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RESUMO

Os sistemas de reparo do DNA sao complexos e funcionalmente essenciais para
manutencdo da vida humana e dentre eles, podemos destacar o sistema MultS,
subdividido em MultSa (hMSH2 e hMSH6) e MultSB (hMSH2 e hMSH3) que age em
determinadas situagdes deletérias ao DNA como por exemplo as inser¢des e
delecbes das bases nucleotidicas. Este estudo teve como objetivo a analise das
expressdes dos genes de reparo hMSH2 e hMSHG6 em trabalhadores, técnicos de
radiologia, expostos a baixas dose de radiagdo. Foram analisados 30 trabalhadores
expostos a radiagéo ionizante e 25 ndo expostos. Coletou-se amostras de sangue
de ambos os grupos para extracdo do RNA total e apds, a sintese do DNA
complementar. Apdés a utilizacdo da técnica PCR, foi possivel comparar as
expressdes de ambos grupos. Obtivemos como resultado um aumento de cinco
vezes (p = 0,006) a expressao do gene de reparo hMSH2 dos expostos a radiagéo e
uma fraca, porém significante correlagdo (p = 0,041) dos genes hMSH6 quando
associamos o numero de horas trabalhadas com a expressao génica.

Palavras-chave: Reparo do DNA. Radiacao lonizante. Expressao Génica.



ABSTRACT

DNA repair systems are complex and functionally essential for the maintenance of
human life. The MultS system, subdivided in MultSa (hMSH2 and hMSH6) and
MultSB (hMSH2 and hMSH3) acts in certain deleterious situations to the DNA, such
as the insertions and deletions of nucleotide bases. This study aimed to analyse the
expression of hMSH2 and hMSHG6 repair gene in radiology technicians exposed to
low radiation doses. Thirty workers were exposed to ionizing radiation and 25 were
not exposed. Blood samples were collected from both groups for extraction of the
total RNA and, after synthesis, of the complementary DNA. Using the PCR
technique, a comparison of the expressions from both groups was conducted. We
obtained as a result a five-fold increase (p=0,006) in the hMSH2 repair gene
expression of those exposed to radiation and a weak but significant correlation
(p=0,041) of the hMSH6 genes when the number of hours worked was associated
with the genes expression.

Keywords: DNA Repair. Radiation, lonizing. Gene Expression.
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1 INTRODUGAO

Ao se estudar a historia de nossa civilizacido até a Revolugdo Industrial,
encontra-se poucas observagdes sobre a saude dos trabalhadores e seu ambiente
de trabalho." Este legado ainda é muito comum nos dias atuais e quando tratamos
em especial dos profissionais da saude, percebemos uma preocupagao grande com
a seguranca e o bem-estar do paciente e pequena com o profissional ligado a
assisténcia.

Diante deste fato, os numeros apresentados pelo Anuario Estatistico da
Previdéncia Social’> — Ministério da Previdéncia Social s3o preocupantes. Em 2015
as atividades relacionadas a Instalagdes Elétricas, considerada pela maioria como
uma atividade de risco elevado, cujo Cdédigo de Atividade Econdmica — CNAE é
43.21-5, apresentaram 1.888 acidentes do trabalho notificados, sendo 20 Doengas
do Trabalho. Em contrapartida, as atividades relacionadas a Atendimento Hospitalar
CNAE 86.10-1, apresentaram 53.920 acidentes do trabalho notificados, sendo
destes 433 Doengas do trabalho. Neste mesmo ano, o Brasil registrou um total de
612.632 acidentes do trabalho sendo destes 13.240 Doengas do Trabalho. As
atividades de Atendimento Hospitalar representaram cerca de 8,8% do numero total
de acidentes do trabalho e 3,3% das Doengas do Trabalho no ano de 2015.

Os dados acima apresentados referem-se apenas aos trabalhadores regidos
pela Consolidagdo das Leis do Trabalho — CLT, descartando os estatutarios,
autébnomos, informais, etc., que notificam a previdéncia social por meio do
Comunicado de Acidente do Trabalho — CAT.

Nao é praxe, no Brasil, o envolvimento direto da alta direcdo das empresas
com as questdes da seguranga e saude no trabalho, salvo quando da ocorréncia de
acidentes graves, que, além de danos materiais, provocam ranhuras na imagem de
suas empresas, atingindo-os de forma direta.’

As doencas do trabalho, enquadradas como acidentes do trabalho pela Lei
8.213/91, associam-se aos riscos ambientais presentes no ambiente de trabalho.
Segundo a Portaria 3.214/78 em sua Norma Regulamentadora 09 - NR-09* temos
que:

9.1.5 Para efeitos desta NR, consideram-se riscos ambientais os agentes

fisicos, quimicos e biolégicos existentes nos ambientes de trabalho que, em fungéo



de sua natureza, concentragdo ou intensidade e tempo de exposicado, sdo capazes
de causar danos a saude do trabalhador.

O raio-X, radiagao ionizante, € classificado como agente fisico, segundo a
norma supra.

9.1.5.1 Consideram-se agentes fisicos as diversas formas de energia a que
possam estar expostos os trabalhadores, tais como: ruido, vibragdes, pressdes
anormais, temperaturas extremas, radiagdes ionizantes, radiagbes nao ionizantes,
bem como o infrassom e o ultrassom.

Os trabalhadores compartiiham os perfis de adoecimento e morte da
populagdo em geral, em fungdo de sua idade, género, grupo social ou inser¢ao em
um grupo especifico de risco. Além disso, os trabalhadores podem adoecer ou
morrer por causas relacionadas ao trabalho, como consequéncia da profissdo que
exercem ou exerceram, ou pelas condicbes adversas em que seu trabalho € ou foi
realizado.’

A Lista Nacional de Agentes Cancerigenos para Humanos (LINACH),
classifica o Raio X como sendo um agente confirmado de carcinogenicidade para
humanos.

O cancer € uma doenga multifatorial devido a um efeito combinado de fatores
genéticos e externos que agem simultaneamente e sequencialmente. A combinag&o
de exposicdo ambiental com algum polimorfismo do gene pode ser sinérgica e
contribuir para uma proporcdo substancial do fardo do cancer na populagdo em
geral. Anualmente, cerca de 19% de todos os canceres s&o estimados para serem
atribuidos ao meio ambiente, inclusive em ambientes de trabalho, resultando em 1,3
milhdes de mortes.®

Os tipos mais frequentes de cancer relacionados ao trabalho sao, entre
outros, os de pulmao, pele, bexiga, leucemias. Alguns agentes associados a estes
canceres sao: amianto, hidrocarbonetos policiclicos aromaticos, arsénico, berilio,
radiacdo ionizante, niquel, cromo e cloro éteres.’

A irradiagao em qualquer sistema bioldgico gera uma sucessao de processos
e fendmenos que diferem grandemente na escala do tempo,® sendo o efeito
bioldgico decorrente o produto final desses eventos.® De qualquer maneira, devemos
ter em mente que os efeitos bioldgicos de qualquer frequéncia de radiagéo,

consequentes a irradiagao, tem origem na lesao do DNA."°
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1.1 Raio — X e a interagdao com o DNA

As radiagdes eletromagnéticas sao diferenciadas entre elas pela sua
frequéncia de operagéo e consequentemente a sua energia. Segundo a Equacao de
Plank, quanto maior a frequéncia de uma onda, maior a sua energia (E= h x f, onde
E = Energia, h = constante de Plank e f = frequéncia).

Todas as radiagdes eletromagnéticas apresentam uma defasagem entre o
campo elétrico e um campo magnético de 90° propagando-se no espago com a
velocidade da luz. Além de possuirem comportamento ondulatério, a luz também

possui comportamento corpuscular.’

Figura 1 - Composi¢ao de uma onda eletromagnética

Legenda: B = Campo Magnético, E = Campo Elétrico

Fonte: https://def.fe.up.pt/eletricidade/ondas.htmI1

Os espectros eletromagnéticos destas ondas podem ser vistos no diagrama
abaixo. Nota-se que o comprimento de onda é inversamente proporcional a
frequéncia da onda, ou seja, quanto maior a frequéncia menor o comprimento de

onda.

! Disponivel em: https://def.fe.up.pt/eletricidade/ondas.html. Acesso em: 09 set. 2019
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Figura 2 - Espectro Eletromagnético
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Fonte: http://penta3.ufrgs.br/CESTA/fis,ica/caIor/espectroeletromagnetico.htmI2

Devido a sua alta frequéncia, o Raio X tem uma caracteristica de extrema
relevancia que € o seu poder de ionizagido. A radiagdo ao incidir em um atomo é
capaz de retirar elétrons de sua Oorbita alterando com isso suas caracteristicas
naturais.

O processo de produgdo de Raio-X pode ser descrito como:'?

1. O catodo é aquecido e, essa energia térmica € capaz de liberar elétrons,
(processo chamado de emissao termoibnica).

2. Essa nuvem eletronica liberada é acelerada em direcdo ao anodo, devido a
aplicacdo de uma diferenga de potencial (comumente chamada pela unidade, AkV)
formando uma corrente (comumente chamada pela unidade, mA). O tempo de
duracao desta aplicagdo multiplicado pela corrente € chamada de produto corrente-
tempo, mAs.

3. Ao chocarem com o0 anodo, os elétrons penetram no material e passam
muito proximo dos nucleos dos atomos, causando uma desaceleracdo. Esse
processo faz com que estes elétrons percam energia que é emitida em forma de
fétons de raios X. Esse processo é conhecido como Bremsstrahlung ou radiagao de
freamento.

4. Os elétrons podem também colidir com elétrons orbitais dos atomos do
material do anodo e retira-los, caso a energia cinética destes seja maior ou igual a

energia de ligagao dos elétrons no atomo. Ao ser removido do atomo, o elétron deixa

? Disponivel em: http:/penta3.ufrgs.br/CESTA/fisica/calor/espectroeletromagnetico.html. Acesso em: 09
set. 2019.
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uma vacancia naquela oérbita. Isso faz com que elétrons de camadas mais externas
ocupem essa vacancia. Como em 6rbitas mais internas ha uma menor energia de
ligagdo, o excesso € emito em forma de fotons de raios X. Esse fenbmeno é

conhecido como radiacao caracteristica.

Figura 3 - Produgao de Raio-X

Elétron incidente . — féton de raios X
com energia E1 = §

« E1>E2

H
Elétron desacelerado

com energia E2 A.

_ /" Foton de raios X

B. = Elétron ejetado ¢ Foton de raios X
. .,

.
Elétron

incidente ¢ o ) 1 -y . o . | - : o ' \

x  Nacleo ¢

Fonte: Furquin TAC™

Logo acima temos um diagrama esquematico da producao de radiagéo X por
Bremsstrahlung, mostrando a liberacdo de um foton de raios X devido a perda de
energia do elétron com a desaceleragao, item A. No item B temos a descrigdo da
producao de radiacdo caracteristica, quando um elétron incidente retira um elétron
orbital, causando uma vacancia. Um elétron de uma camada mais externa ocupa

esta vacancia e, o excesso de energia € emitida em forma de féton de raios X.
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Figura 4 - Esquema da produgao do Raio-X

alvo

feixe de elétrons

filamento

catodo

\ janela

tubo de Coolidge para raio X

Fonte: http:/radiologia.blog.br/fisica-radiologica®

Além da exposicdo a radiagdo produzida pelo homem por meio dos
equipamentos médicos e industriais, nos expomos também as radia¢gdes naturais
também chamadas de radiagao de background.

Em 1987 um estudo da exposi¢cdo a radiacdo ionizante da populagdo dos
Estados Unidos estimou que a radiagdo de background natural foi composta de 82%
da exposicdo anual da populagdo, enquanto que a contribuicdo das fontes feitas
pelo homem contribuiu com 18% sendo de aproximadamente 10,44% a exposi¢cao
ao Raio X médico.™

Esta exposicdo pode ser muito maior quando ha exposicdo ocupacional.
Atualmente temos mais de 2 milhdes de trabalhadores expostos ocupacionalmente
em todo o mundo as prolongadas radiagcbes médicas ionizantes de baixa dose
(menor que 100mSv)."

Estima-se que no inicio dos anos 80, a dose efetiva per capita de radiagao da
populagdo norte americana era de 3.6 mSv por ano. Em 2006 a dose tem quase
dobrado para 6.2 mSv por ano devido a revolugdo em imagem médica.” O aumento
do numero de exames médicos de imagem resulta consequentemente no aumento
da exposicdo ocupacional. Dentre os profissionais envolvidos, o0 técnico em
radiologia € um dos que acaba se expondo direta e indiretamente aos feixes de
radiacao ionizante.

A incidéncia de um feixe de radiagédo ionizante pode atingir diretamente o
nucleo celular e devido a sua energia, causar danos ao DNA. Uma concluséao critica

sobre os mecanismos de tumorgénese de radiacdo é que os dados revisados

* Disponivel em: http:/radiologia.blog.br/fisica-radiologica. Acesso em: 09 set. 2019.
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reforcam a visdo de que ha ligagdes intimas entre a indugcdo de dano ao DNA nas
células, o aparecimento de mutagbes em genes ou mutagdes cromossdmicas
através do reparo incorreto no DNA e o desenvolvimento de cancer.®

A interacdo da radiagdo com a molécula de DNA pode produzir uma série de
lesbes, seja pelo mecanismo direto ou indireto, na dependéncia do componente de
DNA que for atingido. S&o as seguintes as principais lesbes que podem ocorrer no
DNA:"

a) Quebra simples em uma das hélices;

b) Quebra dupla das hélices;

c) Lesdo das bases nitrogenadas (perda da base [apurinacdo] ou

modificagado da base [desaminacgao));

d) Destruicdo da molécula de agucar;

e) Cross-linkings intra e intermoleculares.

Estas alteragdes ocorridas no DNA sdo chamadas de mutagdes e podem ter
consequéncias severas ao individuo caso néo seja reparada.

A combinacédo de trés nucleotideos gera um cdédon (AUA, CCA, UGC, etc.) e
cada cdédons por sua vez, dao origem a um aminoacido que combinados geram uma
proteina. Um unico par de nucleotideos afetado pode comprometer seriamente a
saude do individuo ou ndo ocorrer nenhuma manifestagao patologica.

Vale a pena citar também, que estas alteragbes em células somaticas podem
originar células instaveis que passam a crescer e se dividir de forma descontrolada
desencadeando um cancer, por exemplo.

Reconhecimento da carcinogenicidade e consequentemente os efeitos a
longo prazo da exposicao a radiagao foram relatados em 1902 por Frieben baseado
nas suas observacdes de um carcinoma nas maos de um trabalhador de um fabrica
de tubos de raios-X. Em toda vida, aproximadamente 42 de 100 pessoas serao
diagnosticada com céncer e calcula-se o surgimento de aproximadamente 1 céncer
a cada 100 pessoas sendo resultado de uma simples exposicao de 0,1 Sv de uma

1418 rai0 — x por exemplo.

radiacédo de baixo LET (linear energy transfer),

Com relacdo a indugdo de cancer radio induzido, a academia americana de
ciéncia, por meio do Commitee on Biological Effects of lonizing Radiation, da
National Academy os Science (NAS), admite que o risco varia linearmente, sem

limiar de dose (modelo LNT — Linear No Threshold). Nesta hipotese, a relagao entre
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a dose de radiagdo e a probabilidade dos efeitos da radiagdo, como a incidéncia de
cancer e efeitos genéticos, assumem um comportamento linear e um aumento na
incidéncia de cancer até mesmo em baixas doses, ou seja, as reag¢des celulares sdo

as mesmas independente da dose de radiagao.

Figura 5 - Modelo Linear No Threshold

LINEAR NO THRESHOLD MODEL

Cancer Risk

No “safe” ﬁ Dose
dose

Fonte: http://www.whiteripleyradsafety.com/2-2/4

O relatério quantifica o risco de cancer radio-induzido baseado em analises de
dados estatisticos provenientes de estudos epidemiolégicos em humanos e em
animais de laboratdrio. O estabelecimento da hipétese linear no threshold n&o era
baseado em dados cientificos concretos.

Esta teoria ndo foi muito aceita pela Academia Francesa de Ciéncia que nao
admite uma relagao linear entre a dose os efeitos maléficos da radiagdo ionizante.

Considerando que 3 bilhdes de pares de base de DNA devem ser replicados
em cada divisédo celular, e considerando o grande numero de mutagenos aos quais
somos expostos, a replicacdo do DNA & surpreendentemente precisa.”

Esta precisdo deve-se ao trabalho conjunto de varias proteinas que estao
envolvidas no processo de reparo do DNA.

Moléculas sensoriais podem detectar danos ao DNA e ativar fatores de
sinalizacdo. Por sua vez estes fatores podem induzir a parada do ciclo celular e
facilitar o reparo do DNA e outros mecanismos de defesa.?"?? Evolutivamente o
sistema celular desenvolveu varias formas de reparo do DNA como: Reparo por
excisdo de base, reparo por excisdo de nucleotideos, reparo por recombinacéo,

reparo por emparelhamento errobneo de DNA, dentre outros. O DNA danificado, ndo

* Disponivel em: http://www.whiteripleyradsafety.com/2-2/ Acesso em: 09 set. 2019.
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havendo o reparo, possui um alto potencial de acarretar o desenvolvimento de
neoplasias em células germinativas e/ou somaticas. Cada tipo de lesdo requer um
mecanismo de reparo especifico, embora sobreposi¢cdes de via tém sido relatada
mais frequentemente.?®

Budworth et al., analisaram 40 genes de reparo expostos a radiagdo iozante a
2 Gy (alta dose), ex vivo. Destes, 12 genes expressaram significativamente 24 horas
apo6s a exposigcao, em intervalos que variaram de 2,3 vezes para o gene LIG1 a 17
vezes para o gene FDXR, caracterizando os genes de reparo como robustos
biomarcadores de exposicdo a radiagdo em células do sangue periférico.?* Esta
pesquisa incluiu os reguladores do ciclo celular (CDKN1A, GADD45a, PCNA e
CCNG1), reguladores da apoptose (BAX, BBC3 e FDXR) e genes envolvidos em
fungdes especificas de reparacao (XPC, DDB2, LIGI, POLH e RAD51). Dependendo
da dose e da taxa de dose, nem sempre 0os mesmos genes sio transcritos.?

Dentre varios genes de reparos existentes, analisamos a expressao génica do
composto MultSa, localizado no cromossomo 2.

O heterodimero MultSa (hMSH2 e hMSHG6) liga-se a incompatibilidades
ocorridas no DNA e pequenos lagos de insergdes e delegbes ja o heterodimero
MultSB (hMSH2 e hMSH3) liga-se a grandes lagos de inser¢cao e delegdo. Além
disso, temos também MultL (heterodimero de MLH1 e ou PMS2 ou PMS1) que é
subsequentemente recrutado pela proteina MSH2 para formar um complexo terciario
com um dos complexos MultS e promover sinalizagdes intracelulares para iniciar a
excisdo e o reparo das incompatibilidades.?®

Sabe-se que a proteina hMSH2 aparentemente tem a fungdo principal no
servico de reconhecimento de erros de pareamento de bases. Ela atua, porém,
formando um dimero com a proteina hMSH6, para formar o complexo
hMSH2/hMSH6.?’

O numero de lesdes por célula que sdo detectadas imediatamente apés uma
dose de radiacdo de 1Gy tem sido estimada em aproximadamente 1000 danos a
bases, 1000 quebra de fita simples de DNA, 40 quebras de fita dupla do DNA, dentre

outros.?®
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Figura 6 - Reparo na cadeia de DNA pelo sistema MultS
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Fonte: Chakarov*

Os efeitos da radiacdo de baixa dose permanecem controversa. Alguns
consideram a exposigcao a radiacdo abaixo de 200mSV sendo perigosa, baseado na
hipotese linear no threshold, enquanto outros consideram a exposicdo a baixas
doses tendo efeitos benéficos, conhecido como radiacdo de hormesi e a resposta
adaptativa.?®*

Deste modo, notamos que as células ndo permanecem passivas quando sio
irradiadas pela radiacido ionizante X. Sistemas complexos de defesas sao ativados
para que as mesmas possam responder as agressdes sofridas como por exemplo o
sistema MultS de reparo.

O modelo LNT é cientificamente falho e também a avaliacdo do risco de
cancer na qual esta baseado o modelo ¢ igualmente falho.*'

A academia de ciéncia Francesa rebate os estudos americanos e néo
concorda com o LNT, pois afirma que os estudos epidemioldgicos tem sido
incapazes de detectarem em humanos um aumento significativo de incidéncia de
cancer para doses abaixo de 100 mSv. O unico método para estimar a possibilidade
de risco das quais as baixas doses sdo extrapoladas dos efeitos cancerigenos
observa-se em 0.2 a 3 Sv.%°
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No que diz respeito aos estudos de radiocarcinogenicidade, uma metanalise
de dados experimentais em animais, ndo evidenciou excesso significativo de cancer
para doses abaixo de 100mSv. Eles mostraram, entretanto, a existéncia de uma
dose abaixo da qual incidéncias de tumores n&o eram detectaveis, na qual sugere a
existéncia de um limiar. Além disso, muitas relacbes nao eram lineares mas lineares
quadraticas e a hormese foi observada em 40% dos experimentos.?

Hormese € um termo utilizado em toxicologica onde mesmo substancias
altamente toxicas podem exercer efeitos estimulatorios e benéficos em baixas doses
ou concentracdo.'” Ja a resposta radioadaptativa € um termo que descreve o
fendmeno onde uma pequena dose de radiagao ionizante reduz os efeitos biolégicos
de altas doses subsequentes de radiagdo ionizante.*

E admissivel considerar como referéncia areas de elevados niveis de
radiacdo natural anual, como Guarapari (7,4 mSv) e Meaipe (11,6 mSv) no Brasil e
Kerala (60 mSv) na india(6). Estimando uma vida-média de 60 anos, teremos uma
irradiacdo cumulativa entre 444 mSv e 3.960 mSv; n&o ha evidéncia secular de dano
genético ou somatico nas milhdes de pessoas que vivem nessas areas.>®

Desta forma, para radiagées de baixa dose, ou seja, menores que 100 mSV,
ha varias controvérsias a respeito de seus efeitos deletérios ao ser humano. A
teoria linear no threshold deve levar em conta as idiossincrasias.

No grafico abaixo, sdo apresentadas algumas das teorias que cercam o

comportamento do binbmio dose x risco em baixas doses de radiag&o ionizante.

Figura 7 - Dose e Risco: diferentes comportamentos
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Fonte: https://www.boulby.stfc.ac.uk/Pages/SELLR.aspx5

> Disponivel em: https://www.boulby.stfc.ac.uk/Pages/SELLR.aspx. Acesso em: 09 set. 2019.
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1.2 Radioprotecao nas atividades de radiologia

Os agentes ambientais, conforme exposto no inicio podem se tornar riscos
ambientais a partir de algumas consideragdes como a natureza do agente, a
concentracdo ou intensidade e tempo de exposicdo que sdo capazes de causar
danos a saude do trabalhador.

Os mecanismos de defesa criados pelo homem contra os riscos ambientais,
que utilizamos sdo chamados em Saude Ocupacional de controles. Ha uma
hierarquia na utilizagdo dos controles que devemos seguir, sendo os equipamentos
de protegao individual (E.P.lI) os ultimos da cadeia. Esta regra € em geral pouco
conhecida e consequentemente pouco cumprida sendo o equipamento de proteg¢ao
individual o primeiro a ser adotado na maioria das vezes.

A boa pratica nos ensina que devemos primeiramente tentar eliminar o agente
causador de risco ambiental e se nao for possivel devemos reduzir sua emissiao no
ambiente de trabalho até alcangarmos os niveis de tolerancia. Se ainda assim os
agentes ambientais apresentarem valores a ponto de causar danos a saude dos
trabalhadores, seja na intensidade/concentragdo, devemos implantar os
Equipamentos de Controle Coletivo (EPC), também conhecidos como Controle de
Engenharia e por fim, se ndo obtivermos os resultados desejados, devemos
implantar os equipamentos de protegao individual.

A eliminagdo do agente fisico radiacdo ionizante, mais especificamente o
Raio-X, nas atividades médicas torna-se inimaginavel devido a sua utilidade para
fins de diagnaostico e terapéutica.

O uso da radiagao ionizante para fins de diagnostico e terapéutico vem
crescendo anualmente, em razdo do desenvolvimento dos equipamentos e
facilidades no acesso ao exame radiografico. No Brasil, essa utilizagdo vem
crescendo a taxas de 10% ao ano, e os exames de diagndstico por imagem,
segundo dados do Departamento de Informatica do Sistema Unico de Salde
(Datasus), tiveram acréscimo de 42,27% entre dezembro de 2000 a 2006. Ja nos
estados de Santa Catarina, no mesmo periodo, o aumento foi de 57,17%.%*

A sua reducdo poderia ser um método aplicado, sempre que a técnica assim
o permitir uma vez que ha métodos que nao fazem uso da radiagao ionizante para

fins de diagndstico como a ressonancia magnética.
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A ressonéncia magnética tem estabelecido como uma ferramenta de
diagnostico por imagem de grande valor sua principal vantagem € sua combinagéo
unica que permite avaliagdo morfoldégica e funcional em um mesmo exame de
imagem.>®

Vale ressaltar que estamos avaliando apenas as questdes de saude
ocupacional ndo levando em conta as questdes econdmicas dos exames solicitados.

Quanto aos equipamentos de protecéo coletiva, podemos citar as barreiras
feitas com vidros pumblifero e paredes construidas com chumbo e/ou concreto para
atenuar as radiagdes provenientes dos equipamentos de Raio X Estes
controles encontram-se entre a fonte de radiag&o e o trabalhador.

Por  dltimo, como uma forma menos efetiva de protegcdo, temos os
Equipamentos de Protegdo Individual que sao utilizados pelos trabalhadores.
Dependendo da atividade a ser realizada, preconiza-se a utilizacdo de avental de
chumbo com protetor de tireoide, luvas plumbiferas, 6éculos com lente pumblifera,
dentre outros.

A utilizagdo de barreira protetora plumbifera, na forma de cortina, reduz em
até 90% a dose recebida na regido do térax pelo médico durante um cateterismo
cardiaco.*®

Prote¢des de 0.25mm de chumbo reduz a dose em, no minimo, 86,82%
(115Kv), chegando a até 99,06% (55kV) nas energias mais baixas. Com o uso da
protecdo de 0,50mm de chumbo, a redugdo de dose varia de 95,79% (115kV) a
99,94% (55kV).
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Figura 8 - Espectro de Raio X com diversas protegdes de chumbo
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Fonte: Soares FAP, Pereira AG, Flor RC*

As protecodes individuais, mesmo sendo utilizadas da forma correta ainda nao
conseguem proteger o trabalhador cem por cento o que significa que parte da
radiacao emitida é absorvida pelo trabalhador.

Entendendo que o tempo de exposicdo € um fator determinante para a
caracterizagdo de riscos ocupacionais, a Lei 7.394/85 que regula o exercicio da
profissdo de Técnico em Radiologia e da outras providéncias, em seu artigo 14,
informa que a jornada maxima de trabalho destes profissionais é de 24 (vinte e
quatro) horas semanais.

Os baixos salarios e o tempo livre impulsionam os técnicos em radiologia a
procurar outro emprego e com isso acabam somando as doses de radiagao
pontualmente sem ter a percepgéo da somatéria da dose de radiagéo global.

Os limites de dose de radiagcado foram determinados pela Comissdo Nacional
de Energia Nuclear — CNEN NN 3.01 objetivando estabelecer os requisitos basicos
de protecao radiolégica das pessoas em relagéo a exposig¢ao a radiagao ionizante.

O limite de dose efetiva anual € de 20mSyv, sendo uma média aritmética em 5

anos consecutivos, desde que ndo exceda 50mSv em qualquer ano.
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Nesta pesquisa ndo foi possivel associar as doses recebidas pelos
trabalhadores para podermos comparar aos niveis de expressao versus a radiagao
recebida sendo sugerido a um novo projeto.

O objetivo deste trabalho foi propor um estudo caso-controle e analisar as
expressdes dos genes hMSH2 e hMSH6 em profissionais expostos a radiagéo
ionizante, raio X, em comparacdo a profissionais ndo expostos. Além disso, associar

as expressoes desses genes com a condi¢des de trabalho do referidos profissionais.
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2 METODO

2.1 Trabalhadores

A pesquisa foi realizada nas unidades de saude geridas pela Fundagao do
ABC, analisando o cargo de Técnico de Radiologia e uma Supervisora em
Radiologia. Adotamos o delineamento de estudo transversal com formacéo de dois
grupos sendo a amostra de 30 trabalhadores (Controle) e 30 pessoas do publico em
geral (nao expostos a radiagao ionizante).

Foram incluidos profissionais que trabalham com radiologia dos 18 aos 65
anos em qualqguer uma das mantidas da Fundagdo do ABC. Excluimos
trabalhadores que ja tiveram diagnéstico de cancer e consequente tratamento,
aqueles que algum familiar de primeiro grau apresentou cancer, aqueles que
apresentam diabetes tipo | e I, que fazem uso de corticoesterdides nos ultimos 6
meses, aqueles que foram internados nos ultimos 06 meses por qualquer doenca
inflamatdria e ainda aqueles que possuem sorologias positivas para HIV | e I,
Hepatite B e Hepatite C. A fim de se qualificar a amostra um questionario também foi
aplicado com a condigao clinica geral de cada individuo e histérico familiar.

As caracteristicas e finalidades do estudo foram explicadas a todos
envolvidos por meio do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE),
previamente aprovado pelo Comité de Etica e Pesquisa (CEP). Apés assinatura do
TCLE, foi colhido aproximadamente 15,0 mL de sangue total através de pungéo
venosa periférica.

As amostras sanguineas foram distribuidas entre tubos com anticoagulante
EDTA (15,0 mL) destinados a extragédo de RNA.

2.2 Extracao de RNA

Extracdo de RNA total.

Iniciou-se por uma coleta de 15 mL de sangue periférico, isolando o RNA total
da fracdo leucocitaria. Para isso, utilizamos o reagente TRIzol (Trlzol LS Reagent
Thermo Fisher Scientific cat. n°, 10296-010, Waltham, MA, USA), de acordo com as
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recomendacgdes do fabricante. Mensuramos a razao e concentracdo A260/A280 do
RNA total por espectrofotometria com o NanoDrop Lite (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, USA).

Os RNAs com concentragdo maior que 200 ng/ul e razédo entre 1,5 e 2,0

foram utilizados para transcrigao reversa.

2.3 Sintese do DNA complementar (cDNA)

Um micrograma de RNA total foi utilizado na transcrigdo reversa para sintese
de DNA complementar (cDNA), utilizando o QuantiNova Reverse Transcription Kit

(Qiagen, Hilden, Germany), de acordo com as recomendag¢des do fabricante.

2.4 RT-PCR em tempo real para hMSH2 e hMSH6

A aplicacao da técnica de RT-gPCR quantitativo em tempo real foi efetuada
no cDNA obtido de acordo com o item 2.3.

O seguinte protocolo foi usado para estudo de hMSH2 e hMSHG: para 15 pL
de volume final de reagdo SYBR Green PCR Master Mix, 2,0 uyL de cDNA, 1,5 pL de
RT2 PCR Primer Assay.

Analise de expressao génica: Desenhamos os primes especificos para os
genes alvos (hMSH2 e hMSHG) utilizando o software Primer3 Input 0.4.0 disponivel

no link http://frodo.wi.mit.edu/primer3/.

Na tabela 01 apresentamos as sequéncias e amplicons dos primes dos genes
alvo hMSH2 e hMSHG6 e do gene de referéncia RPL13a. As expressdes dos genes
foram avaliadas por RT-qPCR em um termociclador Applied Biosystems 7500 Real
Time PCR Systems (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA), com um volume
final de 15uL, utilizando 1x do fluoréforo SYBR Green (SYBR Green dye-Quantitec
SYBR Green PCR kit, Qiagen, Cat No. 204143, Hilden, Germany), 0,25uM de cada
primer, sob as seguinte condigdes térmicas: uma etapa hotstart a 95°C por dez
minutos seguido de 40 ciclos de 95°C por 15 segundos e 60°C por 25 segundos.



25

Tabela 1 - Sequéncia dos primers

PRIMER SEQUENCIA (5'- 3") AMPLICON (bp)

F- TTGAGGACCTCTGTGTATTTGTCAA
RPL13a (18s) 126
R- CCTGGAGGAGAAGAGGAAAGAGA

F- CCTTGTAAAACCTTCATTTGATCC

hMSH2 157
R- ATCCAAACTGTGCACTGGAA

F- GAACATTCATCCGCGAGAAA

hHMSH6 R- TGAGGGCTCATCACAAACTG 250

Os resultados foram avaliados em relagao a expressao relativa. Os resultados
da expressdo de hMSH2 e hMSH6 foram normatizados pela expressdao RPL 13a.
Utilizamos o método 229 e 224%9 em que Cq representa o threshold cycle
(ciclo de detecgao de amplificagédo) para avaliarmos a diferenga de expressao génica
inter e intragrupo. Os resultados foram apresentados como diferencial de expressao

em fold-change seguido de um range.37

2.5 Analise Estatistica

Os resultados da associagao entre o desfecho e as variaveis independentes
foram realizados pelo teste de qui-quadrado para as variaveis qualitativas e Mann-
Whitney para as variaveis quantitativas. A analise multivariada foi feitas por ANOVA

a digitagao dos dados no programa Excell e a analise no STATA 11.0

2.6 Protecao

Com relagdo a protecdo do trabalhador, consideramos a utilizacdo e o
monitoramentos dos dosimetros, a utilizagao de avental de chumbo e a protecdo em
paredes baritadas. Caso inexista uma destas formas de controle, consideramos o

trabalhador desprotegido.
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3 RESULTADOS

Foram incluidos neste estudo 29 técnicos de radiologia e uma supervisora de
radiologia, sendo 19 do sexo masculino (63,3%) e 11 (36,7%) feminino com idades
entre 21 a 52 anos, média de 35,2 + 7,4 anos. O tempo de profissdo também é uma
variavel bastante discrepante que varia de meses de trabalho até profissionais com
29 anos de experiéncia, sendo uma média de 9,8 + 7,3 anos. Afim de comparagao
também foram incluidos 25 individuos saudaveis (ndo trabalhadores da area de
radiologia) sendo 08 (32%) do sexo masculino e 17 (68%) do sexo feminino, com
idade média de 30,2 + 10,3 anos.

Dos trabalhadores entrevistados, 14 (46,7%) possuem mais de um emprego.
Com relagcdo a carga horaria semanal, 18 (60%) trabalhadores possuem carga
horaria de 24 horas semanais, 01 (3,3%) carga de 36 horas semanais, 08 (26,7%)

carga de 48 horas semanais e 03 (10%) carga de 72 horas semanais.

Tabela 2 - Caracteristicas do grupo exposto a radiagéao

Variaveis n %
Sexo

Masculino 19 63,33

Feminino 11 36,67
Fumante

Néo 27 90,00

Sim 3 10,00
Protecao

Néo 6 20,00

Sim 24 80,00
Profissao

Técnico de radiologia 29 96,67

Supervisora de radiologia 1 3,33
Idade 35,23 (7,41) 21,0-52,0
Quantidade de empregos 1,53 (0,62) 1,0-3,0
Horas trabalhadas 35,6 (16,21) 24,0 -72,0
HMSH2 0,10 (0,12) 0,02 (0,05)
HMSH6 0,05 (0,09) 0,03 (0,14)
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Foram realizadas associagdes das expressdes dos genes de reparo hMSH2 e
hMSH6 nos diferentes grupos (expostos / nao expostos). Verificamos que ha
diferenga significativa na expressao do gene hMSH2 quando os grupos séo
comparados (expostos / ndo expostos), sendo aproximadamente 5 (cinco) vezes
maior do grupo exposto a radiacdo em comparagéo aos n&o expostos (p=0,006).

Quando avaliamos a associagdo com o gene hMSH6 entre os grupos a pouca
diferenga de expressdo e a mesma nao foi significante. A tabela 2 apresenta a

associagao das expressodes dos genes hMSH2 e hMSH6 entre os grupos.

Tabela 3 - Associacdo das variaveis HMSH2 e HMSHG entre os grupos

HMSH2 0,10 (0,12) 0,02 (0,05) 0,006
HMSH6 0,05 (0,09) 0,03 (0,14) 0,561

*Teste t de Student.

Também foi realizado a correlagdo entre os genes hMSH2 e hMSH6 e o
quantitativo de glébulos brancos (parametro do hemograma). Estas correlagdes
foram negativas para ambos os genes e nao foram significantes, a tabela 3 mostra a

correlagao das variaveis supracitadas.

Tabela 4 - Correlacéo entre as variaveis HMSH2 e HMSHG e GB

Variaveis .

HMSH2 -0,16 0,519
HMSH6 -0,130 0,606
* Pearson.

A fim de verificar se o acumulo de horas trabalhadas interferia nas variaveis
laboratoriais, parametros do hemograma e expressado dos genes hMSH2 e hMSHG,
verificamos que houve uma correlagdo positiva, entretanto fraca com significancia
(p=0,041), com os dados hora trabalhada e o gene hMSHG6, a tabela 4 mostra a

correlagao entre as variaveis ambulatoriais e o quantitativo de horas trabalhadas.
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Tabela 5 - Correlagéo entre as variaveis “X” e as horas trabalhadas

Variaveis
rho

GB 0,047 0,853
GV 0,113 0,654
HB 0,0435 0,864
HT 0,03 0,905
RDW 0,114 0,652
LIN -0,233 0,352
MON - 0,100 0,692
NEU 0,146 0,562
EOS - 0,006 0,979
BAS - 0,003 0,991
HMSH?2 0,231 0,218
HMSH6 0,375 0,041
*Spearman.

A fim de verificar se outras variaveis das caracteristicas sociodemograficas,
diferenciavam entre os parametros laboratoriais (dados do hemograma) e expressao
do hMSH2 e hMSH6 em relacdo a ser fumante ou ndo, ser do sexo masculino ou
feminino e utilizagdo das protegdes contra a radiagédo ionizante para as atividades
realizadas, verificamos que ha significAncia em relagdo aos parametros: Globulos
Vermelhos (GV), HB e HT, entretanto ndo obtivemos significancia com relacéo as

expressodes génicas.



Tabela 6 - Associagao entre as variaveis Fumante, Sexo e Protecdo com o Hemograma
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Variaveis GB " GV * HB HT s6 relativo RDW sé relativo HT "
Fumante Meédia (dp) Média(dp) ©  Média(dp) P Meédia (dp) Média (dp) Média (dp)  ©

Nio 7,78 (1,45) 5,13 (0,74) 13,08 (1,82) 43,41 (5,35) 14,57 (1,82) 43,41 (5,35)

Sim - - ) - - ) - ) - )
Sexo

Masculino 7,72 (1,37) 5,50 (0,62) 15,12 (1,15) 46,68 (3,89) 14,57 (2,09) 46,68 (3,89)

Feminino 778 (1,67) 5% 453049 %9 12a0s) 00 3505237 <0001 4 55 (1.45) 0.988 3828 (2,37) ~001
Protecgdo

Nio 7,76 (1,49) 5,13 (0,76) 13,95 (1,87) 43,45 (5,51) 14,71 (1,78) 43,45 (5,51)

Sim 8,1 (0,0) 5,0 (0,0) 14,5 (0,0) 42,8 (0,0) 12,3 (0,0) 2.8(0,0)
RDW . LN . MON . NEU . EOS . BAS . HMSH2 _  HMSH6
Média (dp) P Média (dp) Média (dp) ¥ Meédia(dp) ©  Média(dp) ©  Médiadp) ©  Média(dp) ¥ Media(dp) ¥
1457(1.82) 2,60 (0,73) 063019 423098 _ 023(003) _ 004003 _ 0090012 . 005009
- ; ; - ; ; 0,17 (0,07) "' 0,07 (0,03)
14,57 (2,09) 2,49 (0,70) 0,65 (0,18) 426 (0,91) 0,24 (0,15) 0,05 (0,02) 0,12 (0,14) 0,07 (0,11)

1458 (145) 78 277079) %% 0620200 7 420 (1.16) 7 022 0.11) 7 0,03 0.03) %% 0,05 0,05 P 0,02 0.02) 122
471(178)  2,65(0.71) 0.63(0.19) 4190099 022012 004003 0190022 . 008(005)
12,3 (0,0 1,74 (0,0) 0,8 (0,0) 4,96 (0,0) 0,48 (0,0) 0,06 (0,0) 0,08 (0,10)  ° 0,05 (0,09)

*Teste t de Student.
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4 DISCUSSAO

O grupo de trabalhadores analisado, expostos a radiagdo, era na sua maioria
do sexo masculino e a média de idade do grupo era de 35,2 anos. Dados
epidemiologicos e experimentais mostram que a idade € um parametro essencial e
que jovens estdo associados a uma maior susceptibilidade a radiocarcinogenese.25

Ao compararmos os grupos de expostos e ndao expostos a radiagéo ionizante,
obtivemos um aumento de 5 (cinco) vezes na expressao do gene de reparo hMSH2.
A proteina humana hMSH2 ¢é responsavel pelo reconhecimento inicial de
incompatibilidade de nucleotideos durante a pds replicacdo do processo de reparo,®®
junto com a proteina hMSH6 formam o complexo MultSa e MultSB quando junta a
proteina hMSH3.

A atuacgao da proteina hMSH2 em relacdo aos efeitos deletérios ocasionados
pela radiacdo ionizante € maior do que da proteina hMSH6. Ela atua tanto pelo
complexo Multa como pelo complexo MItf e MuliL, todos com o mesmo objetivo:
reparar os danos causados ao DNA.

O heterodimero MultSa (hMSH2 e hMSHG6) liga-se a incompatibilidades
ocorridas no DNA e pequenos lagos de insergdes e delegdes ja o heterodimero
MultSB (hMSH2 e hMSH3) liga-se a grandes lagos de inser¢cdo e delegdo. Além
disso, temos também MultL (heterodimero de MLH1 e ou PMS2 ou PMS1) que é
subsequentemente recrutado pela proteina MSH2 para formar um complexo terciario
com um dos complexos MultS e promover sinalizagdes intracelulares para iniciar a
excisdo e o reparo das incompatibilidades.?®

Notamos que mesmo com a radiagéo de baixa dose (menor que 100mSv), o
DNA sofre danos que na sequéncia sao reparados pelo sistema de defesa.’® As
células nao permanecem passivas quando sdo irradiadas pela radiacéo ionizante X.

Budworth et al., analisaram 40 genes de reparo expostos a radiagdo iozante a
2 Gy (alta dose), ex vivo. Destes, 12 genes expressaram significativamente 24 horas
apo6s a exposigao, em intervalos que variaram de 2,3 vezes para o gene LIG1 a 17
vezes para o gene FDXR, caracterizando os genes de reparo como robustos
biomarcadores de exposicdo a radiagdo em células do sangue periférico.?* Esta
pesquisa incluiu os reguladores do ciclo celular (CDKN1A, GADD45a, PCNA e
CCNG1), reguladores da apoptose (BAX, BBC3 e FDXR) e genes envolvidos em
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funcdes especificas de reparacgéo (XPC, DDB2, LIGI, POLH e RAD51). Dependendo
da dose e da taxa de dose, nem sempre 0os mesmos genes sio transcritos.?

Entendendo que o tempo de exposicdo € um fator determinante para a
caracterizagado de riscos ocupacionais, a Lei 7.394/85 que regula o exercicio da
profissdo de Técnico em radiologia e da outras providéncias, em seu artigo 14,
informa que a jornada maxima de trabalho destes profissionais € de 24 (vinte e
quatro) horas semanais.

A pesquisa demonstrou uma correlagdo positiva, porém fraca, com
significancia (p=0,041) com os dados hora trabalhada e expresséo do gene hMSHG.

O estudo revela que a média de horas trabalhadas por semana foi de 35,6hs
116,21, com trabalhadores exercendo suas atividades em até 72 horas por semana.
Baixos salarios, dentre as principais causas, levam os profissionais a trabalharem
em dois ou mais empregos resultando com isso uma maior exposi¢ao as radiagoes.

Em um estudo envolvendo cerca de 90.268 técnicos de radiologia nos
Estados Unidos, os pesquisadores associaram alguns tipos de canceres como
cancer de pulméo, com a acgao do trabalhador em manter o paciente no local correto
para aplicacdo do Raio-X, consequentemente maior o tempo de exposigao as
radiacdes ionizantes.>® Nesta pesquisa concluiram também que os técnicos que
iniciaram suas atividades antes de 1950 e trabalharam muitos anos depois,
aumentaram o risco de morte por canceres como: cancer de mama e leucemias;
assim como doencas do sistema cardiovascular, resultado da nao utilizacdo dos
equipamentos de controle como avental de chumbo e 0 ndo monitoramento por meio
de dosimetros.

Devido ao fato da radiagdao ser acumulativa, quanto maior o tempo de
exposi¢ao, maior a dose de radiagao e associados a baixos niveis de controle, maior
a probabilidade dos trabalhadores desenvolverem efeitos deletérios ao corpo
humano e, além disso, se percebe que ha dano ao sistema de reparo mesmo com o
trabalhador ndo apresentando doenca evidente.

Da amostra estudada, 20% dos trabalhadores entrevistados ndo possuiam a
protecdo de avental pumblifero e/ou paredes baritadas e/ou monitoramento da
radiacao por meio de dosimetros. Estes equipamentos de protegcdo sao essenciais

para diminuir a dose de radiagédo absorvida ao longo do tempo.
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Preston D L, et al. também apontam para uma maior incidéncia de cancer de
mama em mulheres nascidas depois de 1930 que iniciaram suas atividades a partir
de 1950 quando a média de radiagao anual era de 37mGy sendo consideravelmente
maior que nos ultimos anos (1.3mGy).*

As analises das expressdes dos genes de reparo sdo mais promissoras na
deteccao inicial do nivel de dose recebida uma vez que o dosimetro pode ser
negligenciado pelo empregador / trabalhador e também porque pode apresentar
erros na deteccdo da radiagdo incidente no trabalhador. O hemograma com
contagem de plaquetas, no controle médico dos trabalhadores expostos, n&o
oferece qualquer subsidio, quanto as doses de radiacéo recebida.*'

Uma das maiores limitagbes neste estudo foi ndo saber o valor das doses
individuais de radiagdo assim como a limitagdo do numero de amostras. Tivemos
alguns entraves com relacdo a obtencdo de informagdes das unidades, né&o
permitindo que fizéssemos as entrevistas e nem colhéssemos as amostras de
sangue com os trabalhadores, devido ao receio de um futuro processo trabalhista.

Por fim, concluimos que as radiagbes X utilizadas pelos técnicos em
radiologia nos exames de imagens, sdo capazes de danificar o DNA a ponto de
ativar o sistema MultS para sua reparacdo e que ha uma tendéncia maior de
expressao deste sistema em trabalhadores com maior tempo de exposic¢éo.
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5 CONCLUSAO

Por fim, concluimos que as radiagbes X utilizadas pelos técnicos em
radiologia nos exames de imagens, sao capazes de danificar o DNA a ponto de
ativar o sistema MultS para sua reparacdo e que ha uma tendéncia maior de

expresséo deste sistema em trabalhadores com maior tempo de exposic¢éo.



34

REFERENCIAS
Fundacentro. Introducdo a higiene ocupacional. Sao Paulo: Fundacentro; 2004.

Brasil. Ministério da Fazenda. Secretaria de Previdéncia. Empresa de Tecnologia e
Informacgdes da Previdéncia. Anuario Estatistico da Previdéncia Social. Brasilia:
MF/DATAPREV; 2015.

Oliveira JC. Segurancga e Saude no Trabalho: uma questdo mal compreendida. S&o
Paulo em Perspectiva. 2003;17(2):3-12.

Brasil. Ministério do Trabalho e Emprego. NR 09 - Programa de Prevengao de
Riscos Ambientais — PPRA. Brasilia: Ministério do Trabalho e Emprego; 1996. [cited
2019 Set 06]. Available from:
hhttp://trabalho.gov.br/images/Documentos/SST/NR/NR09/NR-09-2016.pdf.

Brasil. Ministério da Saude do Brasil. Organizagdo Pan-Americana da Saude no
Brasil. Doencas relacionadas ao trabalho: manual de procedimentos para os
servigos de saude. Brasilia: Ministério da Saude do Brasil; 2001.

World health organization (WHO). An overview of the evidence on enviromnmental
and occupational cancer. Geneva: WHO; 2006. (technical report series, p.2).

Brasil. Ministério da Saude. Secretaria de Atengao a Saude. Instituto Nacional de
Cancer. Coordenacéao de Prevencgao e Vigilancia. A situagao do cancer no Brasil. Rio
de Janeiro: INCA; 2006.

Steel GG. Introduction: the significance of radiobiology for radiotherapy. In: Steel GG.
Basic clinical radiobiology. London: Arnold; 1997. p.1-7.

Tubiana M, Dutreix J, Wambersie A. Introduction to Radiobiology. London: Taylor &
Francis; 1990.

10 Mendes R. Patologia do trabalho. 2. ed. atual. ampl. Sdo Paulo: Atheneu; 2005.

11 Cavalcante MA, Tavolaro CRC. Uma oficina de fisica moderna que vise a sua

insergao no ensino médio. Caderno Catarinense de Ensino de Fisica. 2001
Dez.;18(3).

12 Furquim TAC. Processo de producao de Raios X. 2018. [Cited 2019 Set 06].

Available from: http://rle.dainf.ct.utfpr.edu.br/hipermidia/imagesf/fisica/rx.pdf.

13 National Council on Radiation Protection and Measurements. Radiation Exposure of

the US population from consumer products and miscellaneous source. NCRP
1987;(56).



35

14 United Nations Scientific Committee on the Effects of Atomic Radiation (UNSCEAR).
UNSCEAR 2006 Report. Annex A. Epidemiological Studies of Radiation and Cancer.
New York: United Nations; 2008. p. 13-322.

15 Kitahara CM, Linet MS, Rajaraman P, Ntowe E, Berrington de Gonzalez A. A new
era of low-dose radiation epidemiology. Curr Environ Health Rep. 2015 Sep;2(3):236-
49.

16 National Research Council of the National Academies. Health risks from exposure to
low levels of ionizing radiation: BER VII, Phase 2 / Committee to Assess Health Risks
from Exposure to Low Levels of lonizing Radiation, Board on Radiation Effects,
Research Division on Earth and Life Studies; 2006.

17 Holanah EV. Celular radiation biology. In: Conklin JJ, Walker RI. Military radiobiology.
Orlando: Academic Press; 1987. p. 87-110.

18 Kathren RL. Pathway to a paradigm: the linear no-threshlod dose response model in
historical context. Health Phys. 1996 May;70(5):621-35.

19 Shibamoto Y, Nakamura H. Overview of biological, epidemiological and clinical
evidence of radiation hormesis. Int J Mol Sci. 2018 Aug; 19(8): 2387.

20 Jorde LB, Jorde LB, Bamshad MJ. Genética médica. 4. ed. Rio de Janeiro: Elsiever;
2010.

21 Sancar A, Lindsey-Boltz LA, Unsal-Kacmaz K. Linn S. Molecular mechanism of
mammalian DNA repair and the DNA damage checkpoints. Annu Rev
Biochem. 2004;73:39-85.

22 Tong WM, Cortes U, Hande MP, Ohgaki H, Cavalli LR, Lansdorp PM et al.
Synergistic role of Ku80 and poly (ADP — ribose) polymerase in suppressing
chromosomal aberrations and liver cancer formation. Cancer Res. 2002 Dec
1,62(23):6990-6.

23 Swanson RL, Rorey NJ, Doetsch PW, Jinks-Robertson S. Overlapping specificities of
base excision repair, nucleotide excision repair, recombination and translesion
synthesis pathways for DNA base damage in Saccharomyces cerevisiae. Mol Cell
Biol. 1999 Apr;19(4):2929-35.

24 Budworth H, Snijders AM, Marchetti F, Mannion B, Bhatnagar S, Kwoh E et al. DNA
repair and cell cycle biomarkers of radiation exposure and inflamattion stree in
human blood. PLoS One. 2012;7(11):e48619.

25 Tubiana M. Dose-Effect relationship and estimation of the carcinogenic effects of low
doses of ionizing radiation: the joint report of the Académie des Sciences (Paris) and
of the Académie Nationale de Médecine. Int J Radiat Oncol Biol Phys. 2005 Oct
1,63(2):317-9.



36

26 Martin LM, Marples B, Coffey M, Lawler M, Lynch TH, Hollywood D et al. DNA
mismatch repair and the DNA damage response to ionizing radiation: Making sense
of apparently conflicting data. Cancer Treatment Reviews. 2010 Nov;36(7):518-527.

27 Rueda LC. Investigagao de mutag¢des nos genes MLH1 e MSH2 em portadores de
cancer colorretal hereditario sem polipose (HNPCC) [tese]. Campinas: UNICAMP;
2013.

28 Ward JF. DNA damage produced by ionizing radiation in mammalian cells: identities,
mechanisms of formation, and reparability. Prog Nucleic Acid Res Mol Biol
1988:35:95 — 125.

29 Luckey TD. Radiation hormesis, the good, the bad, and the ugly. Dose
Response. 2006 Sep 27;4(3):169-90.

30 Sacks B, Meyerson G, Siegel JA. Epidemiology without biology. False paradigms,
unfounded assumptions, andspecious statistics in radiation science (with
commentaries by Inge Schmitz-Feuerhake and Christopher Busby and a reply by the
authors). Biol Theory. 2016;11:69-101.

31 Calabrese EJ. Flaws in the LNT single-hit model for cancer risk: an historical
assessment. Environ Res. 2017 Oct;158:773-788.

32 Nenoi M, Wang B, Vares G. In vivo radioadaptive response: a review of studies
relevant to radiation-induced cancer risk. Hum Exp Toxicol. 2015 Mar;34(3):272-83.

33 Calegaro JUM. Baixos Niveis de radiacao ionizante causam cancer?. Radiol Bras.
2007 Aug;40(4): IX-X.

34 Hochhegger B, Souza VVS, Marchiori E, Irion KL, Souza Junior AS, Elias Junior J et
al. Ressonancia magnética do térax: sugestao de protocolo. Radiol Bras. 2015
Nov/Dez;48(6):373-380.

35 Soares FAP, Pereira AG, FI6r RC. Utilizagao de vestimentas de protecéo radioldgica
para redugcao de dose absorvida: uma revisao integrativa da literatura. Radiol Bras.
2011 Mar/Abr;44(2):97-103.

36 Scremin SCG, Schelin HR, Tilly Junior JG. Avaliagdo da exposigao ocupacional em
procedimentos de hemodinémica. Radiol. Bras. 2006;39(2):123-6

37 Pfaffl MW. A new mathematical model for relative quantification in real-time RT-PCR.
Nucleic Acids Res. 2001 May 1;29(9):e45.

38 Wilson TM, Ewel A, Duguid JR, Eble JN, Lescoe MK, Fishel R et al. Differential
Cellular Expression of the Human MSH2 Repair Enzyme in Small and Large
Intestine. Cancer Res 1995;55:5146-5150.



37

39 Liu JJ, Freedman DM, Little MP, Doody MM, Alexander BH, Kitahara CM et al. Work
history and mortality risks in 90 268 US radiological technologists. Occup Environ
Med 2014;71:819-835.

40 Preston DL, Kitahara CM, Freedman DM, Sigurdson AJ, Simon SL, Little MP et al.
Breast Cancer risk and protracted low-to-moderate dose occupational radiation
exposure in the US Radiologic Technologists Cohort, 1983-2008. Br J Cancer. 2016
Oct 25;115(9):1105-1112.

41 Valverde NJ. Radiagdes lonizantes. In: Patologia do Trabalho. Sdo Paulo: Atheneu;
2005.

42 Chakarov S, Petkova R, Russev GC. DNA repair systems. Biodiscovery 2014;13:2.



38

ANEXOS

Anexo A — Aprovagao do Comité de Etica e Pesquisa

Titulo da Pesquisa: PESQUISA DA EXPRESSAO DOS GENES DE REPARO DO DNA EMASSOCIACAO ARADIACAQ IONIZANTE
Pesquisador Responsdvel: Amaury Machi Junior

Area Temitica:
Versdo: 1
CAAE: 54405016.2.0000.0062

Submetido em: 09/03/2016

Instituigdo Proponente: Facuidade de Medicina do ABC

Situagio da Versdo do Projeto: Aprovado

Localizagdo atual da Versao do Projeto: Pesquisador Responsavel
Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

Comprovante de Recepcdo: m PB_COMPROVANTE_RECEPCAO_661184

)




39

Anexo B — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

FACULDADE DE MEDICINA DO ABC

Pesquisador Responsavel: Amaury Machi Junior
Endereco: Av. Principe de Gales 821, Principe de Gales
CEP: 09060- 650— Santo André — SP

Fone: (11) 4993-5400 cel.: (11) 97273-5454

E-mail: machijr@yahoo.com.br

LI $#% " $& #

O Sr. (a) estd sendo convidado (a) como voluntario (a) a participar do projeto: "( ") *#"'& &
+(C ", " LI (& 1& & #&-, & & #&—,

# T#_&1Y /. Neste estudo pretendemos analisar a expressdo dos genes de reparo associado a

radiagdo ionizante (Raio-X). Estes genes tem a fungdo de corrigir os erros causados por mutagoes.

O motivo que nos leva a estudar este assunto € a hipotese de que o mecanismo de reparo dados pelos
genes hMSH2 e hMSH6, decrescem dependendo das doses de radiagdo ionizante.

Para este estudo adotaremos os seguintes procedimentos: entrevistas com os trabalhadores das
unidades de satde, revisdo bibliografica; coleta de sangue; analise laboratorial. O beneficio da
pesquisa ¢ a alteragdo de politicas ptblicas no campo da satide ocupacional com por exemplo: inser¢ao
de novos exames médicos aos profissionais envolvidos com o agente fisico, radiacdo ionizante.

Para participar deste estudo vocé€ ndo tera nenhum custo, nem recebera qualquer vantagem financeira.
Vocé sera esclarecido (a) sobre o estudo em qualquer aspecto que desejar e estara livre para participar
ou recusar-se a participar. Podera retirar seu consentimento ou interromper a participagdo a qualquer
momento. A sua participagdo ¢ voluntaria e a recusa em participar ndo acarretara qualquer penalidade
ou modificagdo na forma em que ¢ atendido pelo pesquisador.

O pesquisador ira tratar a sua identidade com padr&es profissionais de sigilo.

Os resultados da pesquisa estardo a sua disposi¢do quando finalizada. Seu nome ou o material que
indique sua participagdo nao sera liberado sem a sua permissao.

O (A) Sr (a) ndo sera identificado em nenhuma publicagdo que possa resultar deste estudo.

Se autorizar esta coleta, seu sangue sera utilizado apenas nesta pesquisa, o que nao for usado ndo sera
guardado, sendo descartado.

A coleta de sangue sera feita em uma veia do seu brago. Riscos associados com a coleta de sangue
incluem um baixo risco de: dor, hematoma, ou outro desconforto no local da coleta. Raramente
desmaio ou infecgdes no local de pungdo podem ocorrer. Necessitando de atendimento médico, sera
encaminhado para um Pronto Atendimento do Sistema Unico de Satde. Apos a coleta, serd enviado ao
Laboratoério da Faculdade de Medicina para analise.

Se depois de autorizar a coleta, o Sr. (a) ndo quiser que seu sangue seja usado, tem o direito e
liberdade de retirar seu consentimento em qualquer fase da pesquisa, seja antes ou depois da coleta do
sangue.
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A sua participagdo ¢ importante para o melhor conhecimento dos efeitos da radiagdo ionizante (Raio-
X) nos genes de reparo (WM SH2 ¢ hMSH6).

Este termo de consentimento encontra-se impresso em duas vias, sendo que uma via serd arquivada
pelo pesquisador responsavel, na Faculdade de Medicina do ABC e a outra sera fornecida a vocé. Esta
pesquisa tera duragdo maxima de 15 minutos.

Eu, , Sexo

Data de Nascimento: portador do documento de

Identidade fui informado (a) dos objetivos do estudo: ( ") *#"'& &
+(C ", " L (& 1& & #&-, & & #&—,

# 1#_.&1 | de maneira clara e detalhada e esclareci minhas dividas. Sei que a qualquer momento

poderei solicitar novas informag¢des ¢ modificar minha decisdo de participar se assim o desejar.

Declaro que, apos convenientemente esclarecido pelo pesquisador e ter entendido o que me foi
explicado, consinto em participar do presente Projeto de Pesquisa.

Santo André, de de 2017.
"0123 10 41 05 06 700 0 2 2 0 00O 05
80 2 0 2 0 0 0 09: 1123 00 0 2 2
3 0<2 0 (0= ( >29 0 0 0 2 & 09 0 00?0 &14
( 200 w0;B COD C( ) (¢"cr & c"(cC 09 0908 0@
EFFG HEHGA 0 0 0 0 06 0 IBI11J K IIA 2 3 0 2
0 100 09 19 °?2L 0 2 0 02 2 0 0=
01910 00 01 06 07L ; 6 0; 0 ; 06 ?0

70 0 2 0 0= A
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Anexo C — Questionario

FACULDADE DE MEDICINA DO ABC

Pesquisador Responsavel: Amaury Machi Junior
Enderego: Av. Principe de Gales 821, Principe de Gales
CEP: 09060- 650— Santo André — SP

Fone: (11) 4993-5400 cel.: (11) 97273-5454

E-mail: machijr@yahoo.com.br

Pesquisa: ( ") *#"& & +(C ", 1 (& 1&
& #&-, & & #&-, # WH.&!
d* " # IM# Co 0 0 ONH

#!> &_O " ( LAR R} &#II@

1. Nome (Opcional):

2. Sexo: ( )Masc. ( )Fem.

3. Idade:

4. Profissao:

5. Tempo de exercicio na profissao:

6. Nome da Unidade de Satide (chamada no questionério de Emprego 1)

7. Tempo de exercicio da profissdo nesta unidade (Emprego 1)

8. Horario de Trabalho (dias / horas):

9. Fumante: ( )S ( )N
10. Local de
moradia:

11. Possui outro emprego na mesma area (Radiologia)? Se Sim, preencha as questdes 12 ¢
13, se Nao, pule para a questdo 14.

()S ()N

Quantos?

12. Horario de Trabalho (dias/horas) nos outros empregos:

Segundo Emprego:

Terceiro
Emprego:

Quarto
Emprego:

13. Qual o tempo de trabalho em cada um destes empregos ( ano e més)?
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Segundo Emprego:
Terceiro
Emprego:
Quarto
Emprego:
#1> &0 " "&P t* &1-& & &$Q 0
14. Vocé utiliza dosimetro pessoal nos seus trabalhos?
Emprego 1: ( )Sim ( )Nao ( ) Devezem quando
Comentério:
Segundo Emprego: ( ) Sim ( )Nao ( ) De vez em quando
Comentério:
Terceiro
Emprego: ( ) Sim ( )Nao ( ) Devez em quando
Comentério:
Quarto

Emprego: ( )Sim ( )Nao ( ) De vez em quando
Comentario:

15. No momento do disparo do Raio-X, vocé se protege em algum anteparo de chumbo
e/ou baritado?

Emprego 1.
( )Sim ( )Nao ( ) No local ndo possui este anteparo de protecao.
Comentério:

Emprego 2.
( )Sim ( )Nao ( ) No local ndo possui este anteparo de protegao.
Comentario:

Emprego 3.
( )Sim ( )Nao ( ) No local ndo possui este anteparo de protecao.
Comentério:

Emprego 4.
( )Sim ( )Nao ( ) No local ndo possui este anteparo de protegao.
Comentario:
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16. Vocé tem algum receio quanto as questdes de transmissdao de doengas, pela exposicao
a Radiacao Ionizante (Raios-X)?

() Nenhum

() Pouco

() Moderado

() Muito
Comentério:

17. Vocé acredita que a radiag@o ionizante pode causar algum prejuizo a sua satde?

( ) Nao

() Pouco

() Moderado

() Muito

() Nao sei
Comentério:

18. Vocé se sente protegido (a) com a utilizagdo de Equipamentos de Protecao Individual
— EPIs?

( ) Nao

() Um Pouco

() Moderadamente

() Muito Protegido (a)

() Nao sei
Comentério:

19. Vocé toma ciéncia das medi¢des mensais de dose recebida?

( )Sim ( )Nao ( ) Devezem quando
Comentario:

#1> &-0 " Q#" R # >& #B#& 0

20. Vocé alguma vez, teve algum diagnoéstico de cancer?

( )Sim ( )Nao
Especifique:




21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.
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Vocé tem ou teve algum problema de satide que seja ou tenha sido suspeitado de
cancer?

( )Sim ( )Nao
Especifique:

Vocé apresenta, ou ja apresentou algum sangramento intestinal ou vomito com
sangue?

( )Sim ( )Nao
Especifique:

Vocé apresenta, ou ja apresentou alguma ferida, ulcera, ou tumor no colo do utero?

( )Sim ( )Nao
Especifique:

Vocé apresenta, ou ja apresentou alguma alteracdo no exame de Papanicolau que tenha
indicado a necessidade de biopsia?

( )Sim ( )Nao
Especifique:

Vocé apresenta, ou ja apresentou tosse com sangue ou nddulos pulmonares vistos no
RX de térax?

( )Sim ( )Nao
Especifique:

Algum familiar (pais, irmaos ou filhos) que tenham tido algum diagnostico de cancer
antes dos 40 anos de idade?

( )Sim ( )Nao
Especifique:

Alguém da familia com cancer de mama, ovéario ou intestino?

( )Sim ( )Nao
Especifique:

Alguém na familia com sarcoma ou cancer nos ossos ou musculos?



29.

30.

31.

32.

33.

( )Sim ( )Nao
Especifique:

Vocé possui Diabetes tipo I ou tipo I1?

Especifique:

Vocé faz ou fez uso de corticosteroides nos ultimos 6 meses?

( )Sim ( )Nao

() Nao sei se o medicamento que uso ou usei ¢ classificado como corticosteroide.

Especifique:

Vocé foi internado nos ultimos 6 meses por alguma doenga infectocontagiosa?

( )Sim ( )Nao
Especifique:

E portador de HIV I ou II ?
( )Sim ( )Nao
Especifique:

E portador de Hepatite B ou C?
( )Sim ( )Nao
Especifique:
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Anexo D — Analise de Dados

>& *$ & $H1e & > &
$& & R # G S #& &IMSE” &
0 BC 8 A>0 &
0 2 4 (C % 0 0% :% 2 0&R "
92 0B 8 A>0 $ &8 > @
0 S 90 0

Para descrever as variaveis qualitativas foi usado valores absolutos e relativos. Para as
quantitativas (Shapiro-Wilk, p>0,05) usou-se média e desvio padrao.

Foi realizado o teste de t de Student para analisar a associa¢do entre as variaveis HMSH2 e
HMSH6 com GB.

A correlagdo entre as variaveis HMSH2 ¢ HMSH6 com GB foi estudada pelo teste de Pearson.

Foi feito o teste de Spearman para estudar a correlacdo entre as variaveis “X” e as horas
trabalhadas.

Para todas as analises utilizou-se nivel de confianga de 95%. O programa utilizado foi o Stata
versao 11.0.



Tabela 1. Caracteristicas da amostra.
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Variaveis n %

Sexo

Masculino 19 63,33

Feminino 11 36,67
Fumante

Nio 27 90,00

Sim 3 10,00
Protegado

Nio 27 90,00

Sim 3 10,00
Profissao

Técnico de radiologia 29 96,67

Supervisora de radiologia 1 3,33
Unidade de Satde

CHMSA 3 10,00

Intermédica 2 6,67

Lavoisier 1 3,33

Hospital da mulher 9 30,00

FMABC 2 6,67

Hospital Municipal Diadema 13 43,33
Moradia

Sdo Vicente 1 3,33

Sdo Paulo 8 26,67

Santo André 12 40,00

Sao Bernardo 4 13,33

Guarulhos 2 6,67

Maua 1 3,33

Diadema 1 3,33

Tabodo da Serra 1 3,33
Idade 35,23 (7,41) 21,0-52,0
Quantidade de empregos 1,53 (0,62) 1,0-3,0
Horas trabalhadas 35,6 (16,21) 24,0 -72,0
GB 7,78 (1,45) 52-10,4
GV 5,13 (0,74) 4,06-7,1
HB 13,98 (1,82) 10,5-16,7
Ht* Sé relativo 43,41 (5,35) 348-523
RDW#* S6 relativo 14,57 (1,82) 11,9-19,1
MON 0,63 (0,19) 0,22 -0,96
NEU 4,23 (0,98) 2,59-6,13
EOS 0,23 (0,13) 0,04 - 0,54
HMSH2 0,10 (0,12) 0,02 (0,05)
HMSHG6 0,05 (0,09) 0,03 (0,14)

dp: Desvio padrao.



Tabela 2. Associacao das varidveis HMSH2 e HMSHG6 entre os grupos.
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HMSH2 0,10 (0,12) 0,02 (0,05) 0,006
HMSH6 0,05 (0,09) 0,03 (0,14) 0,561
*Teste t de Student.
Tabela 3. Correlagdo entre as variaveis HMSH2 e HMSH6 e GB.
Variaveis .
HMSH2 -0,16 0,519
HMSHG6 - 0,130 0,606
* Pearson.
Tabela 4. Correlacao entre as variaveis “X” ¢ as horas trabalhadas.
Variaveis o
GB 0,047 0,853
GV 0,113 0,654
HB 0,0435 0,864
HT 0,03 0,905
RDW 0,114 0,652
LIN -0,233 0,352
MON - 0,100 0,692
NEU 0,146 0,562
EOS - 0,006 0,979
BAS - 0,003 0,991
HMSH2 0,231 0,218
HMSHG6 0,375 0,041
*Spearman.

Tabela 5. Correlagdo entre as variaveis “X” e o tempo de trabalho em anos.

Tempo de profissdo (anos)

Variaveis ho o
GB -0,257 0,302
GV 0,040 0,874
HB -0,021 0,935
ht 0,116 0,647
rdw 0,430 0,075
lin -0,121 0,632
mon -0,538 0,021
neu -0,079 0,756
€os -0,435 0,071
bas - 0,496 0,036
hmsh2 - 0,099 0,604
hmsh6 0,048 0,802

* Spearman.
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Variaveis GB % GV " HB HT so6 relativo « _RDW_so_relativo % HT %
Fumante Média (dp) ©  Média(dp) ©  Média (dp) Média (dp) Média (dp) Média (dp)  ©
Néo 7,78 (145) 5,13 (0,74) 13,98 (1,82) 43,41 (5,35) 14,57 (1,82) 43,41 (5,35)

Sim - - - - - -

Sexo

Masculino 7,72 (1,37 5,50 (0,62 15,12 (1,15 46,68 (3,89 14,57 (2,09 46,68 (3,89

Feminino 7,78%1,67% 0.844 4’53 Eo,49; 0,003 155 ((1,05)) <0.001 3¢'5g E2,37; <0,001 14,58%1,45; 0.988 3¢'2g E2,37; <0,001
Protecao
Néo 7,76 (1,49) 5,13 (0,76) 13,95 (1,87) 43,45 (5,51) 14,71 (1,78) 43,45 (5,51)

Sim 8,1 (0,0) 5,0 (0,0) 14,5 (0,0) 42,8 (0,0) 12,3 (0,0) 42,8 (0,0)

*Teste t de Student.
Tabela 2.2. Associagdo entre as variaveis “X".

RDW . LIN . _ MON . _ NEU . EOS . BAS ., HMSH2 _ HMSH6
Média (dp) Média (dp) ©  Média(dp) © Meédia(dp) ©  Média (dp) Média (dp) Média (dp) Média (dp) ©
14,57 (1,82) 2,60 (0,73) 0,63 (0,19) 4,23 (0,98) 0,23 (0,13) 0,04 (0,03) 0,09 (0,12) 50 0,05(0,09)

- - - - - - 0,17 (0,07) "' 0,07 (0,03)
14,57 (2,09) 2,49 (0,70) 0,65 (0,18) 4,26 (0.91) 0,24 (0,15) 0,05 (0,02) 0,12 (0,14) 0,07 (0,11)
14,58 (1.45) 2238 277079) %% 062 020) %70 420 (1.16) 7% 022 0.11) 71 0,03 (0.03) 3% 0.05(0.05) *% 0,02 (0.02) 132
14,71 (1,78) 2,65 (0,71) 0,63 (0,19) 4,19 (0,99) 0,22 (0,12) 0,04 (0,03) 0,19(0.22) ;e 008(0.05) (4,
12,3 (0,0) 1,74 (0,0) 0,8 (0,0) 4,96 (0,0) 0,48 (0,0) 0,06 (0,0) 0,08 (0,10) > ° 0,05(0,09)

*Teste t de Student.
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