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RESUMO

O crescimento da populag@o e o surgimento da industria quimica moderna culminou em mudancas
significativas na produtividade agricola. A necessidade de uma producdo cada vez maior de
alimentos tem estado atrelada ao uso de substancias quimicas afim de controlar e melhorar o
desenvolvimento dos produtos agricolas. No Cear4, especificamente na regido do Baixo Jaguaribe,
foi com a chegada da agricultura empresarial que houve uma reordenag¢do do agronegdcio na regido.
A exposicdo a pesticidas é muitas vezes considerada um fator importante subjacente ao aumento do
risco de distirbios da medula éssea, incluindo leucemia, sindrome mielodisplasica (MDS) e
mieloma miltiplo em populagdes agricolas. Os danos genéticos cumulativos sdo eventos
importantes para o desenvolvimento da carcinogénese e a falta de eficacia no sistema de reparo do
DNA ¢ considerado um dos principais fatores contribuintes. Avaliamos a expressao génica de alvos
relacionados aos mecanismos de reparo do DNA, nomeadamente os genes de reparo de fita simples
do DNA (SSB: CSA, CSB, XPA, XPC e XPG) utilizando PCR quantitativa em tempo real a partir
de amostras de medula dssea de noventa agricultores. Além disso, também investigamos Cari6tipo
das células da medula Ossea pela G-Band para confirmar as alteracdes citogenéticas. Os
participantes foram recrutados no Limoeiro do Norte, um municipio no Nordeste do Brasil
reconhecido pela intensa atividade agricola e dividido em trés grupos de acordo com seus
segmentos de trabalho: grande produtor (GP), agricultura familiar (AF) e agricultura ecoldgica
(AE). Houve diferencas significativas entre os trés grupos. Os individuos do grupo GP
apresentaram niveis de transcricdo significativamente inferiores de XPG (p = 0,004), CSA (p =
0,000), em comparacdo com o grupo AO. Entre os agricultores expostos aos agroquimicos,
descobrimos que aqueles com mais de 12 anos de exposi¢do apresentaram uma diminui¢do geral da
expressdo de XPC (p = 0,001), XPG (p = 0,010) e CSB (p = 0,05) em comparacdo com aqueles que
foram expostos a menos de 12 anos. Além disso, detectamos correlacdes significativas (p <0,05)
entre XPC e CSB (r = 0,658), XPC e XPG (r = 0,641), XPA e CSB (r = 0,635), XPA ¢ XPG (r =
0,627), XPG E CSA (r =0,536), CSA e CSB (r = 0,515), XPA e XPC (r = 0,496), XPA e CSA (r =
0,327). Embora essas correlacdes mostrem a relacdo intrinseca global entre os genes de fita simples
e fita dupla do DNA nas células da medula 6ssea desses individuos, é certamente notdvel o fato de
que a grande maioria dos genes de reparo de DNA investigados estavam baixo expressos em
agricultores expostos a pesticidas, o que muito aumenta o risco de desenvolver cancer de medula
dssea.

Palavras chave: agrotoxicos, lesoes no DNA, genes de reparo, expressdo génica.



ABSTRACT

Population growth and the arising of the modern chemical industry have culminated in significant
changes in agricultural productivity. The need of a increasingly food production has been linked to
the use of chemicals to control and improve the development of agricultural products. In Cear4,
specifically in region of Baixo Jaguaribe, the arrival of business agriculture has caused a re-ordering
of agribusiness. Exposure to pesticides is often considered a major factor underlying increased risk
of bone marrow disorders, including leukemia, myelodysplastic syndrome (MDS) and multiple
myeloma in agricultural populations. Cumulative genetic damages are important events for the
development of carcinogenesis and lack of efficacy in the DNA repair system is considered a major
contributing factor.We evaluated the gene expression of targets related to DNA repair mechanisms,
namely genes from the classes single strand break (SSB: CSA, CSB, XPA, XPC and XPG), using
quantitative real time PCR from bone marrow samples of ninety farmers. Further, we also
investigated karyotype of bone marrow cells by G-Band to confirm cytogenetic alterations. The
participants were recruited from Limoeiro do Norte, a municipality in the northeastern of Brazil
recognized by its intense agriculture activity, and divided into three groups according to their work
segments: agriculture industry (Al), family farmers (FF) and organic farming (OF). There were
significant differences across the three groups. Al individuals presented significantly lower
transcript levels of XPG (p=0.004) and CSA (p=0.000) compared to the OF group. Similarly, FF
presented significantly lower XPG (p=0.012) mRNA expression levels than OF. Among the farmers
exposed to agrochemicals, we detected that those with more than 12 years of exposure showed an
overall decrease in expression of XPC (p=0.001), XPG (p=0.010) and CSB (p=0.05) compared to
those who had been exposed to less than 12 years. In addition, we detected significant correlations
(p<0.05) between XPC and CSB (r=0.658), XPC and XPG (r=0.641), XPA and CSB (r=0.635), XPA
and XPG (r=0.627), XPG and CSA (r=0.536), CSA and CSB (r=0.515), XPA and XPC (r=0.496),
XPA and CSA (r=0.327). Whilst these correlations highlights the overall intrinsic relationship
between single and double DNA strand breaks genes in bone marrow cells of these individuals, it is
certainly notable the fact that the vast majority of the DNA repair genes investigated were
downregulated in farmers exposed to pesticides, which vastly increments the risk of developing
bone marrow cancers.

Key words: pesticides, DNA damage, repair genes, gene expression.
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1 INTRODUCAO

1.1. Breve histérico da questio rural

O processo denominado “Revolucdo agricola” no periodo neolitico foi caracterizado
pela introducdo da produ¢do de alimentos pelo homem por meio da agricultura. Esse processo
reduziu significativamente a coleta e a caca para alimentacdo, ofertando, consequentemente,
um novo modelo de vida para homem, dando-o maior controle sob o meio ambiente e o
abandono da vida ndmade (CAMPOS; MIRANDA, 2005).

A partir disso, a humanidade incorporou a atividade agricola em seu cotidiano ao longo
da histéria, de modo que as civilizagdes tiveram que intervir e aprimorar sua forma de se
relacionar com o meio ambiente. Com o inicio do cultivo de alimentos, varias condutas
padrdes tiveram que ser estabelecidas e esses procedimentos até hoje fazem parte da
sociedade, como assentamentos fixos, domestica¢do de animais e plantas, divisdo de trabalho
e exercicio do poder (CAMPOS; MIRANDA, 2005).

O processo de producdo agricola tem passado por uma série de transformacdes
tecnoldgicas e organizacionais cujo resultado mais contundente tem sido o aumento da
produtividade (JOBIM et al., 2010). Tal processo de expansado das terras destinadas ao cultivo
e consequente aumento da produgdo teve inicio nos séculos XVIII e XIX, mas foi
intensificado a partir da Segunda Guerra Mundial, caracterizando o século XX, entre outros
aspectos, por um intenso e continuo processo de mudanga na area agricola (SORJ, 2008).

Essas mudancas, com destino ao aumento da produtividade, estdo intimamente
relacionadas a trés aspectos em particular. Primeiramente, mudancas tecnoldgicas
caracterizadas pela substituicio da mao de obra por maquinaria, grande responsavel pelo
éxodo rural; a segunda, inicio do uso de agrotéxicos no campo, intensificados apds a Segunda
Guerra Mundial; e por fim, a introdu¢cdo dos organismos geneticamente modificados, os
alimentos transgénicos (SILVA et al., 2005).

Ainda atrelada as mudancas que a producdo do préprio alimento trouxe para o homem e
a sociedade como um todo, esta a chamada “Revolucdo Verde”. Movimento que teve inicio
em meados de 1960 (ALBERGON; PELAEZ, 2007), evidenciado por ser um novo modelo
tecnolégico de producdo agricola que resultou no desenvolvimento de novas atividades de
producdo de insumos, como tratores, agrotoxicos, assim como producdo de sementes

melhoradas, sistemas de irrigacdo e maquindrios modernos. A promessa era de que essa
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revolucdo aumentaria a producdo de alimentos em larga escala com o objetivo de erradicar a
fome (ALBERGON; PELAEZ, 2007; AQUINO et al., 2007).

No Brasil, engatado a essa mesma proposta da “Revolugao Verde”, a chegada de
agrotoxicos estd ligada ao pds-guerra, pois a utilizagdo de substdncias quimicas ji era
evidente desde antes a década de 1950 (SILVIA et al., 2004; AUGUSTO et al., 2005). Mas
foi a partir da década de 1960 que a cultura do uso de agrotéxicos foi de fato implantada,
quando o Plano Nacional do desenvolvimento (PND) adotado pelo governo obrigou os
agricultores a comprarem uma cota definitiva de agrotxicos, em troca eram oferecidos
créditos agricolas rurais (JOBIM et al., 2010).

Desde entdo, o uso de agrotoxicos aumentou substancialmente. De acordo com o
Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE), a populacio rural corresponde a quase
32 milhdes de pessoas e a populagdo rural economicamente ativa, a 12 milhdes de pessoas. E
quanto a producdo de agrotoxicos, o Brasil é o oitavo consumidor de agrotéxicos do mundo,
com uma produgdo correspondente a 250 mil toneladas por ano (JOBIM et al., 2010;
CARNEIRO et al., 2015).

O uso de agrotoxicos tem beneficiado agroindustrias e aumentado a produtividade,
caracterizando a “modernizacdo agricola”, no entanto, tem provocado danos a saide do
homem e ao meio ambiente, assim como tem gerado manejo incorreto do solo, contaminagao
dos recursos hidricos, dentre outros (SILVA et al, 2005). Atentar para as consequéncias do
contato a agrotoxicos, seja de forma direta ou indireta, ¢ de suma importancia para uma

sociedade que aponta para o crescimento e desenvolvimento.

1.2. Agrotoéxicos e sua problematizacao

O homem tem provocado alteracdes no meio ambiente e gerado residuos nesse processo
que podem ser de natureza sélida ou podem ser contaminantes quimicos potencialmente
téxicos para os seres vivos. Tais alteragdes tém mantido estreita relacdo com a saude da
populacdo e com a propagacdo dos contaminantes pelo solo e pela dgua. Assim, uma das
principais preocupacdes atuais € o uso indiscriminado de agrotoxicos na agricultura brasileira
(AUGUSTO et al., 2012).

No Brasil, o termo agrotdxico e afins pode ser definido, segundo o Decreto Federal n°
4.074, de 4 de janeiro de 2002, que regulamenta a Lei Federal n° 7.802, de 11 de julho de
1989, em seu Artigo 1°, Inciso IV, como:

Produtos e agentes de processos fisicos, quimicos ou bioldgicos, destinados ao uso nos
setores de producdo, no armazenamento e beneficiamento de produtos agricolas, nas
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pastagens, na protecdo de florestas, nativas ou plantadas, e de outros ecossistemas e de

ambientes urbanos, hidricos e industriais, cuja finalidade seja alterar a composicao da

flora ou da fauna, a fim de preserva-las da acdo danosa de seres vivos considerados
nocivos, bem como as substincias e produtos empregados como desfolhantes,
dessecantes, estimuladores e inibidores de crescimento.

Os agrotoxicos podem ser classificados de diferentes maneiras, uma das formas mais
comuns € ao tipo de praga em que destinam sua acdo. Eles podem ser divididos em
inseticidas, usados no controle de insetos, suas larvas e formigas; fungicidas para o combate
de fungos; e herbicidas no combate a ervas daninhas. No mercado nacional existe uma
concentracdo de agrotoxicos para essas categorias de produtos, os herbicidas representam
45% do total de agrotéxicos comercializados, enquanto os fungicidas respondem por 14%,
inseticidas 12% e demais categorias por 29% (ANVISA; UFPR, 2012).

Outra forma de classificacao dos agrotéxicos € quanto a sua toxicidade (ver figura 1). A
Organizacdo Mundial de Satde (OMS) classifica em quatro graus os niveis de toxicidade dos
agrotoxicos e o governo federal estabeleceu cores para orientar os trabalhadores quanto ao
grau de cada um. E importante frisar que a toxicidade de uma substancia tem correlacio direta
com frequéncia, duracdo da exposi¢do, via de administracdo e também com a estrutura
quimica do pesticida envolvido (CONCEISSAO, 2003), caracterizando a grande variacdo de
acdo e toxicidade dos agrotoxicos.

Dentre os herbicidas comercializados no Brasil, alguns merecem destaque devido as
suspeitas de mutagenicidade e carcinogenicidade envolvendo esses produtos, é o caso do
paraquat, glifosato, triazinas e derivados do acido fenoxiacético, como o 2,4 — D, muito
utilizado em pastagens e plantagdes de cana-de-agcicar (CARNEIRO et al., 2015). Essas
substancias possuem efeitos adversos a sadde, estando relacionados com intoxicacdes e
desenvolvimento de cancer, como € o caso do glifosato, um dos herbicidas mais utilizados nos
Estados Unidos e no mundo, em que estudos demonstraram sua relagdo com o
desenvolvimento de linfoma ndo Hodgkin e mieloma multiplo (COX,2004; CLAPP, 2007).

Os organoclorados fazem parte do grupo de inseticidas de lenta degradacdo com
capacidade de acumulagdo nos tecidos organicos, tendo poder de contaminagdo nio apenas de
forma direta, mas também por meio da cadeia alimentar, através da ingestdo de alimentos e
dgua contaminada (LIMA et al., 2009). Um exemplo € agrotéxico diclorodifenil tricloroetano
(DDT), que foi banido de varios paises desde a década de 1970. No Brasil, devido o possivel
potencial carcinogénico, muitos dos organoclorados tiveram seu uso e distribui¢do proibidos

pela portaria n° 329, de 2 de setembro de 1985. No entanto, algumas substancias foram
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liberadas em cardter emergencial, como endossulfam e o dicofol (Portaria n® 95, de 21 de
novembro de 1985).

Agrotéxicos que também sdo amplamente utilizados na agricultura sdo os
organofosforados, carbamatos e piretroides, sdo inseticidas que podem ser facilmente
absorvidos pelas vias digestiva, respiratéria e cutanea. Sao distribuidos no organismo pela
corrente sanguinea, sofrem biotransformagdo e também sao responsdveis por intoxicacdes e
danos ao organismo (MATOS et al., 2002).

Em um estudo realizado pelo Programa de Andlise de agrotéxicos em Alimentos
(PARA) entre os periodos de 2013 a 2015, foi demonstrado que de 12.051 amostras de 25
alimentos de origem vegetal analisadas de 27 estados do Brasil, 2.371 (19,7%) apresentaram
resultado insatisfatorio. Além disso, 2.211 dessas amostras mostraram ingredientes ativos
(IA’s) que estdo em processo de reavaliacdo toxicoldgica, ndo sendo autorizados para cultura
(ANVISA 2015). Dentre os agrotéxicos com maior nimero de irregularidades encontrados na
andlise estd o acefato, o carbendazim e o clorpirifés (ANVISA 2015).

O uso de agrotéxicos ndo autorizados ou em processo de reavaliacio € bastante perigoso
para o consumo, visto ndo ser considerado o cédlculo da ingestdo didria aceitavel (IDA) e
apresentar alto grau de toxicidade. Agrotoxicos como o endosulfan, metamidofos e o acetato,
que sdo proibidos em vérios locais do mundo, no Brasil ha pressdes do setor agricola para que
os mesmos sejam mantidos no mercado (CARNEIRO et al., 2015). Dos 50 agrotéxicos mais
utilizados em nossas lavouras, 22 sdo proibidos na Unido Europeia, 14 estdo em processo de
reavaliagdo e alguns com previsdo para serem retirados do mercado (CARNEIRO et al.,
2015).

O Programa de Andlise de agrotoxicos em Alimentos (PARA) afirmou que entre 2008 e
2010 o uso de agrotoxicos ndo autorizados (NA) e a presenca de residuos acima do limite
maximo permitido (LMR) ainda € bastante evidente, ou seja, hd necessidade de maiores
medidas com destino a diminuir os riscos da utilizacdo de agrotéxicos (CARNEIRO et al.,
2015), tanto para o trabalhador rural, quanto para a populacdo em geral, que também assume
esses riscos ao consumirem alimentos contaminados.

Os trabalhadores rurais no Brasil, que por vezes apresentam baixo nivel de escolaridade,
ndo passaram por nenhum treinamento para utilizar os pesticidas ou desconhecem a situacao
de risco e nao utilizam equipamentos de prote¢do coletiva e individual para a aplicagdo e
manipulacdo dos produtos (AUGUSTOS et al., 2012; CASTRO; CONFALONIERI, 2005),
sdo os mais carentes de medidas preventivas e meios que os protejam dentro do setor agricola.

Embora pesquisas internacionais € no Brasil tenham demonstrado os efeitos nocivos dos
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agrotoxicos, a luta dos pesquisadores que investigam este problema com o aparato cientifico e
juridico que atuam junto com corporagdes industriais do setor quimico ainda € muito acirrada,
principalmente com o argumento de contestarem a validade de provas cientificas contra seus
produtos (LIMA et al, 2009). Demonstrando assim, a importancia da continuidade e reforco
aos estudos que corroborem para comprovar os danos que produtos quimicos agricolas podem
causar.

Ressalta-se, ainda, a importancia da ampliagdo de a¢des de monitoramento de residuos,
a fiscalizacdo da qualidade, assim como a reavaliacdo toxicolégica dos agrotdxicos. O
objetivo € reduzir a exposicao ocupacional e consequente danos a saude dos trabalhadores e
diminuir exposi¢do dos consumidores as substancias quimicas de maior perigo (ANVISA,

2012).

Figura 1. Classificacdo dos agrotéxicos de acordo com sua toxicidade.

CLASSE TOXICIDADE COR DA FAIXA
I Extremamente téxico
II Altamente téxico
I Medianamente téxico
IV Pouco téxico

Fonte: Adaptado do Ministério da Sauide, 2006.

1.3. Agricultura no Vale do Jaguaribe

O Vale do Jaguaribe esta localizado na regido leste do estado do Ceard, onde localizam-
se 80 municipios e estd subdividido em trés partes, no alto, médio e baixo Jaguaribe. Segundo
o IBGE, o baixo Jaguaribe é composto pelos seguintes municipios: Alto Santo, Ibicuitinga,
Jaguaruana, Limoeiro do Norte, Morada Nova, Palhano, Quixeré, Russas, Sdo Jodao do

Jaguaribe e Tabuleiro do Norte (IBGE, 2012).

O baixo vale do rio Jaguaribe por muito tempo tem sido espaco de desenvolvimento de
minifindios com cultivo de frutas, algoddo, cera de carnaiba e pecudria extensiva. Além
disso, teve a atividade agricola acentuada nos anos de 1980 por projetos de irrigacdo voltados
ao combate a seca (CARNEIRO et al., 2015). Mas foi a chegada da agricultura empresarial
que trouxe mudancas significativas na questdo fundidria e econdmica da regido (RIGOTTO et

al., 2013).
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A cidade de Limoeiro do Norte, localizada entre o rio Jaguaribe e o rio Quixeré, no sopé
da chapada do Apodi, estd na divisa do Ceard e Rio Grande do Norte (Figura 2). Essa regido
se destaca pela grande producdo agricola e diversidade de culturas, como o cultivo de limao,
abacaxi, uva, milho e mamao, dentre outros (IPECE, 2016; MILHOME et al., 2009). No
entanto, sobressalta-se na regido o agronegdcio da banana, o qual faz uso das terras férteis do
perimetro irrigado da Chapada do Apodi (RIGOTTO et al., 2011). O cultivo nessa drea
também ¢é caracterizado por ser destinado ao mercado de importacao e exportacdo, além de ser

constituido por assentamentos, pequenos produtores e dreas de agroecologia (IPECE, 2016).

Figura 2. Localizagido geogréfica de Limoeiro do Norte entre os estados do Ceard e Rio Grande do

Norte.

Nova do Norte

A partir dos anos 1970, a mecanizacdo e o uso de agrotoxicos ja eram evidentes na
regido do Baixo Jaguaribe e a chegada da agricultura empresarial proporcionou uma
reordenacdo da produgdo agricola, inserindo um segmento de proletdrios rurais que
conduziriam a alteragdes nas condi¢des sociais de vida e trabalho dos empregados do
agronegdécio. O modelo de produgdo destinado a investir em amplas extensdes de terras para o
cultivo de frutas passou a usar grandes quantidades de agrotéxicos, determinando a
vulnerabilidade e os riscos da populagdao (RIGOTTO et al., 2013).

Os trabalhadores expostos as substancias quimicas em grande escala no agronegdcio,
por vezes, também o fazem nas suas lavouras na agricultura familiar, sendo uma exposicao

multipla de agroquimicos e sem critérios de escolha dos produtos (RIGOTTO et al., 2011).
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Outro aspecto importante € a acentuada exposi¢do por meio da pulverizacdo aérea, que atinge
tanto a drea das plantacdes como dreas circunvizinhas, muitas vezes nao obedecendo a
instrucdo normativa n.2, de 3 de janeiro de 2008, estabelecida pelo MAPA, que define a
distancia minima de 500m entre as dreas pulverizadas e dreas de habitacdo (CARNEIRO,
2015).

Outro agravante em relacdo a exposi¢do desses trabalhadores é o fato de ndo disporem
de equipamentos de protecdo individual adequados durante o contato com as substancias, e
quando os té€m, fica em questdo a eficdcia e as condi¢cdes em que se encontram. Um dos
equipamentos necessdrios e de suma importancia é a mascara com filtro de carvao ativado,
que evita a inalagdo do produto téxico (VEIGA, 2007). No entanto, na maioria das vezes, esta
mascara ndo estd disponivel pela empresa ou o pequeno produtor ndo possui condi¢des para
adquiri-la, expondo-o de forma mais desfavordvel (RIGOTTO et al., 2011).

Ademais, tratando da pulverizacdo aérea na regido, é importante ressaltar que esta é
uma forma de contaminacdo ndo apenas para o ser humano, como ja mencionado antes, mas
também para o meio ambiente. Rigotto (2013) afirma que apenas 32% dos agrotoxicos
pulverizados permanecem nas plantas, o restante € dividido entre o que fica no solo (49%) e o
que € levado pelo ar (19%). Também se mostra evidente a contaminacdo de reservas hidricas
e dos lengdis fredticos, ocasionados pelo escoamento de dguas contaminadas. Na figura 3
estdo exemplificados ingredientes ativos de agrotoxicos utilizados na pulverizacdo aérea na
regido e suas classes de periculosidade ao meio ambiente.

Em um estudo realizado pelo 6rgdo estadual de recursos hidricos na regido do aquifero
Jandaira, localizado na regido limitrofe do Ceard e Rio Grande do Norte, foi possivel detectar
a presenca de ingredientes ativos em 6 de 10 amostras de dgua do aquifero. Além disso, entre
23 amostras oriundas de coletas de dguas subterrdneas e aguas distribuidas para consumo,
encontraram entre 3 e 12 amostras com a presenca de agroquimicos (COGERH, 2002).

E sabido que os danos dos agrotéxicos atingem o meio ambiente, a populagio que mora
proximo as dreas de cultivo, mas sobretudo, atingem os trabalhadores rurais. Um estudo
realizado entre o periodo de 2007 a 2011 evidenciou que 97% dos trabalhadores do
agronegocio e da agricultura familiar estudados estavam expostos a agrotoxicos, distribuidos
entre herbicidas, inseticidas e fungicidas. Dentro desse grupo estavam 4 a 30 IA’s constituidos
por grupos quimicos distintos, os quais 68,5% deles foram classificados como muito téxico e

extremamente téxico (RIGOTTO et al., 2011).
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Figura 3. Ingredientes ativos utilizados na pulverizacdo aérea na Chapada do Apodi e
sua classificacdo toxicoldgica e ambiental.

Agrotoxi r . 1. .
g OtOXECO.S/ grupo Classe toxicoldgica Classe ambiental
quimico
IT — Muito Perigoso e
Difenoconazol / Triazol I - Extremamente Téxico | Altamente Persistente no Meio
Ambiente
Epoxiconazol e IT — Muito Perigoso e
Piraclostrobina/Triazol e IT - Muito Toxico Altamente Persistente no Meio
Strobilurina Opera® Ambiente
IT — Muito Perigoso e
Piraclostrobina / Comet® II - Muito Toxico Altamente Persistente no Meio
Ambiente

Fonte: MARINHO; CARNEIRO; ALMEIDA (2011).
Adaptado de CARNEIRO et al., 2015.

1.4. Riscos toxicolégicos dos agrotoxicos

Pesticidas ou agrotéxicos sdo reconhecidos por serem constituidos por componentes
quimicos que apresentam efeitos adversos na saide humana (BOLOGNESI et al, 2011). A
populacdo em geral apresenta um grau de risco em relagdo ao uso de agrotdxicos, assim,
moradores proximos a dreas agricolas e moradores do meio urbano também se encontram sob
risco devido a permanéncia de residuos quimicos oriundos dos agrotéxicos nos alimentos
como carne, peixe, laticinios, frutas e verduras. (CARNEIRO et al, 2015). No entanto,
trabalhadores empregados na producgdo de agroquimicos € no seu uso na agricultura mostram
uma maior predisposi¢do aos potenciais efeitos dos pesticidas a saide humana, pois estio
sujeitos a uma maior contaminacio do que a populacdo em geral (SAILOJA et al, 2006).

Visto que a exposi¢do por agrotoxicos pode ocorrer pela via dérmica, digestiva,
respiratoria e também por contato ocular (THUNDIYIL, et al., 2008), € possivel determinar
quadros de intoxicacdo. Na intoxicacdo aguda, os sintomas surgem rapidamente, sdo féceis
de serem reconhecidos e diagnosticados, tendo um tratamento melhor definido. Diferente das
intoxicagdes cronicas, em que o surgimento dos sintomas € tardio, mas que podem acarretar
danos irreversiveis (ECOBICHON, 2001). Na figura 4, sdo apresentados os sintomas de
intoxicagdo aguda e cronica de alguns dos principais grupos quimicos de agrotdxicos.

Segundo o Sistema Nacional de Informacdes Toxico-Farmacoldgicas (SINITOX) foram

registrados, no periodo de 2007 a 2011, 26.385 casos de intoxica¢des por agrotoxicos de uso
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agricola e, em relacdo ao nimero de Obitos, 0s agrotoxicos de uso agricola corresponderam a
863 casos. Assim, apresentam um nimero maior de intoxicagdes e dbitos quando comparados
com outros meios de intoxicacdo demonstrados pela mesma pesquisa. Casos de
envenenamento e Obitos por agrotdéxicos de uso doméstico foram de 13.922/29,
respectivamente; produtos veterindrios 5.212 intoxicacgdes e 29 6bitos; e raticidas foram de
15.191 casos de envenenamento e 138 dbitos (BOCHNER, 2015).

Alguns IA’s dos agrotéxicos, com base em seus efeitos agudos, sdo classificados como
médio ou pouco téxicos. Todavia, os efeitos a longo prazo que estes constituintes podem
causar a saide sao manifestados em varias doencas (CARNEIRO, 2015). Desta forma, tanto o
uso quanto a exposicdo cronica de agrotoxicos tém sido alvo de pesquisas, visto os efeitos
patolégicos ao ser humano.

Estudos tém demonstrado que a exposi¢do a agrotoxicos pode atingir 0 sistema nervoso,
causando desde alteracdes neurocomportamentais a encefalopatias ou suicidios; sistema
respiratério, da asma a fibrose pulmonar; e ainda o sistema imunoldgico, enddcrino e
reprodutivo, podendo causar infertilidade masculina, aborto e malformacdes congénitas
(REMOR et al, 2009; BOLOGNESI et al, 2011).

Além disso, a exposi¢do a pesticidas tem sido associada com o aumento da incidéncia
de cancer de pulmio, de bexiga, de estomago, de figado e também com alteracdes na
hematopoiese e danos no DNA que contribuem para o desenvolvimento da sindrome
mielodisplasica, leucemias e linfoma nao Hodgkin (SAILAJA et al, 2006; MILIGI et al, 2006;
RIGOTTO et al, 2013).



Figura 4. Classificacdo e efeitos e/ou sintomas agudos e cronicos dos agrotoxicos

SINTOMAS DE
PRAGA QUE GRUPO SINTOMAS DE -
, 5 INTOXICACAO
CONTROLA QUIMICO INTOXICACAO AGUDA "
CRONICA
Fraqueza, célicas Efeitos neurotdxicos
Organofosforados e abdominais, vOmitos, retardados, alteragdes
carbamatos espasmos musculares e cromossomiais e
convulsdes dermatites de contato
N4useas, vOomitos, Lesdes hepaticas,
. contra¢des musculares arritmias cardiacas,
Inseticidas Organoclorados involuntérias lesdes renais e
neuropatias
periféricas
Irritagdes das conjuntivas, Alergias, asma
. ) e espirros, excitacao, bronquica, irritacoes
Piretroides sintéticos p g d d
convulsdes nas mucosas,
hipersensibilidade
Alergias
. . respiratdrias,
.. Tonteiras, vOmitos, tremores .
Fungicidas Ditiocarbamatos musculares, dor de cabega dermatites, doenca
’ de Parkinson,
canceres
Fentalamidas - Teratogéneses
.. .. . o Canceres (PCP-
Dinitroferéis e Dificuldade respiratéria, ~(
. . . ~ formacao de
pentaciclorofeno hipertermia, convulsoes .
dioxinas), cloroacnes
. . Inducdo da producdo
Perda de apetite, enjoo, § P §
i Fenoxiacéticos vOmitos, fasciculacdo de enzimas
Herbicidas ’ hepéticas, canceres,
muscular
teratogeneses
Lesdes hepaticas,
Sangramento nasal, .
e . dermatites de
Dipiridilos fraqueza, desmaios, .
L contato, fibrose
conjuntivites
pulmonar

Fonte: OPAS/OMS (1996).
Adaptado de CARNEIRO et al., 2015.

1.5. Efeito genotoxico dos agrotoxicos

O processo de carcinogénese, de modo geral, ocorre lentamente e caracteriza-se por
mudancas funcionais na célula que culminam em um descompasso do seu ciclo replicativo,
perda do controle da divisdo celular, e que podem ser induzidas por agentes externos ou

internos ao organismo (KOIFMAN; HATAGIMA, 2003; ADAD et al., 2015).



28

Os agentes indutores externos, ou ambientais, sdo carcindgenos quimicos (solventes
aromdticos; clorados; agrotdxicos), fisicos (radiacOes ionizantes € ndo ionizantes; campos
eletromagnéticos) e bioldgicos (virus, microorganismos). J4 os agentes indutores internos
podem ser entre outros, hormonais, imunolégicos e enziméticos (RIBEIRO; SALVADORI;
MARQUES, 2003).

A maioria das células, quando regularmente danificadas por agentes mutagénicos,
principalmente de origem ambiental, buscam reconhecer e corrigir tais danos afim de manter
a sua integridade gendmica. Porém, devido a grande exposi¢do e/ou manuseio errdneo a
fatores carcinogénicos externos, os danos ao DNA podem ndo ser reparados, devido as
alteracdes nos mecanismos de regulacdo e replicacdo celular, culminando no crescimento
celular desregulado e cancer (DIZDAROGLU, 2015).

Os processos carcinogénicos induzidos por meio do uso de agrotoxicos possuem 0s
mais variados mecanismos de genotoxicidade e promocdo de tumores envolvendo mediadores
hormonais, imunolégicos e a produgdo de moléculas oxidantes (peréxidos), que sao moléculas
altamente instdveis com capacidade de modificar a estrutura de lipideos e proteinas na
membrana celular, alterando a permeabilidade celular (RODVALL; DICH; WIKLUND,
2003).

A maior parte dos agentes mutagé€nicos presentes nos agrotéxicos exibem um espectro
de mutagdes caracteristico, que depende de vérios fatores, incluindo a natureza das alteragdes
primdrias no DNA como: modificagdes de base, mudancas nos residuos de agucar ou fosfato,
quebras de filamentos, ou incorporagdes de bases modificadas, e os subsequentes efeitos
secundérios, causados pela resposta do organismo a estas modificagdes. Estes efeitos
secundérios podem incluir a acdo de vdrias formas de reparo do material genético e a
duplicacdo de filamentos filhos sobre moldes modificados (REIS et al., 2011).

Portanto, a relacdo entre a exposicdo aos agrotoxicos e sua potencialidade ao
desenvolvimento do cancer estd intimamente relacionado com a capacidade de agentes
genotdxicos interagirem quimicamente com o material genético, formando adutos, gerando
alteracdes oxidativas e ocasionando lesdes na molécula de DNA, com consequéncias danosas
em genes cruciais para manutencdo da estabilidade gendmica (KOIFMAN; HATAGIMA,
2003; ADAD et al., 2015).

1.6. Lesoes no DNA

O genoma de todos os organismos estdo constantemente sofrendo modificagdes, seja

por moléculas reativas enddgenas resultantes do metabolismo celular, da replicagdo e
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recombinacdo do DNA, ou por fatores exdgenos, como agentes fisicos, quimicos e bioldgicos
(IYAMA e WILSON, 2013). Pesticidas sdo agentes quimicos que demonstram um alto
potencial genotéxico com capacidade mutagénica, nos quais podem acarretar danos ao DNA
(BOLOGNESI, 2003). Esses danos no DNA quando nao sdo corretamente reparados podem
ocasionar um actimulo de mutagdes em genes fundamentais para o metabolismo e
crescimento celular normal (HOEIJMAKERS, 2009).

Estima-se que lesdes enddgenas ocorram milhares de vezes ao dia no genoma de todas
as células humanas, no entanto, um sistema de reparo tenta impedir a persisténcia de tais
lesdes no DNA (LANGIE et al., 2015). Esse mecanismo de reparo equilibra a quantidade de
danos que ocasionalmente ocorrem nas células para que, desta forma, mantenha a estabilidade
e integridade gendmica. Mas uma elevada frequéncia de mutagdes pode ocorrer a0 genoma
ocasionando modificagdes bioldgicas, nos quais sdo resultado de uma instabilidade genémica
que ocorre quando varios processos envolvidos na manutengdo e replicacio do genoma nao
estdo funcionando corretamente, como o proprio sistema de reparo do DNA, ou quando ha
uma relevante exposi¢cdo a agentes carcindgenos (OZTURK e DEMIR, 2011; LANGIE et al.,

2015), como mostrado na figura 5.

Figura 5. Mecanismos celulares que ligam exposi¢ao a compostos quimicos e cancer.
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Fonte: Adaptado de Langie et al. (2015).

As respostas aos danos no DNA podem ser definidas como uma rede de vias de

sinalizacdo na qual as lesdes no DNA atuam como um sinal inicial que € detectado por
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proteinas sensores e transmitido aos efetores por transdutores de sinais. Portanto, fendtipos
celulares causados por estresse genotdxico sao reconhecidos por essa cascata de sinalizacao
controlada por um conjunto de proteinas. (SO; OUCHI, 2014).

Existem vérias linhas de defesa contra a inducdo e persisténcia de dano ao DNA de
uma célula. Primariamente, existem os agentes que previnem a formacdo do dano como
peptideos detoxificantes e os antioxidantes, como vitamina C e E. Secundariamente, ha vias
de resposta ao dano no DNA que removem um erro ja existente através de vias de reparo de
DNA reduzindo assim a possibilidade de inducdo de mutagdes. E, por fim, existe a célula ja
lesada que pode ser eliminada através de morte espontanea ou apoptose (OZTURK e DEMIR,
2011).

Portanto, uma célula que acumulou uma por¢ao de danos em seu DNA e que nao possui
suas linhas de defesa contra a persisténcias de tais erros em correto funcionamento pode
entrar em trés possiveis situacdes: senescéncia, apoptose ou desenvolvimento de um tumor.
Assim, varios sinais de danos ao DNA e vias de reparo podem ter impacto significativo no

progndstico e tratamento para vdrios canceres (LIN et al, 2016).

1.7. Mecanismo de reparo do DNA

O sistema de reparo do DNA é um dos processos de maior importancia para a maioria
dos organismos vivos € estd constantemente ativo, respondendo aos danos na estrutura do
DNA por meio de varios mecanismos. Sua atividade € relevante tanto para células precursoras
que estdo em proliferacdo quanto para células ja diferenciadas, no qual objetiva manter a
integridade dos individuos e garantir estabilidade gendmica, que consequentemente &
essencial para manter a viabilidade e longevidade de um organismo (OZTURK; DEMIR,
2011, IYAMA; WILSON, 2013, TORGASHEVA et al, 2016).

O mecanismo de reparo do DNA esta dividido em duas grandes vias, dependendo se a
lesdo acometa a fita simples ou atinja a dupla fita do DNA. A partir destas vias ha subdivisdes
de acordo com o tipo de lesdo que possa acometer o genoma. Para lesdes na dupla fita do
DNA (Double Strand-Break - DSB), os mecanismos atuantes poderdo ser a Recombinagdo
Homologa (HR) e a Juncdo de Extremidades Nao Homdlogas (NHEJ) (BRENERMAN et al.,
2014; JUNIOR et al., 2015).

As DSB’s s@o lesdes consideradas toxicas e mutagé€nicas, visto ocorrer a quebra de
estruturas de fosfato nas duas cadeias de DNA simultaneamente, sendo consideradas formas

mais citotéxicas de lesio (MEHTA; HABER, 2014; JUNIOR et al., 2015). Além disso, sdo
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bastante relevantes quanto a formacdo de aberragdes cromossOmicas e morte celular,
desencadeando no processo de instabilidade do genoma (JUNIOR et al., 2015).

O mecanismo NHEJ € caracterizado por atuar na juncio das pontas quebradas das fitas,
sendo assim considerada uma via ndo livre de erro, j4 que ndo usa uma fita como molde, logo,
estd bastante associado ao acometimento de anormalidades cromossdmicas (JEPPESEN et al.,
2011; BOULEY et al., 2015). No caso do mecanismo por HR, para unir as DSB’s faz-se o uso
de uma fita de DNA homoélogo como molde, e como consequéncia, esse tipo de reparo estd
menos propenso a erros ¢ promove maior fidelidade (JEPPESEN et al., 2011; IYAMA;
WILSON, 2013). Diversas doencas humanas derivam de deficiéncias em HR e NHEJ e
exibem defeitos no desenvolvimento imunoldgico e neuroldgico, assim como sensibilidade a
radiacdo, fenotipos de envelhecimento precoce e predisposicio ao cancer (IYAMA e
WILSON, 2013).

Quando h4 a presenca de lesdes na fita simples do DNA (SSB), os mecanismos atuantes
poderdo ser Reparacdo de Erros de Emparelhamento de Bases do DNA (MMR), Reparagdo
por Excisdo de Bases (BER) e Reparacdo por Excisdo de Nucleotideos (NER)
(BRENERMAN et al, 2014; JUNIOR et al, 2015). Desta forma, todas essas vias de reparo sao
fundamentais para manutencdo da estabilidade genomica e viabilidade dos organismos, visto
que as células estdo constantemente sofrendo danos. Essas lesdes podem ser por fonte
enddgenas, como espécies reativas de oxigénio e fontes exdgenas, produtos mutagé€nicos,
como agrotoxicos, e radiacdo (SAILAJA et al, 2006; JEPPESEN et al., 2011). A figura 6
sintetiza os principais agentes danificadores do DNA, as lesdes que causam e as consequentes

vias de reparo responsaveis pela remocao e reparacao das lesdes de DNA.



Figura 6. Lesdoes de DNA e suas principais vias de reparo

Fonte: Adaptado de Jeppensen et al. (2011).
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1.7.1. Mecanismos de Reparo de Fita Simples de DNA

Figura 7. Apresentacdo esquemdtica dos tipos de mecanismos de reparo em danos de fita

simples de DNA.
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Legenda: NER Nucleotide Excision Repair; MMR DNA Mismatch Repair; BER Base Excision Repair.
Fonte: Adaptado de Boland et al. (2005).
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1.7.1.1. Reparo por excisdo de base

O reparo por excisdo de base (Base Excision Repair — BER) atua nas classes mais
abundantes de lesdes espontaneas e induzidas que ocorrem no DNA e estd destinado a maioria

a processos enddgenos ou aqueles induzidos por exposi¢do a agentes

quimicos exdgenos ou radiacdo (TORGASHEVA et al., 2016; DIANOV e HUBSCHER,

das lesoes devidas

2013). O termo BER, originalmente, foi destinado a um conjunto de processos enzimaticos
que realizam o reparo de bases de DNA modificados quimicamente, como danos de hidrdlise,
danos oxidativos e danos alquilantes. Esses danos s@o inevitaveis, visto que sdo produtos
naturais da instabilidade do genoma ou que sdo produtos de reacdes com agentes

intracelulares produzidos naturalmente (BRENERMAN et al., 2014).
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A maquinaria de reparo por excisdo de base reconhece bases danificadas que, na
maioria das vezes, ndo causam distor¢cdo significativa a hélice do DNA. Além disso, tem
como caracteristica ser eventualmente iniciado por uma das vdrias glicosilases existentes, que
reconhecem e ddo inicio ao processo de BER com o objetivo de remover o nucleotideo
danificado (SPRY et al., 2007; WILSON et al., 2011). Lesdes removidas do DNA por BER
podem incluir uracil incorporados, pirimidinas fragmentadas, purinas N-alquiladas (7-
metilguanina, 3- metiladenina, 3-metilguanina), 8-o0xo-7,8-dihidroguanina (8-Ox0G),
timinaglicol e muitas outras (WILSON et al., 2011).

BER pode ser descrito em trés etapas, primeiramente, hd o reconhecimento de bases
alteradas ou inadequadas por meio das glicosilases que clivam nucleotideos anormais por
hidrdlise da ligacdo N-glicosilica entre a base e a desoxirribose, formando um sitio abdsico.
Por conseguinte, sitios apurinicos (perda de Adenina ou Guanina) ou apirimidinicos (perda de
Timina ou Citosina) — (AP) sdo removidos por um AP-endonuclease ou AP-liase, que cliva o
DNA na por¢do 5’ ou 3’ para o local AP, respectivamente. E entdo ocorre a excisdo da base
danificada. Neste momento o duplex de DNA estd intacto, ou seja, ndo hd quebras na
estrutura de fosfodiéster, mas ha a auséncia da base danificada, e por fim, ocorre a correcdo da
regido por meio de uma DNA polimerase e ligacdo da cadeia por uma DNA ligase (SPRY et
al., 2007; TORGASHEVA et al., 2016).

O mecanismo de BER é composto por duas vias: uma curta (Short-Patch Repair — SRP)
e uma longa (Long-Patch Repair — LRP) (OZTURK; DEMIR, 2011; BRENERMAN et al.,
2014). Na via curta, apenas um nucleotideo € excisado pela DNA glicosilase e entdo uma AP
endonuclease (APE1) forma as extremidades de DNA necessdrias ao inicio do processo de
sintese. Apos isso a polimerase B acuradamente insere o nucleotideo correto ao sitio abasico.
Finalmente, a ligacdo é feita pela enzima DNA ligase III. No mecanismo de via longa, varios
nucleotideos (de 2 a 10) sdo excisados e entdo as bases corretas sdo inseridas pelas enzimas
polimerase 06 € € em cooperagdo com o fator de replicacio C (RPC) e o antigeno nuclear de
proliferacdo celular (PCNA). Finalmente, as extremidades livres sdo seladas pela DNA ligase

I (DIZDAROGLU, 2015).

1.7.1.2. Reparo de erros de emparelhamento de bases

O reparo de emparelhamento de bases (Mismatch repais — MMR), assim como os outros
mecanismos de reparo, € essencial para a manutencdo da estabilidade gendmica (HERMANS
et al., 2016), sua funcionalidade esta na remog¢do de bases mal pareadas formadas por agentes

exdgenos e enddgenos que causam deaminagdo, oxidacdo e metilacao de bases, além de erros
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de pareamento decorrentes de insercoes, delecdes e erros de replicacdo (OZTURK; DEMIR,
2011).

Os erros no processo de replicacdo do DNA podem incorporar um nucleotideo errado a
cada 107 adi¢des e cerca de 0,1% desses erros gerados ndo conseguem ser reparados pelo
sistema MMR e podem levar a mutacdes (FISHEL, 2015). Além disso, o0 mau funcionamento
do mecanismo MMR pode resultar em um aumento de 100 a 1000 vezes nas taxas de
mutacdes espontaneas (HERMANS et al., 2016).

O mecanismo MMR inclui passos significativos para remocao do dano no DNA, como
o reconhecimento da lesdo, descriminagdo de fita, excisdo e reparo (RICHMAN, 2015). Trés
proteinas atuantes neste reparo, MutS, MutlL e MutH, estdo envolvidas no processo de
reconhecimento da incompatibilidade das bases e na incisdo endonucleotideo da cadeia de
DNA recém-sintetizada (HERMANS et al., 2016). Em mamiferos, as proteinas homdlogas
MutS (MSH1-6, MLH1 e MLH3) e MutL. (PMS1 e PMS2) sdo responsdveis pelo
reconhecimento dos locais com erros de pareamento. Em seguida, as bases mal pareadas sdo
excisadas pela enzima exonuclease I e por fim os nucleotideos que faltam sdo sintetizados
corretamente pela enzima polimerase 6 (OZTURK; DEMIR, 2011).

Defeitos na via MMR estdo associados a sindrome de Lynch em humanos, e também
resultam em instabilidade de microssatélites, que podem ocorrer em 15% dos canceres
colorretais. Além disso, podem estar envolvidos em canceres de endométrio, ovério, estbmago

e melanoma (RICHMAN, 2015; HERMANS et al., 2016).

1.7.1.3. Reparo por excisao de nucleotideo

O reparo por excisdo de nucleotideo (Nucleotide Excision Repair — NER) é um
mecanismo de reparo multiproteico capaz de corrigir danos no DNA que causam distor¢do em
sua hélice, compreende lesdes que abrangem segmentos de 24 a 30 nucleotideos na fita
simples do DNA (SPRY et al., 2007; ROUILLON e WHITE, 2010; DIZDAROGLU et al.,
2015). O sistema NER ¢ altamente conservado e conta com a participagdo de 30 proteinas.
Atua principalmente em danos induzidos por radiacdo UV, como dimeros de pirimidina de
ciclobutano (CPDs) e fotoprodutos pirimidina 6-4 pirimidona (6-4 PPs), mas também por um
grande numero de agentes quimicos exodgenos, incluindo agentes ambientais como
benzopirenos e quimioterapicos como a cisplatina (SCHARER, 2013; MARTEIIN et al.,
2014).
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A via NER contém uma gama de proteinas atuantes em seu mecanismo e apresenta
como principais participantes sete proteinas que compdem o Xeroderma Pigmentosum
complementation group, de XPA a XPG, a proteina Excision Repair Complementing group 1
(ERCC1), a proteina homdéloga humana da levedura RAD23 (hHR23B), a Replication Protein
A (RPA), as subunidades do Transcription Factor que possui atividade helicase (TFIIH) e as
proteinas Cockayne Syndrome A and B (CSA e CSB) (BARAKAT; GAJEWSKI;
TUSZYNSKI, 2012; BUDDEN e BOWDEN, 2013).

O mecanismo NER envolve trés etapas (Figura 8), o reconhecimento de danos e
consequente recrutamento de um complexo proteico de reparo para o local danificado,
seguido da incisdo na porcdo danificada dos nucleotideos com posterior excisdo da lesdo no
DNA. Por fim, a DNA polimerase promove a sintese da regido excisada, utilizando a fita ndo
danificada como molde, seguida da ligacdo da fita por meio de uma DNA ligase (SPRY et al.,
2007; BUDDEN; BOWDEN, 2013).

Em eucariotos, NER pode ser descrito em duas formas que diferem entre si,
basicamente, pela forma de reconhecimento da lesdo. Existe o reparo acoplado a transcri¢dao
(Transcription-Coupled Repair - TCR), em que remove especificamente lesdes de fita
transcrita de genes ativos e ha o reparo global do genoma (Global Genome Repair - GGR),
que remove lesdes em qualquer parte do genoma (MARTEIIN et al., 2014; ALEKSEEV;
COIN, 2015).

O GGR tem seu mecanismo ativado quando ocorre a deteccdo de lesdes que causam
distor¢do da hélice do DNA e entdo acontece ligacdo dos complexos UVRAD23, CETN2 e o
sensor de dano XPC, que com ajuda do complexo UVDDB reconhecem o dano e se ligam aos
pares de base alterados. Ja no processo de TCR as lesdes sdo detectadas quando a lesdo altera
a fita de DNA e isto promove o bloqueio da RNA polimerase II. Tal polimerase € afastada
permitindo com que a lesdo seja acessivel ao mecanismo de reparo. Para isto estdo envolvidas
as proteinas CSA e CSB, que atuam junto com UV-stimulated scaffold protein A (UVSSA) e
Ubiquitin-specific-processing protease 7 (USP7) (MARTEIIN et al., 2014; ALEKSEEV e
COIN, 2015).

Os processos GGR e TCR continuam, no entanto, entram numa mesma via comum onde
um complexo multiprotéico, que inclui o TFIIH, € recrutado para ambos os processos. XPB e
XPD atuantes nesse complexo agem gerando relaxamento do DNA ao redor da lesdo, o que
permite que o subcomplexo XPA-RPA confirme a presenca do dano e estabilize-o para a
excisdo das bases. Entdo, o complexo ERCC1-XPF endonuclease € direcionado para atuar no

processo de excisdo de cerca de 24 a 30 bases que contém a lesdo, neste momento XPG ¢é
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ativado para cortar e permitir a excisdo do dano. Segue-se com o recrutamento das proteinas
RFC, RPA, PNCA e das polimerases P e € para realizar a sintese do novo DNA. Finalmente, a
fita é selada pela XRCCI-DNA ligase III (LIG3) ou pela FEN1-DNA ligase I (LIG1)
(FOUSTERI e MULLENDERS, 2008; MARTEIIN et al., 2014). O mecanismo completo da
via NER apresenta-se ilustrado na figura 9.

Defeitos funcionais nos genes das proteinas associadas ao NER sdo relacionados a
certas doencas como o Xeroderma Pigmentoso e sindrome de Cockayne's, além de vérios

tipos de canceres (IYAMA e WILSON, 2013; PERERA et al., 2016).

Figura 8. Apresentacio esquemadtica das etapas e das principais proteinas atuantes no

mecanismo de reparo por excisdo de nucleotideo (NER).
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Figura 9. Representacdo esquematica completa das vias do reparo por excisdo de nucleotideo
(Nucleotide excision repair pathways — NER).
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LEGENDA: Duas vias do NER em mamiferos: GG-NER (Genome Global Repair) e TC-NER (Transcription-
Coupled Repair). (1-3) O complexo XPC-RAD23B reconhece a mudanca estrutural induzida pelo dano ao DNA
como primeiro passo do GG-NER. TC-NER ¢ iniciado por bloqueio da RNA polimerase II (RNAP) pela leséo, a
qual bloqueia a transcricdo de um gene ativo. Apés esses passos de reconhecimento inicial, as duas vias
envolvem os mesmos componentes proteicos. (4) Seguindo o reconhecimento, o complexo TFIIH é recrutado.
Através da atividade das helicases XPB e XPD, TFIIH promove a abertura da fita dupla de DNA ao redor da
lesdo, facilitando o recrutamento de XPA e RPA. (5) O complexo XPF-ERCCI1 ¢ recrutado para a lesdo através
de interagdo direta com XPA, enquanto XPG ¢ especificamente engajada através de interacdo com TFIIH. (6-7)
As duas endonucleases, XPF-ERCCI1 e XPG removem o fragmento oligonucleotideo que contém o dano e a
DNA polimerase se encarrega de realizar a sintese de reparo em cooperacdo com RFC e PCNA. (8) Finalmente a
abertura é selada tanto pelo complexo XRCCI-LIG3 como pelo FENI1-LIGI. (FONTE: Adaptado de
MARTEIN et al., 2014)
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A pesquisa e elucidacdo de genes de reparo do DNA sdo bastante significativos para a
Medicina, visto a importancia para a saide humana da manutencdo de tais mecanismos de
reparo do DNA e uma vez que agrotdxicos sdo associados a mutacdes nesses genes. Na tabela
1 se encontra, de forma resumida, as principais funcdes dos genes de reparo relacionado aos

danos de fita simples avaliados neste estudo.

Tabela 1. Funcdo dos genes avaliados nesse estudo.

GENES FUNCOES
Proteina de ligacdo ao DNA que reconhece lesdes UV no GGR e
XPC recruta proteinas de reparo. Pode detectar facilmente danos 6-4 PPs

com o auxilio de XPE.

Verificagdo de dano que foi reconhecido e marcado por XPC e XPE e

XPA complexo TFIIH. Permite ligacdo do complexo XPF-ERCCI.

XPG (ERCCS5) |Endonuclease que faz a primeira incisdo 3' a lesao UV.

Junto com CSB, desloca RNA polimerase e age para recrutar proteinas

CSA (ERCCS) de reparo.

Junto com CSA, desloca RNA polimerase e age para recrutar proteinas

CSB (ERCC6) de reparo.




40

2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Avaliar o nivel de expressdo dos genes operantes no mecanismo de reparo em danos de

fita simples no DNA de trabalhadores rurais expostos ou ndo a agrotxicos.

2.2.0bjetivos especificos

1. Avaliar a expressdo do mRNA dos genes de reparo do DNA de fita simples por PCR em
tempo real (QPCR) em amostras de medula 6ssea de agricultores rurais (oriundos de grandes
produtores agricolas, de agricultura familiar e agricultura ecoldgica) e de individuos saudéveis

inseridos no grupo controle.

2. Detectar as alteracdes cromossomicas pelo estudo do caridtipo por banda G em cultura de

curta duracdo in vitro da medula 6ssea dos agricultores.

3. Associar o nivel de expressao dos genes de reparo de danos de fita simples no DNA com o

resultado citogenético.

4. Associar o nivel de expressdo dos genes de reparo de danos de fita simples no DNA com

as variaveis estabelecidas a partir do questionério avaliativo.

5. Associar e comparar o nivel de expressao dos genes de reparo de danos de fita simples no

DNA dos agricultores com os controles saudaveis.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Aspectos éticos

A presente pesquisa foi submetida e aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa com
Seres Humanos do Hospital Universitario Walter Cantidio, através do sistema da Plataforma
Brasil com protocolo de n® 016.02.11. Foi utilizado Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido (TCLE), no qual estd demonstrado na sessdo apéndice deste projeto (Apéndice
A).

Nestes termos, a equipe executora desta pesquisa comprometeu-se a cumprir todas as
diretrizes e normas reguladoras descritas na Resolucdo n° 196/96 do Conselho Nacional de
Saude que aprova as diretrizes e normas regulamentadoras de pesquisas envolvendo seres

humanos.

3.2. Selecao de amostras da populacio de estudo

Neste estudo foram incluidas 90 amostras de pool celular de medula Ossea de
agricultores que trabalhavam no municipio de Limoeiro do Norte — CE. O municipio
encontra-se localizado no Nordeste do Brasil, no semi-arido do estado do Ceara, mais
especificamente na microrregido do Baixo Jaguaribe. Além das amostras de medula 6ssea dos
agricultores, foram analisadas 10 amostras de pool medular oriundas de individuos saudaveis,
da regido de Fortaleza, doadores voluntarios de medula dssea (Figura 9).

Os agricultores doadores de medula 6ssea foram estratificados em trés grupos, conforme
seu modo de producdao (RIGOTTO, 2010), e considerando os setores agricolas da cidade de
Limoeiro do Norte:

R/

¢ Grupo 1. Grande Produtor (trabalhadores do agronegdcio);

0,

¢ Grupo 2. Agricultura Familiar (trabalhadores do segmento pequeno produtor);

0,

¢ Grupo 3. Agricultura Ecoldgica (trabalhadores do segmento agroecoldgica).

3.3. Coleta de Dados

Foram obtidas informagdes por meio de um questiondrio semiestruturado adaptado de
Rigotto 2010 (Apéndice A) destinado aos agricultores para avaliacdo do modelo de vida e
trabalho dos trabalhadores rurais. Os dados estavam agrupados nos tdpicos conforme se

seguem:
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1. CARACTERISTICAS SOCIOECONOMICAS — nome, data de nascimento, telefone,
endereco, trabalho no cultivo de banana;

2. CARACTERISTICA DEMOGRAFICA - cidade em que mora, tempo em que mora nesta
localidade;

3. HABITOS DE VIDA — uso de bebida alcodlica, bebida preferida, habito de fumar,
frequéncia do uso de fumo;

4. HISTORIA REGRESSA FAMILIAR — algum componente da familia ja teve algum tipo
de cancer nos ultimos dez anos, tipo de cancer que essa pessoa desenvolveu;

5. CARACTERIZACAO DO TRABALHO - anos de trabalho na agricultura, atividade de
trabalho antes de trabalhar na agricultura, setor da empresa que trabalha, fun¢do que exerce no
trabalho;

6. CARACTERIZACAO DA EXPOSICAO DO TRABALHADOR - uso de agrotéxico (s),
tipo de contato, atividade (s) de trabalho que tem (t€m) contato com agrotéxicos, contato
durante pulverizacdo aérea, agrotoxicos que t€ém contato, tempo de trabalho com agricultura
familiar, frequéncia do contato com agrotoxicos, tempo do ultimo contato com agrotéxicos,
contato com agrotoxico durante a agricultura familiar, tempo que trabalhou com estes
agrotoxicos;

7. MEDIDAS DE CONTROLE DO RISCO ADOTADOS PELO TRABALHADOR -
medidas de prevencdo que adota no trabalho (luvas, méscaras, lengo, 6culos, chapéu, botas,
macacao, observacdo dos ventos, banho apds trabalho, nenhuma protecao), local onde os
EPI’s sdo lavados, local onde as roupas que usa no trabalho sdo lavadas, separacdo entre
roupas do trabalho e roupas da familia durante lavagem, destino das embalagens vazias dos
produtos quimicos usados na empresa;

8. HISTORIA CLINICA DO TRABALHADOR - presenca de algum problema de satide, uso

de algum medicamento.

3.4. Coleta das amostras

A medula 6ssea, tanto dos agricultores quanto dos doadores voluntarios inseridos no
grupo controle, foram coletadas em seringa heparinizada, para avaliacdo do cari6tipo por
banda G. O procedimento do cariétipo por banda — G teve inicio a época das coletas (ver
secdo 3.3).

Além disso, foram coletadas amostra de medula 6ssea em tubos 15x75 mm com EDTA.
Todas as amostras de medula 6ssea foram coletadas por um médico hematologista experiente,

o mesmo foi feito apds consentimento informado. As amostras de medula total foram
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centrifugadas (1811xg por 15 minutos a 4°C) e a camada leucocitéria foi transferida para
tubos contendo 1mL de Trizol LS (solu¢cdo monofésica de fenol e isotiocianato de guanidina —
Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) com 250uL de PBS 1X com DEPC (Dietilpirocarbonato;
Sigma-Aldrich, Steinhein, Alemanha). Em seguida, as amostras foram homogeneizadas em
vortex por 1 minuto e armazenadas a -80 °C para posterior extracdo de RNA e DNA (ver

secdo 3.4.2).

3.5. Cariédtipo por Banda G

Os caridtipos foram realizados de acordo com os protocolos ja estabelecidos pelo
Laboratério de Citogendmica do Cancer, segundo a técnica descrita por Chauffaille adaptado
por Pinheiro (PINHEIRO et al, 2009) (Figura 9). A medula dssea foi colhida em heparina e de
forma estéril foi dividida em dois frascos contendo 7 mL de meio RPMI 1640 (pH 7,0), 3 mL
de soro fetal bovino e 100ul de L-glutamina. Este material foi cultivado por 24 horas em
estufa a 37°C. Uma hora antes do término da cultura foram adicionados 50 uL de colchicina
(Colcemid®), por 30 minutos. Em seguida, o material foi centrifugado e ressuspenso em
solucdo hipotdnica de KC1 0,075 M e fixado em solug¢do de metanol e acido acético (3:1), por
3 vezes.

Para confeccdo das laminas para andlise, o material foi gotejado em laminas de
microscopia e secado ao ar. As bandas foram feitas pela técnica de tripsina-Giemsa (GTG),
sendo analisadas pelo menos 20 metafases, sempre que possivel, € 0s cromossomos
classificados de acordo com o Sistema Internacional de Nomenclatura Citogenética Humana -
ISCN 2014. As metafases foram capturadas em sistema computadorizado (Cytovision) com

software para cariotipagem e o cariétipo foi digitalizado e impresso em impressora a laser.
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Figura 10: Representacao esquemadtica dos procedimentos da citogenética por banda G.
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3.6. Analise da Expressao do mRNA por qPCR

3.6.1. Extracao de RNA Total

A extracdo de RNA das células do pool medular dos agricultores e dos controles foi
realizada a partir da utilizagdo do Trizol LS Reagente® de acordo com o protocolo pelo
fabricante. Para cada 10° células armazenadas em ImL de Trizol Reagente® foram
adicionados 200uL de Cloroférmio para desproteinizacdo e posterior centrifugacao a 11.000
RPM por 15’ a 2° C. O RNA total presente na fase aquosa foi transferido para um microtubo
estéril de 1,5mL, precipitado com 0,5 mL de isopropanol, e incubado em temperatura
ambiente durante 10 minutos.

O RNA total foi, entdo, recuperado por 10 minutos de centrifugacdo a 4° C e 12.000g e
posteriormente lavado com 1 mL de etanol 75% (v/v) em &4gua deionizada tratada com
diethilpirocarbonate (DEPC) 0,1%. Apds ser seco, 0 RNA foi diluido em dgua DEPC para
evitar a sua degradacao.

Foram realizadas leituras espectrofotométricas nos comprimentos de ondas de 230, 260

e 280 nm, obtendo-se suas relagdes para posterior aferi¢do de contaminacao das amostras.
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3.6.2.Sintese de cDNA

A sintse do cDNA foi realizada com a utilizagdo do Kit para Transcricio Reversa da
Applied Biosystems® (High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit Applied Biosystems®).
Os procedimentos referentes a sintese do cDNA foram realizados de acordo com as
recomendacdes do fabricante.

Para cada reagdo de transcri¢ao reversa foram utilizados uma quantidade otimizada de
RNA total para uma concentracdo final de 2000ng. Para cada reacio, utilizou-se de 2,0uL de
buffer, 0.8uL. de dNTP, 2,0uL de Random Primers, 125uL de Multiscribe Reverse
Transcriptase™ e 1,0uL de RNAse Inhibitor.

A quantidade citada de cada reagente foi multiplicada pelo niimero de amostras de RNA
total para a confecgdo de um “Mix” de reacdo. Posteriormente, 6,8uL deste Mix foi
adicionado a cada microtubo de PCR de 0,2 mL. Em seguida foram adicionados as
quantidades otimizadas de RNA total para cada amostra nos microtubos devidamente
identificados em um volume final de 3,2uL. Por fim, o volume final de 10uL de cada reagao
foram submetidos ao termociclador onde foram realizados os seguintes ciclos de
termociclagem para a sintese de cDNA: 25°C por 10 minutos e 37°C por 120 minutos.

Por fim, as amostras de cDNA foram armazenadas em um freezer a uma temperatura

de -20°C.
3.6.3.qPCR (PCR quantitativo em tempo real)

A quantificacdo da expressdo génica dos cinco genes avaliados neste estudo (Tabela 2)
foi realizada a partir da anédlise da técnica de reacdo em cadeia da polimerase em tempo real
(qPCR) realizadas no aparelho 7500 Real-Time PCR System® (Applied Biosystems, Inc.,
Foster City, CA, USA) disponivel no Laboratério de Citogendomica do Cancer da
Universidade Federal do Ceard sob orientacdo do professor Ronald Feitosa Pinheiro e a
professora Maria Meira Silvia Magalhdes. As reacdes foram preparadas utilizando-se do
TagMan® Universal PCR Marter Mix (Applied Biosystems, Inc., Foster City, CA, USA)
otimizado para reacdoes com sonda TagMan assay® (Tabela 2) e contendo a AmpliTaq Gold

DNA polimerase, os dNTPs e tampao otimizados.
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Tabela 2: Genes avaliados por qPCR envolvidos nos mecanismos de reparo em danos de fita

simples do DNA.

GeneBank Simbolo Nomenclatura Mecanismo de reparo T:(:i\;[;n
NC_000005.10 ERCCS/ Excision repair cross- Complexo de ligagdo Hs0112212
CSA complementation group 8  Ubiquitina ligase -CSA 4_ml
(trascription coupled
repair, TC-NER)
NC_000010.11 ERCC6/ Excision repair cross- Fator de remodelagdo da  Hs0097292
CSB complementation group 6  cromatina (trascription 0_ml
coupled repair, TC-NER)
NC_000013 ERCCS Excision repair 5 Endonuclease Hs0155703
/XPG 1_ml
NC_000009.12 XPA Xeroderma Reparo por NER Hs0016604
pigmentosum, 5_ml
complementation group
A
NC_000003.12 XPC Xeroderma Reparo por NER (global ~ Hs0089785
pigmentosum, genomic repair, GG- 4_ml
complementation group NER)
C
NC_000023.11 HPRTI Hypoyanthine Gene End6geno Hs0280069
phosphoribosyltransferas Sml
el
NM_021009.5 UBC Ubiquitin C Gene End6geno Hs0082472
3_ml

Os preparos e armazenamentos dos materiais foram realizados de acordo com as
instrugdes do fabricante, excetuando o volume final de cada reacdo otimizado em 10 pL. Para
cada reacdo foram utilizados 5,0uL de TagMan PCR Master Mix, 0,5 pL de sonda TagMan
assay® e 2,5uL de cDNA (diluido 1:5). Apds esta etapa, as placas das reagdes foram
centrifugadas por 1 minuto a 4500 rpm.

As condig¢Oes para a reacdo de PCR foram as seguintes: pré-aquecimento a 50° C por 2
minutos, ativacdo da polimerase a 95° C por 10 minutos e 40 ciclos de desnaturacdo (15
segundos a 95° C) e anelamento e extensdo (60 segundos a 60°C). Na preparagdo das reacdes
foram utilizadas placas de polipropileno para 96 reacdes (MicroAmp 96-well Plates, Applied
Biosystems, Inc., Foster City, CA, USA) cobertas com adesivos para microplacas opticas
resistentes a dlcool e a altas temperaturas (Optical Adhesive film, Applied Biosystems, Inc.,
Foster City, CA, USA). Todas as etapas do procedimento descrito foram realizadas com as
amostras imersas em gelo com pouca exposi¢do a luz.

Cada amostra foi avaliada em duplicata e foram consideradas para andlise somente as
amostras cujas diferencas de amplificagdo ndo excedeu a 0,8 ciclos (ACg<0,8)

(VANDESOMPELE et al., 2002). As duplicatas das amostras que apresentaram diferengas


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_021009.5
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maiores que um ciclo e meio, mesmo apods repeticao do experimento, foram desconsideradas.
Em todas as placas foram realizados controles negativos (NTC) das reagcdes para todos os
genes estudados sendo que, para estas reacoes, foram adicionados 2,5uL de agua ao invés de
cDNA. Todas as reagdes que mostraram amplificacdo para qualquer um dos controles
negativos foram desconsideradas.

Adicionalmente, foi utilizado para cada placa e por cada gene estudado, uma amostra de
referéncia (REF), em duplicata, a fim de padronizar e validar todas as placas do experimento.
A amostra referéncia foi composta por cDNA oriundo de mRNA de um pool de duas
linhagens celulares oriundas de tumores humanos disponibilizada pela Faculdade de Medicina
de Ribeirdo Preto - FMRP/USP.

Os resultados foram avaliados através do software Sequence Detection System v1.3
(Applied Biosystems, Inc., Foster City, CA, USA) para obten¢do dos valores de quantitative
cycle (Cq). A partir do threshold estabelecido, os valores de Cg foram fornecidos pelo
software do aparelho 7500 Real-Time PCR System® (Applied Biosystems, Inc., Foster City,
CA, USA) para a realizacdo das anélises estatisticas. Ao final de cada corrida os dados foram
exportados para planilhas do software Excel para o calculo dos valores de ACq e de 24
tanto dos genes alvos quanto dos genes enddgenos (LIVAK et al, 2001). A representacio
esquemadtica da metodologia de qPCR se encontra na figura 11. A nomenclatura padrdo
utilizada para os experimentos da PCR quantitativa em tempo real foi baseada no MIQE

(Minimum Information for Publication of Quantitative Real-Time PCR Experiments)

(BUSTIN et. al., 2009).

Figura 11: Representacdo esquemadtica dos procedimentos de qPCR.
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3.6.4. Validacao e definicio dos genes endogenos utilizados nas analises dos dados de
qPCR.

Tendo em vista a necessidade de validar a estabilidade do nivel de expressdo de genes
candidatos a controles enddgenos para os experimentos de qPCR realizados no presente
estudo (PFAFFL, 2001; LIVAK, 2001), foi utilizado o software Best keeper (PFAFFL, 2004)
correspondendo a uma ferramenta que permite a identificacdo estatistica dos genes endégenos
mais estdveis de um grupo de candidatos a normalizadores para um dado experimento. Com
este aplicativo em Excel, pode-se calcular o desvio padrdo de cada amostra para cada gene
endégeno avaliado com base em valores brutos de Cg, independentemente da eficiéncia da
amostra (PFAFFL, 2004). As amostras de cada gene com o menor SD € considerada a mais
estavel.

Iniciamos este estudo com a utilizacao de trés endogenos, mantendo-se no final apenas
os dois melhores, no qual foi considerado a Ubiquitina e 0o HPRT1. Estabelecidos com um SD

menor que um.

3.6.5. Validacao da qualidade, integridade e estabilidade do nivel de expressao das

amostras de cDNA dos agricultores avaliados.

Sabe-se que a ocorréncia de dados classificados como outliers, frente as amostras
avaliadas em um dado estudo, pode interferir na precisdo da estimativa correta das andlises
realizadas. Assim, antes de qualquer avaliacdo dos dados para realizacio de andlises
estatisticas, a fim de determinar a qualidade, integridade e estabilidade do nivel de expressao
das amostras dos pacientes avaliados, utilizou-se também o software Best Keeper para retirada
dos autliers e consequente manuten¢do das amostras mais estaveis para este estudo (PFAFFL,

2004).

3.7. Variaveis analisadas
As varidveis avaliadas neste estudo, utilizadas nas andlises de associacdes estatisticas,

foram baseadas no conjunto de perguntas advindas do questiondrio semiestruturado adaptado

de Rigotto 2010 (Apéndice A) e estdao subdivididas da seguinte forma:

» Uso de agrotéxicos (agricultores do grupo grande produtor e agricultura familiar) e ndo
uso de agrotdxicos (agricultores do grupo agricultura ecoldgica);

»  Grupos dos agricultores (Grande produtor, agricultura familiar e agricultura ecoldgica);
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Grupo dos agricultores e grupo controle;

Consumo de bebida alcodlica dentre os agricultores expostos a pesticidas;
Tipos de bebida consumido;

Habito tabagista dentre os agricultores expostos a pesticidas;
Frequéncia do uso de tabaco durante o dia;

Presenca de caso de cancer familiar nos ultimos dez anos;
Cariétipo normal e cariétipo alterado dos agricultores;
Tempo de trabalho na agricultura;

Tempo de trabalho na agricultura familiar;

Tempo de uso de agrotxico no trabalho;

Tempo do ultimo contato com agrotéxicos;

Tipo de contato com agrotoxico;

Frequéncia do contato com agrotdéxico;

Frequéncia do uso de EPI’s (luvas, mdscara, 6culos, botas, macacao);

vV VV V V V VYV V V VYV V V V VYV V

Lavagem dos EPI’s.

3.8. Analise estatistica

3.8.1. Analises estatisticas para a avaliacio dos dados de expressao génica

Os resultados referentes as analises do nivel de expressdo génica foram analisados com
base no valor de cada Cg (quantitative cycle), para cada amostra de cDNA (em duplicata).
Para normalizar os valores de Cg, de forma a considerar diferencas causadas por quantidades
distintas de cDNA utilizadas nas reagdes, o Cq determinado para uma amostra foi subtraido
da média geométrica dos Cq's dos genes constitutivos utilizados (HPRT-1 e Ubiquitin) da
mesma amostra, gerando assim os valores de 4Cq e, consequentemente, de 2 (LIVAK et
al, 2001; SCHMITTGEN; LIVAK, 2008).

O teste de Shapiro-Wilk foi utilizado para verificar se os dados de cada varidvel
analisada se apresentavam com distribuicdo normal (dados paramétricos, com grupos com
menos de 50 casos). Os valores de outliers foram retirados (quando ocorreram), por nao
representarem os resultados que o estudo tinha o objetivo de generalizar (p-valor >0.05 para o
teste de Shapiro-Wilk).

Os dados paramétricos foram analisados através do teste ¢ de Student, para a
compara¢cdo da média entre dois grupos, € do teste de ANOVA, para a comparagdo das

médias em varidveis com mais de dois grupos. O pds-teste (post-hoc) para a ANOVA foi


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Schmittgen%20TD%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18546601
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Livak%20KJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18546601
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definido a partir da andlise da homogeneidade de variancias através do teste de Levene. Caso
houvesse homogeneidade de variancias (p-valor > 0,05), foi definido como pos-teste para a
ANOVA o teste de Tukey. Caso ndo houvesse homogeneidade de variincias entre os dados
(p-valor<0,05), foi definido como pds-teste para a ANOVA o teste de Games-Howell.

O teste de correlagdo de Pearson foi utilizado para a obten¢do dos valores der e r-
square (r*) que demonstra a influéncia do nivel de expressio de um dado gene sobre o outro
na populacdo avaliada buscando demonstrar se tais genes sdo regulados pelo mesmo
mecanismo molecular.

Os dados sobre o nivel de expressio génica (valores de 22%) foram expressos em
média + desvio padrao (SD), com intervalo de confianca (CI) (mdximo e minimo), a fim de
determinar a possivel associacdo entre o nivel de expressdo dos genes frente cada varidvel
analisada. O nivel de significancia estatistica utilizado foi de p<0,05 e todas as andlises foram
efetuadas com recurso do software SPSS para Windows (versao 20.0).

A representacdo esquematica da metodologia utilizada neste estudo encontra-se

demonstrada na figura 12.

Figura 12.0rganograma resumo das metodologias utilizadas neste estudo.
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4. RESULTADOS

4.1. Caracterizacao dos agricultores

Foram inclusos neste estudo 90 agricultores da regido de Limoeiro do Norte/CE e 10
individuos voluntérios (que ndo exerciam a atividade nem moravam préximo a drea agricola)
para o grupo controle (Figura 13.) Os agricultores foram estratificados em trés grupos
segundo o modo de produg¢do. O grupo grande produtor (trabalhadores do agronegdcio)
representam 50/90 (55%) do nimero geral de trabalhadores, 30/90 (34%) representam o grupo
agricultura familiar (trabalhadores do segmento pequeno produtor) e 10/90 (11%) o grupo
agricultura ecoldgica (trabalhadores do segmento agroecolégico) (Figura 13).

Diante das varidveis de caracterizacdo dos agricultores, observou-se que foram
incluidos apenas 2 individuos (2,2%) do sexo feminino e 88 (97,8%) do sexo masculino. Os
agricultores apresentaram média de idade de 45 anos, com idade minima de 22 anos e mdxima

de 69 anos.

Figura 13. Distribui¢do dos grupos de producdo dos agricultores e do controle avaliados nesse

estudo.

m Grande produtor
® Agricultura familiar

™ agricultura ecoldgica

A média de idade dos agricultores do agronegdcio (grande produtor) foi de 41 anos, do
pequeno produtor (agricultura familiar) de 50 anos e da agroecologia (agricultura ecolégica)
de 46 anos (Tabela 3). O grupo do agronegdcio apresenta 48(96%) individuos do sexo

masculinos e 2(4%) do sexo feminino. Enquanto que o grupo do pequeno produtor e
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agroecoldgico estao representados 100% (30/10) por individuos do sexo masculino (Tabela
3).

A maioria dos trabalhadores foram expostos a agrotoxicos por mais de 12 anos, seja
trabalhando no preparo, na mistura ou na pulverizagcdo de pesticidas. No grupo grande produtor,
35 agricultores foram expostos por mais de 12 anos e 12 agricultores foram expostos por 12 anos
ou menos (Tabela 3). No grupo do pequeno produtor, 26 trabalhadores foram expostos por mais
de 12 anos, enquanto que apenas 2 sofreram exposi¢do por menor tempo (Tabela 3).

Em relacdo aos habitos de vida, avaliamos tabagismo e consumo de dlcool. Observamos
que 27 (58%) dos trabalhadores do agronegdcio tinham o hébito de beber e no grupo do pequeno
produtor, 15 (53,5%) faziam uso de dlcool (Tabela 3). Considerando os dois grupos expostos, 12
agricultores bebiam, no minimo, uma vez por semana com prevaléncia para cerveja seguido de
bebida destilada (Tabela 2). O grupo ndo exposto (agroecologia), estd representado por 7 (70%)
trabalhadores que consomem bebida alcodlica, apenas um com o hadbito de beber diariamente e
prevaléncia de bebida destilada (Tabela 1, 2).

Quanto ao hdbito de fumar, o grupo do agronegécio estd representado por 12 (26%)
agricultores fumantes e o grupo pequeno produtor por 2 (7,5%) (Tabela 1). Dentre os 12 do
agronegécio, 7 fumam diariamente e os 2 do pequeno produtor também, somando dentre os
expostos um numero de 9 agricultores com habito de fumar diariamente (Tabela 4). O grupo
nao exposto a agrotoxicos estd representado por 2 (20%) agricultores que sdo fumantes e o
fazem diariamente (Tabela 3, 4).

O histérico de cincer na familia dos trabalhadores é algo presente em 14 (37%)
agricultores do grupo grande produtor e 13 (54%) da agricultura familiar (Tabela 3). No que
tange ao grupo da agricultura ecoldgica, correspondem a 6 (60%) o ntimero de trabalhadores

com histérico de cancer (Tabela 3).
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41 (22-62)

Média da Idade
(minimo - maximo)
Género(%)

feminino

masculino

Tempo de exposicao (%)
<12 anos

> 12 anos

Fumantes (%)

sim

nao

Etilistas (%)

sim

nao

Historico de cancer (%)
sim

nao

24
48 (96)

12 (25,5)
35 (74,5)

12 (26)
35 (74)

27 (58)
20 (42)

14 (37)
24 (63)

50 (32-69)

0(0)
30 (100)

2(7)
26 (93)

2(7,5)
25 (92,5)

15 (53,5)
13 (46,5)

13 (54)
11 (46)

46 (32 - 60)

0@
10 (100)

2 (20)
8 (80)

7 (70)
3 (30)

6 (60)
4 (40)
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Tabela 4. Frequéncia do fumo, frequéncia do consumo de bebida alcodlica e principais tipos

de bebidas consumidas dos grupos expostos a agrotéxicos (grande produtor e agricultura

familiar) e grupo nio exposto (agricultura ecoldgica).

Frequéncia do consumo
de bebida alcoolica (%)
Diariamente
Semanalmente
Esporadicamente*

Tipo de bebida mais
consumida (%)

Bebida destilada

Cerveja

Outras**

Frequéncia do habito
de fumar (%)
Diariamente

Raramente

1(3,7)
6 (22,3)
20 (74)

16 (59)
19 (70)
3(11)

7 (58)
5 (42)

0
5(@33.3)
10 (66,6)

8 (53)
7 (46,5)
2(13)

2 (100)
0

1(2,3)
11 (26)
30 (71,7)

24 (57)
26 (62)
5(12)

9 (64)
5(36)

0
1(14,2)
9 (85,8)

5(71)
4 (57)
1(14)

2 (100)
0

*bebe mensalmente ou raramente
**vinho, conhaque, rum e vodca
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A maioria dos trabalhadores apresentaram mais de 12 anos de trabalho com agricultura
e consequente exposicdo a agrotoxicos. Na tabela 5 estd estratificado os anos, no qual 2
(2,5%) agricultores apresentaram menos de 1 ano, 8 (10%) mostraram de 1 a 4 anos, 3 (4%)
de 5 a 8 anos, 2 (2,5%) de 8 a 12 anos e 61 (76%) mais de 12 anos de trabalho e exposi¢do a
substincias quimicas na agricultura.

Dentre os agricultores dos grupos do agronegécio e do pequeno produtor, afirmaram ter
contato com agrotéxico 65 (81%) deles (Tabela 5). Destes, 36 (55,5%) demonstraram ter
contato direto com o agrotdxico, ou seja, tinham contato durante a atividade de trabalho; e 27
(41,5%) revelaram ter contato indireto, que se daria apds aplicacdo, durante a colheita, muda e
outros; e 2 (3%) relataram ter contato durante pulverizacdo aérea (Tabela 5).

Em relacao as atividades exercidas no trabalho tiveram maior representatividade aquelas
que eram em darea pulverizada, expresso por 29 (36%) dos trabalhadores. Em seguida a
atividade de pulverizagado costal, exercida por 20 (25%) agricultores, seguida da atividade de
preparagdo de misturas, representado por 11 (14%) agricultores e atividade de
armazenamento, exercida por 7 (9%) dos trabalhadores (Tabela 5). Outras atividades foram
referidas por 21 (26%) dos agricultores (Tabela 5). Ressalta-se que alguns trabalhadores

exerciam mais de um tipo de atividade.
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Tabela 5. Caracterizacdo do trabalho e da exposic¢ao do trabalhador dos agricultores expostos

a pesticidas (grande produtor e agricultura familiar).

N° %
Tempo de exposicao estratificado
menos de 1 ano 2 2,5
de 1 - 4 anos 8 10
de 5 - 8 anos 3 4
de 8 - 12 anos 2 2,5
mais de 12 anos 61 76
Contato com agrotéoxico
sim 65 81
nao 3 4
Tipo de contato
direto 36 55,5
indireto 27 41,5
durante pulverizacio aérea 2 3
Atividades exercidas na agricultura
trabalho em darea pulverizada 29 36
pulverizagdo costal 20 25
preparagdo de misturas 11 14
armazenamento 7 9
outras™ 21 26

*Descarte de embalagem, limpeza de roupa, limpeza de equipamento, transporte, embalagem do produto final.

Quanto ao uso de equipamento individual (EPI) apenas 8 (10%) agricultores
demonstraram ter o cuidado de utilizar toda a prote¢do recomendada (luvas, mdascaras, 6culos,
macacdo, botas) durante o preparo e aplicacdo de produtos quimicos. Dentre os demais, 5
(6,25%) trabalhadores ndo usavam nenhum equipamento para protecao e o restante utilizavam
frequentemente ou de forma esporddica apenas alguns EPI’s (Tabela 6).

Quanto a lavagem de EPI’s foi identificado que 42 (52%) dos trabalhadores faziam a
lavagem em casa e 28 (35%) faziam na empresa; € enquanto a lavagem das roupas de uso no
trabalho, 63 (79%) afirmaram lavar em casa e 28 (35%) afirmaram lavar na empresa (Tabela
6). Ademais, em relacdo a lavagem em casa, 43 (68%) demonstraram lavar as roupas do

trabalho separado das roupas da familia e 21 (33%) ndo apresentavam este cuidado (Tabela 6)
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Tabela 6. Medidas de controle e do risco adotadas pelo trabalhador.

N° %
Luvas
frequentemente 44 55
as vezes 8 10
nunca 20 25
Mascara
frequentemente 25 31
as vezes 10 12,5
nunca 32 40
Oculos
frequentemente 19 24
as vezes 6 7,5
nunca 39 49
Macacao
frequentemente 26 32,5
as vezes 1 1,2
nunca 36 45
Botas
frequentemente 66 82,5
as vezes 2 2,5
nunca 5 6
Lavagem de EPI's
em casa 42 52,5
na empresa 28 35
Lavagem das roupas
em casa 63 79
na empresa 9 11
Lavagem das roupas de trabalho
separadas das roupas da familia
sim 43 68
nao 21 33

Alguns agricultores desconheciam o tipo ou 0o nome do agrotéxico (mais utilizados),
mas dentre aqueles que responderam, foi possivel identificar os pesticidas mais usados. A lista

estd enumerada na tabela 7.



57

Tabela 7. Lista dos pesticidas mais citados pelos trabalhadores rurais.

Ordem Agrotéxicos mais citados  Nome comum (composicio) %
1° Roundupe Glifosato 16,25
2° Gramoxone 200 Paraquat 11,25
3° Folicur 200 ce Tebuconazole 7.5
4° Tecto® sc Thiabendazole 6,25
5° Orius 250 ec Tebuconazole 5

4.2. Citogenética Classica

Ap06s cultura de células hematopoiéticas e todo procedimento para andlise citogenética

foi feito a avaliacdo cromossdmica de 40 casos. Corresponderam a 28 casos que revelaram

auséncia de anormalidades com caridtipo normal e 12 casos que foram detectadas alteracoes

cromossomicas (Tabela 8). O restante dos casos ndo houve crescimento celular suficiente com

consequente auséncia de metifases para avaliacdo do nimero e estrutura dos cromossomos. A

figura 14 apresenta dois casos com resultados alterados.

Figura 14. Caridtipos de dois casos alterados avaliados nesse estudo.
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Tabela 8. Casos com resultado avaliados na citogenética cldssica.
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Caso Idade Resultado citogenética Resultado
final

1 25 46,XY[20] Normal

34 46,XY[15] Normal
3 29 46,XY[20] Normal
4 33 46,XY[11] Normal
5 31 46,XY[20] Normal
6 52 46,XY[30] Normal
7 33 46,XY,add(4) Alterado
8 48 46,XY[7] Normal
9 25 46,XY[6] Normal
10 49 Hipodiploide - 44,XY,-20,-21[8]46,XY[2] Alterado
11 43 46,XY[15] Normal
12 43 46,XY[20](del1) Alterado
13 25 46,XY[20] Normal
14 34 46,XY,add(4)/46,XY[15] Alterado
15 28 46,XY[10] Normal
16 51 46, XY [10] Normal
17 62 Hipodiploide Alterado
18 41 46,XX,del(18)(p11.21)[4]/46,XX[22] Alterado
19 36 46,XY[10] Normal
20 64 46,XY[5] Normal
21 60 46,XY (del11) Alterado
22 27 46,XY[20] Normal
23 30 46,XY[10] Normal
24 49 46,XY[20] Normal
25 45 46,XY[10] Normal
26 53 47, XY mar (4) Alterado
27 42 Hipodiploide Alterado
28 54 46.XY[7] Normal
29 34 46,XY[20] Normal
30 57 46.XY[20] Normal
31 60 46,XY[25] Normal
32 43 46,XY (del5) Alterado
33 32 46.XY[15] Normal
34 59 46, XY [4] Normal
35 53 46.XY[20] Normal
36 56 46,XY[17] Normal
37 40 46,XY[7] Normal
38 54 Hiperdiploide Alterado
39 52 46,XY[18] Normal
40 46 Hipodiploide Alterado

Legenda: Del. Delecido. Add. Adicional. Mar. Marcador.
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4.3. Analise da expressao dos genes de reparo de fita simples do DNA

Os niveis de expressdo génica referente aos genes XPG, XPC, XPA, CSB e CSA frente

as varidveis avaliadas nesse estudo serdo apresentadas nas secdes a seguir.

4.3.1. Analise do nivel de expressao do gene XPG

Para o gene XPG, identificou-se associagdes significantes entre os trés grupos de
producdo em que se encaixam os agricultores avaliados nesse estudo, grande produtor,
agricultura familiar e agricultura ecolégica. Observou-se que o nivel de expressdo do gene
XPG apresenta-se menor nos agricultores do grupo grande produtor (p= 0,008) e no grupo

agricultura familiar (p=0,012) quanto ao grupo da agricultura ecoldgica (Figura 15).

Figura 15. Nivel de expressdo do gene XPG frente aos grupos de producido em que estdo

inseridos os agricultores rurais.
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Nivel de Expressiao (ACq)
Games-
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N & WG Padrao LILUION P E2 il VA+ | Levene | pos-hoc
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£l
B 0,0057843 | 0,002504 | 0,001598 | 0,114929 0,008
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3 1 ki
aibieiy ) Ll B 0,0065408 | 0,003048 | 0,001598 | 0,114929 | 0,000 | 0,002 0,012
dos Familiar
agricultores | Agricultura *0,008
Ecolégica 9 0,0117957 | 0,001875 | 0,010001 | 0,145387 50,012

$ANOVA one-way. Teste de Levene - Teste de homogeneidade de varidncias.
Valor estatisticamente significante para p< 0,05.
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Ao juntar os grupos grande produtor e agricultura familiar e analisd-los como unico

grupo e considerando-o como grupo exposto a agrotoxicos, observou-se que o nivel de

expressdao do gene XPG mostrou-se baixo expresso quando comparado com o grupo nao

exposto (grupo da agricultura ecolégica) (p= 0,004) (Figura 16).

Figura 16. Nivel de expressdo do gene XPG para o grupo exposto (grande produtor e

agricultura familiar) e grupo ndo exposto (agricultura ecoldgica).
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Valor estatisticamente significante para p< 0,05.
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Em relacdo ao tempo de exposicdo, em que se enquadram os trabalhadores dos grupos
grande produtor e agricultura familiar, avaliou-se agricultores com exposi¢do menor que 12
anos e exposicdo igual ou maior a 12 anos. O gene XPG mostrou-se baixo expresso nho

segundo grupo, com exposicao igual ou superior a 12 anos (p= 0,010) (Figura 17).

Figura 17. Nivel de expressdo do gene XPG dos agricultores frente ao tempo de trabalho com

exposicao a agrotoxicos.
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Teste t de Student. Teste de Levene - Teste de homogeneidade de varincias.
Valor estatisticamente significante para p< 0,05.
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Quanto a varidvel tipo de contato, foi avaliado a expressio do gene XPG em
agricultores que tinham contato direto com o agrotéxico e aqueles que tinham contato
indireto. Assim, demonstrou-se que trabalhadores expostos a agrotéxicos e que apresentavam
contato direto mostraram nivel de expressdo do gene XPG menor do que os agricultores que

sofriam contato indireto (p= 0,008) (Figura 18).

Figura 18. Nivel de expressdao do gene XPG quanto ao tipo de contato com agrotoxicos.
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Ao avaliar alguns hébitos de vida dos agricultores, como consumo de bebida alcodlica e
tabagismo, foram obtidas importantes associacdes. Quanto ao etilismo, observou-se, dentre 0s
agricultores expostos a pesticidas, que o gene XPG apresenta menor expressdo em relacao aos

que nao consomem bebida alcodlica (p= 0,009) (Figura 19).

Figura 19. Nivel de expressdao do gene XPG frente ao consumo de bebida alcodlica.
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Valor estatisticamente significante para p< 0,05.
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Assim como o hédbito de consumir bebida alcodlica, o tabagismo, dentre os agricultores
expostos a pesticidas, mostrou para o gene XPG um nivel de expressdo mais baixo para os

ndo fumantes em relagcdo aos agricultores que possuem o hédbito de fumar (p= 0,010) (Figura

20).

Figura 20. Nivel de expressdo do gene XPG em relagdo ao habito de fumar.

= 0.015- } i
& _
5

+ 0.010-

(74}

2

g T

a

g 0.005 -

% 1 ——
(v

E 0.000 . .

niao fumante fumante

Nivel de Expressao (ACq)
Desvio U -
N| % Média - Minimo | Maximo de p
Padrao valori
Levene
Nao fumante | 30| 69,7 |0,0044527210,001347410,0015982 | 0,0069213
Tabagismo 0,007 | *0,010
Fumante 13| 30,2 |0,00695820 [ 0,0028996 | 0,0024168 | 0,124895

fTeste t de Student. Teste de Levene - Teste de homogeneidade de variancias.
Valor estatisticamente significante para p< 0,05.
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Em relacdo ao uso de equipamentos de protecdo individual (EPI’s) avaliou-se a
expressdo do gene XPG referente ao uso de madscara, luvas, 6culos, macacdo e botas. No
entanto, obtiveram-se resultados de associacdo significativos somente para os equipamentos
madscara e macacdo. Avaliou-se o uso de EPI’s em relacao a frequéncia de uso, e tratando do
uso de madscara, a expressio do nivel de XPG mostrou-se menor para aqueles que

frequentemente usavam o equipamento (p= 0,000) (Figura 21).

Figura 21. Nivel de expressdo do gene XPG frente a frequéncia do uso de méscara.
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fTeste t de Student. Teste de Levene - Teste de homogeneidade de variancias.
Valor estatisticamente significante para p< 0,05.
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Quanto ao macacdo, observou-se que o perfil de expressdo do gene XPG, assim como

para a mdscara, mostrou-se menor expresso para o uso frequentemente do equipamento (p=

0,003) (Figura 22).

Figura 22. Nivel de expressdao do gene XPG quanto a frequéncia do uso de macacao.
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Teste ¢ de Student. Teste de Levene - Teste de homogeneidade de variancias.
Valor estatisticamente significante para p< 0,05.

Nao foram identificadas associagOes significantes deste gene para as varidveis cariotipo

alterado e normal, presenca de histérico de cancer na familia, uso de EPI’s (luvas, botas e

oculos) e lavagem de EPI’s em casa ou no trabalho. Os mesmos apresentaram p-valores

superiores a 0,05.




4.3.2. Analise do nivel de expressao do gene XPC

Frente as andlises do gene XPC, verificaram-se importantes associacdes do nivel de

expressdo deste gene com as varidveis relacionadas ao tempo de exposicdo, consumo de

alcool, tabagismo e uso de EPI.

Quanto ao tempo de exposi¢cdo aos agrotéxicos, verificou-se que trabalhadores expostos
a mais de 12 anos apresentam menor nivel de expressio do gene XPC em relacdo a

agricultores com tempo inferior a 12 anos de trabalho com agroquimicos (p= 0,001) (Figura

23).

Figura 23. Nivel de

expressao do gene XPC em relacio ao tempo de exposi¢do aos

agrotoxicos.
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Em relacdo ao consumo de bebida alcodlica, o gene XPC apresentou diminui¢do da

expressao frente aos agricultores que ndo sdo etilistas (p=0,001) (Figura 24).

Figura 24. Nivel de expressiao do gene XPC em relacdo ao consumo de bebida alcodlica.
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Quanto ao tabagismo, observou-se que o perfil de expressdo do gene XPC para

agricultores ndao fumantes apresenta-se menor em relacdo aqueles que possuem o habito de

fumar (p= 0,017) (Figura 25).

Figura 25. Nivel de expressdo do gene XPC quanto ao tabagismo.
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Frente ao uso de EPI’s, identificou-se associacdo significante do nivel de expressdo do
gene XPC somente para varidvel uso de méscara. Trabalhadores que frequentemente usam o
equipamento apresentaram perfil de expressdo do gene XPC menor do que aqueles que as

vezes ou nunca usam mascara (p= 0,001) (Figura 26).

Figura 26. Nivel de expressdo do gene XPC quanto ao uso de mdscara.
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fTeste t de Student. Teste de Levene - Teste de homogeneidade de variancias.
Valor estatisticamente significante para p< 0,05.

Nao foram identificadas associacdes significantes entre os grupos de trabalhadores,
assim como para associacao entre agricultores expostos e ndo expostos, para o tipo de contato,
para o uso dos EPI’s macacao, luvas, oculos e botas, para o resultado do cariotipo, para
historico de cancer e para lavagem dos EPI’s em casa ou no trabalho. Essas varidveis
obtiveram valores de p superiores a 0,05 sendo consideradas ndo significantes na analise de

expressao.
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Para o gene XPA verificaram-se associacdes importantes quanto ao tabagismo, tipo de

contato com agrotoxicos e para o uso de mascara.

Em relacdo ao tabagismo, observou-se que agricultores ndo fumantes demonstram um

nivel de expressao do gene XPA inferior aos agricultores fumantes (p=0,003) (Figura 27).

Figura 27. Nivel de expressdo do gene XPA em relacdo ao tabagismo.
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Teste ¢ de Student. Teste de Levene - Teste de homogeneidade de variancias.
Valor estatisticamente significante para p< 0,05.
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Quanto ao tipo de contato, verificou-se que agricultores que tinham contato direto com

o agrotoxico durante o trabalho possuem expressio do gene XPA menor em relagdo a

trabalhadores que tinham contato indireto (p= 0,016) (Figura 28).

Figura 28. Nivel de expressdo do gene XPA quanto ao tipo de contato ao agrotdxico.

*
— 0.004 - : :
S
=
o
= -
5 0.003
i
W
=
o 0.002 -
=
@
& |
% 0.001- -
o —_—
E 0.000 . .
direto indireto
Nivel de Expressao (ACq)
Desvio 1Nz
N| % Média ~ Minimo | Maximo de | p-valort
Padrao
Levene
Tipo de Direto 24| 54,6 10,0011512(0,000298 | 0,0005408 | 0,0018695
0,002 | *0,016
contato Indireto 20| 45,4 [0,0016198 | 0,000761 | 0,0004094 | 0,0031768

Teste ¢ de Student. Teste de Levene - Teste de homogeneidade de variancias.
Valor estatisticamente significante para p< 0,05.
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Em relacdo ao uso de madscara, observou-se que a expressio do gene XPA estd

diminuida em trabalhadores que frequentemente usam o equipamento de protecdo quando

comparados com aqueles que usam esporadicamente (p= 0,030) (Figura 29).

Figura 29. Nivel de expressdo do gene XPA em relacdo a frequéncia do uso de méscara.
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Teste ¢ de Student. Teste de Levene - Teste de homogeneidade de variancias.
Valor estatisticamente significante para p< 0,05.

Para este gene ndo foram identificadas associa¢Oes significantes para as seguintes

varidveis: grupos dos agricultores, expostos € ndo expostos, tempo de exposi¢do, etilismo,

Uso de EPI’s (macacdo, luvas, botas e dculos), cariétipo, histérico de cancer e lavagem de

EPI’s em casa ou no trabalho. Tais variaveis obtiveram p-valores superiores a 0,05.




4.3.4. Anélise do nivel de expressao do gene CSB

As andlises para o gene CSB mostraram associa¢des significantes frente as varidveis

avaliadas nesta pesquisa.

Quanto ao tempo de exposicao a agrotéxicos e trabalho na agricultura, observou-se que
trabalhadores expostos a mais de 12 anos apresentam um nivel de expressdo do gene CSB

menor em relacdo a trabalhadores expostos por tempo inferior a 12 anos (p= 0,05) (Figura

30).

Figura 30. Nivel de expressdo do gene CSB frente ao tempo de exposicao a agrotdxicos.
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fTeste t de Student. Teste de Levene - Teste de homogeneidade de variancias.
Valor estatisticamente significante para p< 0,05.
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Quando se estratificou o tempo de trabalho na agricultura e consequente exposicao aos

agrotoxicos observou-se associacdo significante para expressiao do gene CSB. Agricultores

com exposi¢ao de mais de 12 anos mostraram um nivel de expressdo menor frente aqueles

que demonstram exposi¢do inferior a 5 anos (p= 0,029) (Figura 31). Nao houve associa¢do

significante para o grupo exposto por 5 a 12 anos.

Figura 31. Nivel de expressiao do gene CSB frente ao tempo de exposi¢do na agricultura

estratificado.
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estratificado "S5 hos | 45 | 78.9 | 0,001207 | 0,000586 | 0,000303 | 0,002654 #0,029

$ANOVA one-way. Teste de Levene - Teste de homogeneidade de varidncias.

Valor estatisticamente significante para p< 0,05
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Quanto ao tipo de contato, verificou-se que agricultores que tinham contato direto com

o agrotoxico durante o trabalho possuem expressdo do gene CSB menor em relagdo a

trabalhadores que tinham contato indireto (p= 0,023) (Figura 32).

Figura 32. Nivel de expressiao do gene CSB em relagdo ao tipo de contato.
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Valor estatisticamente significante para p< 0,05.




77

Frente ao consumo de bebida alcodlica, o gene CSB apresentou diminui¢do da

expressao em relacdo aos agricultores que ndo sdo etilistas (p=0,010) (Figura 33).

Figura 33. Nivel de expressdo do gene CSB em relacdo ao consumo de bebida alcodlica.
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fTeste t de Student. Teste de Levene - Teste de homogeneidade de variancias.
Valor estatisticamente significante para p< 0,05.
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Quanto ao tabagismo, verificou-se, assim como no etilismo, uma diminuicdo da

expressao do gene CSB para agricultores ndo fumantes em relacdo aos fumantes (p= 0,0006)

(Figura 34).

Figura 34. Nivel de expressdo do gene CSB quanto ao tabagismo.
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fTeste t de Student. Teste de Levene - Teste de homogeneidade de variancias.
Valor estatisticamente significante para p< 0,05.
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Em relacdo ao uso de EPI’s observou-se associacdes significantes em relagdo ao uso dos
equipamentos mascara € macacdo. Primeiramente, quanto ao uso de mdscara, a expressao do
gene CSB apresentou-se menor para os agricultores que frequentemente usavam o

equipamento em relacdo aqueles que ds vezes ou nunca o utilizavam (p= 0,002) (Figura. 35).

Figura 35. Nivel de expressdo do gene CSB frente ao uso de mdscara.
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Teste t de Student. Teste de Levene - Teste de homogeneidade de varincias.
Valor estatisticamente significante para p< 0,05.
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Referente ao uso do macacao, evidenciou-se que a expressdo do gene CSB também se

mostrou menor expresso em agricultores que frequentemente usam o equipamento em relacao

aqueles que usam de forma esporadica (p= 0,026) (Figura 36).

Figura 36. Nivel de expressdo do gene CSB em relag@o ao uso de macacao.
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fTeste t de Student. Teste de Levene - Teste de homogeneidade de variancias.
Valor estatisticamente significante para p< 0,05.

Nao foram identificadas associacdes significantes entre o nivel de expressdo do gene

CSB e as variaveis: grupos dos agricultores, grupos exposto e ndo exposto, uso de EPI’s

(luvas, oculos e botas), resultado do caridtipo, histérico de cancer e lavagem de EPI’s. Essas

ndo obtiveram p-valores significantes (p>0,05).
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4.3.5. Analise do nivel de expressao do gene CSA

Frente as andlises do gene CSA, verificaram-se importantes associagdes do nivel de
expressdo deste gene em relacdo aos grupos de produgdo dos trabalhadores, assim como os
grupos diferenciados em expostos € ndo expostos, consumo de bebida alcodlica e uso de
madscara.

Primeiramente, quanto aos grupos de producdo em que estdo distribuidos os
agricultores, verificou-se diminui¢cdo da expressdo do gene CSA do grupo grande produtor em
relacdo ao grupo agricultura familiar (p= 0,000) (Figura 37). Adicionalmente, a expressdo do
gene CSA também estd diminuida para o grupo grande produtor quando comparada ao grupo

agricultura ecoldgica (p= 0,000) (Figura 37).

Figura 37. Nivel de expressdo do gene CSA quanto aos grupos de producdo no qual estdo

inseridos os agricultores rurais.
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Valor estatisticamente significante para p< 0,05.
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Ao observarmos os grupos grande produtor e agricultura familiar e analisarmos como

tnico grupo e considerando-o como grupo exposto a agrotoxicos, observamos que o nivel de

expressao do gene CSA se mostrou baixo expresso quando comparado com o grupo

considerado ndo exposto (grupo da agricultura ecoldgica) (p= 0,009) (Figura 38).

Figura 38. Nivel de expressdo do gene CSA para o grupo exposto (grande produtor e

agricultura familiar) e grupo ndo exposto (agricultura ecoldgica).
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Valor estatisticamente significante para p< 0,05.
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Quanto ao etilismo, verificou-se que que agricultores que ndo possuem o habito de

consumir bebida alcodlica apresentam o nivel de expressdao do gene CSA diminuido em

relacdo a agricultores etilistas (p=0,023) (Figura 39);

Figura 39. Nivel de expressdo do gene CSA frente ao consumo de bebida alcodlica.
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Valor estatisticamente significante para p< 0,05.
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Finalmente, quanto ao uso de mdscara, trabalhadores que frequentemente usam mascara

mostraram nivel de expressdo do gene CSA menor quando comparado com aqueles que as

vezes ou nunca usam o equipamento (p= 0,018) (Figura 40).

Figura 40. Nivel de expressiao do gene CSA em relagdo ao uso de mdscara.
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Nao foram identificadas associacOes significantes entre o nivel de expressdo do gene

CSA e as varidveis tempo de exposicao, tipo de contato, uso de EPI’s (luvas, 6culos e botas),

cariotipo, histérico de cancer e lavagem de EPI’s. As mesmas obtiveram p-valores maior que

0,05, considerando-os ndo significantes.

Os principais resultados de expressdo avaliados de forma significativa encontram-se

resumidos na figura 42. As setas indicam que os genes estdo com a expressdo aumentada

(para cima) ou baixo expressos (para baixo).




85

As andlises das varidveis em relagdo aos controles sauddveis ndo obtiveram resultados
significantes, no entanto ressalta-se a diferenca de média entre os grupos expostos (agricultura
familiar e grande produtor), ndo expostos (agricultura ecoldgica) com o grupo controle
sauddvel para os genes XPG (figura 41) e para o gene CSB (figura 42). Os valores
significantes referentes aos grupos grande produtor, agricultura familiar e agricultura

ecoldgica se encontram nas figuras 13 e 35 ja demonstradas anteriormente.

Figura 41. Nivel de expressdo do gene XPG frente os grupos em que estdo inseridos os

agricultores e o grupo controle sauddvel.
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Figura 42. Nivel de expressao do gene CSA frente os grupos em que estdo inseridos os

agricultores e o grupo controle saudével.
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Figura 43. Esquema de caracterizag¢do dos principais resultados de expressao avaliados nesse estudo.
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4.4 Analises de correlacio entre os niveis de expressao dos genes relacionados aos

mecanismos de reparo em danos de fita simples do DNA

Para avaliarmos a correlag@o entre os genes utilizou-se o teste de correlacdo de Pearson
(R) e obtencio do r* (R square), no qual analisa a influéncia da expressdo de cada gene sobre
a expressdo dos demais genes, a fim de caracterizar o comportamento de determinado
mecanismo de reparo na populacdo dos agricultores avaliados nesse estudo.

Admitindo-se, valores de “r”” de 0,1 a 0,3 para correlacao fraca, 0,3 a 0,5 para correlagao
moderada e acima de 0,5 para correlacdo forte. Valores de correlagdo significativos com p<
0,05.

Inicialmente, observou-se que hd uma moderada correlacdo entre o gene XPA e o gene
XPC (r= 0,496; p= 0,000), demonstrando que esses genes sdo responsdveis por 24,6% (r>=

0,246) da variagdo dos seus respectivos niveis de expressao em agricultores rurais (Figura 44).

Figura 44. Andlise de correlacio dos niveis de expressdo dos genes XPA e XPC em

agricultores rurais.
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Adicionalmente, foi identificado que ha uma forte correlacdo entre os genes XPA e o
gene XPG (r= 0,627; p= 0.000), mostrando que estes genes sdo responsaveis por 39,4%
(r?=0.394) da variagdo dos seus respectivos niveis de expressdo em agricultores rurais (Figura

45).

Figura 45. Andlise de correlacio dos niveis de expressio dos genes XPA e XPG em

agricultores rurais.
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Em seguida, observou-se que hd uma correlacdo moderada entre os niveis de expressao
dos genes XPA e CSA (r=0.327; p= 0.019) e forte entre os genes XPA e CSB (r=0.635; p=
0.000). Estes dados demonstram que o gene XPA influéncia 10,7% (1*=0.107) (Figura 46) e
40,3% (r’=0.403) (Figura 47) do nivel de expressdo dos genes CSA e CSB, respectivamente.
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Figura 46. Andlise de correlagdo dos niveis de expressdo dos genes XPA e CSA em

agricultores rurais.
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Figura 47. Andlise de correlagdo dos niveis de expressdo dos genes XPA e CSB em

agricultores rurais.
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Observamos que ha uma forte correlacio entre os genes XPC e o gene XPG (r= 0,641;
p= 0.000), mostrando que estes genes sdo responsdveis por 41,1% (1*=0.411) da variagio dos

seus respectivos niveis de expressdo em agricultores rurais (Figura 48).

Figura 48. Andlise de correlacdo dos niveis de expressdo dos genes XPC e XPG em

agricultores rurais.
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Além disso, também se evidenciou uma forte correlacdo entre o gene XPC e o gene
CSB (r= 0,658; p= 0.000), mostrando que estes genes sdo responsaveis por 43,3% (1>=0.433)

da variagdo dos seus respectivos niveis de expressdo em agricultores rurais (Figura 49).
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Figura 49. Andlise de correlacdo dos niveis de expressdo dos genes XPC e XPG em

agricultores rurais.
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Adicionalmente, observou-se que hd uma correlacio forte entre os niveis de expressao
dos genes XPG e CSA (r=0.536; p= 0,000) e também entre os genes XPG e CSB (r=0.821; p=
0.000). Estes dados demonstram que o gene XPG influéncia 28,8% (r’=0.288) (Figura 50) e
67,5% (r’=0.675) (Figura 51) do nivel de expressdo dos genes CSA e CSB, respectivamente.
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Figura 50. Andlise de correlacio dos niveis de expressdo dos genes XPG e CSA em

agricultores rurais.
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Figura 51. Andlise de correlagdo dos niveis de expressdo dos genes XPG e CSA em

agricultores rurais.
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Por fim, observou-se que ha uma correlagdo forte entre os niveis de expressdao dos genes
CSA e CSB (r=0.515; p<0.000) demonstrando que o gene CSA influéncia 26,6% (1’=0.266) do

nivel de expressdo do gene CSB e vice-versa (Figura 48).

Figura 52. Andlise de correlagdo dos niveis de expressdo dos genes CSA e CSB em

agricultores rurais.
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Nao foi observado correlacdo significante (p<0,05) entre o nivel de expressdo dos

genes XPC e CSA.
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5. DISCUSSAO

Com o presente estudo realizamos a primeira avaliacdo de genes de reparo em amostras
de medula 6ssea em agricultores rurais expostos a agrotéxicos. Nossos dados demonstraram
que a maior parte dos trabalhadores avaliados neste estudo estdo inseridos no grupo do
agronegocio (55,5%), caracterizado por trazer ao trabalhador rural situagdes de
vulnerabilidade ocupacional, sanitdria, ambiental e social. Em seguida se encontra o grupo da
agricultura familiar ou pequeno produtor, o qual corresponde a 33,3% dos agricultores, grupo
este com condicdes diminuidas para investir em instalacdes e equipamentos adequados para
armazenamento, higienizacio e protecdo (CARNEIRO et al., 2012).

A prevaléncia do grupo do agronegdcio na regido se da, principalmente, devido ser uma
regido voltada para a fruticultura de exportacdo, além disso a ocupagdo de extensas dreas por
monoculturas caracteriza o modo de producao do agronegocio, bastante evidenciado na regidao
de Limoeiro do Norte (CARNEIRO et al., 2012).

Outro grupo em que estdo inseridos os agricultores é o da agricultura ecoldgica,
correspondendo a 11,1% dos trabalhadores. Esse meio de produgdo substitui o uso de
agrotoxicos por métodos naturais e/ou de controle biolégico de pragas agricolas e
microrganismos patogénicos. Tem como base o equilibrio ecoldégico, protegendo os
agricultores e o meio ambiente. No entanto, a luta contra o modelo dominante envolve muitos
aspectos politicos e sociais, tornando o agronegécio um modelo que necessita de
contribui¢des e apoio de setores governamentais (CARNEIRO et al., 2012).

A idade média dos agricultores nesse estudo foi de 45 anos e em relacdo ao género
houve prevaléncia para o género masculino, correspondendo a 97,7%. Idade e género sao
condi¢des que contribuem para maior suscetibilidade individual de maneira que criangas,
idosos e mulheres em idade fértil constituem grupos populacionais de especial risco
relacionado aos agrotéxicos (WOODRUFF, ZOTA; SCHWARTZ, 2011). Em um estudo
realizado por Benatto (2002) envolvendo agrotéxicos no Brasil mostrou que as intoxicagdes
se concentraram em individuos do sexo masculino entre 15 e 49 anos, mostrando que a nossa
populacdo de estudo se enquadra a esses dados.

Ao avaliarmos o tempo de exposi¢cdo aos agrotoxicos identificamos que 76% dos
trabalhadores sofrem exposi¢ao por mais de 12 anos. Assim como ocorre em dados de um
estudo realizado com 2.469 fumicultores no sul do Brasil, que demonstrou que 43,1% dos

trabalhadores também mostram exposi¢do superior a 12 anos (MEUCCI et al., 2014).
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Ao avaliarmos contato com agrotéxicos, a maioria dos agricultores, 58% deles
mostraram ter contato direto com o agrotoxico durante o trabalho, o que também pode ser
observado no estudo epidemiolégico da populagdo do Baixo Jaguaribe exposta a dreas de uso
de agrotoxicos realizado por Rigotto em 2011. No estudo, foi evidenciado que o contato
direto em cerca de 30% dos trabalhadores do agronegécio e em 60% dos agricultores
familiares camponeses. As atividades envolviam a prepara¢do de misturas, a pulverizacao
costal, o trabalho exercido em &area recém-pulverizada, o armazenamento e transporte, o
descarte de embalagens e a limpeza de roupas (RIGOTTO et al., 2011).

Em relacdo as atividades exercidas na agricultura, a maior frequéncia foi de
trabalhadores em que exerciam algum tipo de atividade em area pulverizada (36%), seguida
da pulverizacdo costal (25%). Mesmo sendo a unica forma de pulverizacdo que conta com
legislagdo especifica, a pulverizacdo aérea termina por ser a mais perigosa € contaminante
(CARNEIRO et al., 2012).

Na regido de Limoeiro do Norte, o langcamento dos agrotdxicos por via aérea atinge
comunidades fora das dreas de plantacio e € responsdvel pelas frequentes queixas
relacionadas aos incomodos de saude logo apds a aplicacdo, mesmo quando sdo seguidas as
regras da aviacdo para esse fim (MARINHO et al., 2011). Na Chapada do Apodi, em 2009,
foi aprovada uma lei que proibia o a pulverizacdo aérea, no entanto apenas trés meses apos a
aprovacao da referida lei, o prefeito de Limoeiro do Norte propds a Camara Municipal sua
revogacao (CARNEIRO et al., 2012). Nos cultivos dos pivos, na Agropecuaria Califérnia,
tém sido empregados varios tipos de agrotoxicos e quando se faz pulverizacdo, € comum os
moradores mais proximos sentirem mal-estar, como dor de cabeca, tontura, nduseas e
indisposicdo (CARNEIRO et al., 2012).

Em relacdo ao uso de equipamentos de protecdo individual (EPI’s) em nosso estudo,
apenas 10% dos agricultores fizeram uso de todos os equipamentos recomendados, 6,25% nao
utilizavam nenhum equipamento e os demais utilizavam frequentemente ou de forma
esporadica apenas alguns EPI’s. Em um estudo realizado por Waichman (2012), no estado do
Amazonas, a ndo utilizagdo de EPI’s se dava por serem caros, desconfortdveis e inadequados
para o clima quente da regido. No entanto, os riscos devido ao ndo uso ndo estavam sendo
considerados (WAICHMAN et al., 2012).

Embora os equipamentos os EPI’s ndo sejam eficientes para proteger efetivamente os
trabalhadores de intoxicacdes cronicas, ndo os utilizar ou fazé-los de forma inadequada

contribui para o elevado nimero de acidentes com agrotéxicos. Por vezes, os motivos
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alegados para a ndo utilizag@o s@o o fato de os patrdes ndo os disponibilizarem, mas também o
desconforto (SCHMIDT; GODINHO, 2006; CASTRO; CONFALONIERI, 2005).

Quanto a andlise citogenética, mostramos alteracdes em 11 casos, no qual 10 destes
casos fazem parte dos grupos de agricultores expostos aos agrotxicos (grande produtor e
agricultura familiar), demonstrando, assim, que alteracdes cromossdmicas estdo mais
evidenciadas em agricultores que sofrem exposicdo mais intensa. Conforme citado por
Koifman et al. (2003) os danos cromossdmicos sao biomarcadores relevantes para a
predisposicio ao cincer e o biomonitoramento citogenético € considerado ferramenta
importante para avaliar os possiveis efeitos genotdxicos de uma determinada exposicao
(KOIFMAN; HATAGIMA, 2003).

Nossa pesquisa € a primeira e Unica a demonstrar alteracdes cromossdmicas em medula
6ssea de agricultores expostos a agrotéxicos. E interessante notar que alguns pesquisadores ja
tentaram mostrar estas alteracdes anteriormente, porem os estudos eram feitos com coletas de
sangue periférico e cultura de linfécitos, métodos associados a baixa proliferagdo de células
tronco e que nao conseguiram detectar alteracOes significativas (PAIVA, et al., 2011).

Ao avaliarmos a relacdo dos agrotéxicos mais utilizados pelos agricultores em nosso
estudo, evidenciamos o Roundup®, ou glifosato,e o Gramoxone 200®, ou paraquat,
respectivamente. O glifosato representa, sozinho, em torno de 40% do consumo de agrotdxico
no Brasil. Além disso, em estudo que avaliou os 128 principios ativos envolvidos em
intoxicagdes, tanto o glifosato quanto o paraquat foram os agentes toxicos mais incriminados.
O registro desses dois agrotoxicos esta sendo reavaliados pela ANVISA (CARNEIRO et al.,
2012).

O glifosato, ou Roundup®, como muitas vezes € vendido, tem como principal grupo
quimico a glicina substituida e estudos recentes tém demonstrado sua relagdo com sintomas
que incluem iiritacdo dos olhos, asma, dor de cabeca, dificuldade para respirar e vertigens
(INCA, 2010). Além disso também tem sido evidenciado relacdo entre a exposicdo ao
glifosato e o desenvolvimento de Linfoma ndo Hodgkin e mieloma multiplo (COX, 2004;
CLAPP, 2007; INCA, 2010).

A associacdo de glifosato com dano do DNA ja foi relatada em peixes e mamiferos
(MOYA et al., 2014). Braz-Mota et al. avaliou os efeitos téxicos do glifosato em juvenis de
tambaqui (Colossoma macropomum), um peixe muito importante da Amazonia no Brasil,
detectando o aumento do dano do DNA em suas células de tambaqui expostas ao glifosato
(BRAZ-MOTA et al., 2015). Mais recentemente, Townsend et al. avaliou as concentracdes de

glifosato no dano do DNA usando células Raji humanas e demonstrou que a citotoxicidade do
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glifosato tinha uma natureza citotoxica definitiva em células humanas em altas concentragoes,
como demonstrado com alto dano no DNA detectado pelo teste de cometas (TOWNSEND et
al., 2017). Koller et al. também avaliou o DNA danificado do glifosato na linha celular
epitelial bucal derivada de humanos e encontrou efeitos genotdxicos significativos apds curta
exposicdo a concentragdes que correspondem a uma diluicdo de 450 vezes de pulverizagdo
normalmente utilizada na agricultura (KOLLER et al., 2012). O paraquat também foi
associado ao dano do DNA (ALI et al., 1996; FENG et al., 2012) e a regulag@o negativa das
proteinas anti-apoptdticas (HATHAICHOTTI et al., 2017). Todos esses resultados reforcam o
efeito mutagénico de ambos os pesticidas, mas o mecanismo real de sua indu¢iao de danos no
DNA ainda nd3o é totalmente compreendido. Nosso relatério € o primeiro a sugerir um
possivel efeito desses pesticidas na diminui¢cdo da expressdo de genes de reparo do DNA em
células da medula 6ssea, que podem ter um profundo impacto a jusante, levando a condi¢des
cronicas crOnicas, como 0 cancer.

Em relacdo aos nossos resultados de expressdao dos genes de reparo de fita simples do
DNA, acreditamos, apds avaliacdo literdria, que este € primeiro estudo a avaliar expressao
génica de genes de reparo de fita simples do DNA em amostras de medula Ossea de
agricultores expostos a agrotoxicos.

Nossas avaliagdes dos grupos de trabalhadores expostos € ndo expostos a agrotéxicos
mostraram associagOes significantes para vdrias varidveis avaliadas no estudo quanto aos
genes avaliados. Logo, esse trabalho corrobora com dados da literatura que demonstram os
efeitos nocivos dos agrotoxicos, relacionado a efeitos agudos, cronicos, assim como a
susceptibilidade do risco de desenvolvimento de cancer devido a exposi¢do aos agrotoxicos.
Em um estudo epidemioldgico realizado por Rigotto, no qual avaliou 545 agricultores da
regido de Limoeiro do Norte, Quixeré e Russas, no Ceard, em que praticamente 100% dos
agricultores tinham contato com agrotéxico e 30% dos trabalhadores, no momento da
entrevista do estudo, apresentavam quadro provavel de intoxicagdo aguda por agrotéxicos
(RIGOTTO et al. 2011).

Um estudo tem apontado para os riscos de cancer causado por exposi¢do a agrotoxicos,
como um estudo transversal realizado no Ceard sobre um registro de casos de cancer em
trabalhadores rurais, em que revelou risco de cancer de pénis, leucemias e testiculos, além de
outras localidades em menor frequéncia, como bexiga, linfomas, tecidos conjuntivos, es6fago
e outros (WEICHENTHAL et al., 2012).

No ambito nacional, um estudo realizado no Parand, ao comparar homens agricultores

com outras populagdes masculinas também demonstrou dados de mortalidade por canceres de
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estdmago, esdfago e laringe (CHRISMAN et al., 2008). Enquanto que no Rio Grande do Sul
em um estudo que avaliou a incidéncia de mortalidade por neoplasias e comparou com dados
do Brasil, identificou que os homens morrem mais de cancer do que as mulheres, fato este que
se deve a maior exposicdo ocupacional do homem no trabalho agricola, neste caso, o que
também € percebido em nosso estudo, que demonstrou 97,8% de trabalhadores do sexo
masculino (INCA, 2002).

Visto que o cancer resulta do acimulo de alteragdes no DNA, que podem ser oriundas
de agentes internos e externos, podem culminar na perda de fun¢do normal, crescimento e
proliferagdo desordenados. Além disso, os acimulos de danos no DNA podem ser somados a
erros espontaneos de replicacdo ndo corrigidos pelo sistema de reparo, podendo causar
mutacOes irreversiveis resultando na progressdo de um cancer (KIFMAN; HATAGIMA,
2003). Desta forma, mutagdes em genes cruciais do mecanismo de reparo, ao estarem
mutados, podem levar a modificacdo na expressdo gé€nica, indicando aumento de atuacdo dos
genes para reparar excesso de danos ou ainda perda de fungdo dos mesmos por ja se
apresentarem mutados.

Ao avaliarmos a diferenca de expressdo para os devidos grupos expostos a agrotoxicos
observamos associagdes significativas entre os grupos grande produtor, agricultura familiar e
agricultura ecolégica para os genes XPG e CSA, observados na figura 15 e 37,
consecutivamente. Ao consideramos os dois grupos expostos aos agrotéxicos como unico
grupo e ao avaliarmos quanto ao grupo ndo exposto, também observamos associacoes
significativas para os genes XPG e CSA, figura 16 e 38, consecutivamente.

Detectamos que os genes de reparo do DNA sdo, em geral, downregulated em
agricultores expostos a pesticidas. Grupo de agricultura industrial apresentou menor expressao
de CSA and XPG em comparagio com a agricultura organica. E importante notar que CSA e
CSB s@o a sinalizacdo celular chave de ruptura de DNA de fita simples. Da mesma forma, o
XPG ¢ um verdadeiro efetor do reparo da classe SSB. Da mesma forma, o grupo de
agricultura familiar também apresentou menor XPG em comparagdo com o grupo de
agricultura orginica, o que sugere que a exposicdo a pesticidas pode ser o principal
responsavel por esta regulacdo negativa.

Ao avaliarmos associag¢des do tipo de contato com o0s agrotdxicos, observamos que o
contato direto mostrou associagdes para os genes XPA (figura 28), XPG (figura 18) e para o
gene CSB (figura 32). Agricultores que possuem contato direto, ou seja, de forma mais
agressiva, demonstraram diminuicao da expressao dos genes. Da mesma forma, ao avaliarmos

o tempo de exposi¢do, associagdes significantes foram encontradas para os genes XPC (figura
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23), XPG (figura 17) e CSB (figura 30), também avaliadas com o perfil de expressao
diminuidas para tais genes de reparo. E sempre importante lembrar que este é o primeiro
trabalho da literatura mundial a demonstrar que genes de reparo do DNA estdo “down
regulated” em agricultores expostos a agrotoxicos.

Desta forma, a regulacdo negativa dos genes de reparo do DNA também parece
depender do tempo em agricultores expostos a pesticidas. Detectamos que os genes de fita
simples (XPC, XPG e CSB) apresentaram menor expressio em agricultores expostos a
pesticidas ha mais de 12 anos do que aqueles que apresentaram menos de 12 anos. O cancer é
um processo dependente do tempo e estudos epidemiolégicos demonstraram que VArios anos
de exposicdo sdo geralmente necessarios para o desenvolvimento do cancer de medula Gssea,
mas isso também depende do tipo de agente exposto. Jie Jin et al. avaliaram a exposi¢do a
pesticidas como um fator de risco para sindromes mielodisplésicas, o cancer de medula Ossea
mais comum do Mundo Ocidental, em uma meta-analise de onze estudos de casos e controles
e detectou um efeito forte, representando um aumento de 63% no risco de desenvolvimento.
Caracteristicas iniciais da SMD (Anemia Refractiria (AR) e Anemia Refractaria com
Sideroblastos em Anel (ARSA) (JIE JIN et al., 2014). Uma avalia¢do de cancer muito recente
em uma populacdo de 70.570 trabalhadores agricolas do Canadd mostrou que o risco de
desenvolver leucemia foi significativamente elevado entre os agricultores, com Agricultores
de grua exibindo um aumento de 2 vezes no risco de desenvolver mieloma multiplo
(KACHURI et al., 2017).

Em relag@o aos hébitos de vida avaliamos o consumo de dlcool e o tabagismo por parte
dos agricultores que usam agrotéxicos, e mostramos que 54,4% agricultores possuem o habito
de beber, sendo a maioria consumidores de bebida destilada. E quanto ao fumo, embora a
maioria ndo possuem o habito de fumar, o mesmo € representado por 16 agricultores
fumantes, sendo que 12 deles fumam diariamente.

Quanto a tais hdbitos mostramos associacdes importantes. Em relacdo ao etilismo, os
genes que mostraram associagdes significativas foram o XPG (figura 19), XPC (figura 24),
CSB (figura 33) e CSA (figura 39). Para o tabagismo os genes que mostraram associagoes
significantes foram o XPG (figura 20), XPC (figura 25), XPA (figura 27) e CSB (figura 34).
No entanto, diferente dos resultados ja discutidos anteriormente, as expressdes desses genes
para as referidas varidveis mostraram-se com o nivel de expressdo aumentado.

Assim, detectamos uma maior expressdo de genes de rupturas de fita simples em
agricultores expostos a pesticidas que fumavam regularmente e / ou bebiam alcool. O alcool e

o tabagismo foram consistentemente associados a um aumento na expressao de CSB, XPC e
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XPG. Confundir por fator de risco de céancer relacionado ao estilo de vida foi uma
preocupacdo em nosso estudo, mas nés descobrimos que fumar e beber estavam relacionados
ao aumento da expressao desses genes contra a regulacdo negativa entre individuos expostos a
pesticidas. E importante enfatizar que a magnitude dos efeitos de confusdo causados pelo
tabagismo e consumo de dlcool foi minimizada apdés uma regressdo multipla, o que ndo
confirmou nenhum efeito significativo na expressdo dos genes analisados por este estudo. Nao
estamos totalmente certo se isso é resultado de eventos compensatérios ou induzidos pelo
estresse, mas tanto o tabaco como o tabagismo, bem como outros aspectos relacionados ao
estilo de vida, foram associados a mudancas nos padrdes de expressdo dos genes de reparo do
DNA (ZHOU et al., 2013). O élcool cronico e o abuso de tabaco desempenham um papel
crucial no desenvolvimento de diferentes distirbios hepdticos. A ingestdo promove a geracao
de espécies reativas de oxigénio dentro de células hepaticas expondo seu DNA a ciclos
continuos de estresse oxidativo, o que, em ultima instancia, leva a danos irreversiveis no
DNA. Em resposta a tais danos, uma maquinaria de reparacdo de protecdo emaranhada
compreendendo diferentes proteinas de reparo, como complexos ATM, ATR e MRN, torna-se
extremamente ativada, o que € mecanisticamente designado como resposta / conseqiiéncia, em
vez de acdo direta pelo agente (BORAN et al., 2017; ALVES et al., 2017; LACAILLE et al.,
2016; MANSOORI et al., 2015).

Por fim, nossa andlise de expressao frente ao uso de EPI também mostrou associacdes
importantes, no entanto somente para os EPI’s mdéscara e macacdo. O uso de macacdo
mostrou correlagdes importantes em relagdo ao gene XPG (figura 22) e CSB (figura 36).
Enquanto que o uso de madscara mostrou associa¢des significantes para todos os genes
avaliados nesse estudo, XPG (figura 21), XPC (figura 26), XPA (figura 29), CSB (figura 35) e
CSA (figura 40).

Assim como as analises frente aos habitos de vida, o uso de EPI’s de forma esporadica,
ou seja, as vezes ou nunca, mostraram o nivel de expressio aumentado para os
correspondentes genes. Ndo podemos designar ao certo os motivos para tais resultados, mas
estamos cientes que o mau uso de EPI’s pode ser tdo ruim ou mais prejudicial que o ndo uso
dos mesmos. Logo, uma possivel acdo compensatdria possa estar agindo e tornando o sistema
extremamente ativo (BORAN et al., 2017; ALVES et al., 2017; LACAILLE et al., 2016)

Quanto as correlacdes avaliadas nesse estudo demonstramos que os genes de reparo de
fita simples do DNA avaliados apresentam fortes e moderadas correlacdes, indicando que um
determinado gene influencia a atuacdo do outro, ou seja, eles sdo correlaciondveis e

participam de uma mesma cascata molecular de eventos. Os genes de reparo de fita simples
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atuantes na cascata da via NER participam em conjunto, parte no sensoriamento, como €
observado pelos genes XPC, na via GG-NER e os genes CSA e CSB na via TC-NER, eles sdo
responsdveis pela deteccio da lesdo e recrutamento proteico para que o reparo prossiga
(MARTEIN et al., 2014). Os demais genes, XPA e XPG, sdo que traduzem proteinas, sdo
efetores que atuam na excisdo da lesdio (MARTEIIN et al., 2014). Logo, como ja descritos na
literatura, os genes de reparo sdo essenciais para manutencdo da estabilidade genética e os
dados aqui demonstrados corroboram, por meio dos resultados positivos de correlagdo, que
eles possuem atuagdo em cascata.

Este estudo apresenta limitacdes. O nimero de casos em cada grupo é considerado
baixo, o que poderia ter criado associacdes falsas (erros de tipo I). Uma colecdo de amostras
em série também teria fornecido mais informacdes sobre a sazonalidade e permitiu capturar as
mudancas longitudinais relevantes associadas a cada participante. Outra limitagdo do nosso
trabalho diz respeito as dificuldades em padronizar os niveis absolutos de exposi¢c@o e os tipos
de controle de agentes para cada participante, o que pode ter diferido significativamente
dentro e entre os grupos, mas essa teria sido uma tarefa muito exigente dada a natureza do
estudo e a falta da informacdo disponivel. No entanto, deve-se enfatizar que € extremamente
desafiante a obtencdo de células novas de medula dssea para a cultura e a expressdo de RNA
dos agricultores expostos a pesticidas, dada a sua localizacdo, acessibilidade e inviabilidade
na coleta dessa amostra. Para o nosso melhor conhecimento, este é o primeiro estudo a
realizar a andlise cromossOmica combinada e a expressdo de genes de reparagdo do DNA das
células da medula dssea de trabalhadores agricolas. Nao podemos excluir que as associagdes
observadas possam refletir uma multiplicidade de outros fatores, incluindo a predisposicado
genética. Embora esses resultados sejam interpretados com cautela, uma vez que essas
mutacOes predisponentes também podem funcionar de forma semelhante e encontramos
correlagdes de expressdes significativas entre varios genes investigados, acreditamos que as
associacOes detectadas nao foram por acaso devido a existéncia de literatura de apoio
associando pesticidas com os danos acumulados nos sistemas de reparacdo de DNA.
Acreditamos que os estudos in vitro e os modelos in vivo sdo urgentemente necessarios para
avaliar ainda mais as provaveis alteracOes que detectamos, onde uma regulacdo visivel
reduzida dos genes de reparo do DNA foi observada em agricultores expostos a pesticidas em
comparacdo com individuos de agricultura organica que eram demograficamente similares e

que compartilhavam a mesma regido geogréfica.
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6. CONCLUSOES

Por meio desse estudo podemos concluir que:

e Esse estudo mostrou resultados satisfatérios que fortalecem e estimulam novas
pesquisas que visam demonstrar o prejuizo dos agrot6xicos;

e Mostramos que ha alteracdes nos niveis de expressdo de genes de reparo de fita
simples em agricultores rurais, genes esses que sdo cruciais para manutencido da

estabilidade gendmica;

e Genes de reparo de fita simples do DNA estdo “Dow Reguleted” em agricultores

expostos a agrotoxicos.
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APENDICE A

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Universidade Federal do Ceara/UFC

Introducao: Estamos desenvolvendo uma pesquisa intitulada Analise de expressiao dos
genes de reparo da lesao de fita simples do DNA de trabalhadores rurais expostos a
agrotoxicos, realizada pela Universidade Federal do Ceara (UFC), para a qual estamos
coletando exames laboratoriais de pessoas que trabalham na plantacdo de banana, com o
intuito de identificar os agravos a saide daqueles que se encontram expostos.

Termo de consentimento livre e esclarecido: Estamos convidando vocé a participar de uma
pesquisa sobre agravos a saudde relacionados a exposicdo a agrotdxicos em trabalhadores do
cultivo da banana na Chapada do Apodi. Para isso, estamos pedindo a sua autorizagdo para
participar desta pesquisa. Neste estudo, colheremos informacdes sobre o seu trabalho e a sua
saude através de questionario, exame médico e andlises clinicas, toxicoldgicas e avaliacdo da
medula éssea, ou seja, o 6rgao que produz o sangue. Sua participagdo € importante para que
se possa conhecer o perfil de saide-adoecimento destes trabalhadores, o que pode ajudar a
empresa, os 6rgaos publicos e os proprios trabalhadores a prevenirem eventuais problemas de
saude. Esclarecemos que a sua participacdo neste estudo € de cardter voluntario — vocé ndo é
obrigado a participar. Voc€ pode recusar-se a participar ou retirar seu consentimento a
qualquer momento, sem penalidade alguma. Nao havera nenhum tipo de remuneragdo por sua
participacdo. As informacdes obtidas na pesquisa sdo confidenciais e ndo serd identificada a
sua pessoa. A divulgacdo da pesquisa serd feita em eventos e publicacdes cientificas da drea
da saide, trabalho e meio ambiente, sem mencionar os nomes dos participantes. Os
procedimentos adotados nessa pesquisa ndo oferecem risco a sua saude, podendo gerar
desconforto durante a coleta de aproximadamente 10 ml de sangue da medula éssea e dos
vasos sanguineos. Vocé terd acesso aos resultados dos exames e, caso seja encontrada alguma
alteracdo, serd oferecido acompanhamento e tratamento no Hospital das Clinicas da
Universidade Federal do Ceara.

Eu, , declaro que, apds ter sido
esclarecido (a) pelo pesquisador e ter entendido o que me foi explicado, aceito participar
voluntariamente deste protocolo de pesquisa e permito que minhas informagdes sejam
analisadas e utilizadas pelo estudo.

Telefone de contato:

Pesquisador responsavel: Luiz Ivando Pires Filho: 85 -9933-5519

Sujeito da Pesquisa
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APENDICE B

Questionario de Exposicao aos Agrotoxicos

Vocé trabalha no cultivo da banana?
1.( )Sim 2.( )Nao. Se sim ha quanto tempo (anos/ meses)

Empresa: ( ) Delmont ( )Banesa ( ) Pequeno Produtor

NOME:

DATA DE
NASCIMENTO: TELEFONE:

ENDERECO
Foi colhido medula e sangue periférico: 1. ( ) Sim 2. ( ) Nao

PARTE 1 — CARACTERISTICA DEMOGRAFICA

~ PULE
Ne. QUESTAO CATEGORIAS PARA

Quantos anos
110 | Qual a cidade em que vocé mora atualmente? Limoeiro do Norte
Quixeré
OBS. Se for hd menos de dez anos, fazer a Russas
pergunta 111, se for ha mais pular para 112. Outra
( ) 9

N&o respondeu

O wWN =

PARTE 2 - HABITOS DE VIDA

Nao bebo
202 | Vocé faz uso de algum tipo de bebida alcodlica? Raramente bebo
Mensalmente
Semanalmente
Diariamente
Nao sei

N&o respondeu

—204

©

Cachacga
Qual o seu tipo de bebida preferida? Cerveja
Vinho

Conhaque

Rum

Vodka

Outro

( )
N&o respondeu

203

ONOAPRWN=2OOOTAWON =

©

Nao fumo —207
Vocé tem o habito de fumar? Raramente fumo
Diariamente

N&o respondeu

204

[{e]

De 1 a 4 vezes ao dia
Qual a freqliéncia do uso de fumo por vocé? De 5 a 9 vezes ao dia
10 a 19 vezes ao dia
Mais de 20 vezes ao dia
N&o respondeu

205 anos

OB WN=2OWN =

[{e]




PARTE 3 - HISTORIA PREGRESSA FAMILIAR
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312

Alguma pessoa da sua familia teve algum tipo de
cancer nos ultimos dez anos?

Sim
Nao
Quem
)

Nao sei
N&o respondeu

© ©
©O©OoownN =

—401

313

Que tipo de cancer essa pessoa da sua familia
apresentou?

Pele

Mama

Utero

Ovério
Sangue/Leucemia
Outros

)

Nao sei
N&o respondeu

OO WN =

© ©

PARTE 4 - CARACTERIZACAO DO TRABALHO

401

Quantos anos de trabalho na agricultura vocé tem?

Menos de 01 ano
De 01 a 04 anos
De 05 a 08 anos
De 08 a 12 anos
Mais de 12 anos

Nao sei
N&o respondeu

©

—403

402

Qual a sua atividade de trabalho, antes de trabalhar
na agricultura?

Estudante

Autébnomo

Pedreiro

Eletricista

Comerciario

Agricultor

Outros

( )
N&o respondeu

ONOOPRPWN=2(OCOOTHAWN =

©

405

Em qual setor da empresa vocé trabalha?

Administragao

Setor de Quimica/preparagao
Aplicagdo de quimicos
Plantio

Preparagao de mudas

Setor de colheitas

Setor de embalagem
Restaurante

Outro

( )
N&o respondeu

COoONOOA~WN =

[{o)

406

Qual a fungao que vocé exerce em seu trabalho?

Administrador

Engenheiro

Advogado

Técnico Agricola

Técnico de Laboratério

Técnico de seguranga do Trabalho
Vigilante

Preparador de Produtos quimicos
Aplicador de Agrotoxicos
Preparador de mudas

Plantador

Irrigadores

Adubagao

Desbaste

Eliminagao de pencas ou falsa penca
Eliminagao do coragéao

Limpeza do cacho

Escoramento das bananeiras
Desvio do cacho ou do “filho”
Rebaixamento do pseudocaule (tronco)
Embolsamento de cachos
Marcador de cacho

Rebaixador inicial

Rebaixador final

Desfolha

Colhedor de frutas

Pés-colheita

Tratorista

Cozinheiro

CoOoONOOOA~WN =
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Outros 30
( ) 99
N&o respondeu
PARTE 5 - CARACTERIZACAO DA EXPOSICAO DO TRABALHADOR
Sim 1
503 | Se na empresa que vocé trabalha existe Nao 2 | —601
uso de agrotoxicos (veneno), vocé tem Nao sei 88 | —601
algum contato com eles? N&o respondeu 99 | —601
Direto (durante a atividade de trabalho) 1
504 | Qual é o tipo de contato que vocé tem Indireto (ap6s aplicacéo, colheita, muda e outros) 2
com esses agrotoxicos (veneno)? Durante a pulverizagao aérea 3
Nao sei 88
Nao respondeu 99
Preparagao de misturas 1
505 | Em qual (ais) atividade(s) de trabalho Pulverizacao costal 2
vocé tem contato com agrotoxicos Pulverizagéo aérea 3
(veneno)? Armazenamento 4
Descarte de embalagem 5
Limpeza de roupa 6
Limpeza do equipamento 7
Gotejamento continuo 8
Transporte 9
Trabalho em area pulverizada 10
Embalagem do produto final 11
Outros 12
( ) 88
Nao sei 99
N&o respondeu
Durante a pulverizagao, pois vocé permanece em sua 1
506 | Nos periodos de pulverizagao aérea, o funcédo 2
seu contato com o veneno acontece: Vocé ajuda a sinalizar para o avido com bandeira 3
Vocé entra no bananal logo ap6s a pulverizagao 4
Vocé mora perto das areas pulverizadas 88
Nao sei 99
N&o respondeu
Bayfidan EC 1
508 | Quais sao os agrotoxicos (veneno) que Bérax 2
vocé tem contato? Bravonil 500 3
Carbofuran 4
OBS: os que estao grifados sao Cercobin 500SC 5
herbicidas Cobre Atar BR 6
Comet 7
Cuprozeb 8
Domark 100EC 9
Finale 10
Flare 11
Folicur 200 CE 12
Fugiscan 700WP 13
Garant 14
Gramocil 15
Gramoxone 200 16
Icarus 17
Impact 125SC 18
Juno 250CE 19
Manzate 800 20
Metiltiofan 21
Mythos 22
Nativo 23
Opera 24
Opus SC 25
Orius 250EC 26
Roundup 27
Score 28
Scout NA 29
Soprano 125SC 30
Soprano 25 EC 31
Stratego 250 EC 32
Sulfato de cobre 33
Support 34
Tango Cash 35
Tecto SC 36
Tilt 37
Triade 38
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Triazol 39
Virtue 40
Outros 41
( ) 88
Nao sei 99
Nao respondeu
Meses
509 | Ha quanto tempo vocé trabalha com Anos _
agricultura familiar? Néao sei
Nao respondeu _
88
99
Diaria — horas / dia _/_
510 | Qual é a freqliéncia com que vocé entra Semanal - dia / semana I
em contato com agrotéxicos (veneno)? Mensal — semana / més I/
Anual — meses/ano _/_
Nao sei 88
N&o respondeu 99
Menos de 12 horas 1
511 | Quantos dias ou horas faz que vocé de 12 a 24 horas 2
teve o Ultimo contato com agrotdxicos de 1 a7dias 3
(veneno)? Mais de 7 dias 4
Nao sabe 88
Nao respondeu 99
512 | Quais os agrotoxicos que voceé teve Indrec 1
contato durante a Agricultura Familiar? Folidol 2
Folisuper 3
Azodrin 4
24-D 5
Propanil 6
Tamaron (Metamidof6s) 7
Outro ( )
513 | Quanto tempo vocé trabalhou com Menos de 01 ano 1
esses agrotoxicos? De 01 a 04 anos 2
De 05 a 08 anos 3
De 08 a 12 anos 4
Mais de 12 anos 5
Outro ( ) 6
Nao sei 7
N&o respondeu 8
PARTE 6 - MEDIDAS DE CONTROLE DO RISCO ADOTADOS PELO TRABALHADOR
613 | Qual (ais) desta(s) medida(s) de prevengao vocé adota em seu trabalho.
Pode marcar mais de uma alternativa
Frequentemente As vezes Nunca NS NR
Luvas 1 2 3 88 99
Mascaras 1 3 88 99
Lengo 1 2 3 88 99
Oculos 1 2 3 88 99
Chapéu 1 2 3 88 99
Botas 1 2 3 88 99
Macacéo 1 2 3 88 99
Observagéo dos ventos 1 2 3 88 99
Banho apds o trabalho 1 2 3 88 99
Nenhuma protecdo 1 2 3 88 99
Em casa 1| —615
614 | Onde sé&o lavados os EPIs que vocé usa no Na empresa 2
trabalho? N&o respondeu 99
Em casa 1| —616
615 | Onde séo lavadas as roupas que vocé usa no Na empresa 2 | —617
trabalho? N&o respondeu 99
As roupas usadas durante o trabalho com uso de Sim 1
616 | agrotéxicos sdo lavadas separadamente das Nao 2
roupas da familia? N&o respondeu 99
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617 | O que é feito com as embalagens vazias dos
produtos quimicos (Agrotoxicos) usados na
empresa em que vocé trabalha?

Queima

Enterra

Reutiliza

Armazena

Devolve ao vendedor

Vai para Unidade de Tratamento de Embalagens (UTE)
Nao sei

N&o respondeu

OO OTHhWN =

© ©

PARTE 9 — HISTORIA CLINICA DO TRABALHADOR

901 | Atualmente estd com algum problema de saude?

Sim
Nao
Qual
)

© ©
©oowmN =

N&o sei
N&o respondeu

902 | Esta tomando algum medicamento

Sim
Nao
Qual
)

Nao sei
N&o respondeu

Entrevistador:

Obrigado por ter participado




