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RESUMO

Em setembro de 1987, em Goiania-GO, Brasil, ocorreu um dos mais graves acidentes
radioldgicos envolvendo uma unidade de radioterapia com uma fonte de césio-137. Uma
érea de 2.000m? foi contaminada e 249 pessoas foram expostas, tanto externa quanto
internamente, a grandes doses de radiacdo ionizante, resultando em 4 ¢bitos, devido a
sindrome aguda da radiacdo. O presente estudo analisou a ocorréncia de possiveis
mutacdes no cromossomo Y de homens expostos e seus descendentes do sexo masculino
divididos em dois grupos: A) 8 homens expostos acidentalmente e 8 meninos; B) 12
homens expostos ocupacionalmente e 16 meninos; e o grupo controle com 8 homens e 8
meninos ndo expostos. O DNA foi isolado de linfocitos de sangue periférico e 30 loci
(SRY, AMELY, ZFY, AZFa-Proxl, SY83, AZFa-Prox2, SY86, SY85, SY84, USPIY,
SY87, DBY, AZFa-Distl, 12f2, AZFa-Dist2, UTYpe, SY106, SY124, SY127, SY134,
SY135, SY143, SY1197, SY1291, SY1125, SY1054, YDAZ3, SY254, SY255, RH65618)
foram analisados pela reacdo em cadeia da polimerase. Todos 0s genomas apresentaram
um vinculo genético de pelo menos 99,99% de probabilidade acumulada de paternidade.
Todos os individuos analisados amplificaram os STS; entretanto 4 pais (8,4%) e 8 filhos
(21,2%) no grupo A, e 3 pais (7,1%) e 3 filhos (63,3%) no grupo B apresentaram
mutacdes. A taxa de mutacdo total foi 0,11. A primeira geracdo do grupo acidentalmente
exposto apresentou 7 mutagdes no SY86, 12 mutagOes no SY84, 1 mutagéo nos loci 12f2 e
SY135. A primeira geracdo do grupo ocupacionalmente exposto apresentou 2 mutagdes no
SRY, AMELY, AZFa-Prox1, AZFa-Prox2, SY86, SY85, SY84, USPIY, SY87, AZFa-
Distl, UTYpe, SY106, SY124, SY127, SY134, SY135, SY143, SY1125, SY1054,
YDAZ3, SY254, SY255, RH65618, e 4 mutagdes no 12f2. No grupo controle somente um
filho apresentou uma delecdo no SY84. Acredita-se que eventos de recombinagdo entre
regides repetitivas sejam a causa da alta freqiiéncia de mutacdes de novo no cromossomo
Y. As mutacbes encontradas possivelmente foram geradas por mecanismos mutacionais
intrinsecos que podem ter sido aumentados pela radiacdo ionizante do césio-137. A
exposicdo a radiacdo ionizante de césio-137 pode ser biomonitorada na descendéncia dos

individuos expostos e a taxa de mutacao pode ser atribuida a exposicao a radiacao.

Palavras-chave: recombinagdo, cromossomo Y, radiagdo ionizante, césio-137.
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Abstract

In September 1987, in Goiénia-GO, Brazil, one of the most serious radiological accidents
occurred at a radiotherapy unit involving a source of cesium-137. An area of 2,000 m* was
contaminated and 249 people were exposed, both externally and internally, to substantial
doses of ionizing radiation, resulting in four fatalities due to acute radiation syndrome.
The current study examined the occurrence of possible mutations in the Y chromosome of
the exposed men and their male offspring divided into two groups: A) eight accidentally
exposed men and eight boys; B) twelve occupationally exposed men and sixteen boys; and
the control group with 8 men and 8 boys not exposed. DNA was isolated from peripheral
blood lymphocytes and 30 loci (SRY, AMELY, ZFY, AZFa-Prox1, SY83, AZFa-Prox2,
SY86, SY85, SY84, USP9Y, SY87, DBY, AZFa-Distl, 12f2, AZFa-Dist2, UTYpe, SY106,
SY124, SY127, SY134, SY135, SY143, SY1197, SY1291, SY1125, SY1054, YDAZ3, SY254,
SY255, RH65618) were amplified by the polymerase chain reaction. All DNA tests had a
probability of paternity of at least 99.99%. All analyzed individuals amplified STS;
however, 4 fathers (8.4%) and 8 sons (21.2%) in group A, and 3 fathers (7.1%) and 3 sons
(63.3%) in group B showed mutations. The total mutation rates were 0.11. The first
generation of the accidentally exposed group showed 7 mutations in SY86, 12 mutations in
SY84, and 1 mutation both in 12f2 and SY135. The first generation of the occupationally
exposed group showed 2 mutations in SRY, AMELY, AZFa-Prox1, AZFa-Prox2, SY86,
SY85, SY84, USP9Y, SY87, AZFa-Distl, UTYpe, SY106, SY124, SY127, SY134, SY135,
SY143, SY1125, SY1054, YDAZ3, SY254, SY255, and RH65618; and 4 mutations in 12f2.
In the control group, only one son showed an SY84 deletion. Recombination events
between repetitive regions are possibly the cause of the high incidence of de novo
mutations in the Y chromosome. The mutations were possibly generated by intrinsic
mechanisms that could have been increased by the ionizing radiation from cesium-137.
The exposure to ionizing radiation from cesium-137 can be detected in offspring of
exposed individuals, and the mutation rate can be attributed to radioactive exposure.

Key words: Recombination; Y chromosome; lonizing radiations; Cesium-137.
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1. INTRODUCAO

Em setembro de 1987 ocorreu em Goiania — GO (Brasil) o maior acidente
radioativo do hemisfério ocidental, envolvendo uma fonte de césio-137 (da Cruz et
al., 1996, 1997a/b, 2008; da Silva, 2000). Um acidente pode envolver desde
individuos isolados até comunidades inteiras e, neste caso, centenas de pessoas
foram expostas a doses moderadas e altas de radiacdo ionizante. A partir do
acidente, foi criada uma instituicdo para acompanhar e prestar assisténcia aos
radioacidentados — Fundacéo Leide das Neves Ferreira (FUNLEIDE), vinculada a
Secretaria do Estado de Saude de Goias (SES/GO).

A populacao exposta e seus descendentes recebem atencdo a saude a
longo prazo. Os protocolos médicos de acompanhamento visam monitorar os
agravos a saude das pessoas potencialmente expostas durante o acidente.
Decorridos 21 anos do acidente, o acompanhamento da saude genética dos
radioacidentados vem sendo executado pelo Laboratorio de Citogenética Humana
e Genética Molecular (LaGene) da SULEIDE.

O efeito da radiacao ionizante pode nao ser apenas a morte celular, mas
também o acumulo de alteragbes no DNA das células. As mutacdes incorporadas
e fixadas no genoma das células germinativas podem ser transmitidas
verticalmente ao longo das geragdes (da Cruz et al., 1997a/b; Barber et al., 2002;
Dubrova et al., 2002, 2006; Aizawa et al., 2007; da Cruz et al., 2008). Além dos
consequentes efeitos estocasticos e deterministicos a saude dos
radioacidentados, a exposi¢ao individual resulta em agravos psicologicos e
sociais aos sujeitos envolvidos no evento (Wascheck et al., 2002; Miranda et al.,

2005).

Dissertacdo de Mestrado Jalsi Tacon Arruda
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O uso frequente de fontes de radiacdo na medicina, na industria e nas
usinas nucleares pode aumentar o risco relativo de acidentes radioativos para a
populacdo. O acidente goiano possui caracteristicas unicas e, portanto, oferece
uma oportunidade rara para se estudar os efeitos do radionuclideo césio-137
sobre o organismo humano.

Analisar a ocorréncia de mutagdes germinativas na prole dos radioexpostos
contribui para ampliar o conhecimento acerca dos efeitos biolégicos da exposigéao
a radiacdo ionizante em populagbes humanas. O cromossomo Y é herdado de
forma patrilinear. Portanto, o objetivo geral do presente estudo, apoiado em dados
ja obtidos (da Cruz et al., 1996, 1997a/b; da Silva, 2000; Arruda et al., 2008; da
Cruz et al., 2008; Flores, 2008) consiste em avaliar a ocorréncia de mutagcées em
regides do cromossomo Y de homens expostos a radiagao ionizante durante o
acidente em Goiania que constituiram dois grupos: expostos acidentalmente e os

expostos ocupacionalmente a radiacéo ionizante do césio-137.

Dissertacdo de Mestrado Jalsi Tacon Arruda
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1.1. Histérico do Acidente

Durante a tarde de domingo do dia 13 de setembro de 1987, duas pessoas
a procura de papel descartado para reciclagem, entraram nas ruinas de um prédio
no centro de Goiéania, localizado entre as ruas Tocantins e Paranaiba, onde
funcionava uma clinica de radioterapia, o Instituto Goiano de Radioterapia, que
havia sido desativada ha dois anos (Figura 1) [da Cruz et al., 1996, 1997a/b,

2008].

Figura 1. Ruinas do prédio de onde foi retirada a capsula contendo Césio-137 que causou o acidente

radioativo em Goiania. Fonte: acervo cientifico da SULEIDE.

No local, encontravam-se equipamentos abandonados. Os individuos,
movidos pela possibilidade de vender o chumbo como sucata a um ferro-velho,
removeram partes do cabecote que revestia um aparelho de radioterapia e as
levaram para sua residéncia, situada também no Setor Central da capital goiana,

usando um carrinho de mao. Para recuperar o chumbo, as partes foram rompidas

Dissertacdo de Mestrado Jalsi Tacon _Arruda
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a golpes de marreta e, rompendo a blindagem, o ambiente foi exposto a capsula
com 19,26g de cloreto de césio-137 (CsCl), na forma de um pdé branco
semelhante ao sal de cozinha, que no escuro luminescia uma coloragao azul-
esverdeada (da Cruz et al., 1996, 1997a/b, 2008; da Silva, 2000).

Os eventos subsequentes a ruptura da capsula de césio-137 podem ser
comparados ao acontecimento mitoldgico da abertura da Caixa de Pandora, cujo
conteudo e seus efeitos, eram desconhecidos da populagdo. A partir do
rompimento do cabecote de chumbo, a radiagao ionizante liberada atingiu todas
as pessoas que manipularam as partes da sucata, contaminando objetos, casas,
animais domeésticos, plantas e pessoas que de alguma forma tiveram contato
direto com o radionuclideo (da Cruz et al., 1996, 1997a/b, 2008; da Silva, 2000).

Quando o acidente tornou-se publico, as pessoas expostas ja
manifestavam sintomas agudos decorrentes da exposig¢ao individual a radiagao
ionizante do césio-137 (RI), incluindo nauseas, vOmitos, dores de cabecga,
radiodermites, etc. O efeito imediato apds exposicédo a Rl é a Sindrome Aguda da
Radiagcado (SAR), que é a principal causa de morte de mamiferos irradiados, nas
primeiras semanas ap0s exposicdo e caracterizam-se por sintomas
gastrointestinais e alteragdes hematolégicas (da Cruz et al., 1996, 1997a/b, 2008).
A SAR variou de intensidade conforme a dose de radiacdo absorvida pelos
radioacidentados. Onze radioacidentados com doses estimadas entre 3,0 a 7,1Gy
sofreram a SAR e destes, oito tiveram aplasia de medula (Costa et al., 1988;
Valverde, 1988).

Um total de 249 pessoas foram expostas a Rl, sendo que 4 foram a 6bito 6
semanas apos a exposi¢cdao. A descontaminagdo dos radioacidentados e o

tratamento emergencial foram realizados no Hospital Geral de Goiania € no

Dissertacdo de Mestrado Jalsi Tacon Arruda
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Hospital Naval Marcilio Dias no Rio de Janeiro (Costa et al., 1988; Valverde,
1988).

Além do envolvimento da populacdo exposta acidentalmente, os
trabalhadores que atuaram na defesa civil foram acionados para iniciar os
trabalhos de atendimento ao desastre que, a principio, foi tipificado como possivel
vazamento de gas toxico. A principal preocupacao dos trabalhadores no local do
acidente foi com o que respiravam, € ndo com a exposi¢cao de corpo inteiro a
radiacdo ionizante (Flores, 2008). Durante um acidente que envolve risco de
exposicao ocupacional a RI, os trabalhadores da seguranga publica podem
receber altas doses de radiacdo. O risco relativo da exposicado acidental se eleva
quando se desconhece a natureza do material que gera a ocorréncia (da Cruz et
al., 1996, 1997a/b, 2008; da Silva, 2000; Flores, 2008).

A atividade radioativa em Goiania, detectada com valores superiores aos
preconizados internacionalmente como seguro para a populagdo humana,
segundo dados oficiais da Comissao Nacional de Energia Nuclear (CNEN), péde
ser identificada numa area de 2.000m?. A radiacdo ionizante depositado no solo
infiltrou-se e provocou a derrubada de arvores e casas (Figura 2). A
descontaminacgdo dos locais envolvidos no acidente gerou 6.500m® de rejeitos
radioativos, que foram armazenados no depédsito permanente nas proximidades
da cidade de Abadia de Goias (Goias, 1988a; da Cruz et al., 1996, 1997a/b; da

Silva, 2000; Flores, 2008).

Dissertacdo de Mestrado Jalsi Tacon Arruda
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Figura 2. Processo de descontaminacdo da Rua 57. Fonte: acervo cientifico da SULEIDE.

Passado o momento agudo e emergencial do acidente radioativo, foi criada
uma instituicdo para proceder com o acompanhamento e assisténcia a longo
prazo aos radioacidentados. A instituigdo foi denominada Fundacao Leide das
Neves Ferreira (FUNLEIDE), legitimando, como uma homenagem poéstuma, o
sofrimento e ébito da unica crianga que sucumbiu fatalmente ao acidente (Goias,
1988a).

A criacdo da FUNLEIDE data de fevereiro de 1988 (Lei n° 10.339, Diario
Oficial - DOE n° 15.376, de 15/12/87, e Decreto de Regulamentagao n°® 2.897, de
11/02/88, DOE n° 417, de 18/02/88). Posteriormente, uma reforma administrativa
no Governo do Estado de Goias converteu-a em Superintendéncia Leide das
Neves Ferreira (SULEIDE), de acordo com a Lei n° 13.530, de 11/11/99,
subordinada a Secretaria do Estado da Saude de Goias — Diario Oficial n® 18.302,
de 12/11/99 (Goias, 1988b).

A SULEIDE é encarregada de zelar pelo acervo relativo ao acidente,

oferecer assisténcia aos radioacidentados, realizar estudos epidemioldgicos,

Dissertacdo de Mestrado Jalsi Tacon _Arruda
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capacitar pessoal técnico, articular e coordenar intercambios cientificos, promover
a divulgacao de conhecimentos tecnoldgicos e a edigao de publicagdes técnicas e
cientificas, dentre outras (Wascheck, 2002). Atualmente, recebem
acompanhamento médico, odontoldgico, psicolégico e social de 615 pessoas,
divididas em trés grupos. Os critérios adotados para inclusdo dos individuos nos
grupos foram adaptados das diretrizes internacionais divulgadas pelas Nuclear
Regulatory Comission e Energy Research and Developement Administration, dos
Estados Unidos. A propositura dos grupos leva em consideragcdo as doses
significativas de radiagdo absorvidas e o nivel de comprometimento orgéanico

individual decorrente da exposigcao a Rl de césio-137 (Goias, 1988a/c/d).

1.2. Césio e Radiacao lonizante

O nome do elemento deriva do latim caesium, que significa — céu azul. O
elemento foi descoberto por volta de 1860 por Robert W. Bunsen e Gustav
Kirchoff, um quimico e fisico de origem alema, respectivamente. O césio
corresponde ao primeiro elemento descoberto por analise espectral a partir de
espectroscopia conduzida em uma amostra de agua mineral. A observagao
espectral do césio resulta na formacdo de linhas espectrais azuis (Leitdo e
Gomes, 2004).

O elemento césio, um metal alcalino, pertence ao grupo 1 da classificagao
periddica dos elementos. Na natureza € o menos abundante dos cinco metais
alcalinos ndo radioativos. Em sua versao natural seu numero de identidade
atébmica é 133, refletindo sua massa. Ja o césio-137, que possui 55 protons e 82

néutrons, € um is6topo artificial, formado como um subproduto da reagdo de

Dissertacdo de Mestrado Jalsi Tacon Arruda



Introdugdo 8

fissdo nuclear do Uranio. O is6topo radioativo de césio-137 possui meia-vida
aproximada de 30 anos (Leitdo e Gomes, 2004).

Radiagbes ionizantes correspondem a ondas altamente energéticas que,
ao interagir com atomos e moléculas do meio, captam elétrons orbitais formando
ions e radicais livres que sao espécies reativas. As RIl, podem ser classificadas

em corpusculares (as particulas a, B, protons, néutrons, particulas subatémicas,

dotadas de carga e massa) ou eletromagnéticas (raios X e y) [Leitdo e Gomes,
2004].

No caso do acidente radioativo de Goiéania, o radionuclideo de césio-137
emitia particulas 3 e raios y. As particulas 3, em virtude de sua pequena massa,
apresentam trajetéria tortuosa e tém um alcance de até 1,5cm no tecido humano,
podendo ser blindadas por folhas de aluminio. Ja os raios y, que provém do
nucleo atbmico ou da aniquilacdo de particulas, sdo ondas de grande poder de
penetracdo, chegando a atingir até 7,2cm no tecido humano. Raios ysao
blindados por materiais densos, como o chumbo, o concreto, o ago, ferro ou uma
espessa camada de terra (Goias, 1988d; Leitdo e Gomes, 2004).

A radiacdo gama ionizante de césio-137 é frequentemente usada como
fonte radioativa em aparelhos de radioterapia. A maioria dos desastres e
acidentes provocados por equipamentos de radiologia relaciona-se com erros
humanos e com a desobediéncia de normas de seguranga nacionais e
internacionais estabelecidas por instituicbes reguladoras do uso da radiagdo
(Brasil, 2004; Flores, 2008).

Os efeitos bioldgicos da exposigao a radiagcéo ionizante ndo dependem do

isétopo radioativo que gerou a exposigdo do individuo, mas da dose absorvida
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pelos tecidos, da quantidade recebida de radiagcdo e da distribuicao espacial da
energia transferida ao organismo (Brenner et al., 2003). Dois tipos de efeitos
principais da exposicdo a radiagao sao: os efeitos deterministicos, associados a
morte celular, e os efeitos estocasticos, associados a modificagao celular, dentre
elas o cancer e outras desordens genéticas (Leitdo e Gomes, 2004; Aizawa et al.,

2007).

1.3. Genoma Humano

O genoma humano apresenta sequéncias codificantes e nao codificantes
que determinam a fisiologia celular. As sequéncias codificantes sado transcritas em
RNA e traduzidas em proteinas. As sequéncias nao codificantes compreendem os
introns, pseudogenes e sequéncias ndo traduzidas. Embora algumas das
sequéncias nao codificantes tenham significado informacional para a fisiologia da
célula, elas ndo sao traduzidas em proteinas. Na sua forma dipldide, o0 genoma
consiste em 6,4x10° pares de bases de DNA, organizadas linearmente em 46
moléculas individuais que compde os cromossomos (IHGSC, 2001; Watson et al.,
2007).

Ainda como componente gendmico pode ser observado o DNA extragénico
que corresponde a sequéncias de copia unica repetitivas, elementos genéticos de
transposicdao (do inglés Transposons), DNA espagador, minissatélites e
microssatélites ou STR (do inglés Short Tandem Repeats) [Dubrova et al., 2002;
Dubrova, 2005; Wu et al., 2006; Flores, 2008].

Embora grande parte do genoma humano (45%) seja ocupado por

elementos transponiveis, somente uma pequena porcdo destes permanece ativo
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até hoje (<0,05%), produzindo a diversidade genética entre as populagbes e
também causando doengas devido sua integragdo no genoma (Mill e Petronis,
2007; Watson et al., 2007).

Atualmente, passado mais de meio século do descobrimento da estrutura
do DNA, nao resta duvida de que tais moléculas estdo constantemente sob
agressao de varios agentes quimicos, fisicos e bioldgicos, sejam eles enddgenos
ou exogenos, gerando lesbes na estrutura do DNA (Esnault et al., 2000).
Portanto, na era da gen6mica funcional, muito ha que ser elucidado sobre o DNA
e seu papel na manutencao da integridade ao mesmo tempo em que representa o

substrato sobre o qual a diversidade genética é construida (Watson et al., 2007).

1.4. Retrovirus Endégenos Humanos

Cerca de 10% do genoma humano é composto por sequéncias de origem
retroviral diferentes entre si, mas agrupadas didaticamente por uma denominagao
genérica: retrovirus enddégenos humanos (do inglés Human Endogenous
RetroVirus — HERV) [Esnault et al., 2000; Arruda et al., 2008]. Uma caracteristica
fundamental do grupo dos retrovirus € a sua capacidade de integrar-se ao DNA
da célula hospedeira na forma de pré-virus, como parte estratégica de seu ciclo
de replicagao (Barbulescu et al., 1999; Bosch et al., 2004; Andersson et al., 2005).

Ainda que as infecgbes na linhagem germinativa ndo sejam eventos
freqlentes, acredita-se que os retrovirus endoégenos sejam os resultados de
infecgbes no genoma ancestral (Bock e Stoye, 2000). Ao incorporarem-se ao DNA

nuclear, alguns retrovirus passaram a ser parte integral e estavel do genoma e
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que, portanto, passaram a ser transmitidos as geracdes subseqtientes (Medstrand
e Mager, 1998; Esnault et al., 2000; Bannert e Kurth, 2004).

Ao formar parte do genoma, os HERV se transmitem de modo vertical, com
comportamento mendeliano (Deininger e Batzer, 2002). A diversidade de cépias
de uma mesma sequéncia HERV em diferentes localizagbes genémicas em um
dado organismo pode ser explicada pelo fendbmeno de retotransposigcéo
(Sugimoto et al., 2001; Martin et al., 2005). Enquanto se transmitem de modo
vertical a descendéncia, as sequéncias HERV acumulam mutacdes, em parte,
devido a alta taxa de erro da transcriptase reversa, e a recombinacdo homdloga
entre as sequéncias HERV, que também favorece o aparecimento de novas
combinagdes e variagdo das sequéncias existentes (Belgnaoui et al., 2006; Huh et
al., 2006).

Os HERV integrados sofreram multiplos eventos de retrotransposi¢cao, com
amplificacdo e transposicédo, gragas a presenga de duas repeticdes terminais
longas nas extremidades (do inglés Long Terminal Region — LTR) e da
transcriptase reversa, de modo que geraram muitas sequéncias parciais ou
completas, dispersas pelo genoma humano (Eickbush, 2002; Farkash e Prak,
2005; Belgnaoui et al., 2006). Algumas destas seqléncias mantém a estrutura
proviral completa e sdo capazes de formar particulas virais. Muitas delas sao
defeituosas e perderam a capacidade individual de replicar-se e a maioria séo
LTR solitarias que perderam todos os genes estruturais, mas mantém a
capacidade regulatéria (Bock e Stoye, 2000; Han et al., 2004; Han e Boeke,

2005).
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1.4.1. Efeitos gendmicos das sequéncias HERV

Na espécie humana ja foram identificadas 22 familias de HERV (Farley et
al., 2004; Parseval e Heidmann, 2005; Huh et al., 2006). Dentre as quais, podem
ser encontradas em genomas de espécies distantes filogeneticamente, ainda que
a maioria seja caracteristica de primatas (Martin et al., 2005; Gasior et al., 2006).

Ainda que falte muito do genoma humano funcional para ser conhecido,
calcula-se que ha centenas de sequéncias HERV especificas da espécie humana.
Alguns membros sao unicos da espécie humana, principalmente a superfamilia
HERV-K, as LTR solitarias e as sequéncias provirais completas (Barbulescu et al.,
1999; Stankiewicz e Lupski, 2002b; Gasior et al., 2006). Um repertério unico de
genes estruturais e elementos regulatorios proprios das sequéncias HERV
contribuem para explicar diferencas genéticas entre a espécie humana e as
espécies proximas (Stankiewicz e Lupski, 2002a; Lupski, 2003; Martin et al.,
2005).

A ocorréncia de homologia entre as sequéncias de DNA HERYV facilita a
recombinagcdo homodloga entre distintas regides do genoma (Lupski, 2003). O
mecanismo de recombinacgao é importante para promover reorganizagdes génicas
e, em alguns casos concretos, duplicagdes e inversdes de si mesmas e de genes
que estejam flanqueados pelas repeticbes de HERV (Medstrand et al., 2005;
Arruda et al., 2008). Os eventos de recombinagdo entre HERV promovem
duplicagbes de segmentos cromossémicos completos, e como outros elementos
moveis associados aos genomas, para produzir outras reordenagdes
cromossOmicas (Deininger e Batzer, 2002; Eickbush, 2002; Kulpa e Moran, 2006).

Estudos calculam que ao menos 4% dos genes contém retroelementos

inseridos e que sao convertidos em exons novos (Morrish et al., 2002;
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Stankiewicz e Lupski, 2002a/b; Watson et al., 2007). A integragdao de HERV
produz também diversidade alélica nas populagdes, como na regido do complexo
maior de histocompatibilidade (do inglés Major Histocompatibity Complex — MHC)

[Dawkins et al., 1999].

1.5. Mutacéo

As mutacbes podem ser compreendidas como alteragdes subitas que
ocorrem no material genético. O efeito fenotipico favoravel ou desfavoravel de
uma mutacéo depende do local do genoma envolvido e do ambiente fisiolégico
em que foram introduzidas. Ao longo da vida, o DNA pode sofrer mutacdes
naturais, causadas por erros durante a replicacdo na divisdo celular, que nao
foram corrigidos pelo sistema de reparo (Stankiewicz e Lupski, 2002a; Karmous-
Benailly et al., 2006).

Um evento mutacional pode ocorrer em qualquer célula do organismo. Em
células somaticas ocorre durante a replicacdo do DNA que precede uma divisdo
mitética (Watson et al., 2007). Todas as células descendentes serdao afetadas e,
portanto, fixadas nesta populacdo de células, mantendo-se restrita a esta porgcao
do organismo, ndo sendo transmitidas a descendéncia. Na linhagem germinativa
as mutacdes ocorrem durante a replicagdo do DNA que precede a meiose. A
mutacéao fixada nos gametas afeta todas as células que deles descendem, sendo,
portanto, transmitida aos descendentes (Kodaira et al., 2004).

As mutacbes podem ser espontaneas, sendo a frequéncia de ocorréncia
dependentes do organismo, ou ainda, induzidas, podendo ser ocasionadas pela

exposicao do genoma a agentes mutagénicos. A mutagenicidade de um agente
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quimico, fisico ou biologico, pode ser avaliada de acordo com o aumento da
frequéncia de mutagdes induzidas em relacao a frequéncia de mutacdes em nivel
basal (Flores, 2008).

A mutacdo é responsavel pela variabilidade génica e pela variabilidade
genotipica, proporcionando o aparecimento de formas variantes de um gene.
Embora a mutagao seja a forga motriz para a evolugao, e de maneira geral, ocorre
em sistemas estaveis e bem adaptados, as mutagdes sdo observadas como

eventos deletérios (da Cruz et al., 2008; Flores, 2008).

1.6. Cromossomo Y

O cromossomo Y é caracterizado citogeneticamente como acrocéntrico
pertencente ao grupo G, sendo o terceiro menor cromossomo humano. A maior
parte deste cromossomo — 41Mb do total de 63Mb — é composta por sequéncias
exclusivas, representando cerca de 2% do genoma (Kamp et al., 2000; Quintana-
Murci e Fellous, 2001).

Da sequéncia total deste cromossomo, 95% estdo na regido néao-
recombinante contendo eucromatina e heterocromatina, enquanto que os 5%
restantes estdo distribuidos nas extremidades correspondentes as regides
pseudoautossémicas (do inglés Pseudo-Autossomal Regions — PAR1 com 2,6Mb
e PAR2 com 0,34Mb). No cromossomo Y, PAR sao responsaveis pelo crossing-
over entre X-Y durante a meiose (Rozen et al., 2003; Vogt, 2004). Desempenha
importante papel durante a espermatogénese, pois sao responsaveis pelo correto

pareamento, recombinagdo e segregagao entre X-Y. Estudos indicam que
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delecbes na regiao PAR podem levar a esterilidade masculina por falhas na
divisdo meidtica (Kamp et al., 2001).

Os genes pseudo-autossémicos apresentam contrapartes no cromossomo
X e codificam uma variedade de proteinas que funcionam em ambos o0s sexos,
participando ou controlando atividades tais como crescimento 6sseo, transdugao
de sinal, sintese de hormdnios e receptores (Jobling e Tyler-Smith, 2003). O
cromossomo Y é determinante sexual por conter genes especificos para o
desenvolvimento testicular atuando sobre a gbnada indiferenciada e para a
fertiidade masculina, estando envolvido no desenvolvimento e na manutengao
das células germinativas do homem (IHGSC, 2001).

A eucromatina possui uma estrutura genética ndo usual muito rica em
sequéncias palindrébmicas e sequéncias duplicadas, que estdo préximas de genes
preservando a integridade estrutural de conversdes génicas (Kirsch et al., 2004).
Cerca de 2% do cromossomo Y sao constituidos por sequéncias polimorficas,
altamente repetitivas e esta localizado principalmente na porgao heterocromatica
do brago longo, desde Yq13 até Yqter (Parseval e Heidmann, 2005).

A maior parte deste cromossomo humano consiste em sequéncias
hipervariaveis que podem ser utilizadas para a caracterizagdo cromossémica
sexual. As ligagdes dos loci do Y sao interessantes, pois sdo haplétipos herdados
paternalmente em bloco do ancestral masculino (Joblin e Tyler-Smith, 2003). Esta
propriedade faz com que o estudo do cromossomo Y se torne muito importante
nos casos forenses e na genética populacional por possuir microssatélites e
outros polimorfismos (Blanco et al., 2000; Bosch e Jobling, 2003; Rozen et al.,

2003).
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1.6.1. Genes localizados no cromossomo Y

O cromossomo Y tem atraido grande atengdo devido ao seu pequeno
tamanho, numero limitado de genes, por ser hapldoide contendo uma cépia
simples do passado evolutivo e um excesso de sequéncias repetitivas (Blanco et
al., 2000; Jobling e Tyler-Smith, 2003).

O brago curto (Yp) foi dividido nos intervalos de 1 a 4, excluindo a regiao
PAR. A regiao eucromatica do brago longo (YQq) € representadas pelos intervalos
5, 6 e a regido PAR pelo intervalo 7 segundo padrbes de hibridizagdo obtidos
através de 23 fragmentos de restricdo Y-especificos com o genoma de 27
individuos portadores de alteragdes estruturais neste cromossomo (Jobling e

Tyler-Smith, 2003) [Figura 4].

PARA
11.32
11.31
Yp 11.2

111
1.1

11.22

- 11.23

12

Y

PAR2

Figura 3. Ideograma do cromossomo Y com esquema das bandas G e locus.
Fonte: modificado de Jobling e Tyler-Smith, 2003.

O gene SRY (Sex determining Region of Y) é Y-especifico e apresenta
sequéncias conservadas entre os mamiferos codificando um transcrito testiculo-
especifico (Erdal e Barlas, 2000). Esta localizado em Yp11.3, possui somente um

exon e falta homdlogo no X. Mutagdes nesse gene podem causar falhas no
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desenvolvimento testicular, sexo reverso completo ou parcial (Erdal e Barlas,
2000).

A translocacédo do gene SRY com o cromossomo X € uma das causas do
sexo reverso, no qual os individuos apresentam fendétipo masculino, um cariotipo
46,XX e sao positivos para o gene SRY (Arnedo et al.,, 2004). Ocorre uma
recombinagao perto do limite pseudoautossomal do gene SRY, de tal forma que
este fica translocado no cromossomo X. Aproximadamente 10% dos homens com
cariotipo 46,XX, ndo apresentam SRY detectavel. A maioria com genitalia externa
ambigua, embora um fendtipo masculino completo possa ser observado (Arnedo
et al., 2004).

Ainda em Yp encontra-se o gene ZFY (Zinc Finger protein Y) que codifica
uma proteina dedo de zinco e, préximo ao centrdbmero estda o gene AMELY-Like
(Yp11.2) que codifica a proteina amelogenina envolvida na formagdo do esmalte
dentario, ambos com homadlogos no X (Arnedo et al., 2004).

No brago longo do cromossomo Y, ha uma regido chamada de fator de
azoospermia (do inglés Azoospermia Factor — AZF). A regiao AZF (Yg11) possui
genes envolvidos na regulagdo da espermatogénese. Foi descrita primeiramente
em estudos citogenéticos realizados por Tiepolo e Zuffardi (1976), que
identificaram homens inférteis com dele¢gdes submicroscopicas e que possuiam
pais com um Y normal, caracterizando como mutagdes “de novo”.

A regiao AZF original foi subdividida em trés regides n&o-sobrepostas
denominadas AZFa, AZFb e AZFc com tamanho estimado de 1Mb, 1.5Mb e 3Mb
respectivamente (Foresta et al.,, 2000) e uma quarta regido AZFd foi também

sugerida (Vogt, 2004).
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Na regido AZFa estdo os genes USP9Y (Ubiquitin-specific protease 9 Y,
também conhecido como DFFRY Drosophila fat facets related Y) e o DBY (Dead-
box Y RNA helicase), que possuem homodlogos no cromossomo X. Quando
deletados levam ao fenétipo da sindrome de células unicas de Sertoli mostrando
envolvimento na espermatogénese e provavel efeito sinergistico (Vogt, 2005).
Também nessa regido esta o gene UTY (Ubiquitously Transcribed TPR gene on Y
chromosome).

Em AZFa encontra-se duas sequéncias de retrovirus endégenos humanos
(HERV) de ~10kb que flanqueiam 780kb desta regido, sendo que o HERYV distal
possui um fragmento L1 inserido com ~1,5kb (Kamp et al., 2000; Sun et al., 2000;
Kamp et al., 2001; Bosch e Jobling, 2003; Arruda et al., 2008).

As microdele¢des em AZFa sido causadas por recombinacdes nao-alélicas
entre duas sequéncias de HERV (Ditton et al., 2004). Também contribuem com a
apari¢ao de duplicagbes de segmentos cromossOmicos completos que se observa
no genoma humano e como outros elementos moveis, podem produzir
reordenagao gendémica (Han et al., 2004; Parseval e Heidmann, 2005; Huh et al.,
2006).

Na regido AZFb esta localizado o gene RBMY1Al (RNA-Binding Motif)
expresso em espermatogbnia e espermatocito (Vogt, 2004). Os genes CDY
(Chromodomain Y) e XKRY (X Kell blood-related Y) sao expressos
especificamente em tecido testicular adulto e estao deletados em homens inférteis
(Vogt, 2005).

AZFc possui a familia do gene DAZ (Deleted in Azoospermia), que codifica
uma proteina especifica do testiculo e esta presente em seis a nove copias na

regido AZFc (Vogt, 2004). E encontrado apenas no cromossomo Y em humanos,
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macacos do velho mundo e chimpanzés, em todos os outros mamiferos estao
localizados apenas em cromossomos autossémicos (Vogt, 2005).

O homdlogo autossomal DAZL1 (DAZ like-autosomal 1) esta localizado no
cromossomo 3p24 e €& expresso somente em tecido testicular codificando
proteinas ligantes a RNA (Foresta et al., 2000). DAZL1 tem 83% de similaridade
na regiao codificante do cDNA. Acredita-se que o gene DAZ tenha aparecido ha
40 milhdes de anos durante a evolucdo proveniente da translocacdo e
subsequente amplificagdo do gene ancestral autossomal.

O gene DAZ esta ausente em 10% a 15% de homens cromossomicamente
normais com azoospermia nao-obstrutiva e oligozoospermia severa (Pina-Neto et
al., 2006). Muitos dos genes presentes na regiao AZF s&o expressos apenas nos
testiculos (Saopedro et al., 2003).

Quando comparadas com outras causas de infertilidade, as microdelegdes
do cromossomo Y sao relativamente comuns (7% a 10%), e sua frequéncia
aumenta com o grau de comprometimento da espermatogénese (Carrara et al.,
2004; Arruda et al., 2007).

Esta forma de infertiidade masculina pode ser classificada como uma
desordem genética, na qual a lesdo surge por causa de caracteristicas estruturais
do genoma (Stankiewicz e Lupski, 2002b).

Apesar de ainda nao existir uma definicdo entre o tipo de microdelecéo e a
gravidade do defeito espermatogénico, as microdelegcbes AZFa condicionam a
sindrome de células de unicas de Sertoli, em AZFb provocam parada na meiose |
da espermatogénese e em AZFc levam a hipoespermatogénese (Arruda et al.,

2007).
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2. JUSTIFICATIVA

A radiagao ionizante € uma forma de estresse genotdxico que pode resultar
em danos ao material genético, em razdo do efeito mutagénico da deposigéo
direta da energia radioativa sobre o DNA, ou devido a ionizagado das moléculas de
agua e outras biomoléculas do meio celular, produzindo quebras na dupla-fita (da
Cruz et al., 1996,1997a/b, 2008; Sankaranarayanan, 2006).

O biomonitoramento genético-retrospectivo é realizado frequentemente nos
individuos expostos assim como na prole. Desta forma, a populacdo exposta a
radiagcdo ionizante do césio-137 deve ser avaliada para conhecimento da
extensdo dos danos genéticos causados pela exposi¢ao, contribuindo para a
prevencao e diagndstico de patologias que poderdo surgir em decorréncia da
exposicao.

Durante os ultimos anos, a equipe do Laboratério de Citogenética Humana
e Genética Molecular (LaGene) tem realizado o acompanhamento da saude
genética com o biomonitoramento dos individuos, e esse estudo € de suma

importancia para o acompanhamento dos radioacidentados.
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3. OBJETIVOS

3.1.0bjetivo Geral
Analisar a ocorréncia de mutagdes no cromossomo Y da prole nascida de

individuos expostos a radiagao ionizante de césio-137.

3.2.0bjetivos especificos

e Analisar a ocorréncia de mutagdes em marcadores nas regides Yp e Yq
nos individuos do grupo acidentalmente e ocupacionalmente exposto a
radiagao ionizante de césio-137 e na prole;

e  Contribuir para o acompanhamento a longo prazo da saude genética dos

radioacidentados.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Grupo de estudo

O presente estudo foi aprovado pela Comissdo Nacional de Etica em
Pesquisa (CONEP) com seres humanos. Todos os individuos concordaram
voluntariamente em participar do estudo e assinaram um termo de consentimento
livre e esclarecido (Anexo 01).

O grupo de estudo foi subdividido em:

1) Grupo A composto por 8 homens expostos acidentalmente a radiagéo
ionizante e 8 meninos representando a geragcao F1. A exposigdo parental foi
classificada como exposicdo de corpo inteiro com doses absorvidas variando
entre 150,3 e 220 rad; classificados de acordo com os grupos estabelecidos pela
SULEIDE (grupo | e II).

2) Grupo B composto por 12 homens expostos ocupacionalmente por
atuarem nas acdoes de defesa civil durante o acidente e 16 meninos
representando a geragcdo F1. Foram classificados de acordo com os grupos
estabelecidos pela SULEIDE (grupo Ill), com dosimetria estimada em <20 rad.

Os dados gerais dos individuos que compdem o grupo amostral do
presente estudo estdo descritos no Anexo 02.

O grupo controle foi composto por 09 familias contendo pai e filho (18
individuos), sem histéria de exposigao a radiagéo ionizante.

Todos os genomas apresentaram um vinculo genético de pelo menos
99,999% de probabilidade acumulada de paternidade comprovados por teste de
paternidade realizados pelo Laboratério de Citogenética Humana e Genética

Molecular (LaGene) e Nucleo de Pesquisas Replicon.
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4.2. Amostra biolégica
Foram coletados 10mL de sangue periférico, por venipungcédo em tubos

heparinizados, dos individuos expostos, bem como dos filhos.

4.3. Extracdo de DNA

A extracdo de DNA foi realizada seguindo-se as instrugdes do fabricante do
kit comercial Illustra Blood Genomic DNA® (GE HealthCare, EUA). As amostras
extraidas foram rotuladas e armazenadas a -20°C para utilizacdo posterior nas
reacbes de PCR. A concentracdo de DNA existente em cada amostra foi
quantificada por analise visual em gel de agarose a 1%, corado com brometo de
etidio a 5ug/mL e comparada com o marcador de peso molecular Low DNA

Mass® (Invitrogen, EUA).

4.4. Reacado em cadeia da polimerase

Foram analisados 3 loci em Yp, 13 loci na regido AZFa, 6 loci em AZFb, 6
loci em AFZc e mais 2 loci na regido AZFb+c descritos na tabela 2, totalizando 30
marcadores distribuidos ao longo do cromossomo Y. As reagbes foram
padronizadas para cada locus e encontram-se descritas no Anexo 03. O material
amplificado foi submetido a eletroforese em gel de agarose a 2% em solugéo
tampao Tris-borato de EDTA (TBE) a 1x e um campo elétrico uniforme de 8 V/cm
por 2 horas. Apds a corrida eletroforética, os géis foram corados em solugao de
brometo de etidio a 5ug/mL por 20 minutos. O registro visual da imagem do gel foi
feito com o auxilio de um sistema de video-documentacéo (Image Master VDS® -
Amersham Pharmacia Biotech, EUA). As reacbes de genotipagem dos 30 loci

foram realizadas em duplicata e nos casos suspeitos de mutagao foi repetida para
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confirmacgao. Como controle interno para a reacgao, foi utilizado DNA gendémico de

um homem nao exposto a radiacdo ionizante de césio-137 e com todos os loci

analisados normais.

Yp Yq
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Jp Ycen UsPeY  |[pgv TUTYE Yqter
AL T T >|h T TTTd rrrrrrr-r-rr 1 77117 1T 7
- [ - @ -
Z ok 538 ¢ s ER EN3 S €3 5 ¥83I T R S % § 8Exg 3
5 £egss 5§ 58 8¥3g B5 5 5555 5 55 8 f55b

Figura 4. Desenho esquematico do cromossomo Y com os marcadores analisados.
Fonte: modificado de Kamp et al., 2001.

4.5. Anélise das mutacdes

Para analisar possiveis mutagdes germinativas, o perfil alélico observado
foi comparado entre pai e filho. Os marcadores analisados foram considerados
normais quando o registro visual do gel apresentou apenas uma banda. A
auséncia ou a duplicagdo da banda referente ao marcador analisado foi
considerada como mutagao (Figura 5). Uma variante no filho que n&o foi

observada no pai biolégico foi considerada como uma mutagdo germinativa de

novo.

T [
.-_:55?435!335&-

Figura 5. Registro visual do gel de agarose a 2% corado com brometo de etidio. As setas indicam as
muta¢des encontradas em Yp: delecdo no gene SRY, duplica¢do no gene AMELY e o gene ZFY normal.
Pais: 34, 54. Filhos: 35, 56. Ld: Marcador de peso molecular de 50pb.
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A partir das mutagdes observadas nos pais expostos foi realizado o calculo
da taxa de mutacdo para cada locus analisado a partir da razao entre o numero
de mutagdes encontradas e o numero total de alelos analisados.

Para as analises estatisticas foi utilizado o software BioEstat® 5.0 (2008,
Sociedade Civil Mamiraud/MCT — CNPq) disponivel gratuitamente na internet. As
analises estatisticas foram elaboradas utilizando-se um intervalo de confianca de

95% (a= 5%; valor significativo de P<0,05).
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5. RESULTADOS

No Grupo A, todos os filhos nasceram apds o acidente radioativo. Ja no
Grupo B os filhos N°. 43 e 69 nasceram antes do acidente, considerados como
controle endégeno, e os 14 demais nasceram apds o acidente.

Dos 30 loci analisados no cromossomo Y, 24 apresentaram mutacdes. Do
total de 44 individuos analisados no grupo de estudo, 18 apresentaram mutacdes
(40,9%). No Grupo A, 4 pais apresentaram 6 mutacdes e 8 filhos apresentaram 15
mutagdes no total. No Grupo B, 3 pais apresentaram 5 mutacdes e 3 filhos

apresentaram 45 mutagdes no total (Tabela 1).

Tabela 1. Freqiiéncia de mutacdes nos individuos de cada grupo analisado.

Individuos Individuos  N°. total de p
com mutacdo sem mutacdo mutacOes

Gruno A Pais 4 4 6 0,07

P Filhos 8 0 15
Pais 3 9 5 1,0

Grupo B Filhos 3 13 45
Pais 0 9 0 1,0

Grupo Controle Filhos 1 8 1

P=valores calculados pelo Teste Exato de Fisher

O Grupo A apresentou além das mutacgdes ja descritas em Arruda et al.,
2008 (Anexo 04), delecao do marcador 12f2 no filho N°. 943 e do SY135 no filho
N°. 965.

O Grupo B apresentou um numero maior de mutacgdes. Os filhos N°. 43/69
do Grupo B, nascidos antes do acidente, ndo apresentaram nenhuma mutagao
assim como os respectivos pais e irmaos. Os pais de N°. 34/54/58 apresentaram

mutacodes. Os pais N°. 34/54 apresentaram o gene AMELY e a regiao AZFa-prox2
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duplicadas, porém com amplificagdo normal nos respectivos filhos (N°. 35/56). O
pai N°. 58 apresentou uma delecdo do marcador 12f2 e seu filho N°. 62
apresentou a mesma mutacao.

Os filhos N°. 35/56 do Grupo B, nascidos apds o acidente, apresentaram
22 mutagdes cada um. Os genes SRY e USP9Y, e os marcadores SY86, SY85,
SY84, SY87, AZFa-dist1, 12f2, SY127, SY134, SY135, SY1125, YDAZ3, SY254 e
SY255 foram deletados. Ja as regides AZFa-prox1, SY106, SY124, SY143,
SY1054, RH65618 e o gene UTYpe foram duplicadas. Entretanto, as mesmas
mutagdes nao foram detectadas nos respectivos pais.

No grupo controle somente um filho apresentou uma dele¢do no marcador

SY84, ndo observada no respectivo pai.
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Figura 6. Mutacgdes encontradas no cromossomo Y dos individuos analisados nos grupos analisados.
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A taxa de mutacao total foi de 0,11 levando em conta o numero total de

mutagdes encontradas. Na analise isolada do Grupo A, a taxa de mutacéao foi de

0,08 e no Grupo B foi 0,13 (Tabela 2).

Tabela 2. Taxa de mutagdo para cada locus analisado em cada grupo.

N°. de MutacGes

Taxa de Mutacéo

Locus por grupo por grupo Taxa de Mutacdo
por Marcador
A B A B
SRY 0 2 0 0,005 0,003
ZFY 0 0 0 0 0
AMELY 0 2 0 0,005 0,003
AZFa-prox1 0 2 0 0,005 0,003
SY83 0 0 0 0 0
AZFa-prox2 0 2 0 0,005 0,003
SY86 7 2 0,02 0,005 0,015
SY85 0 2 0 0,005 0,003
SY84 12 2 0,05 0,005 0,023
USPOY 0 2 0 0,005 0,003
SY87 0 2 0 0,005 0,003
DBY 0 0 0 0 0
AZFa-distl 0 2 0 0,005 0,003
12f2 1 4 0,004 0,01 0,008
AZFa-dist2 0 0 0 0 0
UTYpe 0 2 0 0,005 0,003
SY106 0 2 0 0,005 0,003
SY124 0 2 0 0,005 0,003
Sy127 0 2 0 0,005 0,003
Sy134 0 2 0 0,005 0,003
SY135 1 2 0,004 0,005 0,005
SY143 0 2 0 0,005 0,003
SY1197 0 0 0 0 0
SY1291 0 0 0 0 0
SY1125 0 2 0 0,005 0,003
SY1054 0 2 0 0,005 0,003
YDAZ3 0 2 0 0,005 0,003
SY254 0 2 0 0,005 0,003
SY255 0 2 0 0,005 0,003
RH65618 0 2 0 0,005 0,003
TOTAL 21 50 0,08 0,13 0,11

O teste de regressao linear simples mostrou que a taxa de mutacao

aumenta conforme a idade dos pais (P= 0,7; F= 0,11). A dose de radiagao

absorvida pelos pais também aumenta a taxa de mutagdo (P= 0,7; F= 0,10)

apesar de nao apresentar significancia estatistica (Figuras 7 e 8).
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Figura 7. Diagrama de dispersdo mostrando que a taxa de mutacdo aumenta conforme a idade dos pais.
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Figura 8. Diagrama de dispersdo mostrando que a taxa de muta¢des aumenta conforme a dose absorvida de

radiacdo ionizante.
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6. DISCUSSAO

Com excegao dos estudos, envolvendo a segunda geragcdo dos
sobreviventes da bomba atdbmica de Hiroshima e Nagasaki (Kodaira et al., 2004),
do acidente em Chernobyl (Mikhalevich et al., 2000; Weinberg et al., 2001;
Dubrova et al., 2002; Dubrova e Plumb, 2002; Dubrova, 2003; Dubrova et al.,
2006) e estudos com individuos expostos ao césio-137 em Goiania (da Cruz et
al., 1996, 1997a/b; da Silva, 2000; Arruda et al., 2008; da Cruz et al. 2008; Flores,
2008); a maioria das informagbdes sobre mutagdes induzidas por radiagdo tem
sido obtida por experimentos com animais, em sua maioria usando camundongos
(Barber et al. 2002; Dubrova, 2005; Martin et al., 2005).

Entretanto, é necessario avaliar os efeitos bioldgicos da radiagao ionizante,
em células somaticas e germinativas, para estimar e estabelecer os riscos
genéticos, principalmente em populagdes expostas, visto que o DNA representa o
alvo biolégico mais sensivel dentro da célula.

O cromossomo Y proporciona uma oportunidade para estudar as mutagoes
no genoma devido sua heranca patrilinear. Este cromossomo hapléide nao se
recombina durante a meiose, sendo modificado apenas por mutagdes, o que
facilita o estudo de rearranjos genbmicos ou a conversdao génica
intracromossomoal que representam uma forma de recombinacio exclusiva deste
cromossomo (Bosch e Jobling, 2003; Rozen et al., 2003).

O Y tem sido o cromossomo preferido de diferentes tipos de HERV devido
aos poucos genes codificantes de proteinas, grande quantidade de sequéncias
repetitivas e a auséncia de recombinagao, possuindo muitos retrovirus jovens da

classe Il (HERV-K) e poucos retrovirus antigos da classe Ill (HERV-L) quando
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comparado a outros cromossomos (Skaletsky et al., 2003; Andersson et al., 2005;
Parseval e Heidmann, 2005; Barber e Dubrova, 2006).

O presente estudo foi dividido em dois momentos distintos: primeiro a
analise de 6 marcadores em Yq (SY86, SY84, SY127, SY134, SY254 e SY255)
dos individuos que compde o Grupo A; e o segundo momento em que 0s
individuos do Grupo B foram incluidos na analise que foi ampliada para mais 24
marcadores além dos 6 ja analisados.

No primeiro trabalho publicado sobre as analises do cromossomo Y de
individuos expostos (Arruda et al., 2008; Anexo 04), os individuos do Grupo A
(exposicao acidental) apresentaram a regidao AZFa duplicada (loci SY86 e SY84),
sugerindo uma possivel relagao entre a radiagao ionizante e a estrutura da dupla-
fita dos pais gerando quebras que potencializaram o rearranjo entre as
sequéncias de HERYV presentes na regiao do cromossomo Y.

Estudos indicam que exposi¢des entre 2 a 4Gy de radiagao ionizante
aumentam o percentual de malignizacao das células e as quebras na dupla-fita
sdo proporcionais a dose radioativa absorvida (Dubrova, 2003; Gasior et al., 2006;
Farkash e Prak, 2005; Farkash et al., 2006). Durante o reparo da quebra por
recombinagao entre sequéncias paralogas, podem ser gerados varios produtos
genbmicos incluindo rearranjos ou a reposicao de uma sequéncia por uma
homodloga (converséo génica) [Eichler, 2001; Eickbush, 2002; Lupski, 2003].

E possivel que a radiacdo recebida acidentalmente pelos pais tenha atuado
no processo da retrotransposicdo da sequéncia L1 presente no HERV distal,
gerando a duplicacdo da regido AZFa tanto nos pais quanto nos filhos
(Sankaranarayanan, 2006). O DNA danificado serve de substrato perfeito para a

insercdo de L1 e estudos feitos com células submetidas a radiagdo gama,
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mostram que ocorre uma alteragdo no ambiente celular tornando favoravel a
retrotransposi¢cao de L1 aumentando as chances de gerar assim a duplicagao
numa via dependente de endonucleases (Morrish et al., 2002; Martin et al., 2005;
Belgnaoui et al., 2006; Farkash et al., 2006; Wu et al., 2006).

Mutagdes missense na sequéncia L1 causam uma inativagcao funcional
com retrotransposicdo indicando que a exposi¢cdo a radiagado ionizante pode
facilitar os mecanismos de retrotransposi¢cao de L1, ja que ativa as endonucleases
que fazem uma falha (do inglés nick) na dupla-fita e a transcriptase reversa usa
esse nick para iniciar a transcrigdo na extremidade 3’ (Esnault et al., 2000;
Bannert e Kurth, 2004; Medstrand et al., 2005).

As duplicagdes podem ser mediadas por recombinagdo homodloga nao-
alélica entre os HERV que flanqueiam essa regiao e essa troca ocorre dentro do
bloco entre a seqléncia proximal e distal onde concentram os hotspots com alta
taxa de recombinacgao (Kamp et al., 2001; Lupski, 2003; Hurles et al., 2004).

Essas duplicagbes podem persistir por varias geragbes e as mutagoes
podem se acumular diferenciando o alelo em uma cépia na regido, manifestado
como um duplo alelo nestes loci em particular (Bosch et al., 2004). Esse fato foi
verificado, ja que alguns filhos apresentaram a mesma duplicagdo que seus
respectivos pais (Arruda et al., 2008). Porém, ainda ndo se conhece o efeito
patogénico dessas duplicagdes, embora estudos mostrem relagado entre doengas
genéticas e duplicagdes (Stankiewicz e Lupski, 2002a).

Provaveis eventos independentes da duplicagao ocorreram nos limites da
regido onde estao as sequéncias do HERV que compde estes loci, mostrando que
a diversidade entre as copias duplicadas da regiao AZFa sao compativeis com a

fertilidade masculina (Bosch e Jobling, 2003), visto que os pais geraram filhos.

Dissertacdo de Mestrado Jalsi Tacon Arruda



Discussao 34

A questao sobre a fertilidade dos individuos analisados ser normal ainda
permanece em aberto e as correlagbes entre fendtipo-gendtipo devem ser
cuidadosas. A delecdo completa ou parcial da regido AZFa causa a infertilidade
masculina manifestada com a auséncia células germinativas (Ditton et al., 2004;
Krausz et al., 2006), levantando a pergunta de como o fenétipo da duplicagédo em
AZFa sera nas futuras geragoes.

Dessa forma, como a fertilidade dos individuos expostos €&, até o momento,
normal e a fertilidade dos filhos ainda n&o foi analisada, sugeri-se uma possivel
associacao entre a exposicao paterna a radiacio ionizante e os mecanismos de
duplicagao gerados por rearranjos cromossOmicos.

No segundo momento, os individuos do Grupo A (exposi¢do acidental)
foram avaliados juntamente com os individuos do Grupo B (exposigao
ocupacional) para um numero maior de loci no cromossomo Y.

No Grupo A, o filho N°. 943 apresentou uma delecao no locus 12f2. Neste
locus (também chamado de DYS11) existe um polimorfismo que pode ser
detectado pelas enzimas de restricido EcoRI (gerando dois fragmentos de 5.2 e
3.2kb, respectivamente) e Tagl (10 e 8kb). Este polimorfismo compreende trés
categorias de mutagdes: delegbes grandes ou pequenas, e as duplicagdes e é
pouco variavel (Kamp et al., 2000). Outra mutagao encontrada foi no filho N°. 965
no locus SY135 da regido AZFb.

Ja entre os individuos do Grupo B, trés pais e seus respectivos filhos
apresentaram mutagdes (N°. 34/35, 54/56 e 58/62). Os pais N°. 34 e 54
apresentaram uma duplicagdo do gene AMELY sugerindo uma copia extra desse
gene (Murphy et al., 2007). Delegcbes em AMELY tem sido relatada em homens

saudaveis (Lattanzi et al., 2005), mas podem afetar o desenvolvimento dental e
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essas delecbes sao mais freqliientes em certas etnias refletindo um ancestral
comum do cromossomo Y. Essa duplicagdo pode interferir na interpretagcao de
analises de cromossomos sexuais, podendo sugerir um falso cariétipo XYY que
deve ser confirmado por citogenética.

Outra duplicagao foi observada no locus AZFa-prox2 ja na porgéao Yq, nos
mesmos pais, considerada como um evento aleatério sem associacdo com o
HERV ou com recombinacgao. Ja o pai N°. 58 e seu filho N°. 62 apresentaram o
locus 12f2 deletado indicando que houve uma recombinacdo na sequéncia 1d2
contida no HERV distal resultando em delegao parcial da regiao AZFa.

Os filhos N°. 35 e 56 apresentaram varias mutagdes. Em Yp o gene SRY
foi deletado, mas os meninos apresentam fenodtipo masculino. Estudos indicam
que € possivel haver masculinizagdo em homens com cariétipo 46,XX (Erdal e
Barlas, 2000). Ja a duplicagao do gene AMELY encontrada nos respectivos pais,
n&o foi observada nos filhos.

Na regidao AZFa esses meninos apresentaram dois loci duplicados e sete
deletados (Tabela 4). A maioria dos hotspots dentro das duas sequéncias de
HERV medeiam dele¢des em AZFa e as duplicagdes sao geradas como produtos
de delegbes reciprocas (Bosch et al., 2004).

Estima-se que 0,17% dos homens apresentam a regido AZFa duplicada,
mas estas duplicagdes podem agir como intermediarios para re-delegbes
estruturais que parece ser produto de conversado génica ou duplo cross-over entre
HERV e tal complexidade necessita ser analisada em repeticdes paralogas
diretas (Bosch et al., 2004; Kirsch et al., 2004).

Os loci duplicados AZFa-prox1 e o gene UTY podem ter sofrido a influéncia

da radiacdo ionizante nas células germinativas paternas facilitando a
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recombinagcdo encontrada no DNA gendmico dos filhos. No gene UTY a
sequéncia analisada corresponde a regiao 3’ UTR (do inglés untranslated region)
com leitura invertida em sentido ao centrébmero e, nesse caso, houve um evento
aleatério a recombinacéo.

Os loci SY86, SY85, SY84, o gene USP9Y, SY87, AZFa-dist1 e 12f2 foram
deletados em AZFa nos filhos N°. 35 e 56. A sequéncia do locus SY83 esta
contida na regido 1d1 do HERV proximal, assim como o locus 12f2 esta contido
em Id2 do HERV distal. Esses marcadores utilizados foram desenvolvidos por
Kamp et al. (2001) para detectar os eventos de recombinagcdo entre as
sequéncias de HERV em AZFa. Quando o locus SY83 esta deletado, ocorreu um
evento de recombinacgao entre Id1 dos HERV proximal e distal, e quando o locus
12f2 é deletado ocorre a recombinacado entre |Id2 de ambos HERV. Quando
ambos loci estdo presentes, € identificada a delecédo parcial em AZFa e quando
ambos foram deletados a regido AZFa foi completamente deletada.

A presenca de AZFa-prox1 e AZFa-dist2 juntamente com a auséncia de
AZFa-prox2 e AZFa-dist1 confirmam a delecdo completa da regido AZFa. Nao foi
identificada nenhuma delecao total de AZFa nem a delecao parcial nos individuos
analisados.

O gene USP9Y quando deletado resulta no fendtipo de
hipoespermatogénese. A produgdo de espermatozoéides ainda n&o foi analisada
(filnos de N°. 35 com 13 anos e N°. 56 com 17 anos). O gene DBY (renomeado
como DDX3Y — Dead (Asp-Glu-Ala-Asp) box polypeptide 3, Y-linked) nao
apresentou mutagao e isso pode manter a formagdo de células germinativas,

segundo alguns estudos (Foresta et al., 2000; Ditton et al., 2004). Quando os dois
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genes estdo ausentes pode ser identificada a Sindrome de Células Unicas de
Sertoli (do inglés Sertoli Cell Only — SCO) [Kamp et al., 2000, 2001].

Todos os loci da regido AZFb e AZFc apresentaram mutagao nos filhos N°.
35 e 56 do Gruppo B. A regidao Yq pode estar completamente deletada, mas o
cariétipo pode parecer normal (46,XY). E necessario analisar marcadores na
porcao heterocromatica de Yq para confirmar essa hipétese (STS SY160) [Kamp
et al., 2001].

O estudo do Y possibilita a deteccdo dos mecanismos moleculares que
atuam sobre os hotspots desta regido e que sdo os provaveis responsaveis pela
ocorréncia dos rearranjos (Kamp et al., 2001; Hurles et al., 2004; Han e Boeke,
2005) e é provavel que os cromossomos com duplicagdo se tornem alvos da
selecao natural (Rozen et al., 2003).

Um fato relevante é o grande numero de divisdes celulares que ocorrem
durante a espermatogénese e, portanto, a replicacdo do DNA que aumenta as
chances de mutacbes, que podem ser intra-alélicas, facilitada pela estrutura
secundaria das repeticbes como mecanismo responsavel, ou podem surgir de
trocas desiguais entre cromatides irmas (Jobling e Tyler-Smith, 2003; Gasior et al.,
2006).

O “deslizamento ou escorregao” da enzima DNA-polimerase (do inglés
Polymerase Slippage) € considerado como um mecanismo originador de
mutacdes em microssatélites bem como de artefatos durante a PCR, que contém
uma repeticdo a menos que o alelo principal, conhecidos como “bandas de
repeticdo” (do inglés sutter) [Krausz et al., 2006].

O deslizamento da polimerase ocorre quando a enzima se dissocia do DNA

durante uma pausa na replicacéo e o flamento em sintese se separa do filamento
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molde e volta a parear com outra repeticdo para frente ou para traz da posi¢cao
correta (erro de pareamento). Este tipo de pareamento € uma propriedade
intrinseca de sequéncias microssatélites e ocorre frequentemente sendo o
mecanismo responsavel pela grande variabilidade dos loci (Flores, 2008), sendo
que quando as alteragdes ocorrem em células germinativas sao transferidas aos
descendentes (Rodovalho et al., 2008).

Os rearranjos gendmicos sao igualmente provaveis de ocorrer durante a
meiose e as duplicacbes em AZFa suportam também a idéia de que os homens
que as carregam podem ser férteis e gerar criangas igualmente portadoras da
duplicagao (Stankiewicz e Lupski, 2002a/b; Arruda et al., 2008).

Se o mesmo rearranjo for encontrado no genitor normal, mais rearranjos
podem ocorrer na meiose, por exemplo, pelo “crossing-over” desigual (Kamp et
al., 2000, 2001). O “crossing-over” desigual entre cromossomos homdlogos na
meiose ocorre tanto na oogénese quanto na espermatogénese. No entanto, para
as delecgbes que sao o resultado de uma troca desigual entre cromatides irméas, a
maioria (cerca de 64%) ocorre no cromossomo paterno e o cromossomo Y é
heranca patrilinear.

No recente estudo realizado por da Cruz et al. (2008) encontraram 10
mutacbes de origem paterna quando analisaram 12 loci STR autossémicos no
grupo exposto acidentalmente ao césio-137 (Grupo A), no qual pais e maes foram
expostos; e Flores (2008) encontrou 09 mutagbdes de origem paterna em 12 loci
STR autossdbmicos analisados no grupo ocupacionalmente exposto durante o
acidente radioativo (Grupo B), no qual somente os pais trabalharam nas acgdes de

socorro e as maes nao foram expostas a radiacdo. O aumento da taxa de
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mutacao nos dois grupos (0,02) estaria relacionado a exposi¢cao a radiacdo gama
ionizante do césio-137.

As analises moleculares do cromossomo Y no presente estudo, foram
realizadas com DNA gendmico isolado de sangue periférico. Entretanto, utilizando
DNA isolado das células germinativas dos pais, pode ser possivel encontrar as
mesmas mutagdes observadas no DNA gendmico dos filhos.

A maioria das mutagdes foi observada em dois filhos (N°. 35 e 56) do grupo
de trabalhadores da defesa civil que atuou na assisténcia a populagdo, na
descontaminagao dos locais e na escolta e guarda dos rejeitos do acidente
radioativo com o césio-137. Esses trabalhadores foram reconhecidos como
ocupacionalmente expostos a radiagao ionizante e esse grupo possui, entre
outros profissionais, bombeiros e policiais militares que atuaram nas diversas
atividades durante e apés a deflagragao do acidente (Goias, 2002; Flores, 2008).

O envelhecimento natural desta populacdo somado a exposicédo a
radiagdo, aumenta a preocupacao e os cuidados no que se refere a prevencio do
cancer, o diagnostico precoce, mas também o acompanhamento das futuras
geragbes. Ha também o agravante de que muitos destes pacientes séao
portadores de habitos prejudiciais a saude (Goias, 1990; Wascheck, 2002).

Desta forma, a populagao exposta a radiagdo gama ionizante do césio-137,
oferece uma oportunidade para se compreender os efeitos bioldgicos da radiagao.
O conhecimento da extensdao dos danos genéticos causados pela exposi¢cao
permitira uma avaliagao direta do risco aos descendentes, além de contribuir para
prevencdo e provavel diagnéstico de patologias que poderdo surgir em

decorréncia a exposicao parental.
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7. CONCLUSAO

No Grupo A (exposicédo acidental), 12 individuos apresentaram mutacoes,
sendo 2 delecdes e 19 duplicacdes. Em 4 filhos, detectou-se a duplicagao, porém,
a mesma nao foi detectada nos respectivos pais.

Individuos do Grupo B (exposicdo ocupacional), trés pais e seus
respectivos filhos apresentaram mutacdes. Dois pais apresentaram duas
duplicagcdes ndo detectadas nos respectivos filhos. Um pai e seu filho
apresentaram uma delecao cada. Dois filhos apresentaram 22 mutacdes, sendo
que foram 7 duplicacdes e 15 delegdes, nao detectadas nos respectivos pais.

A taxa de mutagao no Grupo A foi de 0,08 e no Grupo B 0,13.

O Grupo A apresentou mais individuos com poucas mutagdes. Entretanto o
Grupo B apresentou poucos individuos, mas dois com muitas mutagdes.

A exposigao a radiacao ionizante de césio-137 possivelmente suscetibilizou
a ocorréncia de mutagdes, gerando quebras no DNA que potencializaram o
rearranjo entre as sequéncias de HERV presentes no cromossomo Y.

Sugere-se analisar amostras de DNA gendmico isolado das células
germinativas dos pais para verificar as mutagbes observadas no DNA genémico
dos filhos.

Sugere-se a realizagdo do espermograma para os pais e filhos.

Novos estudos deverao ser realizados para o acompanhamento as vitimas
e geragOes futuras, no intuito de verificar a fertilidade e a ocorréncia de novas

mutacodes.
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Anexo 01

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
DOS INDIVIDUOS EXAMINADOS

“Monitoramento genético retrospectivo da populacdo potencialmente exposta a radiagdo ionizante™.

I. Dados de identificacédo do sujeito da pesquisa ou responsavel legal

1. Nome:

Documento de Identidade Org. Exp.

Data de nascimento: / /

Endereco:

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

2. Responsavel legal

Natureza (grau de parentesco, tutor, curador, etc)

Documento de identidade Sexo: M () F ()
Endereco:

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

I1. Dados sobre a pesquisa cientifica

51

1. Titulo do protocolo de pesquisa: Monitoramento genético retrospectivo da populacdo

potencialmente exposta a radiacao ionizante.

2. Pesquisador responsavel: Dr. Aparecido Divino da Cruz, Superintendéncia Leide das

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

3. Avaliacdo do risco da pesquisa: Os procedimentos da pesquisa ndo oferecem riscos de

ocorréncia de algum dano imediato ou tardio para o paciente (apenas hematomas locais

apos a coleta).
4. Duracdo da pesquisa: Dezembro de 2006 a Dezembro de 2009.
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I11. Registro das explicacdes do pesquisador ao paciente ou seu representante legal
sobre a pesquisa

NOs conduzimos um estudo para encontrar provas de contaminacdo com o césio-137. Para
isso solicitamos aos membros do Corpo de Bombeiros que se julgarem de alguma forma
afetados com o acidente do césio-137 em 1987, que contribuam.

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

doacdo de amostras de sangue da veia do braco (10mL).

IV. Esclarecimentos dados pelo pesquisador sobre Garantias do sujeito da pesquisa

Todas as informagdes prestadas em questionario e durante a entrevista serdo de carater
confidencial e as informacdes colhidas serdo utilizadas somente para fins cientificos
descritos no protocolo desta pesquisa, sem qualquer identificacdo pessoal. Qualquer
provavel beneficio do estudo para o bem—estar da populacdo depende da exatiddo de suas
respostas. Portanto, se o Senhor ndo entender alguma das questdes, por favor, solicite todos
os esclarecimentos que julgar necessario sobre os procedimentos, riscos e beneficios
relacionados a pesquisa ou qualquer duvida. Os resultados dos estudos esclarecerdo apenas
se existe ou ndo possibilidade de contaminacdo com o Césio - 137, sendo necessarios
outros estudos para a confirmagdo. O sangue que sobrar da coleta sera guardado para que
outros exames e estudos sejam feitos no futuro. O Senhor tem a liberdade de ndo participar
do estudo, saber ou ndo dos resultados dos exames, e retirar seu consentimento a qualquer
momento deixando de participar do estudo, sem que isto traga qualquer prejuizo a
continuidade de sua assisténcia. Declaro que, ap6s convenientemente esclarecido pelo
pesquisador e ter entendido o que me foi explicado, consinto em participar do presente

Protocolo de Pesquisa em:

Goiania, / / Assinatura;
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Dados do grupo de estudo com os individuos expostos a radiacéo ionizante

c RADIACAO GRUPO DE
FAMILIA INDIVIDUO IDADE (rad) EXPOSICAO
| 09 Pai 49 101 |
943 Filho 13 - -
11 Pai 32 22,2 |
11 952 Filho 03 - -
954 Filho 10 - -
n 15 Pai 66 <222 |
950 Filho 16 - -
Grupo v 19 Pai 48 30 |
A 955 Filho 04 - -
Vv 26 Pai 70 - 1l
1008 Filho 16 - -
Vi 28 Pai 61 <20,025 |
970 Filho 06 - -
30 Avd 64 150,3 |
VIl 06 Pai 39 <20,04 |
965 Neto 12 - -
34 Pai 43 <20 "
Vil 35 Filho 13 - -
41 Pai 45 <20 ]
1X 43 Filho 22 - -
44 Filho 18 - -
50 Pai 43 <20 ]
X 52 Filho 19 - -
53 Filho 15 - -
I 54 Pai 49 <20 "
56 Filho 17 - -
58 Pai 41 <20 "
Xl 62 Filho 02 - -
67 Pai 47 <20 "
Grupo X1 69 Filho 26 - -
B 70 Filho 20 -
71 Pai 53 <20 "
XV 73 Filho 16 - -
75 Pai 42 <20 ]
xv 77 Filho 10 -
78 Pai 41 <20 ]
XVI 80 Filho 17 - -
81 Filho 14 - -
82 Pai 43 <20 ]
XVl 84 Filho 09 - -
85 Pai 41 <20 "
xvil 87 Filho 16 - -
95 Pai 43 <20 "
XIx 98 Filho 17 - -
Dissertacdo de Mestrado Jalsi Tacon Arruda



Anexo 03

54

PROTOCOLOS DE PCR

Tabela 1. Sequiéncia dos primers e tamanho esperado dos fragmentos.

Primer Seqiiéncia 5°- 3’ Regido Locus Tamanho (pb)
F - GAATATTCCCGCTCTCCGGA
SRY R - GCTGGTGCTCCATTCTTGAG Yp1L3 a2
F - CCTACCGCATCAGTGAATTTC
AMELY R- TCTGTATGTGGAGTACACATGG Yp Ypll 126
F - ACCRCTGTACTGACTGTGATTACAC
Y R- CACYTCTTTGGTATCYGAGAAAGT ves o R
AZFa-proxl F-CTTAAATGTTGACTCTTCACC 126
P R - GCCTTGTGTAGAATAAGCAGATCA
Sves F - CTTGAATCAAAGAAGGCCCT 977
R- CAATTTGGTTTGGCTGACAT
AZFa-nrox? F - GGTTCCTGAACAGGGGACT 20
P R - GGCAGCAGAAGGGCCTCTC
Sv86 F - GTGACACACAGACTATGCTTC 320
R - ACACACAGAGGGACAACCCT
syss F - TGGCAATTTGCCTATGAAGT 369
R - ACAGGCTATTTGACTGGCAG
Svss F - AGAAGGGTCTGAAAGCAGGT 326
R - GCCTACTACCTGGAGGCTTC
F- CACTTTATTTTAGTCTGTGTCTTTTTC
USPY R - AAACTTAGTAACATCTATTTCTCCTCT AZFa 305
Svg7 F- TCTGTTGCTTGAAAAGAGGG 250
R - ACTGCAGGAAGAATCAGCTG
DBY F-TTTTTTTTGAGACGGAGTCTTG 971
R - CTTGACAAATCCTGAATAATACAAA
) F- TTGTCCTTCAATGCAGATG
AZFa-distl R - GGCTTCTAGTAGTATGGTC 390
1262 F - CTGACTGATCAAAATGCTTACAGATC 47
R- TCTTCTAGAATTTCTTCACAGAATTG
AZFa-dist2 F - GCACTCCAGAAAGATAATACATC 271
R - GTTCCCCATTCATTATACTGTTAGC
UTYpe F - AAAGTATTACGGAAGTTTGCTG 138
P R - CACTGACTATATGTTTTCTACTG
F-AACACGCATTTCCTTTTCAA
SY106 R- TTTAGCCATAATTATCTG TGGAAGA Ya 231
F - CAGGCAGGACAGCTTAAAAG
Sy124 R - ACTGTGGCAAAGTTGCTTTC 109
Sv127 F - GGCTCACAAACGAAAAGAAA 074
R - CTGCAGGCAGTAATAAGGGA AZFb
Sy134 F - GTCTGCCTCACCATAAAACG 301
R - ACCACTGCCAAAACTTTCAA
SY135 F - CATTTCCACATTATGATAATTATGC 253
R - ACCCAGAGAGTAGAAACAGTGC
F - GCAGGATGAGAAGCAGGTAG
SY143 R - CCGTGTGCTGGAGACTAATC 311
F-TCATTTGTGTCCTTCTCTTGGA
SY1197 R - CTAAGCCAGGAACTTGCCAC AZFb+c 453
Sv1291 F - TAAAAGGCAGAACTGCCAGG so7
R - GGGAGAAAAGTTCTGCAACG
F-GTGGGGGTTTCACATTATGG
SY1125 R - GGTCACAGACTCACATTTAAGCA 283
F - ACCTAAGGGAACCCAGGAGA
SY1054 R - CGACACTTTTGGGAAGTTTCA 340
F - GCTAGAACCAAATATTCTGGAT
YDAZ3 R - ACTCCTCAGACACTCTATTAGTT — 256
Sy254 F - GGGTGTTACCAGAAGGCAAA 400
R - GAACCGTATCTACCAAAGCAGC
F - GTTACAGGATTCGGCGTGAT
SY255 R - CTCGTCATGTGCAGCCAC 126
F - GAGTGGTCAAAGGAGCCAAA
RHB5618 R - AGGAGCCACCTCCCTGAG 144
pb: pares de base; R: A/G; Y: C/T. Os marcadores estdo descritos de acordo com a seqiiéncia em que
aparecem no cromossomo, Ypter > Yqter (Kamp et al., 2000 e 2001).
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SRY (472 pb)
ZFX/Y (495 pb)
AMELY (126pb)
REAGENTES [JUTILIZADA VOL. P/ 1 AMOSTRA
Tampéo (10X) 1X 2,5ul
MgCl, (50mM) 1,5mM 1,5uL
DNTPs (10mM) 1,25mM 2ulL
Taq polimerase (5U/uL) 1,5U/uL 0,3uL
Primer sense (1mM) 20pMol 0,5uL
Primer antisense (1mM) 20pMol 0,5uL
H,O Mili Q 15,7uL
DNA amostra 200ng/pL 2uL
Volume final 25uL
OBS: volumes para cada primer.
CICLAGEM
TEMPERATURA TEMPO N° CICLOS

94°C 5 minutos 1

94°C 1 minuto

55°C 1 minuto 35

72°C 1 minuto

72°C 7 minutos 1

4°C ©
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AZFa-prox1 (126pb) SY83 (277pb)
AZFa-prox2 (220pb) SY85 (369pb)
SY87 (252pb) AZFa-distl (390pb)
AZFa-dist2 (271pb) SY106 (231ph)
SY124 (109pb) SY135 (253pb)
SY143 (311pb) SY1197 (453pb)
SY1291 (527pb) SY1125 (283pb)
SY1054 (340pb) YDAZ3 (256pb)
RH65618 (144pb)
REAGENTES [JUTILIZADA VOL. P/ 1 AMOSTRA
Tampéo (10X) 1X 2,5ul
MgCl, (50mM) 1,5mM 2uL
DNTPs (10mM) 1,25mM 2ulL
Taq polimerase (5U/uL) 1,5U/uL 0,3uL
Primer sense (1mM) 20pMol 0,5uL
Primer antisense (1mM) 20pMol 0,5uL
H,O Mili Q 15,7uL
DNA amostra 200ng/pL 2uL
Volume final 25puL
OBS: volumes para cada primer.
CICLAGEM
TEMPERATURA TEMPO N° CICLOS

94°C 5 minutos 1

94°C 1 minuto

56°C 1 minuto 35

72°C 1 minuto

72°C 7 minutos 1

4°C 0
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SY254 (400pb)
SY255 (126pb)
REAGENTES [JUTILIZADA VOLUME P/ 1 AMOSTRA
Tampao (10X) 1X 2,5uL
MgCl, (50mM) 1,5mM 1,5uL
DNTPs (10mM) 1,25mM lulL
Taq polimerase (5U/uL) 1,5U/uL 0,3uL
Primer sense (1mM) 20pMol 0,5uL
Primer antisense (1mM) 20pMol 0,5uL
H,O Mili Q 15,7uL
DNA amostra 200ng/pL 2uL
Volume final 25uL
OBS: volumes para cada primer.
CICLAGEM
TEMPERATURA TEMPO N°. CICLOS

94°C 5 minutos 1

94°C 1 minuto

56°C 1 minuto 35

72°C 1 minuto

72°C 7 minutos 1

4°C e
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USPIY (305pb) DBY (271pb)
122 (427pb) UTYpe (138ph)
REAGENTES [JUTILIZADA VOLUME P/ 1 AMOSTRA
Tampao (10X) 1X 2,5uL
MgCl, (50mM) 1,5mM 2uL
DNTPs (10mM) 1,25mM 2uL
Taq polimerase (5U/uL) 1,5U/uL 0,3uL
Primer sense (1mM) 20pMol 0,5uL
Primer antisense (1mM) 20pMol 0,5uL
H,O Mili Q 15,2uL
DNA amostra 200ng/pL 2uL
Volume final 25puL
OBS: volumes para cada primer.
CICLAGEM
TEMPERATURA TEMPO N°. CICLOS

94°C 5 minutos 1

94°C 1 minuto

57°C 1 minuto 35

72°C 1 minuto

72°C 7 minutos 1

4°C ©
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SY127 (274pb)

SY134 (301pb)
REAGENTES [JUTILIZADA VOLUME P/ 1 AMOSTRA
Tampao (10X) 1X 2,5uL
MgCl, (50mM) 1,5mM 3uL
DNTPs (10mM) 1,25mM 2uL
Taq polimerase (5U/uL) 1,5U/uL 0,3uL
Primer sense (1mM) 20pMol 0,5uL
Primer antisense (1mM) 20pMol 0,5uL
H,O Mili Q 15,2uL
DNA amostra 200ng/pL 2uL
Volume final 25uL
OBS: volumes para cada primer.
CICLAGEM
TEMPERATURA TEMPO N°. CICLOS

94°C 5 minutos 1

94°C 1 minuto

57°C 1 minuto 35

72°C 1 minuto

72°C 7 minutos 1

4°C e
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SY84 (320 pb)
SY86 (326 pb)
REAGENTES [JUTILIZADA VOLUME P/ 1 AMOSTRA
Tampao (10X) 1X 2,5uL
MgCl, (50mM) 1,5mM 1,5uL
DNTPs (10mM) 1,25mM 2ulL
Taq polimerase (5U/uL) 1,5U/uL 0,3uL
Primer sense (1mM) 20pMol 0,5uL
Primer antisense (1mM) 20pMol 0,5uL
H,O Mili Q 15,7uL
DNA amostra 200ng/pL 2uL
Volume final 25uL
OBS: volumes para cada primer.
CICLAGEM
TEMPERATURA TEMPO N°. CICLOS

94°C 5 minutos 1

94°C 1 minuto

58°C 1 minuto 35

72°C 1 minuto

72°C 7 minutos 1

4°C e
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Recombinag¢des homologas entre HERVS causa duplicac¢des na regido AZFa de
homens acidentalmente expostos ao césio-137 em Goiania

Resumo

A regido AZF contém diversos genes envolvidos na fertilidade masculina, localizados na
regido eucromatica do Yq, estdo fortemente associados aos defeitos da espermatogéne, tais
como a azoospermia e a oligozoospermia. Durante 0 monitoramento genético-retrospectivo
dos individuos que foram expostos ao Césio-137, realizado frequentemente, foram
analisadas a ocorréncia de possiveis mutacdes relacionadas a regido AZF do cromossomo
Y de homens expostos, assim como na prole desses individuos. O DNA genémico de 16
individuos foram analisados para os STS: sY84, sY86 (AZFa), sY127, sY134 (AZFb) e
sY254, sY255 (AZFc), e os genes SRY e ZFX/Y. Como grupo controle foi utilizado o DNA
genébmico de 55 homens saudaveis e sem historia prévia de exposicdo a radiacdo. Os
individuos expostos apresentaram todos os STS amplificados, porém, sY84 e sY86
apresentaram uma duplicacdo em 12 (75%) dos individuos analisados. As familias dos
radioexpostos foram classificadas de A a G, para que os dados fossem facilmente
representados. As familias B e E apresentaram a duplicacdo tanto nos pais quanto nos
filhos para sY84 e sY86. Entretanto, as familias A, C, D e F os pais ndo apresentaram a
duplicacdo, mas seus filhos sim. Destas quatro familias, os filhos em A e D apresentaram a
duplicacdo para 0sY84 e sY86. Ja nas familias C e F somente houve uma duplicacdo do
sY84 dos filhos. A familia G apresentou duplicacdo de sY84 desde o avl até o neto.
Recombinagdes nédo-alélicas entre duas sequiéncias de retrovirus enddgenos humanos
(HERV) de ~10kb que flanqueiam 780kb da regido AZFa causam rearranjos - dele¢fes ou
duplicacdes, e o0 HERV distal possui um elemento L1 com ~1.5kb. As duplicagdes
possivelmente foram geradas por mecanismos mutacionais, que podem ter sido
potencializadas pelas radia¢fes ionizantes do Césio-137 e que acarretou na recombinacgao
homologa nado-alélica entre os HERV. Os hotspots dentro do HERV medeiam as
recombinacGes em AZFa e as duplicagdes mostram que a diversidade entre as copias
duplicadas sdo compativeis com a fertilidade masculina, uma vez que, até a presente data,
nenhum dos individuos expostos apresentou ou apresenta problemas de fertilidade.

Palavras-chave: HERV, cromossomo Y, AZFa, desordem genética.
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