MARMORSTEIN, 1986;
MARTELL, 1987; GAIROLA et al., 1993).

2.2.1.1 Chumbo 210 (***Pb)

O chumbo é encontrado em minerais como galena (sulfeto de chumbo, PbS), anglesita
(Sulfato de Chumbo, PbSQ,), cerussita (carbonato de chumbo, PbCO3) e outros minerais. A
abundancia na crosta terrestre é de 1000 ppb e na &gua do mar é de 0,03 ppb. Seu ponto de
fusdo é 327,46 °C. Quando associado com a matéria organica pode sublimar em temperaturas
superiores a 500 °C. E um metal pesado do grupo 14 da tabela periédica (LAURIA et al.,
2003)

O #°Pb, descendente do Urénio, tem uma meia-vida de 22 anos e emite radiacdo beta
com energia média de 17 keV, tornando a determinacdo deste nuclideo bastante laboriosa
(SILL;WILLIS, 1965).
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Estudos mostram que em éguas superficiais, tais como, rios e lagos, 0 ?°Ph esta
presente em decorréncia tanto da prdpria deposicdo atmosférica deste radionuclideo devido
ao decaimento do ?’Rn, bem como da lixiviagdo de rochas e sedimentos que contém uranio.
Em 4guas de pocos rasos, 0 “°Pb é oriundo da lixiviagdo do urénio de rochas circunvizinhas e
do arraste provocado pela 4gua da chuva. Em pocos profundos, o #*°Pb origina-se apenas da
lixiviagdo de rochas circunvizinhas e do decaimento do “*’Rn disperso na agua (SILVA,
2000). Jaworowski (1967, apud, EISENBUD; GESELL, 1997) reportou concentracfes
variadas em &gua da chuva.

O #Pb é um dos radionuclideos naturais que mais contamina 0s vegetais,
principalmente, se eles forem folhosos. Devido ao “fallout” natural do ???Rn, o *°Pb
incorpora-se facilmente nos vegetais, entrando assim, na cadeia alimentar (SILVA, 2000).

A dieta padrdo dos norte americanos nao apresenta diferencas significativas entre os
diversos Estados do pais em relagdo & concentracdo média de 2°Pb, a qual esta por volta de
0,03 Bg.kg™. Estudos em oito cidades americanas revelaram valores de 0,026 a 0,037 Bg.kg™
de **°Pb em alimentos consumidos pelos habitantes (MAGNO et al., 1970).

Nos Estados Unidos, a partir da avaliagdo em alimentos realizada pela UNSCEAR
(1982), observou-se que a ingestdo diaria média estimada de **°Pb é cerca de 0,11 Bg em
circunstancias normais. Ja& a NCRP (1987) reportou a média diéria de ingestdo de °Pb em
cerca de 0,05 Bq.

Além dos alimentos, a fumaca de cigarro contribui para exposicdo a este elemento
(UNSCEAR, 1982). Estudo realizado na Pol6nia demonstrou que o consumo de cigarro e a
absorcdo da fumaca pelo sistema respiratorio sdo as principais fontes e as principais vias de
absorcdo de #°Pb e, consequentemente, de *:°Po em fumantes (SKWARZEC et al., 2001a).

Nos Estados Unidos, estima-se que o 2°Pb e os produtos do seu decaimento
contribuem anualmente com a dose de 0,7 mSv na superficie do osso, 0,14 mSv em tecido
mole e medula déssea, aproximadamente (NCRP, 1988). A Tabela 2 demonstra a contribuicéo
das varias fontes para o corpo contendo %°Pb.

Na Tabela 2 a NCRP (1988) demonstra que o individuo ndo fumante pode chegar a
inalar cerca de 15 mBg.d™ de ?!°Pb e a quantidade que chega no sangue esta por volta 2,6
mBg.d™. J& um fumante pode chegar a inalar até 47 mBg.d™ mais que o triplo de um ndo
fumante, e consequentemente a quantidade que chega no sangue também apresenta aumento

significativo, com 6,1 mBq.d™.
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Tabela 2. Contribuicéo das varias fontes para o corpo contendo *°Pb.

~ 1 Quantidade chegando
Via de MDD (i) Absorc¢ao no sangue (mBq.d™)
incorporacgao Nao Fracional para o N3o
fumantes Fumantes sangue fumantes TRl
Intestino
ISR E 50 50 0,18 9 9
agua)
?22Rn no corpo 0,07 0,07 1,0 0,07 0,07
?22Ra no corpo 0,03 0,3 1,0 0,3 0,3
?1%p inalado 15 47 0,16 2,6 6,1
Produtos do
decaimento do
22200 inalado 0,3 0,3 0,16 0,05 0,05
Total 66 98 12 16

Fonte: NCRP, 1988

Salmon e col. (1998) apresentaram uma revisdo sistematica a cerca da absor¢do do
2% 3 partir de varias fontes. O consumo de cigarro e a inalacdo da fumaca mostraram os
valores mais relevantes, principalmente se for considerado que um Unico cigarro contribui
para a inalacdo de 1,7 mBq de ?°Pb (WATSON,1989), como pode ser visto na Tabela 3. Esta
tabela permite uma avaliacdo da significancia do habito de fumar em relacdo a outras formas

de captacéo do *°Pb.



Tabela 3. Absorcéo sistematica do ?°Pb a partir da inalacéo do radonio , tabagismo e bebida alcoélica em relagdo ao total de **°Pb absorvido na
inalacéo e dieta, ndo incluindo fontes adicionais.

Contribuicdo para Absorcéo Média Nacional da Absorcao adicional de #°Pb Contribuicdo para Absorcéo
adicional de *°Pb pelo concentragéo interna do oriundo da média nacional do  adicional de *°Pb pelo consumo de
e consumo de 20 cigarros por dia Radénio (Bg.m™®) Radonio em relacdo a captacdo  bebida alcodlica em relacado ao total
em relagdo ao total de *°Pb (UNCEAR, 1989) total do *°Pb’. de #°Pb captado?.
captado. (%) (%)
(%0).
llinois, E.U.A 83 46 39 49
Estados Unidos 64 46 3,0 38
Japdo 17 29 0,5 10
Reino Unido 89 20 1,8 53
Alemanha 40 57 2,3 24
Pol6nia 58 9 0,5 34
Russia 30 - - 18
Portugal 16 81 13 9
Média Internacional 50 £ 28 41421 19+1.3 29 + 17

Fonte: SALMON et al., 1998

! Considerando a média do tempo de concentragdo no ar sendo 2 horas e a ocupagao na residéncia sendo de 60%.
2 Considerando a concentracéo média de #°Pb em bebidas (vinho e cerveja) sendo 0,13Bq.L™ e a ingestdo média do adulto é 0,35 L.d* (KAMTANI et al., 1981)
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Dessa forma, Salmon e col. (1998) através das Figuras 6 e 7 mostram as relativas
porcentagens das possibilidades de exposicéo ao ?!°Pb, em relagdo a inalacdo do ar, dieta e
fontes domésticas adicionais como Raddnio, tabagismo, bebidas em 8 Paises. Como pode ser
observado na Figura 6, o tabagismo contribuem de maneira significativa para um aumento da

exposicéo do %'°Pb.

Figura 6. Fontes de exposicdo ao ?°Pb considerando o Tabagismo e a bebida alcoélica

Inalagdo do ar
7%

Radonio
1%

Fonte: SALMON et al., 1998

Figura 7. Fontes de exposicdo ao ?°Pb desconsiderando o Tabagismo e a bebida
alcodlica

Radonio
2%

Fonte: SALMON et al., 1998
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2.2.1.2 Poldnio 210 (**°Po)

O Polbnio, elemento de nimero atdmico 84, foi descoberto por Marie Sklodowska
Curie e Pirre Curie em 1898 purificando-o a partir da pechblenda. O Pol6nio é o primeiro
elemento da tabela periddica, para o qual, todos os isdtopos (um total de 28 com massas
variando de 192 a 218; apud STANNARD, 1988) sdo radioativos. Este elemento é raro, mas
pode ser encontrado em minérios de uranio, em quantidade aproximada de 100 pg por
tonelada de minério (0,1 ppb) (GUILMETTE, 2007).

Guilmette (2007) ressalta que existem sete is6topos que surgem da série de
decaimento da ocorréncia natural do Tério (*'Po, #°Po), Actinio (***Po, #°Po) e Uranio
(**%Po, Po e #8Po). Devido a meia vida curta destes is6topos, estes ndo se acumulam no
ambiente natural em qualquer extensdo significativa. O Pol6nio-210 se apresenta como 0
isdtopo de grande importéancia devido ao maior tempo de meia vida, 138 dias.

Esse elemento pertence ao grupo 6A da tabela periddica e apresenta a cor prata em
tons de cinza. O Polénio metalico pode reagir lentamente com o oxigénio atmosférico a
temperatura ambiente e rapidamente a uma temperatura de 250 °C. E facilmente solubilizados
em acidos diluidos, mas é apenas fracamente solubilizado em meio alcalino (LAURIA et al.,
2003; GUILMETTE, 2007). Forma sais soliveis com cloretos, brometos, acetatos, nitratos e
anions inorganicos. Uma das suas mais importantes propriedades quimicas do ponto de vista
biologico € sua tendéncia para hidrolisar e formar coloides quando ha massa suficiente
disponivel (GUILMETTE, 2007).

Este elemento é bioacumulado em um nivel considerado elevado em tecidos de
organismos marinhos, até mais do que o **°Pb, e tem uma elevada afinidade pela matéria
organica (LAURIA et al., 2003).

Os primeiros estudos envolvendo Poldnio e cigarro surgiram na década de 60. Vilma
H. Runt e colaboradores trabalhavam em uma técnica para medir niveis muito baixos de
Radio e Polénio. Ao testar por curiosidade sua nova técnica, em cinzas de cigarro, ndo
observou tracos de Poldnio, mesmo sabendo que quantidades muito pequenas existem no
ambiente e contribuem para background natural. Vilma Runt deduziu que o Poldnio tinha sido
inalado pelo fumante. Para comprovar sua teoria, um aparato experimental foi montando
consistindo de uma armadilha para capturar a fumaga principal e secundéria do cigarro. Os
cigarros foram soprados a cada 2 e 3 segundos durante 50 segundos em média, baseado na

observacdo de Runt e Radford em relacdo aos colegas fumantes. Apés a captura, a fumaca foi
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tratada com cloreto de hidrogénio e depositada em placas de prata. As contagens da particula
alfa foram realizadas em detector proporcional de gas de fluxo continuo. Runt e Radford
chegaram a conclusdo que um individuo que consome mais de 2 macos de cigarro por dia,
durante 25 anos, recebe uma dose de 0,36 Sv ou 7 vezes a exposi¢do ao background normal
(REGO, 2009).

O Pol6nio-210 ganhou destaque mundial em 2006, aumentando o interesse médico por
este radionuclideo, devido ao atentado envolvendo o ex-agente da KGB Alexander
Litvinenko, o qual foi envenenando com Pol6nio oriundo de um Reator Nuclear da Russia,
vindo a 6bito em 3 semanas apds ter ingerido uma grande quantidade de **°Po (JEFFERSON
et al., 2009).

A fonte geral do #*°Po, assim como no ?°Pb, na atmosfera é o decaimento do *’Rn
dentro das massas continentais (JAWOROWSKI, 1969; JAWOROWSKI; KOWNACKA,
1976). Os radionuclideos precipitam, juntamente com a chuva e a neve, com consequente
deposicdo na superficie da terra, nos vegetais e no oceano. Nas pesquisas, realizadas por
Rangarajan e col. (1976), Skwarzec e Stepnowski (1998), os resultados indicaram que a
deposicdo atmosférica do °Po e do ?'°Pb pode variar de 0,05 a 0,5 kBg.m?.ano™. Nas
plantas, o Pol6nio pode ser incorporado através do sistema radicular e diretamente a partir do
“fallout” sobre 0s vegetais (POPOVA; TOSKAEV, 1980). No caso do tabaco, a deposicao
direta do *’°Po na superficie da folha é a via mais importante para acumulacdo na planta
(LOPES DOS SANTOS et al, 1970; MUSSALO-RAUHAMAA; JAAKKOLA, 1985;
SKWARZEC et al,. 2001b). Além disso, 0 uso de fertilizantes fosfatados também pode
contribuir para a contaminacéo do tabaco com “*°Po e #°Pb (HUSSEIN, 1994; ALAM et al.,
1997).

A concentracio de ?°Po determinado em cigarros de tabaco est4 no intervalo de 2,8 a
37 Bg.kg™ e variam com a marca de cigarro, provavelmente devido as diferentes variedades
de tabaco usado e diferentes processos de fabricacdo (SKWARZEC et al., 2001b). Estudo
realizado no Brasil por Peres e Hiromoto (2002) encontrou concentragdes de 2°Pb variando
de 11,9 a30,2 mBqg.g™ e 10,9 a 27,4 mBq.g™ para o “°Po em tabaco seco. Little e col. (1965,
apud EISENBUD;GESELL, 1997) em estudo envolvendo cadaveres de fumantes, avaliaram
0 ?%Po que estava presente no parénquima pulmonar desses individuos.

Portanto, sabe-se que fumantes e individuos que residem em éareas de elevado
background radioativo estdo sujeitos a receberem as maiores doses devido ao #°Po
(EISENBUD;GESELL, 1997; JEFFERSON et al., 2009).
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Embora os cigarros tenham filtros para reduzir a inalagcdo de substancias cancerigenas,
elementos como 0 ?°Pb e #°Po sio barrados ineficientemente. Na pesquisa realizada por
Khater (2004) para determinar os teores desses elementos em cigarros consumidos no Egito, o
filtro mostrou uma eficiéncia de 4,6% em média para impedir que os radionuclideos fossem
inalados, indicando assim que o Chumbo e Polbnio contribuem para a dose recebida pelos

fumantes.

2.2.2 Cinética do *°Pb e do #°Po no corpo humano

O #°Pb ¢ transferido para o corpo humano por inalagdo ou ingestdo (LADINSKAYA
et al., 1973). A ingestéo de alimentos e agua contribui para o aumento do nivel de °Pb no
sangue (EISENBUD; GESELL, 1997). Os frutos do mar consumidos na dieta humana
possuem as maiores concentragdes de *:°Pb, por isso sdo considerados como a principal fonte
de contaminacdo interna (BEASLEY et al., 1969).

Ladinskaya e col. (1973) estudaram as diversas fontes ambientais e a biocinética do
2195 em habitantes de Rostov-on-Don na RUssia. Esses autores encontraram valores infimos
de *°Pb no ar, em média 0,63 + 0,17 mBg.m™. Enquanto que os valores obtidos na inalacdo e
ingestdo diaria 2°Pb foram estimados entre 13 e 250 mBq, respectivamente. Contudo, estes
valores ndo representam com exatidao os reais valores de absor¢do no sangue, pois nao foi
calculado nenhum fator de ponderacdo para as duas rotas, e nesse caso a inalacdo tem maior
peso como rota de entrada para o **°Pb no sangue (SALMON et al., 1998).

Quando se fala em contaminacdo por Chumbo-210 e Poldnio-210, em relacdo aos
fumantes, € preciso compreender que esses dois elementos estdo em equilibrio no tabaco do
cigarro (YAPRAK; UYSAL, 1998). Isso devido ao prazo na producdo do tabaco, no
armazenamento e venda do cigarro, as vezes mais de 2 anos, faz com que o *°Po e #°Pb
contido no tabaco fumado estejam em equilibrio secular radioativo e as atividades dos
radionuclideos analisados sdo iguais quando o cigarro € consumido pelo usuario (GODOQY,
1992; YAPRAK;UYSAL, 1998). Embora as atividades sejam semelhantes a particula alfa
emitida pelo Polbnio tem uma energia mais elevada, o que representa um potencial
mutagénico maior (SKAWARZEC et al., 2001a).

Além disso, a temperatura de queima de um cigarro pode chegar até cerca de 700 °C e

ambos os radionuclideos sdo sujeitos a volatizar a temperaturas superiores a 500 °C
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(PARFENOV, 1974). Desse modo, a maior parte do °Po e ?°Pb sublima do cigarro para o0s
pulmdes do fumante, como demonstra a Figura 8 (SKAWARZEC et al., 2001a).

Figura 8. Figura esquemética representativa do mecanismo de entrada do ?*°Pb e #°Po
atraves da inacéo da fumaca do cigarro
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Fonte: Modificado de AMERICAN CANCER SOCIETY, 2012a.

O #°Po, quando inalado, tende a se depositar em tecidos moles (GUILMETTE, 2007).
No caso, a secagem do tabaco e a combustdo de tricoma na queima do cigarro produz
particulas insoliveis de ?°Po e ?°Pb de alta atividade que sdo inaladas e depositadas nos
brénquios dos fumantes (MARTELL, 1974 apud SKAWARZEC et al., 2001a), contribuindo
assim para 0 aumento da dose em células basais do epitélio bronquial. Cohen e col. (1980)
reportaram maior dose em células bronquiais de fumantes em relacdo aos nao fumantes.

O Chumbo inorganico inalado ou ingerido tende a formar complexos com
macromoléculas sem necessariamente ser metabolizado e dessa forma podera ser absorvido,
distribuido e excretado (SCHIFER et al., 2005).
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Para melhor compreensdo a respeito da transferéncia de qualquer radionuclideo para
os diversos sistemas do corpo humano, a Comissdo Internacional de Protecdo Radiol6gica
(ICRP) elaborou modelos biocinéticos que caracterizam matematicamente o movimento, a
translocacédo, a deposicdo e a excrecdo de qualquer substancia radioativa incorporada. Tais
modelos predizem as vias de movimentacdo de radionuclideos no corpo e estimam o tempo de
residéncia em cada compartimento, permitindo assim, o célculo da dose e do risco interno aos
tecidos e drgdos especificos.

A ICRP-67 (1993) apresentou extensos estudos na literatura sobre a distribuigéo e a
retencdo de Radio em seres humanos. Como resultado desses estudos, tem-se o modelo
biocinético sistémico do Radio no corpo humano, apresentado na Figura 9. Este modelo serve
também para estudar o metabolismo de qualquer metal alcalino terroso, como também o
Chumbo e o Pol6nio. O modelo incorpora um compartimento central, o plasma sanguineo,
conectado aos compartimentos de entrada do **°Pb e do ?°Po no corpo humano: esqueleto,
rins, figado, pulmédo e outros tecidos moles e também aos compartimentos de saida: fezes e
urina. Neste modelo, o plasma é tratado como um reservatorio uniformemente misturado. Os
tecidos moles (excluindo o figado e os rins, quando estes 6rgédos sdo tratados explicitamente)
sdo divididos em compartimentos que correspondem a rapido, intermediario e lento. Esta

classificacdo € baseada no nivel de retorno da atividade metabdlica ao plasma.
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Figura 9. Modelo biocinético sistémico dos elementos alcalinos terrosos e do chumbo.
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Fonte: ICRP-67, 1993

Apos sua absorcdo, o chumbo serd distribuido pelo sangue para todo o organismo
associado principalmente aos eritrocitos em proporcdo aproximada de 90% (SCHIFER et al.,
2005). No plasma sanguineo apresenta-se ligado a albumina, a2 globulina ou como ions
livres (SADAO, 2002). Estudos realizados por Bruenger e col. (1973) mostram desordens
hematoldgicas provocadas pelo 2!°Pb. Neste trabalho, os resultados indicaram que o *°Pb
estava aderido a membrana dos eritrdcitos, estando ligado primariamente a hemoglobina. Esta
pesquisa mostrou também que no interior da célula, o ?°Pb teve a capacidade de formar
complexos com as proteinas. Aproximadamente 10% da quantidade de #*°Pb encontra-se

associada com o estroma e 90% com o citosol das células sanguineas. A distribuicdo deste
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elemento através do sangue ocorrera principalmente no epitélio tubular dos rins e figado, onde
sofrerd excrecdo, uma parte serd armazenada e uma fracdo serd reintroduzida na circulagéo
sob a forma de fosfato de chumbo (SADAO, 2002).

No organismo humano, o “°Pb possui grande afinidade por tecidos densos
principalmente o figado e os 0ssos, podendo induzir diversos tipos de danos a satde. Varios
estudos tém confirmado que o °Pb tem preferéncia em se depositar nos 0ssos trabecular e
cortical. 70% do #°Pb presente no corpo humano encontra-se depositado nos 0ssos, sendo o
restante distribuido nos tecidos moles. A acumulagdo do **°Pb no o0sso ocorre através de troca
ionica entre o Pb*? e 0 Ca*?, dai a similaridade metabélica do Chumbo com o Calcio no corpo,
apesar dos mecanismos de metabolizacdo ndo serem necessariamente idénticos
(MITTELSTAEDT, 1983).

No entanto, em situacbes onde a ingestdo de Calcio é pobre na dieta ha maior
favorecimento de absor¢do do Chumbo e nesse caso é possivel estabelecer uma correlagéo
entre os baixos niveis de calcio com altos teores de Chumbo no sangue e nos 0ssos,
principalmente em mulheres gravidas e no pos-parto (PIRES, et al., 2001).

No esqueleto, 0 #*°Pb decai nos radionuclideos #°Bi e ?°Po. A energia média da
particula beta emitida no decaimento do #*°Pb, é de 17 keV. Nesse caso, apenas 1% da energia
emitida, € depositada na medula 6ssea vermelha. A energia média da radiacdo beta emitida
pelo ?°Bi, é de 1,2 MeV. Somente 17% dessa energia é absorvida pela medula 6ssea
vermelha. Por outro lado, o decaimento alfa do ?*°Po, com energia de 5,3 MeV, contribui com
90 a 95% da energia depositada na medula éssea vermelha (SALMON, 1999). Estima-se que
50% da quantidade de ?°Po produzido pelo decaimento do *°Pb no corpo humano é
transferido para os 0ssos, dessa forma esse tecido representa um reservatorio para esses
radionuclideos (HURSH, 1960).

Os primeiros estudos realizados mostraram a importancia da incorporacdo de
emissores alfa em ossos humanos (TURNER et al., 1958; MAYNEORD; HILL, 1959).
Nesses trabalhos foram comprovados que as particulas alfa emitidas no decaimento do ?°Po
oriundo do decaimento do #°Pb presente no corpo (OSBORNE, 1963; HOLTZMAN, 1963)
danificaram estruturas 6sseas. Pesquisas realizadas em cadaveres de pessoas nao expostas
ocupacionalmente comprovaram o desenvolvimento de doengcas malignas nos 0ssos,
relacionado com as radiacBes emitidas pelo decaimento do ?*°Pb (HILL; JAWOROWSKI,
1961). Esses autores verificaram que a radiagdo alfa emitida no decaimento do ?°Po foi o

principal responsavel pelas doencas observadas. Além disso, a particula alfa do **°Po, possui
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baixo deslocamento no tecido, aproximadamente 40um e a dose de radiacdo é localmente
confinada (SAMUELSSON, 1988). A particula alfa emitida pelo ?°Po apresenta-se como um
poderoso mutagénico e altamente eficiente em relacdo a outras fontes de radiacdo ou aos
poluentes quimicos (SKAWARZEC et al., 2001a). Estudo conduzido por Martell (1982)
verificou que a dose acumulada nos bronquios de fumantes que morreram de cancer de
pulmdo foi de aproximadamente 16 Sv.

No caso de envenenamento com #°Pb, este elemento quimico encontra-se associado
com a membrana da célula vermelha e com o citosol (BRUENGER et al., 1973).

O Chumbo e o Polénio sdo excretados por varias rotas, porém so a excrecdo renal e a
gastrintestinal tém importancia pratica. Uma vez ingerido, cerca de 90% do Chumbo que nédo
foi absorvido é excretado pelas fezes, em funcdo da dindmica do trato gastrintestinal sob a
forma de sulfetos insoliveis. A urina representa a maior via de excre¢cdo do Chumbo
absorvido, pois a excrecdo renal ocorre em sua maioria atraves da filtracdo glomerular, o que
representa 80% da eliminagcdo do elemento que foi absorvido, 15% é eliminado pelas fezes,
por meio da bilis e secrecdo do trato gastrointestinal e um percentual inferior a 8% é
eliminado pelo suor, descamacdo cutanea, cabelos e unhas (MAVROPOULQOS, 1999;
MOREIRA; MOREIRA, 2004; SADAO, 2002).

A quantidade excretada ¢ afetada pela idade, caracteristicas da exposi¢do e dependente
da especie (WHO, 1995). A excrecdo na urina € sempre de origem sistémica. O teor de
radionuclideos das fezes é devido a excrecdo de um componente sistémico, em grande parte,
originarios da dieta que possivelmente ndo foi absorvido pelo trato gastrointestinal
(NAUMANN, 1998). O efeitos biolégico do %°Pb é mesmo, independentemente das rota de
entrada, uma vez que ele interfere no funcionamento normal da célula e em inimeros
processos fisioldgicos. Contudo o risco associado ao Chumbo-210 é mais radioldgico,
principalmente em exposicdes cronicas.

A utilizacdo de diversas matrizes ambientais tem possibilitado estimar a exposi¢cdo
humana a diversas substancias quimicas, incluindo o ?!°Pb e 0 #*°Po. A avaliagdo do ar, 4gua e
solo é denominada de monitoracdo ambiental e associada a avaliacdo das substancias
quimicas presentes nos individuos expostos, quer seja no ambiente de trabalho, ou situac6es
que os levem a se expor de alguma forma, pode indicar relacdo entre exposicao e efeito na
salde dos individuos (KUNO et al., 2010).

Kuno e col. (2010) ressaltam a importancia da utilizagdo de “indicadores biologicos”,

principalmente os de exposicdo e de efeito, para verificar o grau de exposicdo aos agentes
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quimicos ou fisicos, que refletem as alteracdes em niveis celulares e moleculares que ocorrem

em um sistema ou na amostra bioldgica.

2.3 Indicadores biol6gicos

Os bioindicadores sdo uma ferramenta importante de analise dos sistemas bioldgicos
quando estes estdo sob algum estresse (HYNE; MAHER, 2000). Livingstone (1993) definiu
os indicadores biolégicos a partir dos efeitos resultantes da agcdo de contaminantes ambientais
ao nivel individual que podem ser mensurados no proprio organismo ou na matriz biologica
que indique qualquer alteracdo dos padrfes normais, diante da impossibilidade de ser
detectado no organismo intacto.

Sendo assim, os bioindicadores podem ser obtidos a partir de qualquer alteracdo em
fluidos corporais, celulas e tecidos encontradas a partir de medidas obtidas sobre o organismo
completo, que possam sugerir, do ponto de vista bioguimico, celular, fisioldgico,
compartimentais ou energeticos, a acdo de qualquer contaminante ou a magnitude da resposta
do organismo alvo (LIVINGSTONE, 1993).

Mais especificamente, Kuno e col. (2010) exemplificam alguns indicadores biolégicos
de exposicdo. Sao exemplos de bioindicadores a concentracdo de compostos correlatos ou de
seus metabdlitos em fluidos bioldgicos como sangue, soro, urina, adutos de DNA (formados
pela ligacdo de contaminantes ambientais ao DNA), hemoglobina ou albumina. Cabelos e
dentina também sdo utilizados e podem indicar indiretamente a concentracdo em tecidos
especificos pela afinidade que determinadas substancias apresentam (KUNO et al., 2010).

O conhecimento das vias de interacdo dos elementos que causam os efeitos toxicos
deve ditar a escolha do melhor bioindicador. Um pré-requisito importante na escolha do
bioindicador para ser analisado é que ele seja de facil obtencdo, como por exemplo, amostras
de urina, sangue (contagem de células sanguineas), cabelo ou saliva. Estes indicadores
biologicos ja sdo utilizados na biomonitoracdo humana como indicadores de exposicdo as
radiacdes ionizantes (KUNO et al., 2010).

Substancias na urina podem indicar a consumo de cigarro, como a cotinina € 0 4-
(methilnitrosamino)-1-(3-piridyl)-1-butanol (NNAL), porém existem limitacGes no uso dessas
substancias para avaliar o grau de exposicdo ao cigarro. Uma delas é o tempo de meia vida da
cotinina no plasma sanguineo, por volta de 16 horas, neste caso, essa substancia derivada da

nicotina indica a exposi¢do ao cigarro nos ultimos dias, mas pouco usado para exposicdes
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cronicas. Além disso, as limitacdes com este método de avaliagdo da exposic¢ao incluem a ndo
bioacumulagdo dessas substancias no organismo, o ambiente em que a pesquisa €
administrada e a precisdo das respostas fornecidas quando correlacionadas com o quantitativo
de cigarros consumidos (SCHAYER et al., 2010). Estes autores sugerem o %°Pb e o #°Po
como marcadores complementares para avaliar o grau de exposicéo a fumaga de cigarro.

A avaliacdo das amostras bioldgicas, como a urina de 24 horas, é uma ferramenta para
investigar a exposicdo a agentes radioldégicos (JEFFERSON et al., 2009). Dos métodos
indiretos para determinacdo de radionuclideos, a analise de urina é o mais simples,
constituindo-se a amostra ideal, pois é facil de obter, contém somente radionuclideos
metabolizados e pode ser convencionalmente colhida por periodos de tempo bem definidos
sem dificuldade (PASSARELLI, 1977). Alem disso, a determinagdo dos teores de Chumbo
urinario é utilizada como indicativo de exposicoes a este elemento (SADAO, 2002).

Passarelli (1977) pontua trés propdésitos da analise de urina:

e Monitorar a incorporacdo de material radioativo pelos individuos para se assegurar
gue a concentracdo esteja abaixo dos limites maximos permissiveis.

e Verificar a possibilidade de incorporacdo apds algum evento que demande maiores
cuidados, em acidentes, por exemplo.

e Seguir incorporacdes conhecidas para definir os niveis de carga corporal e os valores
de meia-vida efetiva e determinar, assim, a dose de radiacéo recebida.

O trabalho realizado por Schayer e col. (2010) demonstrou, com base no tempo de
meia-vida e regressdo dos resultados, que o **°Pb contido na urina pode ser usado para avaliar
a probabilidade da inalacdo da fumaca do cigarro. Nesta pesquisa foi demonstrado que ha uma
correlacdo entre a atividade do #°Pb na urina e o niimero de cigarros consumidos por dia.

Outros estudos utilizaram a urina como bioindicador da presenca de **°Pb e ?*°Po no
corpo do individuo. Entre eles destaca-se o de Knezevic e col. (1998), que descreveram a
influéncia de acido etilenodiamino-tetracético calcico dissodico (CaNa,EDTA), um agente
quelante, na excrecéo e mobilidade biolégica do #°Pb, ?°Po e Chumbo estavel na urina de
trabalhadores, sujeitos a intoxicacdo cronica por esses elementos, que atuam no processo de
reciclagem de baterias em Belgrado. A terapia de quelacdo tem papel importante, pois 0s
quelantes sdo agentes caracterizados por se ligarem aos ions de metais pesados formando
complexos quimicos estaveis nao toxicos, que aceleram a excrecdo de metais (KNEZEVIC et
al., 1998; CAPITANI, 2009).
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Naumann e col. (1998), em estudo realizado em Berlin com amostras de urina,
obtiveram baixas concentraces de “*°Pb em individuos expostos a radioatividade natural.

No Brasil, pesquisa realizada por Santos e col. (1995), em Joinville no Estado de Santa
Catarina, a andlise de urina revelou concentragdes semelhantes entre fazendeiros que utilizam
fertilizantes fosfatados e individuos do grupo controle.

Pesquisada realizada por Santos e col. (1994) na cidade de Pocos de Caldas,
apresentaram altos valores de excrecdo de *°Po e ?°Pb em urina dos fumantes em relacéo aos

ndo fumantes dos mesmo grupo.

2.3.1 Urina, formacgao e composi¢ao

O sistema urinario (Figura 10) é o responsavel pela producdo da urina, um liquido
transparente, amarelado, formado pela filtracdo do sangue nos rins (LENTNER, 1981) e que
transporta os produtos do metabolismo até ao exterior do corpo. Ela € constituida por 95% de
agua, na qual a ureia, toxinas e sais minerais, como o cloro, magnésio, potéassio, sodio, calcio,
fosforo e nitrogénio que formam os outros 5% estdo dissolvidos (SCHOUW et al., 2002).

Ingestdo alimentar, atividade fisica, metabolismo corporal, fungdes enddcrinas e, até
mesmo, a posicado corporal sdo variaveis que exercem influéncia na excrecdo de solutos que
correspondem aos 5% restantes. Como resultado do metabolismo do figado e parte da
degradacdo das proteinas e aminoacidos, a ureia € um produto responsavel por boa parte do
total de solidos dissolvidos na urina (STRASINGER; DI LORENZO, 2009).



Figura 10. Representacao do sistema urinario
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Na urina substancias como hormonios, vitaminas e medicamentos e principalmente
solidos inorganicos como cloreto, sddio e potassio também podem ser encontrados. Elementos
como células, cilindros, cristais, muco e bactérias podem ser encontrados, mesmo ndo sendo
integrantes do plasma filtrado (STRASINGER; DI LORENZO, 2009). Além desses
elementos citados, radionuclideos naturais como #°Pb e ?°Po podem ser encontrados em caso
de contaminagio ( COSTA-JUNIOR et al., 2013b; HOLGYE, 2013; MUIKKU et al., 2011;
SCHAYER et al., 2010; KNEZEVIC et al., 1998; NAUMANN et al. 1998; SANTOS et al,,
1995;). No caso do ex-agente da KGB, Alexander Litvinenko, a urina foi a principal matriz
de bioindicacio da contaminagdo com **°Po (JEFFERSON et al., 2009).

A tabela 4 mostra simplificadamente os elementos presentes na urina coletada em 24

horas.
Tabela 4. Composic¢éo da urina coletada por 24 horas
Componentes
A uantidade Observacg0es
Organicos Q ¢
) Produto do metabolismo de aminodcido em
Ureia 25-35¢g .
amonia.
o Elemento derivado da Creatina, substancia
Creatinina 159 ) ]
nitrogenada presente no tecido muscular.
. Produto do catabolismo de &cido nucleico em
Acido Urico 04-1g¢g _ -
alimentos e destruicéo celular.
. o O corpo elimina este elemento sob a forma de
Acido Hipurico 0,79 o .
acido benzoico
o Carboidratos, Pigmentos, acidos graxos, enzimas
Outras substancias 294¢ .
e horménios.
Inorgéanicos
o Principal sal, sua concentragdo na urina depende
Cloreto de Sodio (NaCl) 159 ) ) ) )
da quantidade ingerida na dieta.
Potassio (K") 3,39 Presente como sal cloreto, sulfato e fosfato.
Sulfato (SO%) 259 Oriundo de aminoacidos.
Esta presente no sangue, exercendo o papel de
Fosfato (PO,) 25¢g tampdo, ocorre principalmente na forma de

compostos de sédio.

Amonio (NH,") 0,79 Produto do metabolismo proteico e da glutamina
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nos rins; a quantidade varia de acordo com a
acidez do sangue e dos fluidos teciduais.
Magnésio (Mg*") 01g
. 2 Presentes como sal cloreto, sulfato e fosfato.

Célcio (Ca™) 0,39

Presente na urina em pequenas guantidades em

individuos ndo ocupacionalmente expostos e

210 individuos ndo fumantes. Como ndo existe um

Chumbo-210 (“"Pb) - . _
valor limite de referéncia, em casos que
envolvam contaminacdo acima de 3.700 Bqg, a

urina deve ser analisada®.

Fonte: Modificado de STRASINGER; DI LORENZO, 2009.

De maneira geral, a urina € formada nos rins (Figura 10), um 0rgdo constituido
aproximadamente por 1 milhdo de néfrons, quando estes filtram o plasma perfazendo uma
relacdo entre a reabsorcdo de agua e substancias importantes para 0 organismo de
aproximadamente 170.000 mL de plasma filtrado para 1.200 mL de urina final, em media
(STRASINGER; DI LORENZO, 2009). Basicamente o néfron possui dois importantes
componentes: um glomérulo, responsavel por filtrar boa parte dos liquidos do sangue e um
tubulo alongado no qual o liquido filtrado € convertido em urina no seu trajeto em direcédo a
pelve renal (GUYTON; HALL, 1998).

Basicamente 120 mL/min, ou a razdo de um quinto do fluxo plasmatico renal é filtrada
através dos glomérulos, dando origem a um composto conhecido como “ultrafiltrado”, o qual
passara por processos fisiologicos, a medida que se desloca através do néfron (Figura 11). O
ultrafiltrado em sua natureza possui a mesma composi¢do do plasma sanguineo, exceto pela
auséncia do excesso de proteinas, normalmente. Dentre os produtos filtrados estdo agua,
glicose, eletrolitos, aminoacidos, ureia, &cido dUrico, creatinina e aménia (MUNDT,;
SHANAHAN, 2012).

* ENVIROMENTAL HEALTH & SAFETY, 2015.
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Figura 11. Representacao esquematica do Néfron
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Fonte: MUNDT; SHANAHAN, 2012

Ao passo que o ultrafiltrado atravessa os tubulos proximais, componentes como agua
em grande quantidade, cloreto de sodio, bicarbonato, potassio, calcio, aminoécidos, fosfato,
proteina, glicose e outras substancias importantes ao organismo sé@o reabsorvidos e retornam a
corrente sanguinea. E importante ressaltar que mais de 80% do filtrado é reabsorvido no
tibulo proximal (STRASINGER; DI LORENZO, 2009; MUNDT; SHANAHAN, 2012).
Nesse momento o **°Pb, por similaridade quimica com Ca*?, também podera ser reabsorvido,
estando disponivel para causar dano nesse regido (SADAO, 2002).

Na etapa seguinte, assim como no tabulo proximal, no ramo descendente da alca de
Henle, hd grande permeabilidade da agua, porém sem ocorréncia de reabsor¢do de solutos
neste local. Na regido do ramo ascendente, diante da reduzida permeabilidade da agua, ha
absorcdo de cloreto, sddio e magnésio. Devido a auséncia de cloreto de sodio, o fluido deixa a
alca de Henle com osmolalidade menor que o plasma (MUNDT; SHANAHAN, 2012).

O segmento com maior espessura do ramo ascendente da alca de Henle desadgua no
tubulo distal. Nesse tubulo ha reabsorc¢do intensa de ions, incluindo sédio, potassio e cloreto,
contundo ainda é impermeavel a agua e ureia, dessa forma, esta regido é conhecida como
segmento diluidor, pois também dilui o liquido tubular (GUYTON; HALL, 1998).
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Na etapa do processo final de formacdo da urina, que concerne o final do tubulo distal
ao longo dos tubulos coletores, hé reabsorcdo de 10% de agua e do sodio filtrados. Nesta
regido, do tabulo coletor cortical, ha reabsorcéo de agua e sédio no limen do tubo e secrecdo
de potassio. No ducto coletor medial é permeavel a ureia, a qual é reabsorvida pelo intersticio
medular, auxiliando a elevar a osmolalidade nesta regido dos rins, contribuindo assim para
formar uma urina mais concentrada (GUYTON; HALL, 1998).

A urina que serd eliminada da bexiga possui a mesma composic¢ao do liquido que flui
pelos ductos coletores. Nao havendo maiores alteracGes nos constituintes do liquido urinario a
medida que percorre a via: calices renais, ureteres e bexiga (MUNDT; SHANAHAN, 2012).

Os habitos alimentares exercem influéncia sob a composi¢do quimica bem como a
quantidade de agua consumida, atividade fisica, tamanho do corpo e fatores ambientais
(SULLIVAN; GRANTHAM, 1982). Cada individuo produz em média de 1 a 1,5 litros de
urina por dia, conforme a Tabela 5.

Tomando-se a excrecdo humana como ferramenta da biomonitoragdo é importante
levar em consideracdo a quantidade de agua ingerida e eliminada pelo corpo humano.
Normalmente, apenas pequena quantidade de agua (100 ml/dia) é perdida nas fezes e a maior
parte de liquido é eliminada através da urina excretada pelos rins, como mostrado na Tabela 5.
(GUYTON; HALL, 1998).

Tabela 5. Ingestéo e eliminacéo didria de agua em situagdo normal e no exercicio

prolongado
Normal Exercicio Intenso Prolongado
(ml/dia)
Ingestao
Liquidos ingeridos 2.100 -
Provenientes do metabolismo 200 200
Ingestao Total 2.300 -
Eliminacao
Insensivel - Pele 350 350
Insensivel — Pulmd@es 350 650
Suor 100 5.000
Fezes 100 100
Urina 1.400 500
Eliminacao total 2.300 6.600

Fonte: GUYTON; HALL, 1998
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2.3.1.1 Constituintes do sedimento da urina

O sedimento urinario representa um meio rico em elementos formados, que vao de
glébulos vermelhos e glébulos brancos até cilindros. De modo geral é possivel encontrar nada
mais do que células epiteliais ou filamentos de muco na urina (STRASINGER; DI
LORENZO, 2009).

As células epiteliais sdo achados comuns. Podem ter sua origem de qualquer sitio do
trato geniturinario, do tabulo proximal até a uretra. Este tipo de célula, encontrada no liquido
urinario é proveniente da descamacdo normal de células epiteliais antigas (SHANAHAN;
MUNDT, 2012).

Basicamente, 3 tipos de células epiteliais podem ser observadas na urina: células
uroteliais (Figura 12) escamosas (Figura 13) e tubulares renais (FORTIN et al., 2010;
STRASINGER; DI LORENZO, 2009). No sexo masculino, as células escamosas apresentam
menor frequéncia, originadas basicamente da uretra. No sexo feminino, estas células sdo
encontradas em abundancia. Este tipo de célula é identificavel por apresentar morfologia
irregular, por ser grande e achatada, contendo pequenos nucleos centrais e citoplasma
abundante, porém apresenta pouca utilidade diagnéstica por sua presenca na urina resultar da
contaminacdo a partir da vagina (SHANAHAN; MUNDT, 2012).

Figura 12. Células epiteliais esfoliativas uroteliais encontradas na urina.

Legenda. Células esfoliativas coradas com Giemsa. O nucleo
mais fortemente corado com roxo escuro e o citoplasma bem
delimitado. Fonte: O autor
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Figura 13. Células epiteliais esfoliativa escamosas encontradas na urina.

Legenda. Células esfoliativas escamosas coradas com Giemsa.
Com um aumento de 1000 x é possivel observar o nicleo bem
delimitado. E possivel observar alguns achados no citoplasma
Fonte: O autor

As células tubulares renais sdo ligeiramente maiores que leucécitos e sdo caraterizados
por conterem grandes nucleos esféricos. Apresentam as formas achatada, cuboide ou colunar.
Uma elevada frequéncia deste tipo de célula sugere dano tubular (FORTIN et al., 2010;
SHANAHAN; MUNDT, 2012).

Um tipo de célula de grande importancia diagnostica sdo as células epiteliais de
transicdo, também sdo conhecidas como células uroteliais que revestem o trato urinario desde
a pelve renal até a porcao superior da uretra. Apresentam de 2 a 4 vezes o tamanho dos
leucocitos e caracterizam-se por apresentarem formato esférico, piriforme com projecdes
caudais e possivel presenca de dois nucleos em situacBes ocasionais (SHANAHAN;
MUNDT, 2012).
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Em caso de danos no DNA envolvendo estes tipos de células a presenca do
micronlcleo é um achado representativo da exposicdo a agentes mutagénicos e pode ser
utilizado na monitoracdo dos efeitos bioldgicos nos tecidos alvo de transformacdes
neoplasicas (FORTIN et al., 2010). Sua capacidade de se comportar como um marcador dos
estagios iniciais do cancer em tecidos especificos fez com que o microndcleo, em células
esfoliativas, obtivesse grande aceitacdo em estudos epidemioldgicos na indicacdo do dano
genotdxicos sofrido por tecidos expostos (BURGAZ et al., 1995).

2.3.2 Uretélio e a dindmica das células esfoliativas

Para melhor compreender o micronucleo presentes em células esfoliativas, €
necessario estudar a dindmica dessas células. Thomas e col. (2009) publicaram um protocolo
para o estudo de micronucleos em células esfoliativas da mucosa bucal, cujos conceitos e
metodologias séo aplicaveis a qualquer tipo de células esfoliativas. Como base nesse modelo
e nas representacdes da parede da bexiga no trabalho de Birder e Anderson (2013), a Figura
14 mostra a representacdo esquematica da formacao das células esfoliativas e os achados mais

comuns.
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Figura 14. Representacdo esquematica da dinamica histologica das células esfoliativas
da parede da bexiga
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A estrutura indicada pela letra A na Figura 14 representa a camada de
glicosaminoglicano (GAG) que recobre as células mais superficiais do epitélio, chamadas
guarda-chuvas. A principal funcdo desta camada é de fornecer protecéo para as células mais
inferiores do tecido. E uma barreira natural com a fungdo de impedir que micro-organismos e
substancias toxicas ou carcinogénicas presentes na urina adentrem nas camadas mais internas
do uretélio (BIRDER; ANDERSON, 2013). O mecanismo exato da funcdo barreira do
conjunto das células-guarda-chuva e a camada de GAG é muito complexo e precisa de
estudos mais aprofundados, contudo Birder e Anderson (2013) enfatizam que mudancgas na
dieta ou utilizacdo de remédios podem influenciar no trafego de substancias toxicas para
interior do uretélio.

Na camada B, as células intermediarias estao representadas pelas células de transigcdo
e 0 conjunto de células mais superficial (células gruarda-chuvas), que possuem de 25 a
250um de diametro. Estas células sdo mais largas geralmente binucleadas ou multinucleadas e
recobrem a camada de células menores, chamadas de cuboidais (BIRDER; ANDERSON,
2013, FORTIN et al., 2010).

As estruturas C e D representam o conjunto de celulas basais indiferenciadas e a
membrana basal, respectivamente. As células basais sdo responsaveis pela manutencdo do
epitélio urotelial, através dos processos de proliferacéo e diferenciacdo. A membrana basal é
responsavel pela sustentacdo e conexdo com os tecidos mais inferiores (BIRDER;
ANDERSON, 2013).

Como mostrado na Figura 14, os micronucleos que sdo observados em células
esfoliativas do epitélio urotelial ndo séo induzidos quando as células estdo na superficie do
epitélio, e sim quando estdo na linha basal. Em geral sdo necessarios de 7 a 16 dias para que
elas descoloquem-se até a superficie e comecem a esfoliar, ou seja, 0 dano genético sofrido
recentemente nas células basais pode ser refletido sob a forma de micronicleo nas células
esfoliativas mais superficiais. Porém, a frequéncia de micronucleos sera reduzida, uma vez
que apenas uma das células-filhas herdara o micronicleo (FONTANA et al., 2001; FENECH
et al., 1999a). Uma vez esfoliadas essas células sdo encontradas na urina e estdo disponiveis

para analise do micronucleo.
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2.3.3 Micronucleos

O micronucleo (MN) é uma estrutura separada do nucleo principal de uma célula,
resultante da ndo inclusdo do cromossomo ou parte dele no nucleo principal da célula durante
no processo de divisdo celular, ou seja, essa estrutura é um subproduto das aberracbes
cromossOmicas instaveis, que por sua vez sdo caracterizadas pela quebra ou perda de
cromossomos inteiros. Sua formacdo completa-se quando o envoltério nuclear é restituido ao
redor dos cromossomos das células-filhas (FENECH, et al., 2000; FERNANDES, 2005).

Em geral a ocorréncia de micronlcleos tem relagdo com o dano cromossémico
causado pela exposicdo a agentes mutagénicos, defeito no mecanismo mitético ou falha no
reparo do DNA (PINTO et al.,, 2010; HOLLAND et al., 2008; BONASSI et al., 2003;
FENECH et al., 1999a).

Se o dano genético envolvendo a quebra da fita da molécula de DNA origina
fragmentos, o agente causador do evento é dito clastogénico. As radiagBes ionizantes séo
conhecidas por atuarem na quebra cromossomica, formando tais fragmentos acéntricos,
sendo, portanto desprovidos de regido centromérica, induzindo assim os micronucleos. Ja
quando um agente (quimico) atua causando a perda de cromossomos inteiros € considerado
aneugénico. Este mecanismo produz micronucleos contendo o0 cromossomo com regido
centromérica distinta (PINTO et al., 2010; THIERENS; VRAL, 2009). A Figura 15 mostra

um dos modelos de processo de formacdo do micronucleo.
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Figura 15. Representacao esquematica dos processos de formacgdo do micronucleo por
agente clastogénico (A) e aneugénico (B).

A)

Radiacéo

Fragmento de cromossomo

B)
Cromossomo Inteiro

-».,@
o @

Legenda. (A) Ac¢do da radiacdo ionizante na célula basal indiferenciada, gerando um

fragmento de cromossomo. (B) Ac¢do de um agente genotdxico na célula basal
indiferenciada, gerando uma perda de um cromossomao inteiro.

Mutagénico Quimico




57

Tratando-se de radiacdo, esse agente fisico pode atuar de duas formas: (a) diretamente,
pela deposicdo da energia no DNA, ocasionando dano nessa molécula; (b) indiretamente,
através da atuacdo na molécula de agua, a qual sofrerd o processo de radidlise, resultando em
produtos genotdxicos (HO® e H®) que também causam dano ao DNA (YOKOYA et al., 2008;
FERNANDES, 2005; DUNN;CURTIS, 1985). A Figura 16 ilustra as formas de atuacdo da

radiag@o por esses dois processos processo.

Figura 16. Representacdo esquematica da acao direta e indireta da radiacdo ionizante
na molécula de DNA

Radiagdo — Acdo indireta

(0

H” | H

S —

Radiacdo — Acdo direta

xR

Fonte: Modificado de Microsoft Office 2010 copyright®

Legenda. Produto da radidlise da agua danificando o DNA através da a¢do indireta da
radiacdo. Acdo direta da radiagdo ionizante diretamente na molécula gerando a quebra da
fita de DNA.
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A consequéncia desse processo direta e indiretamente € o surgimento de mutacgdes que
podem levar a formacdo das aberracbes cromossomicas instaveis como fragmentos de
cromossomos acéntricos, cromossomos em anel ou dicéntricos (FERNANDES, 2005). A
Figura 17 representa uma hipétese da contribuicdo da cadeia de decaimento do ?°Pb para o
dano genético em células do uretélio.

Figura 17. Hip6tese de contribuicio da cadeia de decaimento do ?°Pb para o dano

genético.
Radiacs
Espago Urinario ad Ia(;ao\
(o)
H/ \H
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Legenda. (A) Camada de Glicosaminaglicano; (B) Células uroteliais; (C) Células basais; (D)
Membrana basal.

Fenech e col. (1999b) enfatizam que uma célula que sofreu dano no DNA pode ativar
0 mecanismo do reparo ou expressar o0 dano sofrido ndo reparado através da apresentacdo do
micronucleo e uma terceira situacdo € o inicio de dois processos distintos, apoptose (morte
programada da célula) ou necrose celular, conforme a Figura 18. Nesse caso, a combinagéo do
efeito genotoxicos (presenca de micronucleo) pode ser complementada pela avaliacdo do

efeito citotdxico (apoptose e necrose).
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Figura 18. Representacao esquematica do efeito citotoxico e genotoxicos apos a a¢éo da
radiacdo ionizante.

Célula Necrotica

Radiacéo
Célula Mononucleadacom
Micronucleo

CélulaMononucleadasem
Micronucleo

CélulaNormal

O 6 Célulaem Apoptose

Legenda. As situacdes acima refletem os possiveis caminhos de uma célula apés a acdo
da radiacdo ionizante, os possiveis caminhos da célula irradiada.

O teste do MN é considerado método de avaliacdo para biomonitoracdo da exposicdo
as radiacbes ionizantes e agentes quimicos clastogénicos, principalmente em células
binucleadas. Contundo a avaliacdo de células expostas a gentes aneugénicos na fase Go,
momento em que a célula ndo estd em processo de divisdo, tem pouca utilidade. Nesse caso,
para estudar a acdo de agentes clastogénicos in vivo a avaliacdo de células mononucleadas é
mais indicada. 1sso se deve ao fato que agentes ndo clastogénicos, na fase Gy do ciclo celular
induzem adutos, mas néo quebras no DNA (KIRSH-VOLDERS; FENECH 2001).

O micronucleo foi estudado exaustivamente em células esfoliativas mononucleadas
(NERSESYAN et al., 2014; FORTIN et al., 2010; THOMAS et al., 2009; BURGAZ et al.,



60

1995; BAGWE; BHISEY, 1993; ROSIN, 1992; STICH et al., 1982). No entanto, em estudos
in vitro usando linfocitos, os micronicleos sdo contabilizados em células binucleadas para
fins de correlacdo do efeito causado por agentes clastogénicos ou aneugénicos (BONASSI et
al., 2003; FENECH, 2000; FENECH et al., 1999a). Kirsh-Volders e Fenech (2001) ressaltam
que os micronucleos em células mononucleadas devem indicar o dano cromossémico ocorrido
in vivo e podem complementar os ensaios in vitro.

Por apresentar associagdes positivas com agdo de agentes causadores de dano no
DNA, este teste vem ganhando maior aceitacdo e empregabilidade na monitoracdo das
exposicdes ambientais e ocupacionais (BONASSI et al., 2003; FENECH et al., 1999a;
HOLLAND et al., 2008).

Fernandes (2005) e Barbosa (2003) apresentaram o teste do micronicleo em sangue
periférico como uma técnica viavel e rapida para indicacdo do dano causado pelas exposicdes
as radiacdes ionizantes. Este bioindicador pode também promover uma marcacdo do estagio
inicial da carcinogénese (BONASSI et al., 2003).

Um aspecto relevante acerca da presenca dos micronucleos é a relacdo com os habitos
de vida dos individuos, tais como o consumo de cigarro, alcool e deficiéncia de vitamina na
dieta, os quais também podem contribuir para os danos genéticos (FENECH et al., 1999a). A
relacdo entre a frequéncia de micronucleos e o habito de fumar tem sido alvo de diversos
estudos. Na literatura é possivel encontrar uma variedade de resultados que relacionam o
habito de fumar e a frequéncia de microndcleos em linfocitos do sangue periférico de
fumantes. Um exemplo disso sdo os resultados apresentados em um dos estudos do projeto
HUMN (BONASSI et al., 2003) em que se percebe um aumento discreto na frequéncia de
micronucleos em linfocitos de fumantes em relacdo aos ndo fumantes. Entretanto, este
trabalho reportou aumento significante de micronucleo quando associado com a exposicao
ocupacional a agentes genotdxicos em fumantes que consomem menos de 30 cigarros por dia.
Bonassi e col. (2003) explicam que a exposi¢do ocupacional a agentes genotoxicos podem
mascarar os efeitos em consumidores de menos de 20 cigarros por dia.

Em seres humanos, os micronucleos podem ser facilmente avaliados em diversos tipos
de células, tais como, eritrécitos, linfocitos e células esfoliativas epiteliais (HOLLAND et.,
2008).

O estudo da frequéncia de micronicleos em linfécitos é uma pratica corriqueira em
bioanalise, mas pode gerar algum desconforto para o individuo durante a coleta do material

biolégico. Neste caso, uma alternativa é a utilizagdo células epiteliais esfoliativas, que
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representa uma técnica de menor incobmodo para os individuos avaliados, pois a coleta €
minimamente invasiva e demonstra ser adequada para monitoragao tanto populacional quanto
individual (FENECH et al., 2007; BONASSI et al., 2009; HOLLAND et al., 2008).

O uso do teste do micronucleo, como indicador do dano genético, em células
esfoliativas, foi inicialmente proposto por Stich e col. (1982) e tem sido utilizado desde ent&o
para monitora¢do humana.

A frequéncia de microndcleos em células da mucosa bucal foi utilizada para monitorar
a exposicdo de trabalhadores ao tabaco em uma fabrica de cigarro na India. Neste caso, 0s
trabalhadores expostos apresentaram elevada frequéncia de microndcleos no epitélio bucal
(BAGWE; BHISEY, 1993). Em pesquisa conduzida por Suhas e col. (2004) foram observadas
diferencas significativas na frequéncia de microndcleos de fumantes e ndo fumantes quando
comparadas diferentes regides da mucosa oral. Os autores dessa pesquisa chamam a atencao
para maior frequéncia de micronucleos relacionada com habito de fumar, principalmente para
regido da mucosa bucal e palato.

Estudo conduzido por Martins e Filho (2003) alertou para os riscos do tabagismo. Os
autores demonstraram a importancia da utilizacdo do teste do micronucleo na biomonitoracao
dos fumantes. No trabalho ficou evidente que as células da mucosa bucal de individuos
fumantes apresentaram uma maior frequéncia de micronucleos e outras anormalidades
nucleares em relacdo ao grupo controle. Essas consideragdes corroboram com a revisao
realizada por Holland e col. (2008) onde foi enfatizado que o tabagismo crénico através do
consumo de cigarro, tabaco mascado ou inalado na forma de rapé apresentam relacéo
significante com patologias orais.

Estas informacBes sdo relevantes, pois as células da mucosa bucal sdo a primeira
barreira contra a ingestdo e inalacdo de agentes carcinogénicos. Esta barreira natural pode
metabolizar fracdo desses agentes, resultando em produtos reativos (HOLLAND et al., 2008).
Aproximadamente 90% dos canceres humanos tém origem em ceélulas epiteliais e 0s
micronucleos nessas células esfoliativas podem marcar o estagio carcinogénico inicial no
tecido alvo (THOMAS et al., 2009; ROSIN, 1992).

O micronicleo também pode ser encontrado em células uroteliais. Trabalhos
realizados na India, Chile e Estados Unidos indicaram um aumento na frequéncia de
micronlcleo em células esfoliativas presentes na urina da populacdo exposta ao arsénico
através do consumo de dgua contaminada (BASU et al., 2002; BIGGS et al., 1997; WARNER
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et al., 1994). A Figura 19 mostra a presenca de um micronucleo em uma célula encontrada na

urina.

Figura 19. Morfologia de uma célula epitelial escamosa derivada da urina contendo um
micronucleo.

* MN

Fonte: NERSESYAN et al., 2014

Em fumantes, trabalhos correlacionaram a frequéncia de micronucleos em células
esfoliativas uroteliais e 0 consumo de cigarro (BURGAZ et al., 1995; REALI et al., 1987).
De fato, as células esfoliativas da bexiga sdo mais sensiveis ao fumo do tabaco se comparadas
com as células esfoliativas da mucosa bucal (MAJER et al., 2001; BURGAZ et al., 1995). A
sensibilidade a estes efeitos toxicos ainda é perceptivel em individuos que pararam de fumar a
mais de 2 anos. Isso pode ser observado no trabalho de Lehucher-Michel e col. (1996) onde
os resultados indicaram que o grupo de ex-fumantes e de fumantes ativos apresentaram 0s
mesmos efeitos genotoxicos em células esfoliativas da bexiga, refletindo o dano ocorrido em
celulas do tecido basal.

Cid e col. (1991) utilizaram o micronucleo em células esfoliativas uroteliais como
bioindicador eficiente na monitoracdo de trabalhadores da industria de couro, na Argentina.
Nesta pesquisa 0 grupo dos individuos fumantes e expostos a agentes quimicos apresentaram
maior frequéncia de micronucleos em relacdo ao grupo controle.

Devido a facilidade de realizacdo, o teste do microntcleo tem sido amplamente
utilizado em programas de biomonitoramento, e é considerada uma valiosa ferramenta para

avaliar exposicdes de organismos a substancias genotdxicas. O teste do micronicleo é um
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importante sinalizador precoce de danos com consequéncias irreversiveis (FREIRE, 2008;
FENECH et al., 1999a; NORPPA; FALCK, 2003).
S&o vantagens do teste do micronucleo (STICH et al., 1982):
e Demonstrar os danos em nivel citogenético que ocorreram na populacdo de
células em constante divisdo na camada basal;
e Monitorar individuos com risco em potencial para cancer como fumantes e
alcodlatras;
e Constitui-se como método de facil execucdo, permitindo a avaliagdo em niveis
epidemioldgicos.
e Os resultados obtidos podem ser comparados com outras técnicas consagradas
na literatura cientifica, por exemplo, cultura in vitro de linfocitos.

e Baixo Custo.

2.3.3.1 Técnicas de coleta do Micronucleo em Urina

Para o estudo com células esfoliativas em urina, o cuidado com a coleta e o volume de
urina coletados devem ser observados. Fortin e col. (2010) chamam a atencdo para assepsia
prévia da regido genital, bem como para o volume, uma vez que na urina de individuos do
sexo feminino apresentam maior quantitativo de células, necessitando de um volume menor,
por volta de 100 ml. Ja os individuos do sexo masculino necessitam de um volume maior,
pois ha poucas células na amostra, e neste caso, a literatura cientifica reporta entre 200 e 500
ml de urina devem ser coletados (FORTIN et al., 2010; BASU et al., 2004; FONTANA, et al.,
2001).

2.3.3.2 Técnicas de coloragao

A maior variacdo na metodologia do teste do micronicleo encontrado nos textos
cientificos esta no tipo de corante utilizado para identificacdo do micronicleo. A técnica de
Feulgen é a mais comumente empregada (aproximadamente, 56%) nos laboratérios que
realizam o teste do micronicleo (TOLBERT et al., 1992; THOMAS et al., 2009; BONASSI
et al., 2009).

A primeira etapa dessa técnica é a imersao das laminas, contendo as células da mucosa

bucal, em HCl a 1 M em temperatura ambiente por 1 minuto, em seguida, uma nova imersao
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das laminas é realizada em HCl a 1 M a 60 °C por 10 minutos e, novamente, em HCla 1 M a
temperatura ambiente por 1 minuto. As imersdes realizadas na solu¢do de HCI séo
responsaveis pela hidrélise das bases, sendo uma das fases essenciais para colora¢do na
técnica de Feulgen. A hidrolise realizada tem o objetivo de separar as bases puricas do agucar
da desoxirribose, expondo os grupos aldeidos livres, deixando a cadeia do DNA intacta e
apurinica (CHIECO; DERENZINE, 1999).

Na etapa seguinte a hidrdlise, as laminas sdo imersas no reagente de Schiff por 1 hora
(TOLBERT et al., 1992). Nesta etapa, as regides especificas das células com os grupamentos
aldeidos livres na molécula do DNA apurinico associam-se a Pararosanilina, um corante ndo
metilado na cor magenta dissolvido no reagente de Schiff (CHIECO; DERENZINE, 1999). A
ligagdo entre a Pararosanilina e a molécula do DNA é considerada especifica, impedindo
dessa forma as a¢des dos interferentes inespecificos no resultado.

Este tipo de coloragdo é a mais indicada quando o objetivo é quantificar o DNA
devido a caracteristica desse corante possuir alto grau de especificidade para marcacdo da
molécula de DNA (CHIECO; DERENZINE, 1999). Alem disso, na coloracdo por Feulgen
Fast Green, o citoplasma apresenta uma coloracdo transparente e clara que permite uma
identificacdo mais adequada do micronicleo em microscopio optico comum (HOLLAND et
al., 2008; THOMAS et al., 2009).

Outra técnica de coloracdo bastante utilizada na identificacdo de micronucleos € a
coloracdo de May-Grinwald/Giemsa (MGG), como alternativa mais barata em relacdo a
Técnica de Feulgen. Na técnica da coloracdo com May-Grunwald/Giemsa (MGG), as laminas
contendo o esfregaco com células da mucosa bucal sdo secas ao ar, em seguida coradas com
May-Grinwald por 5 minutos. ApGs esta etapa as laminas sdo coradas com Giemsa por 15
minutos e posteriormente lavadas em agua corrente (PALASKARA,; JINDAL, 2010). Esta
técnica permite uma melhor visualizacdo do nucleo da célula e € amplamente utilizada em
células sanguineas, contudo ndo apresenta marcacao especifica para o DNA (THOMAS et al.,
2009; NERSESYAN et al., 2006). Segundo Nersesyan e col. (2006), a maior limitacdo da
MGG ¢ a falta de especificidade para marcacdo de DNA, o que possibilita maior ocorréncia
de resultados falso-positivos. Achados comuns em células podem ser interpretados
equivocadamente como micronucleos. Estes autores enfatizam ainda que a avaliacdo de
microndcleos utilizando ldminas coradas com a técnica de MGG deve ser realizada com

cautela e critério, no intuito de evitar resultados falso-positivos.
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Um dos trabalhos mais recentes (FORTIN et al., 2010) na padronizagédo do teste do
micronlcleo em células presentes na urina comparou o desempenho entre o Giemsa e a
Técnica Papanicolau para distinguir células escamosas de células uroteliais. O sucesso dessas
técnicas foi possivel devido a correta higienizacdo da regido genital, separagdo, lavagem com
NaCl a 0,9% e fixacao das células esfoliativas.

Além de Fortin e col. (2010) outros trabalhos como os de Lehucher-Michel e col.
(1996), Cid e col.. (1991), Jen e col. (2002) e Gandhi e col. (2003) obtiveram sucesso
utilizando o Giemsa para estudar microntcleo em células esfoliativas presentes na urina.

No levantamento realizado por Nersesyan e col. (2014) sobre os principais protocolos
utilizados para estudar células esfoliativas presentes na urina, o corante Giemsa foi 0 mais
utilizado se comparado a coloragdo com Papanicolau.

A coloragdo com Papanicolau é uma alternativa em relagdo as técnicas citadas acima
para identificacdo de micronucleos. Apesar de ser uma técnica menos especifica em relacéo
aos corantes citados anteriormente, tem sido utilizada em alguns trabalhos. No trabalho de
Palaskara e Jindal (2010) os resultados da comparacdo deste corante com o0 MGG indicou
melhor visualizagdo dos micronucleos em células da mucosa bucal de fumantes e
consumidores de tabaco sem fumaca. Os autores justificam esse resultado pela utilizacdo de
alcool na fixagéo das células, o que permitiu um fundo com maior clareza quando comparadas
com laminas secas ao ar e coradas com MGG. Esta justificativa estd em comum acordo com
as colocacdes de Dindgire e col. (2012) os quais enfatizam que o alcool etilico usado na
fixacdo das células na técnica tem efeito bactericida e mantém a integridade da célula.

Marcadores fluorescentes também podem ser empregados para visualizacdo do
micronucleo, contudo esta técnica tem menor frequéncia (aproximadamente, 13%) de
utilizacdo entre os laboratérios que fazem parte projeto HUMN (BONASSI et al., 2009). Esta
técnica apresenta maior custo devido ao uso de anticorpos e de um microscépio de

fluorescéncia.

2.3.3.3 Critérios para identificacdo do Micronucleo

Um importante fator para o sucesso da técnica do micronucleo, além do tipo de
coloracdo utilizada, sdo os critérios de identificacdo. Os critérios desenvolvidos por Tolbert e
col. (1992), para inclusdo de células que serdo contabilizadas na identificacdo de
micronucleos, tem sido amplamente utilizados (THOMAS, et al., 2009; HOLLAND et al.,
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2008; PALASKARA;JINDAL, 2010; MACHADO-SANTELLI et al.,, 1994, MARTINO-
ROTH, 2002).

Bonassi e col. (2009) realizaram um levantamento em diversos laboratérios no mundo,
que publicaram artigos envolvendo micronicleo em células esfoliativas, no intuito de
verificar o atual quadro das principais metodologias empregadas. Neste levantamento 50% de
um total de 46 laboratorios utilizam os critérios descritos por Tolbert e col. (1992).

No protocolo estabelecido por Tolbert e col. (1992) os parametros propostos a serem
observados séo: (a) citoplasma intacto e posicdo da célula relativamente plana na lamina; (b)
pouca ou nenhuma sobreposicdo com as células adjacentes; (c) poucos ou nenhuns detritos e
(d) nacleo normal e intacto, perimetro nuclear distinto. Os critérios sugeridos para
identificacdo dos micronucleos séo: (a) perimetro redondo e suave sugerindo presenca de
membrana; (b) menos de um ter¢co do didmetro do nucleo associado, mas suficientemente
grande para que sejam diferenciadas forma e cor; (c) Feulgen positivo, ou seja, rosa no campo
claro iluminado; (d) mesma intensidade de coloracdo em relacdo ao ndcleo; (e) textura similar
a do nucleo; (f) mesmo plano focal do nucleo e (g) auséncia de sobreposicdo ou ponte
internucleoplasmica com o nicleo.

Com este protocolo Tolbert e col. (1992) obtiveram sucesso em identificar excesso de
micronucleos em pacientes submetidos a radioterapia. Nesta pesquisa ficou evidenciada a
distincdo entre outras anomalias nucleares e o micronucleo.

Para avaliacdo dos micronucleos em urina Fortin e col. (2010) utilizaram critérios
modificados estabelecidos por Fenech (2007) e Reali e col. (1987). Estes critérios incluem
caracteristicas como didmetro do microndcleo, cor e textura semelhantes ao nudcleo, auséncia
de sobreposicédo de células e boa visualizacéo celular.

Apesar dos protocolos para a aplicagdo do teste do micronicleo estarem bem
estabelecidos para a avaliacdo, em niveis epidemioldgicos, da exposi¢cdo a agentes causadores
de dano do DNA, Carrard e col. (2007) ressaltam a importancia do teste do micronucleo
associado a outros biomarcadores para corroborar com o indicativo de efeitos que podem
progredir para carcinoma.

Neste caso, trabalhos focados em alinhar a frequéncia do micronicleo em células
esfoliativas e 0 #°Pb presente na urina de fumantes sdo raros nos bancos de dados da
literatura cientifica, havendo necessidade, portanto, de estudos mais aprofundados, uma vez

que este radionuclideo é encontrado em teores consideraveis e 0 consumo excessivo do
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cigarro é uma preocupacdo em salde publica devido aos elevados indices de céncer

associados ao tabagismo.

2.4 Determinacéo do #°Pb

Godoy e col.. (1994) apresentaram um método analitico sequencial que permite a
determinagdo dos 22U, 2*U, #2Th, ?®Th, ®Ra, **Ra e *°Pb em amostras ambientais, sendo
posteriormente adaptado para amostras biolégicas como urina e fezes.

A metodologia apresenta por Godoy e col.. (1994) surge como uma alternativa frente
aos métodos para determinacdo do #°Pb. Dentre esses métodos destacam-se a espectrometria
gama, a espectrometria alfa e 0 método de contagem o e f total. Uma das principais vantagens
da espectrometria gama é a quantidade de informacdes obtidas em uma unica analise. Alem
disso, € uma técnica de andlise répida, multielementar e ndo destrutiva. A principal
caracteristica do HPGe é baseada na sua alta resolucdo em determinar a energia da radiacéo
gama, proporcionando assim, uma menor incerteza na medida, no entanto possui a limitacao
de que devido a baixa energia da emissdo dos raios gama emitidos (46,5 keV), situada na
regido da alta influéncia do efeito Compton e a pequena probabilidade de emisséo (4%), o que
provoca a necessidade de grande volume da amostra, ocasionando dificuldades na medida
devido a auto-absorcéo e baixa eficiéncia de contagem (SANTOS-JUNIOR et al., 2009).

Trabalhos como os de Santos e col. (1994), Santos e col. (1995), Knezevic e col.
(1998), e col. (2010), Naumann e col. (1998) determinaram “*°Pb e *!°Pb em urina por
espectrometria alfa. Esta técnica € muito sensivel, mas limitado pelo tempo necessario para o
estabelecimento do equilibrio, superior a 6 meses (LAURIA et al., 2003). A literatura
cientifica especializada é muito carente sobre abordagens dos niveis de **°Pb em amostras de

urina humana.

2.4.1 Contador proporcional alfa beta

O contador proporcional é um tipo de detector gasoso que foi introduzido em 1948 por
Samuel Curran (apud KNOLL, 1999). Quando a particula penetra numa camera repleta de gas
produz elétrons livres e ions positivos, 0s quais imediatamente comegam a mover-se no
sentido dos elétrons de sinais opostos. Ao serem coletados pelos eletrodos provocam uma

pequena corrente no circuito externo, que pode ser detectada eletronicamente pela variagéo da
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voltagem. Em média qualquer tipo de particula carregada, e com qualquer energia,
interagindo em qualquer gés, perde aproximadamente, 30 eV de energia cinética para cada par
de elétron-ion produzido (KNOLL, 1999; LAURIA et al., 2003).

O contador é normalmente calibrado em eficiéncia usando fontes especificas
(normalmente Am-241 para alfa e K-40 para emissores beta). Na interpretacdo dos resultados
deve-se supor que a eficiéncia de contagem é a mesma para todos os radionuclideos com o
mesmo tipo de decaimento. No entanto, a eficiéncia varia bastante com a energia das
particulas beta. Em particular, os contadores proporcionais ndo detectam as particulas betas de
energia inferior a 0,3 MeV (KNOLL, 1999; LAURIA et al., 2003) Contudo, ainda segundo
Lauria e col. (2003) devido a alta-absor¢do, ndo se recomenda que os métodos diretos de
medicéo alfa e beta total sejam utilizados para analisar amostras de solos, alimentos e pastos,
porém o método torna-se preciso quando a amostra € submetida a separacao radioquimica. A
eficiéncia e curvas de auto absorcao sdo obtidas em funcédo de radionuclideos especificos.

O método de contagem o e [ (contador proporcional) total apresenta a vantagem de
medir com rapidez a concentracdo de radionuclideos que emitem alfa com energias acima de
3 MeV e beta de energia maxima de 0,3 MeV. Este meétodo é comumente empregado para
determinagdo de teores da ordem de 37 mBq de ?°Ph. Diversas matrizes podem ser avaliadas
como aguas, sedimentos, materiais bioldgicos, cigarros, entre outros. Diferentes metodologias
tém sido desenvolvidas nesta linha sendo que o Chumbo é recuperado sob a forma de PbCrO,
(MINGOTE, 2006). Um dos pontos criticos, ressaltados por Mingote (2006), ¢ a falta de
especificidade, pois a determinacao dos radionuclideos é feita pela medida da atividade de um
dos seus filhos, apds periodo de decaimento radioativo adequado. A determinacio de “*°Pb
realizada por Julido et al., (2003), em habitantes de Buena e Rio de Janeiro, deu-se através da
contagem beta do #°Bi, filho do #°Pb.

Os métodos para determinacio de %°Pb se baseiam nas propriedades radiolégicas do
219pp e seus filhos. A Figura 20 mostra a sequéncia de decaimento do **°Pb. Mingote (2006)
enfatiza que o *°Pb (T1,,= 22,2 anos) emite raios y [Ey= 46,5 keV (4,25 %)] e particulas beta
de baixa energia [EPmax= 17,0 keV (84 %); 63,5 keV (16 %)], podendo assim ser medido
diretamente por espectrometria y ou contagem em cintilador liquido.

Contudo estes métodos de contagem direta ndo alcancam alta sensibilidade, isto &,
abaixo de 37 mBq.L ™%, devido as incertezas associadas com a medida do fotopico de 46,5 keV

de baixo percentual de abundancia e as altas taxas de radiacdo de fundo associadas. A
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determinacéo direta de baixos teores de *°Pb é praticamente impossivel sem uma pré-
concentracdo da amostra (MINGOTE, 2006).

Figura 20. Cadeia de decaimento do #°Pb

B

®22,2 anos
*Ey= 46 KeV (4,25%)
*EB= 17 Kev (84%)

*EB= 63,5 KeV (16%)

¢ 138,376 dias
e Ea= 5,30 MeV

5,012 dias e ESTAVEL

«EB=1,2 MeV

Legenda. A cadeia de decaimento do “°Pb com suas respectivas emissoes e energias,
onde a particula beta é a mais preponderante. O Bismuto-210 é o produto do decaimento
do Chumbo-210, seguindo do Polonio-210 que emite uma particula Alfa. O produto
final é o Chumbo estavel.

Uma técnica de separacdo radioquimica bastante utilizada € a troca ibnica (JIA;
TORRI, 2007; SILVA et al., 2009). A separacdo radioquimica por troca iénica é na verdade a
transferéncia de ions especificos de uma solucdo pouco concentrada para outra, mais
concentrada, por meio do fendmeno de uma resina trocar seus ions fracamente ligados por
outros da solucdo, quando a resina e a solugcdo estdo em contato (HECK, 2010). Pode ser
considerado um processo de separacdo, concentracdo e analise de materiais que sao
seletivamente absorvidos em resinas trocadoras de ions (MENDHAM et al., 2002).

As resinas trocadoras de ions (Figura 21) apresentam a caracteristica de serem
praticamente insolUveis em &gua e em solventes organicos o que torna este método eficiente
em analises quimicas, outra vantagem é o fato de conterem ions ativos capazes da troca
reversivel com outros ions em solugdo, sem que ocorra mudanca estrutural perceptivel no
material (MENDHAM et al., 2002).
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Figura 21. Coluna de percolagdo contendo a resina trocadora de ions indicado pela seta
vermelha

Fonte: Imagem obtida no Laboratério Radioecologia e Controle
Ambiental - LWRCA/DEN — UFPE.

Essa técnica foi utilizada para determinacdo de *!°Pb em sedimentos (GODOY et al.,
1998) e em forragem para o gado (SILVA et al., 2009) e em urina de habitantes de areas de
elevada radiacio natural (COSTA-JUNIOR, 2011).

Apobs pré-concentracdo do “°Pb e um tempo de crescimento do “°Bi (15-35 dias), a
contagem beta total é realizada em um contador proporcional. O método apresenta alta
sensibilidade, dependendo da eficiéncia de contagem (podendo chegar a 40 %) e com baixos
valores de radiacdo de fundo (MINGOTE, 2006).
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O método tem mostrado grande aplicabilidade por mensurar baixos niveis de
concentracdo de °Pb na maioria das amostras biolégicas e ambientais que foram estudadas
(JIA; TORRI, 2007).

A resina trocadora de ions mostrou ser um procedimento eficaz na separacdo
radioquimica do *°Pb dos demais emissores beta em cinza de urina humana (COSTA-
JUNIOR et al., 2013a). A Figura 22 demonstra que o valor dos dados experimentais se
aproxima do modelo matematico tedrico e com isso o equilibrio secular entre 0 ?°Pb e 0 *°Bi
foi alcancando em cerca de 35 dias (50.000 minutos apds a eluicdo das amostras), caso
houvesse interferéncia de outros radionuclideos a curva para o valor experimental ndo se
aproximaria do valor tedrico. Assim, a analise através da resina trocadora de ions apresentou-

se com um excelente método para quantificar >*°Pb em amostras de urina.

Figura 22. Tempo de crescimento do Bismuto-210 na amostra padréo
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Caracteristicas da pesquisa e Consideracdes éticas

Esta pesquisa, de carater experimental, utilizou a urina como matriz para o estudo de
células esfoliativas e dos teores de Chumbo-210 de individuos considerados saudaveis e de
individuos com habitos tabagistas. Foi submetida e aprovada sob o parecer n°® 84066 (Anexo
A) pelo Comité de Etica em Pesquisa com seres humanos da Universidade Federal de
Pernambuco.

A populacéo de estudo consistiu de homens e mulheres adultos. Os voluntarios foram
caracterizados nos seguintes grupos: fumantes e ndo fumantes. Cada grupo avaliado teve um
total de 15 individuos, separados por idade e sexo.

Os voluntérios doadores de urina foram convidados a participar da pesquisa através do
termo de consentimento livre e esclarecido (Apéndice A), e submetido a um questionario

sobre os habitos sociais (Apéndice B).

3.1.1 Critérios de selecao de voluntarios

Para a selecdo de voluntarios foram estabelecidos os seguintes critérios:

> Incluséao:

v" Nao fazer uso de medicacdo;

v Ter mais de 18 anos;

v Nao ter realizado qualquer procedimento de radioterapia ou quimioterapia
recentemente;

v Nao exercer atividade envolvendo o uso de radiacdes ionizantes;

v Nao exercer atividades que envolvam o manuseio ou contato de qualquer outra
natureza com agrotoxicos;

v Nao ter se submetido a exames de radiodiagndstico nos Gltimos 6 meses;

v Nao possuir patologias diagnosticas na regido da bexiga e trato urogenital, tais

como cancer.
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> Exclusdo

v Recusa em colaborar com a participacdo na pesquisa;
v' SituagBes que inviabilizem a condugdo padrdo da investigacéo.

3.1.2 Caracteristicas dos voluntarios selecionados

Os voluntérios foram caracterizados observando variaveis como: idade, sexo,
residéncia e habitos alimentares, elencados para auxiliar na compreensdo dos resultados da
concentracdo de Chumbo-210 e frequéncia de micronucleo. Esse perfil foi obtido observando
0 questionario no Apéndice B. Na Tabela 6 pode-se observar que a idade dos individuos
pesquisados variou de 20 a 65 anos, 30% estdo na faixa etaria entre 20 e 27 anos, seguidos de
23,3% entre 27 e 34 anos e 3,33% estéo na faixa etaria entre 41 e 48 anos.

A maioria dos voluntarios pertence a Recife, 70% residem na capital pernambucana e
30% residem na regido metropolitana. O sexo masculino foi 0 género predominante com

86,7% e 13,3% sdo do sexo feminino.

Tabela 6. Distribuicdo geral da idade e habitos de vida dos voluntarios.

ldade Mora com Consome frutos C_onsome Leite e
fumante do Mar derivados da Regido

Classes N % N % N % N %
20|------ 27 9 30 Sim 7 233 Sim 22 733 Sim 27 90
27|------ 34 7 233 Ndo 23 76,7 Nao 8 26,7 Nao 3 10
34|------ 41 2 6,7
41|------ 48 1 3,3
48|------ 5 5 16,7
55|------ 62 3 10
62|------ 69 3 10
M — Masculino
F - Feminino

3.1.2.1 Voluntarios fumantes

O perfil dos voluntarios fumantes pode ser observado na Tabela 7. O tempo de
tabagismo com maior frequéncia foi entre 2 e 24 anos, com 67%, seguido de 33% dos
voluntarios que tém entre 24 e 46 anos de tabagismo. Em relagdo a quantidade, 53%

consomem menos de 20 cigarros e 46% mais de 20, respectivamente.
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Tabela 7. Distribuicéo do perfil dos fumantes em relagdo ao tempo e quantitativo de
cigarros consumidos

Tempo de tabagismo Cigarros consumidos por dia
SRS N % Classe N %
(anos)
2|------ |13 5 33,33 <20 8 53,3
13|-----|24 5 33,33 >20 7 46,7
> 35 5 33,33

3.2 Preparacdo das amostras de urina para determinacéo do “°Pb

Todas as amostras foram obtidas seguindo os procedimentos adotados pelo Instituto de
Radioprotecdo e Dosimetria (IRD, 1983). Neste caso, os voluntarios receberam recipientes de
polietileno com capacidade para 2 litros, que foram previamente descontaminados.

As amostras foram coletadas durante 24 horas, para obtencdo de no minimo 1,5 litros
de urina, para que se tenham amostras suficiente para analise de **°Pb. Ap6s, a coleta, foram
adicionados 25 mL de formaldeido a 37%. Em seguida, os recipientes foram devidamente
identificados com o nome do doador, data e local. As amostras foram armazenadas na

geladeira até a sua anélise.

3.3 Determinacéo de *!°Pb nas amostras de urina

Para a determinacdo do °Pb o volume de urina foi medido, transferido para capsulas
de porcelana, com capacidade para 750 ml, para secar a 70 °C. A matéria seca obtida foi
levada ao forno, cuja temperatura foi aumentada gradativamente até atingir 450 °C, deixando-
se, entdo, a essa temperatura por 48 horas, até a obtencdo das cinzas. As cinzas foram
utilizadas para determinar as concentracdes de *°Pb, a partir do método da troca idnica
apresentado por Godoy e col. (1998), cujas etapas sdo descritas conforme o esquema da

Figura 23.



Figura 23. Representacéo esquematica da analise do *°Pb em urina
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a) Lixiviagéo

Apds os procedimentos de calcinagdo das amostras de urina, a massa total de cinzas
foi aferida. Em seguida, foram retirados apenas 2 gramas, conforme o método estabelecido
por Godoy et al., (1998), para serem lixiviados com 100 mL de HBr 0,5 M; 1,0 g de cloridrato
de hidroxilamina; 1 mL de carreador de chumbo (20 mg Pb**.mL™) por um periodo de 12
horas.

b) Percolacdo na resina trocadora de ions

A solucdo foi colocada para percolar numa coluna contendo resina trocadora de ions
do tipo BIO-RAD DOWEX 1-X8 50-100. Durante o procedimento, o °Pb ficou retido na
resina enquanto a solucdo inicial é eluida. Ap6s a eluicdo da solugdo o 2*°Pb foi retirado da
resina utilizando 50 mL de HNO3; 1M. A solucédo obtida foi aquecida até a secagem total. Foi
adicionado 50 mL de &gua deionizada e o pH corrigido com acetato de aménio a 40% para
estar entre 4,5 a 5,0.

Em seguida, a solucdo foi aquecida até a ebulicdo, onde 2 mL de Na,CrO4 a 25% é

adicionado. Nesse caso, 0 *°Pb foi precipitado na forma de cromato de chumbo (PbCrO,).
c) Deposicéo do precipitado

A solucdo contendo o PbCrO, foi filtrada em papel quantitativo, em seguida, o
precipitado foi submetido a secagem por 10 minutos (a 100 °C) e pesagem, a fim de se
determinar o rendimento quimico da recuperagdo do chumbo (100% = 31,4 mg PbCrQO,).
Contudo, antes da realiza¢do da contagem P, para evitar a interferéncia dos emissores alfa nas
leituras, o precipitado foi coberto com papel contato. Apos essa etapa, foram necessarios 35
dias para que o ?°Pb entrasse em equilibrio radioativo com o “*°Bi. Ap6s esse periodo, as
contagens do “*°Pb foram realizadas num detector proporcional de baixo background. Todas

as amostras foram analisadas em triplicata.
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3.4 Procedimento para as anélises pelo detector proporcional alfa beta

3.4.1 Sistema de medidas

Em qualquer tipo de andlise envolvendo a técnica do detector proporcional alfa beta,
faz-se necessario uma avaliagdo completa dos parametros relacionados ao sistema de medidas
adotado no arranjo experimental. Para tanto, alguns pardmetros foram observados, para obter
resposta do detector alfa beta na determinacéo do #*°Ph. Entre os parametros estudados estdo:
a curva de calibracdo para eficiéncia do detector e o limite de deteccdo. Estes parametros
fornecem maior confiabilidade nos calculos da concentragdo em atividade do **°Pb em urina
humana.

Para as medidas do “°Pb em urina humana foi utilizado o sistema alfa beta do
Departamento de Energia Nuclear, um detector proporcional de fluxo continuo Tennelec S5E
da CANBERRA (Figura 24). O tempo de contagem estabelecido foi de 500 minutos para cada
amostra.

Figura 24. Detector Tennelec SSE da CANBERRA

Fonte: O autor
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3.4.2 Curva de calibracéo do detector

Para determinacdo do #°Pb, utilizando o detector proporcional alfa beta de fluxo
continuo, foi necesséario a construcdo de uma curva de eficiéncia do detector. Para esta
construcdo foram criadas amostras padrdes para avaliar o método descrito por Godoy e col.
(1998), em relacio a determinagéo de %°Ph nas amostras de urina. Para tanto, foram utilizados
padrdes liquidos certificados de °Pb fornecidos pelo Instituto de Radioprotec&o e Dosimetria
(IRD).

Os padrdes liquidos foram diluidos em acido nitrico 1 M, conforme recomendacdes do
IRD. Inicialmente, foram preparadas amostras de urina conformes procedimentos
apresentados no item 3.3 em triplicata. As atividades dos padrdes de urina estiveram em uma
faixa de 0,3295 a 2 Bq. A corre¢do das atividades das fontes padrbes foram calculadas pela
equacéo de correcédo da atividade especifica dos padrdes (Equagéo 1). Nesta equacéo, Agip € @
atividade a ser corrigida, com base na atividade inicial Agix e na constante de decaimento

radioativo, A.
-2t
AEip = AEipO X € (1)

A curva obtida a partir dos padrdes corrigidos representa a eficiéncia do detector
variavel dependente das eficiéncias de contagens, determinadas em funcdo das contagens por
minuto e da atividade do ?°Pb (Bq). Essa curva foi o ponto de partida na determinagdo da
eficiéncia de contagem do radionuclideo em estudo, e foi utilizada para o célculo da
concentracdo em atividade do chumbo. A eficiéncia de contagem no platé beta (eg) pode ser
determinada diretamente pela curva, pois ela é numericamente igual ao coeficiente angular da

reta obtida.
3.4.3 Limite de deteccéo

O limite de deteccdo adotado para este trabalho foi definido pelos critérios
estabelecidos pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) do Ministério da
Saude do Brasil (ANVISA, 2003), em que o limite de deteccdo representa a menor quantidade
do analito presente em uma amostra que pode ser detectado, porém ndo necessariamente

quantificado, sob as condicGes experimentais estabelecidas. O limite de detec¢do (LD) foi
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estabelecido por meio da analise de solucbes de concentragdes conhecidas e decrescentes do

analito, até o menor nivel detectavel. O valor de LD é calculado pela Equagéo 2:

_ DP,x3
IC

LD (2)

Onde: DPa é o desvio padrdo do intercepto com o eixo do Y de, no minimo, 3 curvas de
calibracdo construidas contendo concentracdes préximas ao suposto limite de quantificacdo.
Este desvio padrédo pode ainda ser obtido a partir da curva de calibracdo proveniente da

analise de um numero apropriado de amostras do branco; IC é o coeficiente angular.
3.4.4 Célculo da concentracdo em atividade do *°Pb

A atividade de ?°Pb (A,,_,,,) em Ba/L foi determinada utilizando a Equagéo 3 (JIA;

TORRI, 2007):
CA _CB
Azlopb: R Xng X(l—eilgi7210><t)
Q B

3)

Onde: Ca € a taxa de contagem da amostra (cpm); Cg € a taxa de contagem do
background (cpm); Rq € o rendimento quimico (%) obtido pelo procedimento descrito no item
3.3; Q ¢ a quantidade de amostra utilizada na analise [massa (kg) ou volume (L)]; €p € a
eficiéncia de contagem beta (B) do bismuto; Agj € a constante de decaimento do Bi-210 =

0,1383 d™; t é 0o Tempo transcorrido entre a precipitacio do PbCrO, e a contagem (dias).

3.5 Avaliacdo do méetodo de analise

A auséncia de amostras padrfes certificadas de urina despertou para a necessidade da
criacdo para o procedimento de avaliagdo do método radioanalitico utilizado nesta pesquisa.
Para tanto, foram criados padrfes para avaliar o método descrito por Godoy e col. (1998), em
relacdo & determinacdo de *°Pb nas amostras de urina. Foram utilizados padrdes liquidos
certificados de ?°Pb fornecidos pelo Instituto de Radioprotecdo e Dosimetria (IRD). Os
padrdes liquidos foram diluidos em acido nitrico 1M, conformes recomendacbes do IRD.
Inicialmente, foram criadas amostras padrdes de urina em duplicatas. Nessas amostras foram

adicionados 7,4 Bq de padrdo de 2°Pb, sendo entdo, submetidas aos procedimentos
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apresentados no item 3.3. Para atender as exigéncias da avaliacdo radioanalitica, foram
adotados os procedimentos estabelecidos e extraidos diretamente do documento publicado
pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), do Ministério da Saide do Brasil
(ANVISA, 2003). Para a avaliagdo de métodos analiticos e bioanaliticos, os seguintes

parametros foram realizados:

1) Linearidade. E a capacidade de uma metodologia analitica de demonstrar que os
resultados obtidos sdo diretamente proporcionais a concentracdo do analito na amostra, dentro
de um intervalo especificado. Recomenda-se que a linearidade seja determinada pela andlise
de, no minimo, 5 concentracdes diferentes. Se houver relagdo linear aparente ap0s exame
visual do grafico, os resultados dos testes deverdo ser tratados por métodos estatisticos
apropriados para determinacdo do coeficiente de correlacdo, interseccdo com o eixo Y,
coeficiente angular, soma residual dos quadrados minimos da regresséo linear e desvio padrao
relativo. Se ndo houver relacdo linear, realizar transformagdo matematica. O critério aceitavel

do coeficiente de correlacdo (r) deve ser = 0,99.

2) Precisdo. A precisdo é a avaliacdo da proximidade dos resultados obtidos em uma
série de medidas de uma amostragem multipla de uma mesma amostra. A precisdo (DPR) de
um método analitico pode ser expressa com o0 desvio padrdo ou desvio padrdo relativo

(coeficiente de variacdo) de uma serie de medidas, de acordo com a Equacéo 4.

DP

DPR = %100 (4)
D

Onde: DP é o desvio padrdo e CMD, a concentracdo média determinada. O valor
méaximo aceitavel deve ser definido de acordo com a metodologia empregada, a concentracdo
do analito na amostra, o tipo de matriz e a finalidade do método, ndo se admitindo valores

superiores a 5%.

3) Exatiddo. A exatiddo de um método analitico é a proximidade dos resultados
obtidos pelo método em estudo em relagdo ao valor verdadeiro. A exatidao é calculada como
porcentagem de recuperacdo da quantidade conhecida do analito adicionado a amostra, ou

como a diferenga porcentual entre as médias e o valor verdadeiro aceito, acrescida dos
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intervalos de confianga. A recuperacdo mede a eficiéncia do procedimento de extragcdo de um
método analitico dentro de um limite de variagdo. Porcentagens de recuperacdo do analito e
do padrdo interno proximos a 100% sdo desejaveis, porém, admitem-se valores menores,
desde que a recuperacgao seja precisa e exata.

A exatiddo é calculada pela relacdo entre a concentracdo média determinada

experimentalmente e a concentragdo tedrica correspondente, conforme a Equacéo 5.

Concentragao médiaexperimental y
Concentracaotedrica

Exatidéo = 100 (5)

3.6 Teste do microntcleo em células esfoliativas na urina

Todo o procedimento para o teste do micronucleo em células da esfoliativas presentes
na urina foi implantado e realizado no Laboratério de Modelagem e Biodosimetria Aplicada,
do Departamento de Energia Nuclear, da Universidade Federal de Pernambuco.

Para o teste do micronucleo foi adotado o protocolo estabelecido por Fortin e col.

(2010) que comeca com as seguintes etapas:

3.6.1 Coleta de urina

Antes de iniciar a coleta os voluntarios receberam as seguintes instrucoes:

a) Homem: Lavar as maos, em seguida lavar o pénis, retraindo todo o prepdcio,
enxaguar e secar com gaze estéril ou toalha bem limpa.

b) Mulher: No momento da higiene e da coleta, manter os grandes labios
afastados. Lavar a regido genital de frente para tras, enxaguar e secar, usando
gaze estéril ou toalha bem limpa. Ndo usar duas vezes a mesma gaze. Nunca
inverter este movimento.

Todo o material foi coletado em recipiente estéril, devidamente rotulado com o nome

completo do voluntario, data e local. A coleta foi iniciada observando os seguintes passos:
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a) Iniciar a miccdo. Desprezar o 1° jato da urina, sem interromper a miccé&o.
Voluntéarios do sexo masculinos coletaram entre 250 ml e 400 ml de urina, e
100 ml para voluntarias do sexo feminino.

b) Apbs a coleta, o material foi levado ao laboratério no prazo méaximo de 2

horas;

3.6.2 Isolamento de células esfoliativas em urina

Antes de iniciar os procedimentos, todos os tubos e recipientes de vidro foram
autoclavados, bem como o NaCl a 0,9%. Uma segunda amostra de urina foi coletada de cada
voluntario para a realizagdo do teste do micronucleo. O volume de urina dos voluntarios
masculinos foi maior para que haja obtencdo de um maior nimero de células (FORTIN et al.,
2010).

O procedimento foi iniciado com uma centrifugacdo das amostras, o volume das
amostras de urina foi distribuido em tubos de 50 ml a 400 x g por 10 minutos. O sobrenadante
foi cuidadosamente desprezado, restando apenas 10 a 15 ml de urina.

O liquido do tubo foi agitado e transferido para tubos cénicos de 15 ml. Uma segunda
centrifugacdo foi realizada a 400 x g por 10 minutos. O sobrenadante foi descartado em
recipiente contendo Hipoclorito de Sdédio a 20%, deixando apenas 0,5 ml, para garantir a
minima perda de células. As células foram lavadas com 10 ml de NaCl a 0,9% e centrifugadas
novamente a 400 x g por 10 minutos. Foi realizado uma segunda lavagem com NaCl a 0,9%.

Apos a segunda lavagem, o sedimento final é ressuspendido em 1,0 ml de NaCl a
0,9%. As amostras de individuos masculinos foram transferidas para micro tubos de 1,5 ml,
em seguida, realizou-se uma centrifugacdo a 10.000 x g por 1 minuto. A maior parte do

sobrenadante foi removido e o sedimento ressuspenso em 0,2 ml de NaCl a 0,9% estéril.

3.6.3 Fixacdo e coloracdo das laminas

Para a coloracdo das laminas foi preparado o fixador utilizando os reagentes Metanol e
Acido Acético na proporcdo de 3:1, respectivamente.
Os sedimentos foram ressuspensos no fixador e fixados por duas vezes (10 ml para as

amostras de voluntarias femininas; 1,5 ml para o sexo masculino) por 10 min. As células
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foram espalhadas sobre as laminas previamente limpas e secas em temperatura ambiente por
12 horas durante a noite (Figura 25).

As laminas foram coradas com Giemsa a 5%, que foi preparado utilizando uma
proveta de 50 ml, previamente limpa onde 30 ml de Solugdo tampédo e 1,5 ml do Giemsa
foram adicionados. Apds esta etapa, as amostras foram homogeneizadas e em seguida
transferidas para recipiente onde foram coradas. As laminas foram imersas no corante, onde
permaneceram por 1 minuto. Posteriormente foram cuidadosamente lavadas com &gua
destilada para retirar o excesso de corante e postas para secar em temperatura ambiente.

A escolha do corante Giemsa ocorreu devido a durabilidade da coloracdo das laminas,

0 que permite analises posteriores.

Figura 25. Representacao esquematica da fixacao e coloragdo das laminas

Fixagdo com Metanol e Ac.
Acético por 12 horas

Coloragdo com Giemsa

3.6.4 Andlise das laminas

Os critérios adotados para analise das laminas foram aqueles utilizados por Fortin e
col. (2010). As laminas coradas foram analisadas em microscopio 6ptico comum, utilizando

um aumento de 400 x.
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Aproximadamente 1000 células foram contadas observando os seguintes critérios para
a contagem, conforme as Figuras 26 e 27:
a) Citoplasma intacto e posicédo relativamente plana na lamina;
b) Pouca ou nenhuma sobreposicdo com as células adjacentes
c) Pouco ou nenhum detritos
d) Ndcleo normal e intacto, com o perimetro nuclear distinto.
Para a contabilizacdo e confirmagdo dos microndcleos, um aumento de 1000x foi
realizando e os seguintes critérios devem foram observados:
a) Perimetro redondo e regular, sugerindo presenca de membrana;
b) Menos de 1/3 do diametro do nlcleo associado, mas suficientemente grande para
que sejam diferenciados em forma e cor;
c) Textura Similar ao nucleo;
d) Mesmo plano focal do nucleo;

e) Auséncia de sobreposi¢cdo ou ponte com o nucleo.

Foi utilizada a ficha de contagem do Laboratorio de Modelagem e Biodosimetria
aplicada — LAMBDA/ Departamento de Energia Nuclear/UFPE, conforme o Anexo A.
O auxilio de um segundo observador foi utilizado para a confirmacdo dos

micronucleos em células esfoliativas.

Figura 26. Representacao esquematica dos critérios de inclusdo para contabilizacéo do
micronucleo em células esfoliativas.
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Figura 27. Representacdo esquematica dos critérios de exclusdo para contabilizacédo do
micronucleo em células esfoliativas.
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3.7 Analises estatisticas

A andlise estatistica da frequéncia de MN entre os grupos foi realizada por meio do
teste da ANOVA (VIEIRA, 2006), e o teste de TURKEY. Foram utilizados os softwares de
estatistica BioEstat 5.0; IBM SPSS STATISTICS 20 e o Statistica 7.

Para o estudo das correlacdes entre as variaveis dessa pesquisa foi utilizado a Técnica
de Anélise dos Componentes Principais (ACP) e Regressdo Logistica Multinomial.

A Analise de Componentes Principais (ACP) é um método que pode ser usado para se
reduzir a dimensionalidade de dados multivariados. Ela permite que seja possivel reescrever
os dados (através de combinacGes lineares dos dados originais) para que as primeiras poucas
variaveis novas resultantes (componentes) respondam por tantas informacdes disponiveis
quanto possivel. Se uma redundancia substancial estiver presente no conjunto de dados, entéo
é possivel explicar a maioria das informag6es do conjunto original de dados com um nimero

relativamente pequeno de componentes. Essa reducdo de dimensdo torna mais direta a
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visualizacdo dos dados e sua subsequente andlise, mais administrdvel. Neste método é
realizada uma rotacdo do sistema de eixos originais que tenta simultaneamente encontrar no
espago de dimensdo “n” (amostras e analises realizadas) em uma dire¢ao ao longo da qual, os
pontos se encontrem espalhados de forma méxima, e no qual se espera encontrar algum tipo
de padrdo abrigando ao maximo a informacdo de partida (dados brutos) (MORAES, 2009).
Neste trabalho a utilizacdo da Andlise de Componentes Principais agrupou de forma
esclarecedora os dados relacionados ao perfil dos voluntarios em um espaco bidimensional.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Sistema de medidas

A padronizacdo da metodologia é fundamental para a pesquisa cientifica. Para o uso
da metodologia proposta, alguns parametros devem ser considerados e observados, a fim de
minimizar os erros operacionais e sistematicos. Os parametros padronizados (ANVISA, 2005)
para os ensaios foram: a curva de eficiéncia do detector, determinacdo do limite de deteccdo e

quantificacdo para as amostras utilizadas, e por fim a avaliacdo da metodologia.

4.1.1 Curva de calibracgao para eficiéncia do detector

A eficiéncia de contagem no platd beta (eg) pode ser determinada diretamente na
Figura 28, pois, ela € numericamente igual ao coeficiente angular da reta (SILVA et al.,
2011). O valor de ¢ foi de 16 cpm.Bg™. Isso significou que na geometria de contagem
utilizada, a eficiéncia de contagem beta é, em média, 26,6%. Essa eficiéncia foi obtida
dividindo-se 16 cpm.Bq™ por 60 segundos e o resultado da divisdo foi multiplicado por 100

para obtermos o resultado em porcentagem.

Figura 28. Curva de calibracdo média do sistema de medidas utilizando o padréo de
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A eficiéncia do detector proporcional depende basicamente de suas caracteristicas,
sendo intrinseco ao equipamento e as manutencgdes periddicas que sdo realizadas. Trabalhos
como de Silva e col. (2011) encontraram um eficiéncia de 33% para analises de amostras de
sal no detector proporcional de fluxo continuo.

4.1.2 Limite de detecgdo

Para o calculo do limite de deteccdo foi necessario obter as EquacgBes de 3 curvas de
calibracdo com base em concentra¢des proximas ao limite de quantificacdo, como podem ser
visualizadas na Figura 29.

O desvio padrdo, obtido a partir do intercepto com o eixo do Y das equacdes 6; 7 e 8,
da Figuras 29 foi de 0,21, e o valor medio de inclinacdo das curvas foi de 14,258, calculados
conforme o apéndice C;

y =0,4842 +15, 729x (6)
y =0,6323+12,944x (7)
y=0,9117+14,101 (8)

Aplicando o desvio padrao do intercepto do eixo Y e o valor médio da inclinacdo das
curvas, obteve-se o limite de deteccdo do detector alfa beta, que para esta pesquisa foi de

aproximadamente em 45 mBq, conforme a Equacéo 2.



Figura 29. Curvas de calibracdo do sistema de medidas utilizando o padrao de ?°Pb.
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4.1.3 Avaliacdo do método de andlise

A exatiddo foi calculada pela relagdo entre a concentragdo média determinada
experimentalmente e a concentracdo tedrica correspondente, conforme as Equacdes 4 e 5.
Nesta pesquisa as médias de exatiddo e precisdo foram de 85%, e 3,5%, respectivamente. O
rendimento quimico médio da técnica utilizada foi de aproximadamente 80%.

Os resultados encontrados para os parametros de avaliacdo da separa¢do radioquimica
por troca iénica demostraram eficiéncia na determinacéo do #°Pb em amostras biolégicas, em
especifico as cinzas de urina humana. Nesta pesquisa, ndo foi observado a interferéncia do
grau de pureza dos padrdes liquidos sobre a exatiddo do resultado final, embora seja possivel
que a qualidade dos padrdes afete este parametro. Esse fato pode ser explicado pela atuagéo
de outros emissores beta oriundos das séries radioativas naturais do urénio e de torio (JIA,
TORRI 2007). No entanto, os trabalhos apresentados por Godoy e col. (1998), Jia e Torri
(2007) e Costa-Junior e col. (2013) encontraram respostas eficientes para determinacdo de
2%y e interferéncia minima de outros radionuclideos naturais, por meio de separacdo
radioquimica através da resina trocadora de ions em amostras ambientais e bioldgicas,

respectivamente.

4.2 Concentracdes em atividade do “*°Pb nas amostras de urina

Os resultados do presente trabalho para as concentragdes de *°Pb em urina,

determinadas através do método da troca ibnica se encontram na Tabela 8.
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Tabela 8. Identificacio, volume de urina, cinzas e concentrac&o em atividade do *°Pb.

Massa total das

Volume de Urina (L) s (@) RQ (%)**  Pb-210 (mBg.L") + 0o
1,50 16,40 80 <L.D.*
2,00 38,85 80 <L.D.
1,80 15,25 76 <L.D.
1,90 17,95 78 <L.D.
1,20 9,83 63 <L.D.
1,67 9,46 60 <L.D.
2,00 21,39 87 <L.D.
2,00 18,08 80 <L.D.
1,75 11,43 83,4 <L.D.
1,40 12,00 71,6 <L.D
1,80 10,00 73 51,3+3,39
2,00 9,1 60 <L.D
2,00 28,71 60 <L.D.
2,00 19,40 60 <L.D.
2,00 25,00 60 <L.D.
1,40 21,90 60 158,65 * 6,06
1,90 23,50 80 <L.D.
2,10 16,99 80 111,26 +11,18
2,15 18,14 67 <L.D.
2,00 16,19 67 96,77 £ 5,70
2,15 15,73 90 <L.D.
2,18 15,41 97 <L.D.
2,50 30,94 92 86,19 £ 10,51
2,00 15,27 60 49,70 £ 2,90
1,80 17,26 94 54,19 + 4,50
2,00 10,03 67 <L.D.
2,00 12,65 70 <L.D.
1,00 9,05 62 55,74 £ 5,75
2,00 25,30 88 75,7 £5,10
2,00 12,42 80 141,16 + 9,50

*Limite de deteccdo (45 mBq); **Rendimento Quimico
NF — N&o Fumante; F — Fumante

Como observado na Tabela 8, as amostras de urina dos voluntarios do grupo controle,
NF-1, NF-2, NF3, NF-4, NF-5, NF-6, NF-7, NF-8, NF-9, NF-10, NF-12, NF-13, NF-14 e NF-
15 apresentaram concentracdes de “°Pb na urina inferiores ao limite de deteccdo (LD), que
foi de 456mBg. O unico individuo do grupo controle que apresentou valores acima do LD foi
NF-11, com 51,3 + 3,39 mBq.L™. O voluntario NF-11 informou que consome bebida
alcoolica e este fato pode estar contribuindo para o valor encontrado. Salmon e col. (1998)
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reportam que o consumo de bebida alcoodlica, frutos do mar apresentam alguma contribuigdo
para a exposicao ao *°Pb.

Ja no grupo de fumantes, as amostras de urina apresentaram concentraces de *:°Pb
acima do LD, com valores que variaram de 49,7 a 158,6 mBq.L™. Entretanto, os individuos F-2;
F-4; F-6; F-7; F-11 e F-12 apresentaram concentracdes de 2°Pb na urina inferiores ao LD.

Observa-se que os fumantes apresentaram maior concentracdo em atividade do #°Pb
na urina. Em especifico, os voluntarios F-1; F-3 e F-15 apresentaram as maiores
concentracdes de %°Pb. O impacto do uso do tabaco é refletido nas concentracdes de *:°Pb
presentes na urina e, muito provavelmente, os valores indicados se devem aos elevados niveis
desse radionuclideo encontrados nos cigarros brasileiros (SANTOS et al., 1994; GODOY et
al., 1992). A literatura reporta que fumantes que consomem mais de 20 cigarros por dia estéo
sujeitos a inalar entre 20 a 215 mBq de #°Pb (SKAWARZEC et al., 2001a).

A hipdtese mais provavel é que as concentragdes de Chumbo-210 na urina tenham
maior relagcdo com o habito de fumar do que os habitos alimentares. Pois, a combustéo a 700
°C deste elemento o torna altamente disponivel para ser diretamente inalado, representando
assim a maior rota de entrada e, 0 sangue sera responsavel pela sua distribuicdo sistémica no
corpo humano (SCHIFER et al., 2005; ICRP-67, 1993). O sangue contendo o *°Pb sofre
filtracdo glomerular e uma parte desse elemento € reabsorvido parcialmente nos tubulos renais
e o restante excretado na urina (MOREIRA; MOREIRA, 2004).

A concentracdo de elemento traco, como o %°Ph, em amostras biolégicas é afetada por
parametros ambientais e fisiologicos, podendo existir variacdes consideraveis entre subgrupos
especificos da populacdo (MORTADA et al., 2002). Uma provavel razdo para a variabilidade
de excrecdo do **°Pb entre os fumantes, esta relacionada ao fato deste elemento ter afinidade
por tecidos densos. Neste caso, o0 esqueleto é um reservatério onde o *°Pb encontra-se
bioacumulado até ser eliminado e, consequentemente, excretado lentamente através da urina
(SADAO, 2002; MITTELSTAEDT, 1983).

A meia vida efetiva deste elemento no 0sso humano esté entre 15 e 18 anos e a meia
vida bioldgica é de 56 anos (SALMON, et. al., 1999). O sangue € o tecido que integra este
processo, pois a taxa de excre¢do urinaria do chumbo é proporcional a concentracdo no
plasma (SCHAYER et al., 2010). A literatura reporta resposta linear entre a excregdo de 2°Pb
na urina e a concentragcdo nos 0ssos (MOREIRA; MOREIRA, 2004).

Nos resultados apresentados na Tabela 8 ndo houve diferenca significativa entre a

quantidade de cigarros consumidos e a concentracdo em atividade de ?*°Pb na urina, segundo
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a ANOVA (p =0,6211 e f = 0,9120). Esses resultados sdo controversos quando comparados
com o estudo realizado em Beijing, na China por Schayer e col. (2010) envolvendo fumantes,
onde a concentracdo de °Pb e o nlmero de cigarros consumidos foram correlacionados.
Neste trabalho, que utilizou a espectrometria alfa, o grupo de fumantes apresentou em média
12 mBqg.L™ e o grupo de ndo fumantes 9 mBq.L™. Estes valores sdo de 1 a 3 ordens de
grandezas menores do que aqueles apresentados na Tabela 8. Schayer e col. (2010) enfatizam
que a atividade **°Pb na urina pode indicar o grau de consumo de cigarro em meses anteriores,
ressaltam ainda que um incremento de uma unidade na concentracdo em atividade do #°Pb
(mBq.d™) est4 associado em 25% ao tabagismo, segundo a regressdo logistica empregada
nesse estudo. Entretanto esses autores relataram que esse estudo preliminar precisa ser
aprofundado e validado (SCHAYER et al.,2010).

A justificativa mais empregada para explicar o Chumbo-210 excretado na urina
considera que a concentracdo desse elemento pode estar associada a fatores mais complexos
que a quantidade de cigarros consumidos, absorcdo do °Pb no corpo humano e a forma de
consumo do cigarro. Fatores como a frequéncia de consumo e a qualidade do material
também devem ser considerados (SISTI et al., 2009, MELI et al., 2009). Além disso, estudos
sugerem que a excre¢do do Chumbo pode ser afetada pelo fluxo urinario (MOREIRA;
MOREIRA, 2004).

A ANOVA indicou que ndo foi encontrada diferenca estatistica significante entre a
concentracdo média do **°Pb, a idade dos voluntarios (p = 0,5336 e f = 0,6071) e o tempo de
tabagismo (p = 0,6755, f =0.4247 ). Este resultado esta de acordo com a pesquisa de Rosiak e
Starosciak (2014) onde o aumento da excrecdo de 2°Pb e *°Po na urina em relacéo & idade foi
considerada insignificante. No entanto o cigarro pode contribuir com um ganho de 75% na
exposicdo ao %°Pb, o que ser refletido na excrecdo, se comparado com o0s ndo fumantes
(SALMON et al.,, 1998). Utilizando outro teste estatistico, a Regressdo Logistica
Multinominal (Anexo C1), as variaveis idade, tempo de tabagismo e quantidade de cigarros
consumidos ndo explicam as concentracdes de Chumbo-210.

Outra hipdtese levantada pela literatura para as concentracbes de Chumbo-210 na
urina seriam os habitos alimentares. Dentre os voluntarios da Tabela 8, 66,7% dos fumantes
relataram consumir frutos do mar, uma das principais fontes de #°Pb para 0 homem. Contudo,
0 Chumbo-210 oriundo desta via tem pouca relevancia para baixas exposi¢des, pois 90% do
elemento que ndo foi absorvido pelo trato gastrointestinal (TGI) é eliminado nas fezes, além

disso, somente 15% do chumbo absorvido sera eliminado por essa via, sendo a urina a maior
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rota de excrecdo (80%) (MAVROPOULOS, 1999; MOREIRA; MOREIRA, 2004; SADAO,
2002).

Absorcdo do Chumbo pelo TGI depende principalmente do estado nutricional do
individuo, Moreira e Moreira (2004) e Salmon e col. (1998) explicam que quando ha
deficiéncia de minerais como Ferro, Fdsforo, Calcio, Vitamina D, Ferro, Zinco e proteinas, 0
organismo absorve o chumbo com maior facilidade. No entanto, o contrario também é
verdadeiro, pois 0 chumbo ndo compete com outros sais minerais em um individuo bem
nutrido.

Mesmo em situacBes onde individuos que habitam regides de elevado background
radioativo e que estdo sujeitos a maiores exposicdes, devido a ingestdo de !°Pb presente na
dieta, ndo é possivel verificar diferenca significativa dos teores deste elemento nas fezes em
relacéo ao grupo controle. Julifo e col. (2003) avaliando concentrages de #°Pb, em fezes de
individuos em Buena (regido de elevada radiacdo natural) e do Rio de Janeiro (regido
controle), ndo encontraram diferencas estaticamente significativas.

Entretanto a excrecdo de 2°Pb nas fezes pode ser influenciada pela ingestdo total
desse radionuclideos e, nesse caso, a concentracdo dos radionuclideos nos alimentos, a
quantidade e frequéncia destes que sdo consumidas podem explicar as variagdes do Chumbo-
210 nessa matriz. Bueno (1999) exemplifica tal situacdo da seguinte forma: a concentracao de
2%p em frutos do mar é alta, mas o consumo deste alimento é esporédico e, portanto, a
ingestdo do radionuclideo é baixa. Em geral a concentracdo do radionuclideo no leite é baixa,
porém o consumo ¢é alto e, portanto, a ingestdo do **°Pb é alta. Em outros alimentos como
batatas e produtos de padaria, tem-se um alto teor de “*°Pb associado a um alto consumo dos
produtos alimenticios. Consequentemente, em decorréncia da variacdo da quantidade de
radionuclideos naturais no ambiente e nas dietas, os teores de radioatividade introduzida no
corpo humano podem variar de lugar, condi¢Ges climaticas e também de mudancas da dieta
devido aos habitos alimentares (BUENO, 1999).

Muikku e col. (2011) estudando a varia¢do natural da concentracdo de Pol6nio-210 e
Chumbo-210 na urina da populacdo de Finlandia encontraram resultados variando de 20 a 70
mBg.L™, utilizando a técnica da espectrometria alfa. O valor maximo encontrado por Muikku
e col. (2011) é da mesma ordem de grandeza das amostras F-14, F-13, F-8, F-5, F-9.

Os valores apresentados na Tabela 8 sdo de 2 a 3 ordens de grandeza maiores se
comparados aos resultados apresentados por Holgye (2013), o qual avaliou as concentragoes

de Chumbo-210 em ndo fumantes habitantes de Praga, no intuito de estabelecer um
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background para populacdo em relacdo ao *°Pb e ao *°Po em casos de contaminaco,
principalmente depois do caso do agente da KGB Alexander Litvinenko, que veio a obito.
Este trabalho reportou uma média de excrecdo 6 mBg.L™ de urina.

Santos e col. (1995), utilizando a técnica da espectrometria alfa, analisaram a presenca
de ?*°Pb em amostras de urina de fazendeiros que trabalhavam com fertilizantes fosfatados.
Neste caso, as concentraces variaram de 3,6 a 6. mBq.L™ Estes valores sdo de 1 a 3 ordens
de grandezas menores do que aqueles apresentados na Tabela 8.

Pesquisas realizadas com a técnica da espectrometria alfa, em urina de pessoas que
trabalhavam na reciclagem de baterias de automdveis, em Belgrado, na antiga lugoslavia,
determinaram concentragdes de “°Pb variando de 34,1 a 183,0 mBq.L™ (KNEZEVIC et al.,
1998). Estes valores encontram-se na mesma ordem de grandeza das amostras de urina F-15,
F-5, F-3, F-1.

Naumann e col. (1998), usando a técnica da espectrometria alfa, determinaram
concentragdo de #°Pb variando de 6 a 12 mBq.L™ em amostras de urina de individuos do
publico da cidade de Berlim, Alemanha. O valor maximo encontrado por esses autores foi 4
vezes menor do que aquele encontrado nas amostras NF-11, F-9, F-10, F-11, F-13 e F-14.

Trabalho realizado em Pernambuco avaliou os teores de °Pb em urina de residentes
saudaveis em duas regides de elevado background, Folha Venturosa e Regido Urano-fosfatica
(COSTA-JUNIOR et al., 2013b). Usando a técnica da troca idnica e o detector de fluxo
proporcional alfa e beta foram encontrados valores que variaram de 65 a 267 mBq.L™ e 62 a
440 mBq.L™, para a regido da Folha Venturosa e Urano-fosfatica, respectivamente, estes
resultados estdo na mesma ordem de grandeza dos apresentados na Tabela 8.

O fato dos fumantes e habitantes de regides de elevado background radioativo
possufrem concentracdes de 2!°Pb na mesma faixa de concentracdo reforca a necessidade da
biomonitoracdo para o controle da dose devido a exposicdo aos radionuclideos naturais
(ICRP-60, 1991; EISENBUD; GESELL, 1997; JEFFERSON et al., 2009; COSTA-JUNIOR
et al., 2013).

De acordo com os valores mostrados na Tabela 8, a média encontrada para a
concentracdo de #°Pb na urina dos fumantes no presente trabalho foi de 92,15 + 38,86
mBg.L™. A literatura reporta que a atividade média do ?°Pb encontrada na urina da populacio
é de 10 mBq.L™, com variacdes que vdo de 6 a 69 mBg.L™ (MUIKKU et al., 2011). A Tabela
9 mostra a comparagdo dos resultados encontrados nessa pesquisa com os trabalhos citados

anteriormente.
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Tabela 9. Comparacéo dos Teores de *°Pb em urina com os trabalhos existentes na

literatura.

Referéncia

Concentragdo em Atividade na
Urina do °Pb (mBgq.L™)

Individuos avaliados

SANTOS et al., (1995)

KNEZEVIC et al., (1998)

NAUMANN et al., (1998)

HOLGYE (2013)

MUIKKU et al., (2011)

SCHAYER et al., (2010)

COSTA-JUNIOR et al.,
(2013b)

Este trabalho

3,6a6,3

34,1a183

6al2

2a16,6

20a70

2a30

65 a 440

49,7 a 158,65

Fazendeiros que trabalhavam
com fertilizantes fosfatados.

Trabalhadores de reciclagem de
bateria de automdveis.

Individuos o publico ndo
ocupacionalmente expostos.

Individuos o publico ndo
ocupacionalmente expostos.

Individuos do publico,
pescadores e individuos que
consomem agua com altos
teores de *°Po.

Fumantes e nao fumantes.

Residentes de Regides de alto
background radioativo em
Pernambuco.

Fumantes e ndo fumantes.

4.3 Micronucleos em células esfoliativas de fumantes e ndo fumantes

A padronizacdo da metodologia estabelecida por Fortin e col. (2010) permitiu

distinguir visualmente os micronucleos de células esfoliativas da urina.

Nesse caso, O

processo de isolamento através da série de centrifugacoes, fixacdo com Carnoy e coloracao

com Giemsa foram etapas importantes para o estabelecimento do teste do microndcleo no

Departamento de Energia Nuclear. O resultado pode ser visualizados na Figura 30.
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Figura 30. Micronucleos em células esfoliativas encontradas na urina

Legenda. Imagem obtida com um aumento de 1000x. Os micronlcleos sdo as
estruturas indicadas pelas setas vermelhas. Fonte: O autor.

Na literatura podem ser encontrados trabalhos que enfatizam a importancia da
coloracdo na avaliacdo da frequéncia de microntcleos (NERSESYAN et al., 2014; FORTIN
et al., 2010; GANDHI et al., 2003; LEHUCHER-MICHEL et al., 1996). H4 um comum
acordo entre os autores que os critérios estabelecidos para contabilizacdo de células e dos
micronucleos sejam bem definidos para maior confiabilidade dos resultados. Especificamente
a coloracdo com Giemsa, em células esfoliativas, apesar de requerer menos passos para a
realizacdo em relacdo a outras técnicas, deve ser aplicada em associacdo com pProcessos
otimizados de isolamento e fixacdo (FORTIN et al., 2010).

Por ser uma técnica de facil aplicabilidade na deteccdo do dano genotdxico e
possibilitar a avaliagdo do risco devido a exposicdo a substancias carcinogénicas, 0
micronlcleo tem sido considerado uma importante ferramenta de monitoracdo. Nesse
contexto, a frequéncia de micronucleos dos voluntarios avaliados é apresentada na Tabela 10.
Esta Tabela reflete o numero de células esfoliativas e a frequéncia de microndcleos

encontrados na urina dos voluntérios apds os processos descritos no item 3.6.
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Tabela 10. Distribuicdo geral do numero de células contabilizadas e a Frequéncia de
Micronucleos em células esfoliativas na urina de fumantes e ndo fumantes.
0,001
0,001
0,005
0,005
0,005
0,003
0,005
0,004
0,003
0,003
0,004
0,005
0,005
0,004
0,002
0,005
0,005
0,003
0,009
0,006
0,006
0,007
0,005
0,008
0,013
0,007
0,006
0,007
0,009
0,006
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Os voluntéarios NF-1 e NF-2, integrantes do grupo controle, apresentaram as menores
frequéncias de microndcleos, 0,001, ja o voluntario F-10 mostrou a maior, 0,013.

Como pode ser observado na Tabela 10, existe uma grande variabilidade em relacdo a
frequéncia de micronucleos na urina, o que pode ser explicado por fatores como habitos de
vida e condic@es fisioldgicas de cada individuo (BONASSI et al., 2003). Essa variagdo no
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grupo controle pode também ser explicada por outros fatores como sexo, idade, etnia, regido
geografica e os critérios de contagem (ESPINOZA et al., 2008; MAJER et al., 2001).

Outra hipétese justifica a variacdo da frequéncia de micronicleos em células
esfoliativas:

e Em uma populagdo, a taxa de background de microndcleos dos individuos
pode variar intensamente (LEHUCHER-MICHAEL et al., 1996).

Essa hipotese é reforcada pelo estudo cinético da taxa de micronucleos nas células
basais, onde a frequéncia de MN em células da bexiga de mulheres saudaveis ndo fumantes
foi mensurada em 6 dias consecutivos, por 4 vezes por dia. Cada individuo apresentou uma
frequéncia constante relativa em diferentes tempos de amostragem, porém os resultados
globais mostram uma variagdo significante interindividual da taxa de MN (LEHUCHER-
MICHAEL et al., 1996).

A influéncia do género em relacédo a frequéncia de microntcleo em células esfoliativas
ainda ndo é tdo clara e os resultados sdo inconclusivos. No entanto, Bonassi e col. (2011)
realizaram um levantamento dos principais fatores associados a frequéncia de micronucleos
em células esfoliativas, os resultados obtidos mostram que a idade tem maior peso e a relacéo
micronucleo/sexo ndo pdde ser estabelecida com clareza. No entanto, o sexo feminino tende a
apresentar maior frequéncia de micronucleos em linfocitos do sangue periférico. Isto pode ser
explicado devido ao fato das mulheres possuirem duas coOpias do cromossomo X, em
comparagdo ao Unico dos homens. Existe uma tendéncia a perdé-lo sob a forma de

micronucleos em relagdo a outros cromossomos (FENECH; BONASSI, 2011).

4.3.1 Analises estatisticas relacionadas as variaveis estudadas e consideradas para a
frequéncia de Microndcleos

Para melhor compreender a frequéncia de micronucleos e a sua relacdo com a idade,
tempo de tabagismo, quantidade de cigarros consumidos e concentracdo de Chumbo-210
foram elaborados gréficos a partir da Analise de Componentes Principais (ACP).

Na figura 31, o grafico apresenta a primeira componente principal 1 para as amostras
dos fumantes, esta componente apresenta 44% da informacdo e mostra as relagcdes entre as
varidveis definidas para idade, T (tempo de tabagismo), Q (quantidade de cigarros

consumidos), F (Frequéncia de Microntcleo) e C (Concentracdo do *°Pb). Na regido mais
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positiva encontram-se agrupadas entre si fatores como a frequéncia de micronicleo e a
quantidade de cigarros consumidos.

Observa-se no lado negativo do eixo PC1 um grupo associado a concentracdo de
Chumbo-210. Todas essas variaveis estdo dispostas conforme suas afinidades naturais e
agrupadas com a maior variancia possivel. Uma sugestdo para tal comportamento é que
existam comportamentos distintos para os dados de entrada, uma vez que a concentracao
mensurada para 0 Chumbo esta em uma posicéo oposta aos demais parametros, como o tempo
de tabagismo e a idade do individuo. Essa possibilidade é corroborada pelo fato de que os
organismos e mecanismos de fixacdo e excrecdo do Chumbo-210 s&o distintos e ndo

contemplados neste estudo.



Figura 31. Gréfico obtido por ACP para as correlagdes entre idade, tempo de
tabagismo, quantidade de cigarros consumidos, frequéncia de micronucleos e
concentragdo do ?°Pb na urina de fumantes
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Legenda. Na Figura 31 é possivel observar no eixo das abscissas (Componente Principal 1 — PC1)
que as variaveis Frequéncia de micronlcleo (F) e Quantidade de cigarros consumidos (Q)
apresentaram maior correlagdo, como indicado pelo circulo verde. O tempo de tabagismo (Tempo)
e a idade dos voluntérios (idade) aparecem agrupados — indicado pelo circulo vermelho - sem
correlagdo significativa com a concentragdo de 2°Pb (C).

Figura 32. Gréfico obtido por ACP para o comportamento dos individuos
fumantes em relacdo as frequéncia de micronucleo, concentracéo de ?°Pb e
fatores como idade, tempo de tabagismo e quantidade de cigarros
consumidos
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Legenda. Os individuos delimitados pelo quadrado azul representam aqueles que tém maior
representatividade para a excrecdo do “°Pb. Por sua vez os individuos delimitados pelo
quadrado verde sdo os maiores representantes da relacdo quantidade de cigarros e frequéncia de
micronudcleo. Os voluntérios indicados pelo quadrado vermelho apresentam maior
expressividade para as varidveis como a idade e tempo de tabagismo. Os voluntérios F4, F5, F7,
F10, F11 e F12, estdo mais relacionados com os parametros idade, tempo, frequéncia do
micronucleo e quantidade de cigarros. Os individuos F8, F9 e F14 ndo sdo expressivos por nao
se enquadrarem em nenhum conjunto das variaveis.

101
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Com essa analise estatistica foi possivel evidenciar e descrever o comportamento
associado a variabilidade natural dos individuos que tiveram seu perfil estudado.
Conjuntamente com o grafico das variaveis, o gréfico dos individuos (Figura 32) mostra o
agrupamento e disposi¢do dos perfis dos individuos com maior representatividade entre os
grupos de pardmetros formados. Assim, comparando-se os dois gréaficos, observa-se que 0s
individuos F1, F2, F3, F6, F13 e F15 estdo no lado esquerdo do eixo PC1, mostrando sua
relacdo mais representativa com o parametro concentragcdo do Chumbo-210. J& no lado direito
do eixo PC1 estdo os individuos F4, F5, F7, F10, F11 e F12, mais relacionados com 0s
parametros idade, tempo, frequéncia do micronucleo e quantidade de cigarros. Neste método
caracterizam-se os individuos F8, F9 e F14 por estarem em cima da linha do eixo PC1 como
pouco representativos para qualquer um dos lados, e assim podem ser descartados para
elaboracdo deste modelo de representatividade entre perfis e as variaveis. Comparando-se 0s
dois graficos verifica-se ainda em relagdo ao eixo componente principal 2 (PC2), que contém
30% da informacdo da variancia, que a concentracdo de Chumbo-210 tem alguma relagéo
com o0s parametros idade e tempo de tabagismo somente quando totalmente
descorrelacionados dos parametros de quantidade cigarros e frequéncia de microndcleos, e
gue esse agrupamento é mais significativo com os individuos F1, F3, F5, F7, F8 e F12.

Ja a aplicacdo da Regressdo Logistica Multinominal (Anexo C1), para esta pesquisa,
sugere que a idade e o tempo de tabagismo ndo tém correlagéo significante com a frequéncia
de microndcleos. Esse resultado esta de acordo com a pesquisa de Burgaz et al. (1995) que
teve por objetivo estudar a excrecdo do Tioéter e a frequéncia de micronicleo em células
esfoliativas da urina de fumantes e ndo fumantes, a idade nao exerceu efeito significante.

No trabalho de Raeli e col. (1987) a avaliacdo da frequéncia de micronucleos em
células esfoliativas, e a mutagenicidade em urina de fumantes relacionada com a idade foi
inconclusiva, ndo havendo diferenca significante entre as faixas etarias. Outros estudos
também corroboram para os resultados aqui encontrados, para esta variavel (ESPINOZA et
al., 2008; SUHAS et al., 2004; LEHUCHER-MICHAEL et al., 1996; WARNER et al.,1994).

A relacdo entre idade e frequéncia de micronlcleo é mais pronunciada em células
esfoliativas da mucosa bucal (BONASSI et al., 2011). Fenech e Bonassi (2011) explicam que
aumento da frequéncia de micronucleo com idade é devido a uma combinacéo de fatores que
incluem: a) o efeito acumulativo adquirido de mutacdes envolvendo o reparo do DNA,
segregacdo de cromossomos e 0s checkpoints do ciclo celular; b) aberragdes numéricas e

estruturais no cromossomo causadas por genotoxinas endogenas, nutricdo inadequada,



103

exposicdo ambiental ou ocupacional a agentes genotoxicos, bem como uma ampla gama de
fatores envolvendo um estilo de vida pouco saudavel.

O efeito desses fatores foi similarmente reportado em pesquisas envolvendo a relacéo
da idade com a frequéncia de microndcleos em linfocitos do sangue periférico (BONASSI et
al., 2011).

No presente estudo, o consumo de bebida alcodlica ndo foi levado em consideragdo
para a pesquisa dos micronlcleos, devido ao alcool ndo ser diretamente um agente
carcinogénico para o trato urogenital. Além disso, estudos mostram que consumo de bebidas
ndo resultou em um aumento da frequéncia de micronicleos em células esfoliativas da urina
(NERSESYAN etal., 2014; BONASSI et al., 2011; FONTANA et al., 2001; BURGAZ et al.,
1995; RAELI et al., 1987). Contudo, pode haver uma interacdo sinérgica entre o consumo de
alcool e cigarro, e o efeito disso seria um aumento na frequéncia de microndcleos, como
observado por Stich e col. (1982) em células da mucosa bucal.

Santos Lima e Chagas (2010) explicam que um dos produtos do alcool, o acetaldeido
pode se comportar como um solvente, permitindo que substancias genotoxicas interiorizem-se
nas células. Alem disso, o alcool acelera o metabolismo do figado, ativando assim substancias
capazes de causar danos no DNA. Esses autores encontraram associacdes positivas entre

alcool e micronucleo em linfocitos de produtores de hortalicas expostos a pesticidas.

4.3.2 Frequéncia de Micronucleo e Tabagismo

Com os dados da Tabela 10 foi construido um grafico para melhor dimensionar a
distribuicdo dos micronudcleos entre os voluntarios, o resultado pode ser observado na Figura
33. E possivel notar a variabilidade na frequéncia de microntcleos nos individuos analisados.
A Figura 33 apresenta os fumantes destacando-se como grupo com a maior frequéncia frente
aos nao fumantes. Essa informacdo é de grande importancia e pode ser encontrada na
literatura mencdes sobre a associa¢do de tabagismo, cancer de bexiga e o micronlcleo como
sinalizador (MARTINO-ROTH, 2002).
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Figura 33. Distribuicdo dos micronucleos em células esfoliativas presentes na

urina dos voluntarios ndo fumantes e fumantes.
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A frequéncia média encontrada para microntcleo em ndo fumantes foi 0,0036 + 0,001,
estd em comum acordo com o0s resultados apontados por Fortin e col. (2010) e Jen e col.
(2002) como background.

Em fumantes a frequéncia foi em média 0,0068 + 0,002. Os resultados mostraram um
aumento expressivo da frequéncia de micronlcleos em células esfoliativas de individuos
fumantes em relagcdo aos ndo fumantes. ANOVA seguindo o teste de Turkey mostra que esta
diferenca é estatisticamente significativa (p < 0,01 e f= 20.1678).

Apesar de haver na literatura muita controvérsia sobre a relagdo entre tabagismo e a
frequéncia de microndcleos, sabe-se que o material particulado do tabaco demonstra potencial
para induzir aberragfes cromossdémicas e micronucleos em cultura celular de mamiferos
(DeMARINI, 2004; BONASSI et al., 2003; FENECH et al., 1999a). DeMarini (2004) enfatiza
ainda que microndcleos em camundongos podem ser induzidos por radicais livres, com base
na fraca associacdo entre a inducdo de micronucleos e adutos de DNA, ao invés de
componentes aromaticos. Além disso, agentes mutagénicos estdo presentes em alta

quantidade na urina de fumantes habituais e suas células uroteliais podem representar um alvo
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para absorver e excretar estes mutagénicos (LEHUCHER-MICHEL et al., 1996). O
voluntério que apresentou a maior frequéncia de MN foi o F-10.

O voluntério F-3 foi o Unico que apresentou a menor frequéncia de micronucleo entre
os fumantes. Bonassi e col. (2003) relatam que situacGes como esta podem ser justificadas
pelo fato de que exposi¢cOes ocupacionais a agentes mutagénicos ou carcinogénicos podem
estimular a expressdo de genes responsaveis pelo reparo do DNA, ou mecanismos de
desintoxicacdo importantes para reduzir os efeitos quimicos do consumo do cigarro. Kirsh-
Volders e Fenech (2001) enfatizam que respostas adaptativas podem ser observadas quando
as células adquirem resisténcia a altas doses de um agente citotdxico apds baixas exposicdes
desse mesmo agente ou outro agente genotoxico. Além disso, adaptacdes cruzadas podem ser
induzidas gerando uma reducdo da sensibilidade das células a espectros maiores de agentes
mutagénicos devido a baixas doses de exposicdo a agentes radiomiméticos, alquilantes ou a
radiacbes ionizantes. Esse tipo de comportamento, relacionado a reposta adaptativa das
células, é observado na formacdo de microndcleos em linfécitos (KIRSH-VOLDERS;
FENECH, 2001).

Os resultados encontrados por Fontana e col. (2001) reforcam a hipotese da reposta
adaptativa, pois o grupo controle, formado por ndo fumantes, apresentou uma frequéncia
média de 0,0014 + 0,0003. Em contrapartida, os fumantes pesados * e moderados
apresentaram as seguintes médias 0,0009 + 0,0004 e 0,0007 + 0,0003, respectivamente, ndo
havendo diferenca estatisticamente significante. As frequéncias meédias encontradas por
Fontana e col. (2001) sdo trés vezes menores em relacdo as médias encontradas na Tabela 10.

Burgaz e col. (1995) estudando a frequéncia de microndcleos e a excrecdo do Tioéter
em fumantes evidenciaram um aumento estatisticamente significante na frequéncia de
microndcleos em fumantes em relacdo ao grupo controle (p < 0,001). A frequéncia média de
0,006 + 0,0005 foi encontrada para 0s ndo fumantes, e 0,019 + 0,0001 para os fumantes, 6 e 3
vezes maior que o grupo controle e o grupo de fumantes da Tabela 10, respectivamente.
Entretanto os autores ndo obtiveram éxito em correlacionar a excre¢do do Tioéter com 0s MN,
atribuido assim, a presenca destes elementos a outros componentes carcinogénicos presentes
na urina.

A frequéncia de micronicleos em fumantes também foi significativamente alta em
relacdo o grupo controle no trabalho de Reali e col. (1987) que teve por objetivo estudar a

correlacdo da presenga do microntcleo em células esfoliativas encontradas na urina e o efeito

* Fumantes que consomem mais de 40 cigarros por dia
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genotdxicos do habito de fumar. Os valores da frequéncia variaram de 0,001 a 0,005 para 0s
fumantes e 0,001 a 0,002 para ndo fumantes. Os resultados encontrados por Cid e col. (1991)
mostram um aumento discreto de 2,2% na frequéncia de microndcleos em células esfoliativas
da urina de individuos fumantes em relacdo aos individuos ndo fumantes do grupo controle,
corroborando para os resultados até aqui apresentados.

Lehucher-Michael e col. (1996) estudando a cinética dos micronucleos em células
esfoliativas presentes na urina encontraram diferenca significativa entre ex-fumantes e néo
fumantes, e os resultados mostrados indicaram que as voluntarias que ndo consumiram cigarro
em um ano apresentaram elevada frequéncia de micronucleos em relagéo ao grupo controle. A
frequéncia média de micronucleos encontrada por Lehucher-Michael e col. (1996) foi de
0,0047 £ 0,003. Estes valores estdo na mesma ordem de grandeza dos encontrados na tabela
15.

Um ponto a ser destacando na monitoracdo de individuos fumantes, usando a
frequéncia de microndcleo € a quantidade de cigarros consumidos. Os voluntarios fumantes
gue consomem mais de 20 cigarros por dia apresentaram as maiores frequéncias de MN em
relacdo aos ndo fumantes. Esse aumento € estatisticamente significante quando comparado
com grupo que consome menos de 20 cigarros por dia, segundo a ANOVA e o teste de
Turkey (f = 10.9005 e p < 0,001). O teste de ACP (Figura 31) e de Regressao Logistica
(Anexo C1) também mostram correlacdo significante entre o nimero de cigarros consumidos
e a frequéncia de micronucleos.

Comportamento semelhante é observado no trabalho de Burgaz e col. (1995) e Wu e
col. (2004). Entretanto, trabalhos como os de Fontana e col. (2001), Reali e col. (1987) nédo
apresentaram correlacdo entre o numero de cigarros consumidos e a frequéncia de
micronucleos em células esfoliativas presentes na urina.

A literatura cientifica apresenta algumas hipdteses a respeito da correlacdo entre
namero de cigarros e a frequéncia de MN, uma delas é que a forma de consumo do cigarro, o
metabolismo e a capacidade de excrecdo de mutagénicos de cada individuo exerca maior
influéncia na frequéncia de micronucleos do que a quantidade de cigarros e consequentemente
o0 percentual de mutagénicos na urina (REALI et al., 1987).

Por outro lado, o numero de cigarros consumidos e 0s habitos alimentares podem ter
correlacdo no seguinte aspecto: fumantes de mais 40 cigarros tendem a ter menor ingestéo de
acido folico e vitamina B12 e a reducdo de ambos contribui para a frequéncia de micronucleos
(GABRIEL et al., 2006; BONASSI et al.,, 2003, FENECH et al., 1999a). Os resultados
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encontrados por Gabriel e col. (2006), envolvendo células da mucosa bucal, indicaram
reducdo substancial e significativa do &cido folico e da vitamina B12 no plasma sanguineo e
em células esfoliativas orais em fumantes, entretanto ndo foi observada diferenca significante
entre fumantes que consomem menos de 20 cigarros e 0s que consomem mais de 20.

Em estudos envolvendo linfcitos humanos, desenvolvido por Bonassi e col. (2003),
fumantes que consomem mais de 40 cigarros por dia apresentam um aumento estatisticamente
significativo em relagéo aos ndo fumantes.

E importante ressaltar que monitoracdo em individuos fumantes de menos 20 cigarros
por dia pode ser comprometida, caso estes estejam expostos a outros agentes genotdxicos,
pois existe uma probabilidade dos mutagénicos mascararem o efeito do fumo e além de haver
uma reducdo da frequéncia de micronucleos em consumidores de menos de 20 cigarros por
dia em relacdo aos ndao fumantes (BONASSI et al., 2003). Tal efeito pode ser observado no
trabalho de Fontana e col. (2001), onde nédo foi encontrada diferenca entre fumantes e nédo
fumantes expostos ocupacionalmente a substancias genotoxicas.

Trabalhos na literatura cientifica que enfatizam a influéncia do tempo de tabagismo
sdo escassos, contudo pelos resultados discutidos até aqui, as variaveis que aparecem com
maior frequéncia na associacdo com os micronutcleos é a quantidade de cigarros consumidos
(GABRIEL et al., 2006; DeMARINE, 2004; WU et al., 2004; BONASSI et al.,, 2003;
BURGAZ et al., 1995) e os habitos tabagistas (DE MARINE, 2004; GABRIEL et al., 2006;
SUHAS et al., 2004; WU et al., 2004; BONASSI et al., 2003; MARTINS;FILHO, 2003;
BURGAZ et al., 1995; REALI et al., 1987).

4.3.3 Perspectivas e aplicacGes da biomonitoracdo em habitos tabagistas.

Mutagénicos podem ser encontrados na urina, principalmente quando os individuos
estdo expostos a agentes quimicos. Em situagdes em que o habito tabagista representa uma
fonte de contaminacdo com esses mutagénicos, as células do uretélio sdo um alvo para a acédo
desses elementos que podem induzir efeitos genotoxicos e aumentar a probabilidade de
desenvolver cancer pela absorcdo e excrecdo desses mutagénicos (SALAMA et al., 1999).
Nesse ponto, o teste do microndcleo é uma ferramenta para sinalizacdo desses efeitos e uma
indicagdo para uma possivel progressio de doencas mais complexas (STICH et al., 1982). E

importante considerar que 0s micronucleos nao representam o dano original na célula que esta
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sendo expresso, mas sim célula-m&e ou precursoras desta. A expressao do micronicleo esta
condicionada a pelo menos um processo de divisdo celular (FENECH, 2000).

Em se falando de biomonitoracdo, ha um preocupacdo em se estabelecer uma relacéo
de causa e efeito, ou seja, um agente responsavel por uma resposta bioldgica. Nesse caso,
objetos de estudo elencados nessa pesquisa, a saber, 0 Chumbo-210 e o micronlcleo podem
lancar luz a respeito da previsdo do risco a qual os fumantes estdo sujeitos. No entanto, a
analise dos componentes principais (ACP) e a regressdo logistica (ANEXO C2) aqui
aplicados sugerem que a correlacdo entre esses dois elementos ndo é significativa, ou seja, a
contribuicdo Unica do #°Pb para a frequéncia de microntcleos em fumantes provavelmente é

minima ou néo € tdo bem correlacionada como foi apresentado na Figura 31.

Algumas hipoteses podem ser sugeridas para que esse tipo situacéo ocorra:

o Fatores como a meia vida biolégica e fisica do “*°Pb no corpo humano
(SALMON et al., 1999) e a cinéetica do epitélio urotelial interferem nessa
possivel relacdo, uma vez que é mais provavel que o dano genético sofrido
recentemente nas células basais pode ser refletido sob a forma de microndcleo
nas células esfoliativas mais superficiais (FONTANA et al., 2001; FENECH
et al., 1999a).

e A acdo de mutagénicos aneugénicos podem também participar na
contribuicdo para a expressdao de micronucleos em células esfoliativas da
urina (TITENKO-HOLLAND et al., 1994).

No geral, a literatura cientifica reporta trabalhos em que os micronucleos em células
esfoliativas tém a contribuicdo de acbes clastogénicas para a sua formacdo. Um estudo
conduzido por Rosin e Anwar (1992, apud FONTANA et al.,, 2001) observaram que
individuos fumantes parasitados pelo Schistosoma haematobium apresentaram maior quebra
de cromossomos em células esfoliativas da bexiga.

Martino-Roth e col. (2002) justificaram o aumento significativo na frequéncia de
micronucleos em células esfoliativas da mucosa bucal em trabalhadores de reciclagem de
baterias devido ao contato com o chumbo, um elemento reconhecidamente genotdxico que

causa gquebra de cromossomos.
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Estudos prévios revelam que elementos clastogénicos presentes em urina fracionada
de fumantes foram responsaveis pelo aumento de aberra¢fes cromossdmicas em cultura de
células oriundas do ovério de hamster. Neste trabalho foi proposto que elementos
clastogénicos presentes na urina de tabagistas podem atuar na producdo de espécie de
oxigénio ativo (DUNN;CURTIS, 1985). Dunn e Curtis (1985) ressaltaram ainda que o
material organico necessario para causar aberracfes cromossémicas na cultura ndo foi maior
em relacdo aos niveis encontrados na urina que esta em contato com a bexiga humana.
Entretanto, ndo foi relatado se tais elementos eram radioativos.

A atuacdo clastogénica envolvendo elementos radioativos foi estudado em individuos
expostos ao Césio-137, um emissor beta, em uma &rea contaminada na ilha de Taiwan, que
apresentaram maior frequéncia de danos no DNA em células esfoliativas e epiteliais da
bexiga, o que leva a um aumento no risco de cancer no futuro (JEN et al., 2002).

Apesar da maioria dos trabalhados pesquisados ndo correlacionarem diretamente os
teores dos agentes clastogénicos, especificamente o ?°Pb e a frequéncia de microncleos na
mesma matriz bioldgica, e levando-se em consideracdo que os fumantes apresentam maiores
concentracdes desse radionuclideo, é possivel que a cadeia de decaimento do #°Pb contribua
minimamente para causar dano ao DNA nas células esfoliativas dos fumantes, por meio dos
efeitos diretos e indiretos da radiacao.

As radiacOes emitidas pelo Chumbo-210 e o Bismuto-210 poderiam contribuir
diretamente com o dano ao DNA das células basais, através da quebra da molécula (agéo
direta), ou juntamente com a particula alfa do ?°Po, ao interagir com as moléculas de agua na
urina produzindo radicais livres capazes de promover quebras no DNA (acdo indireta), pois
tal acdo em meio aquoso tem maior predominancia (TIWARI et al., 2008; DeMARINI, 2004;
DIZDAROGLU et al., 2002; DUNN;CURTIS, 1985) e o alvo sdo as células basais do uretélio
(FONTANA et al., 2001; FENECH et al., 1999b). Entretanto estudos mais especificos séo
necessarios para verificar essa forma de atuacéo.

Por outro lado, provavelmente a contribuicdo do Chumbo para frequéncia de MN seja
afetada pela dindmica de excrecdo desse elemento, o que depende principalmente das
caracteristicas fisioldgicas de cada individuo e, levando-se em consideracdo sua eliminacao
lenta, bem como suas caracteristicas radioldégicas (SALMON et al., 1999). No entanto, os
mecanismos exatos da cinética e extensdo dos danos causados pelo °Pb ndo s&o totalmente
conhecidos (MOREIRA; MOREIRA, 2004; SADAO, 2002). A cinética do proprio epitélio

urotelial é outro fator a ser observado.
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A velocidade com que hé renovagdo desse tecido é um pardmetro relevante, pois séo
necessarios de 7 a 16 dias para que elas se descoloquem até a superficie e comecem a esfoliar
(FENECH et al., 1999a), a elevada taxa de renovagdo celular pode gerar uma diluicdo e
eliminacdo dos micronucleos. Esse é um fator importante para a expressdo do dano genético,
uma vez que o micronucleo nas células esfoliativas pode ter resultado de um dano mais
recente, instabilidade do DNA causado por anomalias hereditarias ou produzido pelos clones
de tais células (LEHUCHER-MICHEL et al., 1996).

No caso dos fumantes, ha uma contribui¢do tanto de agentes quimicos aneugénicos
quantos dos agentes fisicos clastogénicos. Neste caso, 0 uso de sondas de DNA por
hibridizacdo por fluorescéncia in situ (FISH) pode estabelecer a origem dos microndcleos por
ambos 0s mecanismos de acfes. Em uma pesquisa para verificar a origem dos micronucleos
em células esfoliativas de individuos saudaveis, através da utilizagdo de hibridizacdo por
fluorescéncia in situ, os resultados indicaram que 43% dos MN eram centrémeros negativos
(C) e 57% centromeros positivos (C*), sugerindo a formagdo espontanea de microncleos
(TITENKO-HOLLAND et al., 1994).

Por fim, avalia¢fes utilizando o micronucleo séo relevantes para a monitoracdo do
dano genético em células epiteliais, principalmente quando é sabido que a urina de fumantes
habituais possuem mutagénicos em quantidades consideraveis. A importancia desse fato deve
ser enfatizada quando se é levada em consideracdo a correlagdo entre aumento da incidéncia
de céancer e habitos tabagistas (LEHUCHER-MICHEL et al., 1997).
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5 CONCLUSOES

A eficiéncia das resinas trocadoras de ions pOde ser observada na separacdo
radioquimica do Chumbo-210 em relagcdo aos outros emissores beta presentes na
matriz urina. O que pode ser expresso em um rendimento dentro dos critérios

aceitaveis estabelecidos pela ANVISA para os métodos analiticos;

O Detector Proporcional alfa beta apresentou resposta sensivel para matriz urina,
através das curvas de calibracdo construidas, as quais apresentaram o Limite de
Deteccéo de 45mBq e a Eficiéncia no Platd Beta de 26,6%;

Os resultados obtidos indicam que os individuos ndo fumantes apresentam valores de
concentracéo de °Pb menores que 45 mBq, justificavel pela exposicdo minima a este
elemento. Os fumantes apresentaram as maiores concentracdes, indicando assim uma

maior exposicao ao *°Pb;

Fatores como idade, quantidade de cigarros consumidos e tempo de tabagismo néo
influenciaram as concentracdes de *!°Pb. J4 para as células esfoliativas da urina, as
analises estatisticas sugerem que a correlacdo entre a quantidade de cigarros
consumidos e a frequéncia de micronucleos tem maior significancia. Entretanto, nos
resultados aqui encontrados, o Chumbo-210 ndo apresentou correlacdo
estatisticamente significante com frequéncia de microndcleos, sugerindo uma

contribuicdo minima deste elemento para formacédo do bioindicador.

A padronizacdo e implementacdo da técnica do microntcleo em células esfoliativas da
urina, no Departamento de Energia Nuclear, permitiu observar quer a frequéncia de
micronucleos em células esfoliativas de fumantes foi significativamente maior em
relacdo aos ndo fumantes, reforcando que o grupo consumidor de cigarros esta sujeito
a sofrer mais danos genéticos, aumentando assim a probabilidade de risco de efeitos

estocasticos.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

Esta pesquisa pode contribuir para trabalhos futuros voltados para uma investigacao
mais ampla da atuacdo dos radionuclideos naturais que estdo presentes em um produto
mundialmente consumido e, por esse motivo, uma grande parte da populagdo mundial, que
faz uso do tabaco, esta exposta a elementos envolvidos no desenvolvimento de doengas como
0 cancer, principalmente o de bexiga.

Trabalhos de biomonitoracdo como este podem auxiliar na avaliagdo do risco que 0s
fumantes estéo sujeitos e assim adotar medidas preventivas para evitar tais doengas.

Outro ponto importante foi a avaliacdo em conjunto das concentragdes do *°Pb e a
frequéncia de micronucleos em células esfoliativas presentes na urina. Trabalhos dessa
natureza sdo raros na literatura cientifica.

Deste modo, este trabalho contribuiu para a implantacdo do teste do microntcleo em
celulas esfoliativas encontradas na urina no Departamento de Energia Nuclear/UFPE. O
ganho obtido com esta pesquisa indica a urina como uma matriz complementar e eficiente na
biomonitoracdo em casos de contamina¢do com radionuclideos, agregando-se as outras
formas de monitoracdo em que ja sdo realizadas no Laboratério de Modelagem e
Biodosimetria Aplicada (LAMBDA).
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APENDICE A — Termo de consentimento livre e esclarecido

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

DADOS DE IDENTIFICACAO

Titulo do Projeto: “Chumbo-210, Pol6nio-210 em urina e frequéncia de micronudcleos da
mucosa bucal como indicadores da exposicdo radioldgica em fumantes e ndo fumantes”

Pesquisador Responsavel: Carlos Eduardo de Oliveira Costa Junior
Instituicdo a que pertence: Universidade Federal de Pernambuco

Endereco onde o pesquisador pode ser encontrado: Av. Prof.° Luiz Freire, N°1000. Cidade
Universitaria CEP: 50740-540. Recife-PE. Departamento de Energia Nuclear.

Telefones para contato: (081) 9946-5120

Comité de Etica em Pesquisa Envolvendo Seres Humanos — CCS/UFPE

Contanto: Avenida da Engenharia s/n — 1° Andar, Sala 4, Cidade Universitaria, Recife-PE/ Brasil.
CEP: 50740-600

Telefone/Fax do CEP: (81) 2126-8588

E-mail do CEP: cepccs@ufpe.br

Nome do voluntario:

Idade: anos R.G.

Responsavel legal (quando for o caso):

R.G. Responsavel legal:

O Sr. (a) esta sendo convidado(a) a participar do projeto de pesquisa “Chumbo-210,
Pol6nio-210 em urina e frequéncia de micronucleos da mucosa bucal como indicadores
da exposicao radiologica em fumantes e nio fumantes”, de responsabilidade da
pesquisadora Edvane Borges da Silva.

A avaliacdo através da andlise da urina determina a quantidade de chumbo e polénio
inalado pelo individuo, sendo importante para o controle da contaminacdo interna dos
fumantes e fumantes passivos. Com os dados das analises de urina e células esfoliativas da
mucosa bucal e com modelos estabelecidos, pode-se avaliar o grau de exposicdo ao chumbo-
210 e pol6nio-210 o risco que esta sujeita 0s usuarios de cigarro.

Tendo em vista a importancia da monitoracdo bioldgica, particularmente na avaliacdo
da exposicdo a metais pesados, pretende-se avaliar os teores de chumbo-210 e poldnio-210
em urina humanas de fumantes, fumantes passivos e ndo fumantes através de amostras, que
consistem tdo somente da urina (1,5 litro) do voluntério, coletadas durante 24 horas em
recipientes plasticos. Estas serdo evaporadas (urina) ou aquecidas em alta temperatura e
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posteriormente analisadas. As células da mucosa bucal serdo recolhidas, no Laboratério de
Modelagem e Biodosimetria Aplicada no Departamento de Energia Nuclear da UFPE, pelo
préprio voluntario ao passar cuidadosamente a lamina histolégica pela mucosa bucal, com o
auxilio do pesquisador, em seguida as laminas serdo coradas com 0 corante papanicolau e
analisadas em microscopio optico.

Riscos: Os riscos referem-se ao constrangimento na doagdo de amostras de urina pelo
voluntério e nas respostas ao questionario de habitos sociais.

Beneficios: O estudo fornecerd meios para que seja realizado o acompanhamento dos
individuos fumantes e fumantes passivos através da analise da urina, permitindo que, no caso
de haver resultados elevados, possa se orientar 0s voluntarios fumantes e fumantes passivos
para que os habitos sociais e/ou as condi¢des de trabalho sejam alterados, de tal forma que se
minimize as incorporagdes desnecessarias.

Privacidade e Confidencialidade: A participacdo do voluntario nesta pesquisa € livre
e desimpedida, podendo o mesmo retirar 0 seu consentimento a qualquer tempo, caso sinta
necessidade para tal.

Os registros da participacdo no estudo (questionarios e termos de consentimento livre
e esclarecido) serdo mantidos confidenciais. Estes documentos serdo guardados na sala da
pesquisador responsavel pelo projeto, Carlos Eduardo de Oliveira Costa Junior, no
Departamento de Energia Nuclear.

Eu, , RG n° declaro ter
sido informado e concordo em participar, como voluntario, do projeto de pesquisa acima
descrito.

Ou
Eu, , RG n° , responsavel
legal por , RG n° declaro ter sido

informado e concordado com a sua participagdo, como voluntario, no projeto de pesquisa
acima descrito.

Local: , de de 2009.

Assinatura do voluntario ou responsavel legal

12 Testemunha 22 Testemunha
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APENDICE B — Questionario de habitos alimentares e de higiene

Profissdo:

QUESTIONARIO DE HABITOS ALIMENTARES, SOCIAIS E DE HIGIENE

1) Qual a sua idade?

2) Onde mora? (Regido) e quanto tempo?

3) Qual o seu peso e altura?

4) Toma remédio Controlado ou algum outro
remédio com frequéncia?

() Sim, qual?
( ) Néo

5) E fumante ?

() Sim, a quanto tempo?
( ) Néo

() Fui. A gquanto tempo nao fuma?

6) Quantos cigarros fuma por dia
() mais de 20
( ) menos de 20

7) Qual a marca de cigarro vocé costuma consumir?

8) Faz o consumo de tabaco ndo fumado
() Sim, a quanto tempo?
( ) Néo

() Fui. A gquanto tempo ndo fuma?

9) Mora com fumante ?
() Sim, a quanto tempo?
( ) Néo

(' ) Morei. A guanto tempo ndo morou?

10) Faz uso de bebida alcodlica enquanto fuma?
() Sim,
( ) Nao

11) Consome frutos do mar?
() Sim,
( ) Nao

12) Com que frequéncia consome frutos do mar?

13) Utiliza agua tratada na residéncia?
() Sim
( )Néo

14) Se ndo, de onde vocé obtém sua agua?
() Poco

() Cacimba

() Riacho

() Acude

15) Costuma consumir verduras e legumes?
() Sim
( ) Néo

16) De onde vem as verduras e legumes que vocé
consome?

() Cultivo proprio

() Costumo comprar em feiras livres ou em
mercados
() outros
(' ) Néo sabe informar

17) Costuma lavar as verduras e legumes com qual
agua?

() Tratada

() Pogo

() Cacimba

( ) Riacho

() Acude

(' ) Néo lava

18) Costuma consumir leite e derivados da regido?
()Sim
() Nao

19) Costuma trabalhar com solo?
() Sim
() Nao

20) Costuma tomar banho de rio, agude ou riacho?
()Sim
( ) Nao
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APENDICE C - Célculo do Desvio Padrédo

O desvio padréo (S) constitui uma medida da precisdo de um determinado conjunto de

resultados, sendo calculado pela Equacéo 9.

(9)

Aplicando os valores das equacdes 6, 7 e 8 na equagéo 9, temos:

_/(0,4842-0,676067)% + (0,6323—0,676067)* +(0,9117 —0, 676067)’
B 3-1

S =0,21

O valor médio da inclinagéo das curvas € obtido pelas médias ponderadas dos valores
obtidos da seguinte forma.

_ 15,7290 +12,9440+14,1010
- 3

X =14,2580




ANEXO A1 — Parecer do Comité de Etica

UNIVERSIDADE FEDERAL DE
PERNAMBUCO CENTRO DE Q@""’“""‘oﬂ e
CIENCIAS DA SAUDE / UFPE-

PROJETO DE PESQUISA

Titulo: CHUMBO-210, POLONIO-210 EM URINA E FREQUENQ\A DE MICRONUCLEOS DA
MUCOSA BUCAL COMO INDICADORES DA EXPOSICAO RADIOLOGICA EM FUMANTES
E NAO FUMANTES

Area Tematica:
Versao: 2

CAAE: 02820812.1.0000.5208
Pesquisador:  Carlos Eduardo de Oliveira Costa Jlnior
Instituicao: Universidade Federal de Pernambuco - UFPE

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

Numero do Parecer: 84066
Data da Relatoria: 17/08/2012

Apresentacéo do Projeto:

Trata-se de um projeto de doutorado do estudante Carlos Eduardo de Qliveira Costa Junior vinculado ao
Programa de Pés-graduacéo em Tecnologias Energéticas e Nucleares. A proposta consiste basicamente em
um estudo experimental com 45 voluntarios fumantes, fumantes passivos e ndo fumantes visando estabelecer
uma correlacdo entre os indicadores bioldgicos quantidade de Poldnio-210, Chumbo-210 na urina e o teste de
micronucleo em células da mucosa bucal.

Objetivo da Pesquisa:

- Avaliar as concentracdes de 210Pb e 210Po em urina, onde o 210Po sera determinado indiretamente através
do equilibrio secular com o 210Pb;
- Avaliar a frequéncia de micronticleos (MN) em células esfoliativas da mucosa bucal de fumantes, fumantes
passivos e ndo fumantes de tal forma que seja possivel estabelecer se existe uma correlacdo entre esses
indicadores biolégicos.

Avaliacdo dos Riscos e Beneficios:

Os riscos aos voluntarios da pesquisa séo aceitaveis e inerentes aos protocolos experimentais do projeto.
Os bheneficios estdo bem delineados e devidamente explicitados no projeto e no termo de consentimento livre e
esclarecido.

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

Trata-se de um tema bastante interessante que tentar estabelecer uma nova abordagem para mensurar a
exposicdo de humanos fumantes (passivo e ativo) aos agentes do tabaco. A proposta esta bem delineada do
ponto de vista técnico-cientifico. Os critérios de incluséo e exclusdo dos voluntérios & pesquisa, estdo bem
delineados e aceitaveis.

Consideracdes sobre os Termos de apresentacédo obrigatéria:

Todas as cartas de anuéncia e os curriculos estdo devidamente anexados e o do termo de consentimento livre
e esclarecido estar redigido conforme a legislacéo.
Recomendacdes:

Exclusédo do termo de consentimento livre e esclarecido para mencres, uma vez que, ao definir os noves
critérios de inclusdo (APOS SUGESTAO DO RELATOR) consta que todos os voluntarios da pesquisa serfo
maiores de idade.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacgdes:

Nenhuma

Enderego: Av. da Engenharia s/n° - 1° andar, sala 4, Prédio do CCS

Bairro: Cidade Universitaria CEP: 50.740-600

UF: PE Municipio: RECIFE

Telefone: (81)2126-8588 Fax: (81)2126-8588 E-mail: cepccs@ufpe.br
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ANEXO A2 — Parecer do Comité de Etica

UNIVERSIDADE FEDERAL DE
PERNAMBUCO CENTRO DE Q@W"‘M .
CIENCIAS DA SAUDE / UFPE-

Situacédo do Parecer:
Aprovado
Necessita Apreciagdo da CONEP:
Néo
Consideragdes Finais a critério do CEP:

O Colegiado aprova o parecer do protocolo em questéo para inicio da coleta de dados.
Projeto foi avaliado e sua APROVACAO definitiva sera dada, por meio de oficio impresso, apos a entrega do
relatorio final ao Comité de Etica em Pesquisa/UFPE

RECIFE, 28 de Agosto de 2012

Assinado por:

GERALDO BOSCO LINDOSO COUTO

Endereco: Av. da Engenharia s/n° - 1° andar, sala 4, Prédio do CCS

Bairro: Cidade Universitaria CEP: 50.740-600

UF: PE Municipio: RECIFE

Telefone: (81)2126-8588 Fax: (81)2126-8588 E-mail: cepccs@ufpe. br
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INDIVIDUO: IDENTIFICACAO DA LAMINA:
RESPONSAVEL: MICROSCOPIO: DATA:
Dir. | Céls Coordenadas MN Observacées

Total




ANEXO C1 - Resultado dos Testes Estatisticos
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1) Regressdo Logistica Multinominal para as concentracdes de “°Pb nas amostras de
urina dos fumantes:

Likelihood Ratio Tests

Model Fitting Criteria Likelihood Ratio Tests
Effect ;elaggelalll\(/fcl):jhe?()d of Chi-Square df Sig.
Intercept 29,620° 0.000 0
IDADE 29.975 .355 2 .837
TempoFumando 29.696 .077 2 .962
Ncigarros 30.678 1.059 2 .589

The chi-square statistic is the difference in -2 log-likelihoods between the final model and a reduced model. The
reduced model is formed by omitting an effect from the final model. The null hypothesis is that all parameters of that
effect are 0.

a. This reduced model is equivalent to the final model because omitting the effect does not increase the degrees of

freedom.
2) Regressdo Logistica Multinominal para as correlagdes idade, tempo de tabagismo e
quantidade de cigarros consumidos pelos fumantes:
Univariate Tests of Significance Frequencia de MicronuclgPastal)
Sigma-restricted parameterization
Effective hypothesisdecomposition
SS Degr. of MS F p

Effect Freedom

Intercept 0.00004 1/0.00004 12.3757/ 0.00481

IDADE 0.00000! 1/ 0.00000!/ 0.0011° 0.97338

TempoFumando | 0.00000: 1 0.00000! 0.0032" 0.95545:

N-cigarros 0.00003 1/0.00003| 8.6930! 0.01324

Error 0.00004. 11 0.00000.

Descriptive Statistics for Dependent Variables (Pastal)

Level of | N |[Frequencia de |Frequencia de |[Frequencia de |Frequencia de Frequencia de

Factor Micronucleo Micronucleo Micronucleo Micronucleo Micronucleo
Effect Mean Std.Dev. Std.Err -95.00% +95.00%
Total 15 0.00680! 0.00233 0.00060 0.00550 0.00809.
N-cigarros <20 8 0.00537! 0.00118 0.00042 0.00438. 0.00636:
N-cigarros >20 7 0.00842! 0.00229 0.00086 0.00630. 0.01055
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3) Regressdo Logistica Multinominal para as correlagdes entre a Concentracio de *°Pb e
frequéncia de micronucleo.

Univariate Tests of Significance Frequencia de MicronuclgPastal)
Sigma-restricted param eterization

Effective hypothesisdecompaosition

SS Degr. of MS F p
Effect Freedom
Intercept 0.00065: 1 0.00065: 155.061: 0.00000:¢

Concentragao | 0.00002

Error

0.00005

2 0.00001:
12/ 0.00000.

3.071: 0.08373!




