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RESUMO

A necessidade do aumento na demanda de alimentos produzidos trouxe consigo a
incorporacdo do desenvolvimento técnico-cientifico a agricultura e passou a ser justificativa
para a utilizacdo de alguns produtos quimicos com o objetivo de obter uma maior producao
por meio da manipulacdo de fatores organicos. Os danos que sdo acarretados devido aos
niveis elevados de toxicidade dos agrotdxicos vem sendo uma das maiores causas de canceres
em agricultores, tornando-se de extrema relevancia os estudos nos mecanismos de agédo
envolvidos e os danos que podem vir a causar a saude humana. Afim de manter a integridade
genbmica e sua estabilidade os seres humanos possuem em torno de 150 genes envolvidos
diretamente nos mecanismos de reparo de DNA. Estes danos quando acometem a dupla fita
de DNA (DSBs) podem ser corrigidos por dois tipos de mecanismo, a Recombinacao
Homologa (HR) e a Juncdo de Extremidades Ndo Homdlogas (NHEJ). Problemas nos
mecanismos de reparo de dupla fita de DNA como resposta a diversos tipos de danos
acarretados pela exposicdo a agrotéxicos por agricultores pode desencadear o acimulo de
alteragcBes geneéticas e/ou a desregulacdo do crescimento celular, levando a instabilidade
gendmica e desenvolvimento neoplasico. Portanto, o presente estudo tem por objetivo analisar
as alteracOes genéticas, por citogenética classica por bandeamento G, e a expressdo genica,
por meio da técnica de PCR em tempo real, dos genes ATM, BRCA1, BRCA2, XRCCS5,
XRCC6, RADS51 e LIG4, pertencentes ao mecanismo de reparo de fita dupla do DNA. Essa
analise baseou-se em 90 casos de trabalhadores rurais expostos a agrotoxicos da regido da
Chapada do Apodi, em Limoeiro do Norte, e 10 amostras de individuos saudaveis como
controle. Com esse estudo, foi possivel identificar que: os genes ATM, LIG4 e XRCC5
apresentaram o nivel de expressdo significativo para a variavel tempo de exposicdo aos
agrotoxicos e para a variavel grupos de agricultores, os genes LIG4, XRCC5 e XRCC6
apresentaram o nivel de expressdo significativa para as variaveis fumo e alcool; os niveis de
expressao dos genes XRCC5 e XRCC6 foram ainda significativos para a variavel uso de EPIs;
0 gene BRCA2 apresentou significancia de expressdo para a variavel cariétipo, por fim, o gene
XRCC6 apresentou nivel de expressdo significativo para a variavel tipo de contato com
agrotoxico. Estes resultados suportam a importancia dos genes ATM, BRCAL, BRCAZ2,
XRCC5, XRCC6 e LIG4 na manutencdo da estabilidade genémica promovendo um melhor
entendimento dos mecanismos celulares influenciados pela exposicao a agrotdxicos.

Palavras Chave: Agrotoxicos, Lesdo no DNA. Fita Dupla. Mecanismo de Reparo.
Expresséo génica.



ABSTRACT

The need to increase the demand for food produced brought with it an incorporation of
technical-scientific development in agriculture and became a justification for the use of some
chemicals in order to obtain a higher production through the manipulation of organic factors.
The damage caused by high levels of toxicity of pesticides in a greater number of cases of
cancers in farmers, making studies of the mechanisms of action involved and the damages that
can cause human health of extreme relevance. In order to maintain a genomic integrity and its
human stability around 150 genes involved in our DNA repair mechanisms. These errors
when a DNA tape (DSBs) can be corrected by two types of mechanism, a Homologous
Recombination (HR) and a Joint of Non-Homologous Extremities (NHEJ). Problems in DNA
tape repair mechanisms in response to various types of damage caused by exposure to
agrochemicals by farmers may trigger the accumulation of genetic genes and / or a
deregulation of cell growth, leading to genomic instability and neoplastic development. The
aim of the present study was to analyze genetic genetics by genetic cytogenetics by gene
expression using the real-time PCR technique using ATM, BRCAL, BRCA2, XRCC5, XRCC6,
RAD51 and LIG4 genes, belonging to the double-stranded DNA repair mechanism. This
analysis was based on 90 cases of rural workers exposed to pesticides in the region of the
Chapada do Apodi, in Limoeiro do Norte, and 10 samples from healthy individuals as control.
With this study, it was possible to identify the ATM, LIG4 and XRCC5 genes presented the
level of expression significant for a time variable of exposure to agrochemicals and for a
variable groups of farmers, the genes LIG4, XRCC5 and XRCC6 presented the level of
expression Para as variables Smoke and alcohol levels; expression levels of the XRCC5 and
XRCC6 genes were still significant for a variable use of EPIs; the BRCA2 gene presented
significance of expression for a variable karyotype; finally, gene XRCC6 a variable type of
contact with pesticide. These results support the importance of ATM, BRCAL, BRCA2,
XRCC5, XRCC6 and LIG4 genes in the maintenance of genomic stability, promoting a better
understanding of the cellular mechanisms influenced by exposure to pesticides.

Key-Words: Agrotoxic. Lesion in DNA. Double Strand. Repair Mechanismo. Gene
expression.
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1. INTRODUCAO
1.1.Dimensdo Historica e o Uso de Agrotoxicos na Agricultura

O desenvolvimento da humanidade sempre esteve ligado a obtencdo de alimentos
(PEDLOWSKI et al., 2007). Dessa forma, o processo de transicdo entre a obtencdo de
alimentos por meio da caga e coleta para a agricultura acarretou significativas mudangas que
resultaram em diversas transformacdes, periodo esse conhecido como “Revolucdo Agricola”.
Esse processo estabeleceu uma nova relacdo entre homem e natureza de forma gradual,
dando-lhes a capacidade de produzir seu proprio alimento, de domesticar plantas e animais,
além de influenciar no abandono da vida némade (CAMPOS; MIRANDA, 2005).

A evolucdo social para 0 modelo agricola exigia agora novas formas para se explorar o
ambiente, os habitos de vida decorrente da organizacdo nas primeiras civilizacfes resultaram
no aperfeicoamento do homem em técnicas de lavouras, criando assim meios e métodos para
explorar o ambiente e garantir sua permanéncia no espaco (CAMPOS; MIRANDA, 2005).
Portanto, o desenvolvimento das praticas agricolas no meio rural foi a principal atividade
econdmica responsavel pela constituicdo e manutencao das sociedades, por meio da existéncia
de excedentes na producdo o que propiciou as primeiras trocas comerciais (FIGUEIRA,
2007).

No periodo feudal, as técnicas utilizadas nos cultivos agrarios ainda eram simples,
praticamente toda a producdo era para atender as necessidades basicas, 0s instrumentos de
trabalho eram limitantes, pois tinham como matéria prima a madeira, 0 que justificava o
desempenho produtivo baixo, limitando assim a ocorréncia de trocas e do comércio
(FIGUEIRA, 2007). Com o0 advento de novos instrumentos de trabalho a base de ferro, o
manuseio de arreios de cavalos em substituicdo dos bois, com a finalidade de acrescentar mais
forca ao trabalho, a moagem de grdos e o moinho d’agua ocorreram as primeiras inovagdes
agricolas responsaveis pelo desenvolvimento da producdo (CAMPOS; MIRANDA, 2005).

No século XVII, na Europa, 0 aumento na utilizacdo de terras para a producdo de graos
ocorreu de forma rapida e se intensificou com o advento das Segunda Guerra Mundial, o que
denotou novas caracteristicas ao espago geografico, ocasionando mudancgas estruturais no
ecossistema e convertendo em sistemas cultivaveis um quarto da superficie do planeta. Dentre
0s impactos resultantes da incorporagédo de tais mudancas, a fauna e a flora séo, em primeira
instancia, 0os maiores alvos das altera¢des nos ciclos biogeoquimicos do fésforo, nitrogénio e

das aguas, além da transformacao caracteristica nos ‘habitats’ resultante da degradacéo atual
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de 1,2 bilhdes de hectares de terra anteriormente com cobertura vegetal (CAMPQOS;
MIRANDA, 2005).

Logo, no periodo de 1960 a 2000, a incorporacdo das alteragcdes agricolas com o
desenvolvimento técnico-cientifico tornou a agricultura totalmente dependente da tecnologia
(AQUINO et al., 2007). A necessidade do aumento na demanda de alimentos produzidos
trouxe consigo a justificativa para a utilizacdo de alguns produtos quimicos, afim de obter um
maior controle de producdo por meio da manipulacdo de fatores organicos (CAMPOS;
MIRANDA, 2005).

A produgdo em larga escala de monoculturas ficou conhecida como “modernizacdo
agricola” e o aspecto do dominio quimico (agrotoxicos) nas praticas agricolas foi denominada
de “revolucdo verde”, a qual disseminava a proposta de erradicagdo da fome no planeta: *
maiores rendimentos € mais comida para as pessoas de baixa renda”. Em resumo, o modelo
seria de se utilizar “pacotes de insumos” fabricados por paises desenvolvidos, que incluiriam
sementes melhoradas, sistemas de irrigagdo, maquinarios modernos e uma diversidade de
substancias quimicas, onde os cultivos prioritariamente alvos seriam o de arroz, milho, trigo,
soja e outras culturas de exportacdo (AQUINO et al., 2007).

Ressaltando que muitos paises internacionais com o objetivo de propagar esse modelo
produtivo nos paises em desenvolvimento, passaram a pressionar para que 0s poderes
publicos favorecessem intensamente a difusdo dessa revolugdo comandando politicas de
incentivo aos precos agricolas e dessa forma beneficiar-se com a disponibilidade de compra.
Outra medida adotada, foi de desenvolver novas empresas multinacionais fazendo com que
esta transfira seu parque industrial poluidor para esses territorios, como foi o caso do Brasil,
afim de produzir agrotdxicos de uso interno e externo no pais, entre as décadas de 60 e 70
(AQUINO et al., 2007).

1.2. A Agricultura no Ambito Nacional

No Brasil, 0s agrotoxicos passaram a ser utilizados inicialmente em programas de satde
publica com o objetivo de realizar o controle de vetores e parasitas. Com o advento da
revolucdo verde, os agrotoxicos foram entdo vistos como modelo tecnoldgico afim de
contribuir para o desenvolvimento da producdo, a chamada modernizacdo da agricultura
nacional, entre 1945 e 1985 (SILVA et al., 2004, AUGUSTO et al., 2005).

Antes mesmo da década de 1950, o mercado do agrotdxico brasileiro passou a fazer
parte do agronegdcio. Por medida do governo, entrou em vigor 0 “Plano Nacional de

Desenvolvimento Agricola” que impds ao agricultor, apds a liberagdo de um “crédito rural”, o
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condicionamento a compra obrigatéria de agrotdxicos. Dessa forma, haveria o crescimento
das industrias de fabricacdo dos quimicos e a dependéncia por parte dos agricultores
(FERREIRA, 1999).

Construiu-se, portanto, um modelo de mercado caracterizado pelo alto grau de
concentracdo, onde o consumo de agrotéxico expandiu-se, em média, 10% ao ano. E, em
meados de 1970 até 2007, o Brasil tornou-se um dos seis maiores consumidores de agrotoxico
do mundo (AUGUSTO et al., 2005). Segundo a Organizacdo Mundial das Nac6es Unidas
para Agricultura e Alimentacdo (FAQ), o Brasil estd no ranque dos paises que mais exageram
na utilizagdo de quimicos por hectare nas lavouras (CAIRES; CASTRO, 2006).

Em suma, a dindmica de implantagdo dos modelos de producdo que fazem uso de
agrotoxicos poderao ser classificados em trés fases: a primeira foi a implantacdo desse modelo
de producdo nos paises chamados de Terceiro Mundo, na segunda ocorreu o periodo de
desenvolvimento das técnicas utilizadas pelas empresas fazendo com que no resto do mundo
houvesse uma agricultura massificada e na terceira, e Ultima fase, ocorreu a consolidagdo dos
modelos de producéo gerando uma maior desigualdade entre paises.

Atualmente, existem 430 ingredientes ativos (IAs), 750 produtos técnicos e 1.400
formulacdes de agrotdxicos registrados no Brasil, autorizados pelo Ministério da Saude (MS)
e pelo Ministério do Meio Ambiente (MMA), além dos produtos que ndo sdo regulamentados
que continuam sendo utilizados pelos agricultores (FARIA et al, 2007). A Figura 01 mostra os
indices crescentes de consumo de agrotoxicos e fertilizantes quimicos por hectares no Brasil.

Na Anvisa, 14 exemplares de agrotoxicos estdo em processo de revisdo, sendo que:
quatro destes ja foram proibidos, a cihexatina e o tricloform foram retirados do mercado, o
metamidofos esta previsto para proibicdo a partir de junho de 2012 e o endosulfan em junho
de 2013. O fosnete e o acefato foram apenas restringidos em seu uso, no entanto, estudos
comprovaram, seus altos indices toxicol6gicos o que seria argumentacdo suficiente para a
proibicdo (PIGNATI; MACHADO, 2007).

Outros dois j& concluiram a consulta publica de revisdo (forato e parationa-metilica) e
0s demais ja tiveram suas notas técnicas de revisdo concluidas pela Fiocruz: lactofem, furano,
tiram, paraquat, glifosato, abamectina (PIGNATI; MACHADO, 2007).
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Figura 1: Producdo Agricola e o consumo de agrotoxicos e fertilizantes quimicos nas
lavouras do Brasil, de 2002 a 2011.
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Fonte: IBGE/SIDRA (1998-2011).

Os elevados indices na utilizacdo de agrotdxicos estdo estreitamente relacionados com o
aumento no plantio de soja transgénica, a ampliacdo do consumo de glifosato, a necessidade
de controle das ervas “daninhas”, fungos e diversos insetos. Essa condi¢cdo propicia ao
aumento de doencas nas lavouras, como a ferrugem asiatica na soja, e quando atrelado as
condicdes de precos baixos por isencdo de impostos na compra de agrotdxicos, torna-os ainda
mais estimulantes para o consumo (PIGNATI; MACHADO, 2007). Valendo destacar que 0s
fertilizantes quimicos, em especial, mantiveram seu nivel de média de consumo por hectare.

As modificacdes nas fronteiras agricolas e o agronegécio chegaram ao semiarido do
nordeste brasileiro por meio da implementacdo de empresas transnacionais e nacionais. No
estado do Ceard, verificou-se um comportamento bastante semelhante ao que vem ocorrendo
no pais, onde os consumos de agrotoxicos intensificaram-se com o aumento de vendas em
cerca de 100%, passando, em 2005, de 1.649 toneladas de produtos para 3.284 toneladas em
2009. Em relacdo aos 1As, o aumento durante 0 mesmo periodo foi de 96,33% (PIGNATI,;
MACHADO, 2007).

Estudos epidemioldgicos envolvendo a contaminagdo por agrotoxicos, nas comunidades
da Chapada do Apodi, nos municipios de Limoeiro do Norte e Quixeré, regides estas no Ceara
onde h4 atividade de fruticultura para exportagdo (Figura 02), destacaram-se como as mais
afetadas pelos maleficios causados ao ambiente e, consequentemente, aos produtos

alimenticios, por meio, principalmente, da presenca de produtos tdxicos na agua. A
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disseminagdo da contaminagdo ocorre devido as variadas formas de pulverizagdo, com

destaque para a pulverizacdo aérea que € adotada em muitos cultivos de banana e realizada de

seis a oito vezes ao ano, além do descaso no manuseio e descarte de embalagens (RIGOTTO
etal, 2011).

Figura 2: Mapa da localizacéo no Estado do Ceara das comunidades da Chapada do Apodi,

de forma especifica os municipios de Limoeiro do Norte e Quixeré alvos do estudo.
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Fonte: RIGOTTO (2011).

Estas regides foram eleitas pelas grandes empresas transnacionais de fruticultura por

localizar-se em socioespacos da Regido do Nordeste Brasileiro, cuja as vantagens eram

diversas, entre elas estdo:

O baixo custo da terra, desvalorizada pela falta de politicas publicas;

A disponibilidade de agua, cujo os empresarios de fruticultura progressivamente se
apropriavam, como exemplo temos a exploracdo descontrolada do aquifero Jandaia e o
uso das aguas do rio S&o Francisco, ameagadas de transposicdo para atender as
demandas empresariais;

Disponibilidade de contingente de trabalhadores que ameacgados pelos elevados niveis
de pobreza e inseguranca social, candidatavam-se a ofertas de emprego precérias;
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e A fragilidade dos programas de protecdo ambiental, pois muitas eram as dificuldades
para licenciar, monitorar, fiscalizar, diagnosticar, informar adequadamente e fazer

valer as leis vigentes;

As comunidades que foram atingidas de maneira efetiva pelas empresas agroquimicas
apresentaram repercussdes diversas de contaminacdo ambiental e também de problemas na
salde publica. A vulnerabilidade, principalmente, por parte dos trabalhadores foi descrita no
estudo de Alexandre (2009), onde foi evidenciado 53% de casos de agricultores, oriundos das
monoculturas de abacaxi, apresentando alteraces na funcdo hepatica.

Ainda delimitando o quadro grave de problemas na saude dos trabalhadores da regiao,
podemos citar o estudo de Rigotto (2011), onde mais de 94% dos trabalhadores no
agronegoécio e na agricultura familiar foram, em algum momento, expostos a agrotoxicos,
30% desses agricultores exerciam atividades com exposicdo direta a toxicos e 60% estavam
envolvidos em atividades paralelas ao uso, como exemplo o armazenamento, transporte e

descarte de embalagens.

1.3. Implicagdes no Uso de Agrotdxico

O termo agrotoxico, de acordo com o decreto n°. 4,074, de 4 de janeiro de 2002, que
regulamenta a Lei n° 7.802, de 11 de Julho de 1989, defini-os como produtos e agentes
fisicos, quimicos ou bioldgicos, destinados ao uso nos setores de producdo, no
armazenamento, beneficiamento de produtos agricolas, nas pastagens, na protecdo de florestas
naturais ou plantadas e de outros ecossistemas e também em ambientes urbanos, hidricos e
industriais, cuja finalidade seja alterar a composicao da flora e da fauna, afim de preserva-las
da acdo danosa dos seres vivos considerados nocivos, bem como as substancias de produtos
empregados como desfolhantes, dessecantes, estimuladores e inibidores do crescimento
(PIGNATI; MACHADO, 2007).

E sabido que os agrotoxicos sdo substancias ou compostos quimicos com caracteristicas
proprias e sua esséncia de toxicidade assim como seu mecanismo de agdo também sdo
proprios. Porém, nos anos de pds-guerra, era necessario firmar na sociedade sua aceitacéo,
dessa forma foram denominados de biocidas, pesticidas, defensivos agricolas, fitossanitarios,
remeédios agricolas e outros (SILVA et al., 2004). Atualmente, tais produtos quimicos séo
também utilizados no combate de doencas, nas areas urbanas para controle sanitario, mas sua
funcdo principal € no aumento da produtividade de alimentos na agricultura (FARIA et al.,
2007).
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Os agrotoxicos podem ser classificados em acaricidas, bactericidas, fungicidas,
herbicidas, inseticidas, nematicidas, raticidas, vermifugos, entre outros, de acordo com as
pragas que se queira controlar. Além de tambeém serem classificados em organicos, 0s
carbamatos (nitrogenados), clorados, fosforados e clorofosforados; inorganicos, cujas
composi¢des quimicas apresentam arsénio, talio, bario, nitrogénio, fosforo, cadmio, ferro,
selénio, chumbo, cobre, mercurio e zinc;, e os botanicos, compostos de nicotina, piretrina,
sabadina e rotenona (extraidas do timbo ou tingui- planta tdxica utilizada por indios
brasileiros) (SILVA, 2004). A tabela 1 apresenta a classificacdo dos principais grupos

quimicos que compdem as classes de agrotdxicos mais utilizados no agronegdcio.

Tabela 1: Classificacdo dos principais grupos gquimicos que compdes as classes de

agrotoxicos mais utilizados no agronegacio.

TIPOS DE INSETICIDAS EXEMPLOS:

Ciclodienos : Aldrina, Dieldrina, Endrina, Clordano,
Toxafeno, Telodrina, Isodrina, Endossulfam, Heptacloro e
Mirex.

Diclorodifeniletanos: DDT e metabdlitos, 2,2-bis(p-
clorofenil)-1,1-dicloroetileno (DDE), 1,1-dicloro-2,2-bis(p-

clorofenil)etano (DDD) e o Metoxicloro.

ORGANOCLORADOS

Isbmeros de Hexaclorobenzeno: hexaclorocicloexanos
(HCH), sendo o Lindano, ou -HCH, o mais importante deles.

ORGANOFOSFORADOS E Diclorvos, Clorpirifés, Parationa, Diazinona, Carbaril e

CARBAMATOS Carbofurano.
Vinclozolina - Usada em frutas e verduras e apresentam
FUNGICIDAS - _ -
atividades anti-androgénicas.
Triazinas: Atrazina e simazina, linurom, diurom e 0s seus
HERBICIDAS

metabolitos.
Tributilestanho (TBT): Moluscicida, biocida e inseticida,
ORGANOMETALICOS bem como estabilizante de plésticos a base de policloreto de
vinila (PVC).
Fonte: SILVA (2004)
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E possivel também agrupa-los em quatro graus de toxicidade, de acordo com a
Organizacdo Mundial da Saude (OMS), utilizando dados baseados na dose letal média ou DL-
50, dose de determinada substancia quimica necessaria para matar 50% dos animais da
mesma espécie quando administrada pela mesma via. A primeira classificacdo dada ao grau
de toxicidade € composta pelos quimicos extremamente toxicos, sinalizado nas embalagens
com a cor vermelha, o segundo grau é dito como altamente toxico, de cor amarela, o terceiro
grau € o medianamente toxico, com a cor azul, e por fim no quarto grau se enquadram 0s
pouco toxicos cuja a identificacdo € da cor verde (SILVA et. al, 2004).

Ainda que alguns agrotoxicos possam ser classificados como mediamente ou pouco
toxicos, as consequéncias crénicas a longo prazo ndo devem ser ignoradas, pois os efeitos
podem ocorrer no decorrer de meses, anos ou até mesmo décadas apos a exposicdo. Os danos
ocasionados pelo uso indiscriminado dos agrotoxicos acarretam tanto problematicas ao meio
ambiente, pois podem causar a contaminacdo e até mesmo a desertificacdo do solo, além da
degradacdo dos recursos naturais, alguns de forma irreversivel, levando a ocorréncia de
desequilibrios bioldgicos e ecoldgicos, quanto a satde publica (FARIA et al., 2007).

Os efeitos nocivos a saude ocupacional resultantes do contato com agrotoxico, tanto a
curto como a longo prazo, estdo associados a diversos sintomas como dificuldades
respiratrias, problemas de memoria e de pele, cénceres, depressdo, mas-formacoes
congénitas, distarbios enddcrinos e neuroldgicos, entre outros. As principais vias de
penetracdo dos agrotoxicos no organismo humano podem ocorrer por meio da ingestao,
respiracdo ou absorcdo dérmica (Figura 03), as quais serdo influenciadas pela formulacédo
empregada, a temperatura, a umidade relativa do ar, a regido do corpo gque entrou em contato
(como mados, pulsos, pés, entre outros), tempo de contato e se existe ou nao feridas que sirvam
como porta de entrada (FARIA et al., 2007).
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Figura 3: Caminhos das substdncias tdxicas no organismo, absorcao!, distribugdo? e

eliminacaos.
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Fonte: SILVA (2004)

De acordo com a Norma Reguladora NR-06 (1978), da Consolidacdo das Leis de
Trabalho, relativa a Seguranca e Medicina do Trabalho, determina que o uso de Equipamentos
de Protecdo Individual (EPI) é necessario e obrigatdrio para reduzir os riscos e manter a saude
do trabalhador (SILVA, et al. 2004). Segundo Faria (2007), a utilizacdo inadequada ou a
abstencdo de tais mecanismos de protecdo acarretam o aumento ao risco de desenvolver
mutacdes genéticas, cancer e até a morte.

Dentre as outras formas de cultivo, os profissionais das agroinddstrias, também
conhecidos como grandes produtores, sdo altamente expostos a esses compostos em relacdo
aos trabalhadores da agricultura familiar, por exemplo, porque manipulam, diluem, preparam
as “caldas”, aplicam os agrotoxicos e entram nas lavouras apos a aplicagdo (ALMEIDA,
2007). Destacando-se também as familias destes agricultores, pois manipulam a roupa trazida
do campo pelo agricultor ou por morarem proximo as areas pulverizadas.

Os casos de intoxicacdo por agrotdxicos podem causar quadros agudos, que se
caracterizam por efeitos imediatos em espagos de tempo de exposi¢cdo bem curto, ou podem
causar quadros crénicos, neste caso a exposi¢do € por tempo continuo e ha a manifestacdo de
inimeras doencas (Tabela 02). No Brasil, estima-se que mais de 400.000 pessoas sdo

contaminadas por agrotoxicos ao ano, embora haja um grande nimero de subnotificacao, e, de
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acordo com estudos epidemioldgicos, é crescente a incidéncia de casos de cénceres em
agricultores, como o cancer no sistema linfatico e hematopoiético, tornando-se de extrema
relevancia os estudos nos mecanismos acao afetados pelos agrotdxicos comprometendo assim
a saude humana (ALMEIDA, 2007).

Tabela 2: Relacdo entre os tipos de exposi¢do a agrotdxicos e os sinais e sintomas clinicos

presentes.
EXPOSICAO
Unica ou por periodo curto Continuada ou por periodo longo
Nauseas; Cefaleia; Tontura;
SINAIS E Al . x . o .
SINTOMAS Vomito; Fasciculacdo Muscular;  Hemorragia; Hipersensibilidade, Teratogénese e

AGUDOS Desc)_rler)tz_igao; Dificuldade Morte Fetal.
respiratoria; Coma; Morte.

SINAIS E Paralisias reversiveis; Agdo Les#o Cerebral Irreversivel; Tumores Malignos;
SINTOMAS Neurotdxicas retardada Atrofia Testicular; Dermatites de Contato,
CRONICOS irreversivel; Pancitopénia. Catarata; Atrofia Optica, LesGes Hepaticas; etc.

Fonte: ALMEIDA (2007)

1.4. Céancer e os Efeitos Carcinogénicos dos Agrotoxicos
O conjunto de manifestacdes clinicas patoldgicas caracterizadas principalmente pela

perda do controle no crescimento celular e 0 ganho da capacidade de se expandir pelos demais
tecidos adjacentes do organismo (metédstase) € denominado de céncer (RIBEIRO;
SALVADORI; MARQUES, 2003).

O processo de carcinogénese, ou seja, de formacdo do cancer, em geral ocorre
lentamente e caracteriza-se por mudanc¢as funcionais na célula que culminam em um
descompasso do seu ciclo replicativo e perda do controle da divisdo celular. Esse processo
divide-se em varias fases: o primeiro estagio € o de iniciacdo, onde as células encontram-se
geneticamente alteradas, porém ainda ndo é possivel detectar os tumores clinicamente; o
segundo estagio é o de promocao, onde nas células alteradas encontram-se comprometidos 0s
genes reguladores do crescimento celular o que por consequéncia torna as celulas malignas;
até que chegam ao terceiro e ultimo estagio que é chamado de progressdo, onde ocorre a
multiplicacdo descontrolada e irreversivel das células alteradas, havera as primeiras
manifestacdes clinicas da doenca (Figura 4) (RIBEIRO; SALVADORI; MARQUES, 2003).

Figura 4: Processo detalhado da carcinogénese
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Fonte: RIBEIRO; SALVADORI; MARQUES (2003).

As alteracBes genéticas decorrentes do desenvolvimento do cancer ocorrem em duas
classes de genes reguladores do crescimento que estdo naturalmente presentes em células
normais: 0s proto-oncogenes e os genes supressores de tumor (CLARKE et al., 2011).

Os proto-oncogenes podem transforma-se em oncogenes por meio de duas vias:
mudancas na estrutura dos genes, resultando em produtos genéticos aberrantes, ou mudancas
na regulacdo e expressdao do gene, resultando em producdo erronia de proteinas. Os tipos de
mutacdes génicas mais encontradas em oncogenes que atuam como precursores do cancer séo
as mutacbes em ponto, as translocagdes cromossdmicas e a amplificacdo génica. Estdo esses
genes ainda extremamente ligados a producdo de oncoproteinas atuantes durante as varias
etapas do ciclo celular (CLARKE et al., 2011).

Ja os genes supressores de tumor (anti-oncogenes) sdo naturalmente responsaveis pela
inibicdo da divisdo celular, porém os mecanismos envolvidos nesse processo ainda sdo pouco
conhecidos. Sdo exemplos, o gene Rb, localizado no cromossomo 13914, e 0 gene TP53,
localizado no cromossomo 17p13 (CLARKE et al., 2011).

A maioria dos processos carcinogénicos apresentam propriedades de agdo em comum,
tendo o DNA como alvo primario para que ocorram as reacOes eletrofilicas de ataque a
molécula (CLARKE et al., 2011). A base nitrogenada mais suscetivel a esse tipo de leséo é a
Guanina, 0 que pode acarretar a mutacdes do tipo “start” para as fases iniciais do cancer
(RIBEIRO; SALVADORI; MARQUES, 2003).

As células quando regularmente expostas a agentes mutagénicos buscam reconhecer e
corrigir tais danos por meio de mecanismos proprios de reparo afim de manter a sua

integridade gendmica. Os fatores indutores externos que possuem a fun¢do mutagénica séo
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classificados em quimicos, fisicos e bioldgicos, ja os agentes indutores internos podem ser do
tipo hormonais, imunolégicos e enzimaticos. A figura 5 demonstra alguns tipos de fatores
mutagénicos (RIBEIRO; SALVADORI; MARQUES, 2003).

Figura 5: Esquema representativo da acdo de fatores mutagénicos (externos e internos)
causando a quebra da dupla fita da molécula de DNA.
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Fonte: KAO et al (2005).

Dentre os fatores promotores, destacam-se 0s agrotoxicos, exemplo de fatores
mutagénicos quimicos, pois atuam diretamente na inducdo dos processos carcinogénicos por
meio dos mais variados mecanismos mediadores de genotoxicidade. A exemplo de alteracdes
no individuo exposto, temos que as vias hormonais e as vias imunologicas sdo frequentemente
danificadas, além do estimulo a liberacdo de moléculas oxidantes no organismo (RODVALL,;
DICH; WIKLUND, 2003).

De modo geral, as influencias dos agrotdxicos merecem destaque principalmente
guando vinculados a alimentacdo. No Brasil, Meyer et al. (2003) mostrou uma alta taxa de
mortalidade para céncer de estdmago, esdfago, laringe, cancer oral e leucemias em
agricultores expostos a agrotdxicos na regido Serrana do Rio de Janeiro. J& Koifman, Koifman
e Meyer, (2002) descreveram o0 mesmo resultado nas neoplasias malignas de mama, ovario e
prostata, em amostra de grupos populacionais expostos a agrotdxicos no periodo de 1985 a
1990.

Porém mesmo diante de tais estudos envolvendo agrotoxicos, assim como para muitas
das outras substancias quimicas, as evidéncias cientificas relacionadas aos mecanismos de

indugdo do cancer requerem maiores estudos para sua elucidagcdo (POTTI, et al., 2003).
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1.5. Lesdo ao DNA

O processo rigoroso de transmissdo das informac6es genéticas de uma célula mée para
as células filhas é a chave para a sobrevivéncia dos organismos multicelulares. Tal
transmissdo requer extrema fidelidade na replicacdo celular e precisdo na distribuigédo
cromossémica, além da capacidade de sobreviver a ameacgas de danos enddgenos e exdgenos
(Figura 6) (HOEIUMAKERS, 2009).

Figura 6: Descricdo do comportamento celular quando a molécula de DNA € acometida por
danos.
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Fonte: KAO et al (2005).

De maneira mais especifica, com a finalidade de solucionar a acdo de tais danos, a
célula apresenta duas estratégias evolutivas para lidar com esses possiveis erros:
Primeiramente, as lesbes que acometem a molécula de DNA serdo rigorosamente corrigidas
por meio de mecanismos de reparo especifico para cada tipo de modificacdo, com o objetivo
de reestabelecer a sequéncia original, ou essas lesdes serdo “toleradas” pela célula por ndo
serem de grandes consequéncias para o seu metabolismo; a outra estratégia que pode ser
utilizada é a capacidade celular de abrigar tais erros no material genético e induzir a célula a
morte, pois dessa forma evitariam os efeitos da multiplicacdo de uma célula inviavel no
organismo (IYAMA e WILSON, 2013).

Tais mecanismos de reparo sdao ditos como mecanismos vigilantes essenciais pois suas

vias reguladoras séo responsaveis por realizar a verificacdo de danos ao longo da molécula de
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DNA e, ap6s a identificacdo, atuam no controle dos pontos de paradas no ciclo celular,
controle dos movimentos das proteinas de reparagdo e, quando o reparo ndo € “bem-
sucedido”, induz a célula a morte por apoptose (IYAMA e WILSON, 2013).

Nesse contexto, € essencial ressaltar que quando essas lesdes celulares ndo sao possiveis
de serem corrigidas e caso estd célula ndo entre em apoptose, as modificagdes bioldgicas
resultantes sdo instabilidade gendmica celular, alteragcbes na transcricdo de alguns genes,
falhas reprodutivas, mutacbes herdaveis ou doencas como cancer (OZTURK e DEMIR,
2011).

Independente do mecanismo que deva ser utilizado, o reparo da lesdo & molécula de
DNA € indispensdvel para a manutencdo da integridade do genoma e para 0 bom
funcionamento metabdlico da célula (KENYON; GERSON, 2007; OZTURK e DEMIR,
2011), que por sua vez € essencial para a viabilidade e longevidade de um organismo saudavel
(KENYON; GERSON, 2007; IYAMA e WILSON, 2013).

1.5.1. Ciclo celular e o Sensoriamento de Les6es no DNA

Compondo a cascata de sinalizacdo celular em resposta aos efeitos dos fatores
carcinogénicos sobre a molécula de DNA, destacasse a acdo de diversas proteinas efetoras
atuantes no controle do ciclo celular (Figura 7). Dentre estas, o grupo da superfamilia de
proteinas chamada PI3K (fosfatidilinositol 3- quinases), em humanos, € composta pelas
proteinas ATM (ataxia telangiectasia mutada), ATR (ATM- e Rad3-related), ATX/SMG-1 e
DNAPK (mTOR/FRAP e DNA - dependente proteina quinase) que apresentam a funcéo de
sensores e/ou iniciadores dos mecanismos de reparo (BAO et al., 2001; LEMPIAINEN;
HALAZONETIS, 2009).
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Figura 7: Cascata de sinalizacdo proteica do ciclo celular e suas doengas correspondentes de
acordo com os alvos moleculares afetados por fatores carcinogénicos.
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Legenda: ATM, ataxia telangiectasia mutated; ATR, ataxia telangiectasia, RAD3-related protein; BUBL,
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mosaic variegated aneuploidy; PCSS, premature chromatid separation syndrome; RB, retinoblastoma protein
family members. Fonte: Adaptado de Lapenna e Giordano (2009).

O mecanismo de transducdo de sinais inicia-se com a detec¢do do dano ou alteracéo da
cromatina que posteriormente irdo mediar a ativacdo dos transdutores. Sabe-se que 0 gene
ATM atua como transdutor primario e é o responsavel por ativar a via de resposta ao dano no
ciclo por meio da fosforilacdo da proteina p53. Posteriormente, esse sinal é transmitido para
as proteinas de reparo proprias do DNA inerentes ao maquinario do ciclo (ALEXANDER;
WALKER, 2010; BENSIMON et al., 2011).

Tanto a proteina ATM quanto a ATR podem ser ativadas quando na presenca de danos
(Figura 8), porém ainda ndo é bem esclarecido como elas os reconhecem. A ativacdo do ATM
ocorre na presenca de quebras na fita dupla do DNA, algumas lesdes induzidas por radiacdes
ionizantes e espécies reativas de oxigénio, e conduz a célula ao bloqueio do ciclo celular em
qualquer uma das fases G1, S e G2 (BENSIMON et al., 2011).
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Figura 8: Apresentacdo esquematica das proteinas atuantes na ativagdo do sensoriamento
molecular da proteina ATM e ATR.
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Legenda: ATM, ataxia telangiectasia mutated; ATR, ataxia telangiectasia, BRCA1, Breast Cancer Susceptibility
Gene. Fonte: Adaptado de Lempiainen e Halazonetis. (2009).

1.6. Mecanismos de Reparo do DNA

Afim de garantir a integridade gendmica, preservar 0 metabolismo celular e minimizar o
namero de mutacGes herdaveis os mecanismos de reparacdo do DNA atuam corrigindo danos
e neutralizando os efeitos letais causados por fatores carcinogénicos (KIM et al., 2001;
HOEIIMAKERS, 2009; IYAMA; WILSON, 2013).

As vias de reparo sdo compostas por proteinas especializadas em explorar a extensdo do
genoma e garantir a auséncia de erros no cédigo da dupla fita celular. Porém, uma vez que a
proteina reconheca uma lesdo de base incompativel ou bases estruturalmente alteradas,
desencadeia-se um reparo eficiente de DNA que finalmente leva a restauracdo da informacao
(IYAMA; WILSON, 2013).

Existem diversas vias de reparo da molécula de DNA, além de um grande e
diversificado nimero de enzimas atuando no mecanismo. Por exemplo, quando o dano
acomete a fita simples de DNA, a corre¢do ocorrerd por meio da via de reparo por excisao de
bases (BER) ou a via de reparo por excisdao de nucleotideos (NER). Tais vias realizam o
reparo por meio da acdo da enzima polimerase que utiliza a fita complementar integra como
molde. J& 0 mecanismo MMR é responsavel por reparar especificamente insercdes de bases e
delecdes incorporadas ao DNA que possam surgir ao longo da replicagéo e recombinacao do
DNA (KAO et al., 2005).
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Quando esses danos acometem as duas fitas do DNA (Double Strands Breaks, DSB),
dano esse foco do estudo, os mecanismos de reparo podem ser de dois tipos: recombinagédo
homologa (homologous recombinational repair - HRR) e juncdo de extremidades nao-
homologas (non-homologous end joining - NHEJ) (WETERINGS; VAN GENT, 2004).
Estudos demonstram que os dois mecanismos de reparo atuam em momentos distintos nas
diferentes fases do ciclo celular (BURMA et al., 2006; SONODA et al., 2006).

A NHEJ atua quase que sozinha no reparo da dupla hélice na fase G1 do ciclo celular,
enquanto que a HR comeca a ter a sua atuacdo no final da fase S até G2 (BURMA et al.,
2006; SONODA et al., 2006). Isso pode ser compreendido pelo fato de a recombinacéo
homdloga requerer um molde — a fita homdloga intacta —, para que ocorra o reparo, e esta fita
homologa so esta disponivel no final da fase S (WETERINGS, VAN GENT, 2004).

As DSB séo o tipo de lesdo no DNA de acdo mais letal e cujo os efeitos biolégicos sdo
maiores para a formacdo de doencas humanas como defeitos no desenvolvimento
imunolégico e neuroldgico, fendtipos de envelhecimento precoce e propensdo ao cancer
(I'YAMA e WILSON, 2013). Dessa forma, com o objetivo de lidar com esta lesdo, as células
ativam uma complexa rede de vias que conduzem para a reparacdo dos danos e a retomada do
ciclo celular normal. Porém, falhas no reparo correto teriam como principais consequéncias a
formagé&o de rearranjos cromossdmicos, incluindo delecGes e translocacfes que, por sua vez,

atuam promovendo a transformacéo neoplasica (BENSIMON et al., 2011).

1.6.1. Mecanismos de Reparo de Les6es de Fita Dupla no DNA (DSB)
1.6.1.1. Recombina¢do Homdloga (HR)

A recombinac¢do homdloga é um mecanismo que repara uma variedade de lesGes no
DNA, o que inclui quebras na dupla fita (DSBs) e ligacGes cruzadas intercadeias. Na
recombinacdo homologa a cromaétide lesionada entra em contato com a ndo lesionada, e por
homologia de sequéncia, é feita a recombinacdo entre as mesmas. Dessa forma, esse tipo de
reparo promove uma alta fidelidade e esta menos propenso a erros (BELLI; SAPORA,;
TABOCCHINI, 2002; IYAMA e WILSON, 2013).

A via de reparo HR envolve o processo de rearranjo fisico entre as extremidades da
molécula de DNA e pode ser dividido em trés etapas: pre-sinaptica, sinapse e pds-sinapse.
Inicialmente, na fase de pré sinapse, as pontas de quebra sdo reconhecidas e ha resseccdo da
hélice na ponta 5’ terminal por a¢do de nucleases, posteriormente ocorre o0 processo de

invaséo da fita molde de DNA homologo, formando uma estrutura conhecida como jungéo de
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Holliday. Por fim, a sintese é realizada prosseguindo com a migracdo da cadeia seguida pela
construcdo do heteroduplex (IYAMA e WILSON, 2013) (Figura 9).

Figura 9: Apresentacdo esquematica das proteinas atuantes nos mecanismos de reparo por

recombinacdo homologa em danos de fita dupla no DNA (DSBs).
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No inicio do processo de recombinacgdo ocorre a resseccao das regides de quebra e esta
¢ feita pelo complexo MRN, formado pelas proteinas RAD50-Mrel1l-NBS1, atuando um
pouco antes da associacdo da proteina RAD51. A RADS51, membro da familia RAD
(Radiation-Sensitive Yeast Mutants), atua se associando as regides de fita simples e é
responsavel pela sobreposicdo dessa fita no DNA homdlogo, garantindo a fidelidade das
copias entre as fitas (VAN GENT; HOEIJMAKERS; KANNAR, 2001).

Uma outra familia de genes importante para a recombinacéo é a familia BRCA (Breast
Cancer Susceptibility Gene), a qual pertence os genes BRCA1 e BRCA2, localizados nos

cromossomos 17p21.3 e 13912, respectivamente, e cuja fungéo € associar-se ao complexo de
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proteinas RAD e atuar nas extremidades das DSBs. Além isso, 0 gene BRCAL também é
conhecido por sua interacdo com o gene TP53 o que reforga a teoria de ser um gene ligado a
reparacdo do DNA (YOSHIBA; MIKI, 2004, RIBEIRO-JR, 2012; RIBEIRO-JR, 2015).

1.6.1.2. Juncdo por Extremidades ndo Homdlogas (NHEJ)

O reparo por juncdo das extremidades ndo homologas (NHEJ) é a principal via de
reparo em mamiferos e ocorre por meio da juncdo das extremidades de fitas quebradas mesmo
ndo sendo reparadas com o auxilio de uma homologa como molde, por isso é dita como uma
via ndo livre de erros (PASTWA; BLASIAK, 2003; VALERIE; POVIRK, 2003).

Nesse caso, devido as duas extremidades da fita de DNA serem simplesmente
reconectadas, a probabilidade de ocorrerem insercdes e delecdes é grande, prejudicando assim
a estabilidade do genoma e dando oportunidade para que aparecam alteragcbes cromossémicas
(BURMA et al., 2006).

Os principais complexos proteicos atuantes no mecanismo NHEJ sdo: o KU 70, que é
codificado pelo gene XRCC6 localizado no cromossomo 22g13.2, e o KU8O0, codificado pelo
gene XRCC5 localizado no cromossomo 2935, que se ligam as extremidades danificadas
juntamente com a DNA Ligase IV, codificada pelo gene LIG4 localizada no cromossomo
13g33, unindo-a por meio de uma reacdo dependente de ATP, afim de reparar a lesdo (Figura
10) (DIFILIPPANTONIO et al., 2000,ECONOMOPOLOUS et al., 2010; RIBEIRO-JR et al,
2015).
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Figura 10: Apresentacdo esquematica das proteinas atuantes nos mecanismos de reparo de
Jungdes por extremidades ndo homdlogas (NHEJ) em danos de fita dupla no DNA. (DSBs).
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Fonte: Adaptado de Pandita et al. (2003).

Além dessas proteinas, recentemente foi relatada a descoberta de uma outra que também
parece estar envolvida na via NHEJ (AHNESORG; SMITH; JACKSON, 2006). Ahnesorg,
Smith e Jackson (2006) identificaram uma proteina denominada XRCC4-like factor. Os
mesmos autores mostraram que XLF interage diretamente com o complexo XRCC4-Ligase
IV e que a repressdo de XLF em linhagens celulares humanas promove radiossensibilidade e
uma diminuigéo na eficiéncia de NHEJ.

Atualmente, muitos estudos vém demonstrando que a expressdo dos genes e as
proteinas de reparo do DNA podem afetar a capacidade celular de reagir as lesdes no seu
material génico (ECONOMOPOULOU et al, 2010). Dessa forma, o estudo das alteragdes
cromossdmicas atrelado a expressdo dos genes BRCA1, BRCA2 e RADS51, do reparo por
recombinacdo homodloga (HR) atrelado aos genes XRCC5, XRCC6 e LIG4, do reparo por
juncdo de extremidades ndo homologas (NHEJ), e mais o gene ATM é de fundamental
importancia no auxilio a compreensdo dos danos ao mecanismo de reparo das células quando
expostas a mutagénicos quimicos como o agrotdxico, contribuindo, assim, para a saude e

bem-estar dos trabalhadores rurais.
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2. OBJETIVO
2.1. OBJETIVO GERAL

Analisar a expressdo dos genes ATM, BRCA1, BRCA2, XRCC5, XRCC6, RAD51 e
LIG4, genes pertencentes ao mecanismo de reparo de fita dupla do DNA, de trabalhadores

rurais expostos a agrotoxicos.

2.2. OBJETIVO ESPECIFICO

e ldentificar as principais alteracbes cromossémicas em amostras de medula dssea de
trabalhadores rurais exposto a agrotoxicos;

e Avaliar a expressdo de genes ATM, BRCA1, BRCA2, XRCC5, XRCC6, RAD51 e LIG4,
genes de reparo de fita dupla do DNA por PCR em tempo real;

e Associar com achados citogenéticos com as possiveis alteracdes na expressdo dos
genes de reparo ATM, BRCA1, BRCA2, XRCC5, XRCC6, RAD51 e LIG4, em
trabalhadores rurais expostos a agrotoxico.

e Associar as alteracdes citogeneticas com o tipo de agricultura a que o trabalhador esta
submetido como a Agricultura Familiar, Agricultura Ecolégica e Grande Produtor, e
avaliar suas correlacgdes.

e Associar as alteracbes na expressdo dos genes de reparo com o tipo de agricultura a
que o trabalhador esta submetido como a Agricultura Familiar, Agricultura Ecolégica
e Grande Produtor, e avaliar suas correlagdes.

e Associar as alteracdes na expressao dos genes com as principais variaveis associada a
exposicao, por exemplo, o tempo de exposicdo a agrotoxicos, tipos de pesticidas

utilizados, tipo de agricultura realizada e uso de EPIs.
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3. MATERIAIS E METODOS
3.1. Aspectos Eticos

O estudo realizado foi submetido ao Comité de Etica do Hospital Universitario Walter
Cantidio, da Universidade Federal do Cear4 -através do sistema da Plataforma Brasil, com o
numero de protocolo CEP N° 016.02.1 (ver no Apéndice A), tendo cumprido todas as
exigéncias da resolucdo 196/96 do Conselho Nacional da Saude.

Foram excluidos deste estudo individuos com historia prévia ou atual de neoplasias e
uso de quimioteparia, individuos que fazem uso de medicamentos genotoxicos ou que tenha
tido exposicéo a radiacdo terapéutica ou ocupacional.

Toda a metodologia empregada no presente projeto encontra-se de forma esquematica

na figura 11.

Figura 11: Organograma resumo das metodologias utilizadas neste estudo.
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3.2. COLETA DE DADOS E OBTENCAO DE AMOSTRAS

Foram utilizadas aliquotas de células de medula 6ssea de 90 casos de trabalhadores
rurais expostos a agrotéxicos oriundos da Regido da Chapada do Apodi, em Limoeiro do
Norte (a 200 km de Fortaleza - CE). As amostras encontravam-se estocadas em solugdes de
Trizol Reagente® (Invitrogen, Carlshad, CA, USA) a -80°C.

As amostras de medula dssea que foram utilizadas como controle celular neste estudo
foram obtidas a partir de 20 doadores saudaveis e voluntarios com idades proximas as do
grupo amostral.

As variaveis que foram analisadas neste estudo (Apéndice B) foram subdivididas em:

- Sexo: Masculino e Feminino;

- Idade;

- Subgrupo de cultivo: Grande Produtor, Pequeno Produtor e Agricultura Ecoldgica.
Habitos de Vida:

- Uso de Bebidas Alcodlica: Sim ou Néo;

- Tipo de Bebida Preferida: Cachaca, Cerveja, Vinho, Conhaque, Rum, Vodka e outros;

- Uso do Fumo: Sim ou N&o;

Caracterizacdo do Trabalho:

- Quantos anos de trabalho na agricultura: Menos de 1 ano, de 01 a 04 anos, de 05 a 08
anos, de 08 a 12 anos, mais de 12 anos e ndo sei;
Caracterizacdo da Exposicdo do Trabalhador:

- No seu trabalho, vocé tem algum contato com agrotéxicos? Sim, N&o ou N&o sei.

- Qual o tipo de contato que vocé tem com esses agrotoxicos? Direto (durante a
atividade de trabalho), indireto (apds aplicacdo, colheita, muda e outros) e durante a
pulverizacdo aérea.

- Quais os agrotdxicos (veneno) que vocé tem contato? Bayfidan EC, Bérax, Bravonil
500, Carbofuran, Cercobin 500SC, Cobre Atar BR, Comet, Cuprozeb, Domark 100EC,
Finale, Flare, Folicur 200 CE, Fugiscan 700WP, Garant, Gramocil, Gramoxone 200, icarus,
Impact125SC, Juno 250CE, Manzate 800, Metiltiofan, Mythos, Nativo, Opera, Opus SC,
Orius 250EC, Roundup, Score, Scout NA, Soprano 125SC, Soprano 25EC, Stratego 250EC,
Sulfato de Cobre, Support, Tango Cash, Tecto SC, Tilt, Triade, Triazol, Vistue e outros.

- Casos seja da agricultura familiar, a quanto tempo trabalha com essa forma de cultivo?

Meses, anos e ndo sei informar.
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- Qual a frequéncia em que vocé entra em contato com os agrotoxicos (veneno)? Diérias
(horas/dia), semanal (dia/semana), mensal (semana/més), anual (meses/ano) e nédo sei
informar.

- Quanto tempo vocé trabalhou com esses agrotoxicos? Menos de 1 ano, de 1 a 4 anos,
de 5a 8 anos, de 8 a 12 anos, mais de 12 anos ou outros.

Medidas de controle do risco adotados pelo trabalhador:

- Qual(ais) desta(s) medida(s) de prevencdo vocé adota em seu trabalho? Luvas,
mascaras, lenco, éculos, chapéu, botas, macacéo, observagdo dos ventos, banho apos trabalho
ou nenhuma protegéo.

- Onde sdo lavadas as roupas que vocé usa no trabalho? Em casa, na empresa ou néo
respondeu.

- O que é feito com as embalagens vazias dos produtos quimicos (Agrotoxicos) usados
na empresa em que voceé trabalha? Queima, enterra, reutiliza, armazena, devolve ao vendedor,
vai para unidade de tratamento de embalagens (UTE) ou ndo sei.

Caridtipo:

- Cariétipo Normal para o subgrupo: Grande Produtor, Pequeno Produtor e Agricultura
Ecoldgica.

- Caridtipo Alterado para o subgrupo: Grande Produtor, Pequeno Produtor e Agricultura
Ecoldgica.

- Auséncia de Resultado para o subgrupo: Grande Produtor, Pequeno Produtor e

Agricultura Ecologica.

3.3. Cariotipo por Bandeamento G

Os cariotipos foram realizados de acordo com o protocolo adaptado e estabelecido pelo
Laboratdrio de Citogenémica do Cancer, segundo a descri¢cdo previa feita por Pinheiro e
Chauffaille (2009) (Figura 12). A Citogenética Classica por bandeamento G foi realizada
utilizando-se de 3mL medula dssea colhida em seringa contendo heparina e de forma estéril,
posteriormente a amostra foi distribuida em dois frascos contendo 7 mL de meio RPMI (Ph
7,0) e 3mL de soro fetal bovino. Este material foi cultivado por 24 horas em estufa a 37°C.

Uma hora antes do término da cultura foram adicionados 70uL de colchicina
(Colcemid®), por 30 minutos. Em seguida, o material foi centrifugado e ressuspenso em
solucdo hipoténica de KCL 0,075 M e fixado em solucdo de acido acético e metanol (3:1) por

4 vezes. Na confeccdo das laminas para analise, o material foi gotejado em laminas de
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microscopia e secado ao ar. As bandas foram feitas pela técnica de tripsina-Giemsa, sendo
analisadas pelo menos 20 metéfases, sempre que possivel, e os 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 digitalizado e impresso em impressora a laser.

Cléssica por Bandeamento G.

Figura 12: Esquema detalhado dos procedimentos quem comp&em a técnica de Citogenética
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3.4. Lise de Células Eritrocitarias para Armazenamento em TRIZOL LS A -8°C

Para a preservacao de acidos nucleicos e proteinas, a medula 6ssea sera transferida para
tubo cénico de 50 mL. Sera adicionado a medula 25mL de solucéo de lise, permanecendo em
banho de gelo durante 15 minutos. Em seguida, centrifugar a amostra a 3000rpm durante 10
minutos, posteriormente, descartar 0 sobrenadante por inversdo do tubo. Ressuspender a
camada de células leucocitarias em 250uL de PBS e 750 uL de trizol e armazenar a -80°C

para posterior extracdo de RNA.
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3.5. Analise da Expressdo do mRNA por QRT-PCR
3.5.1. Extragdo de RNA Total

A extragdo de RNA das células do pool medular dos trabalhadores rurais 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 1mL de Trizol Reagente® foram
adicionados 200uL de Cloroformio 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 &gua deionizada tratada com
diethilpirocarbonate (DEPC) 0,1%. Apo6s ser seco, 0 RNA foi diluido em agua DEPC para
evitar a sua degradacao.

Foram realizadas leituras espectrofotométricas nos comprimentos de ondas de 230, 260
e 280 nm, obtendo-se suas relacdes para posterior afericdo de contaminacdo das amostras. A
qualidade das amostras de RNA foi confirmada por eletroforese em gel de agarose 2% corado

com brometo de etidio e as bandas de RNA 18S e 28S foram visualizadas em luz ultravioleta.

3.5.2. Sintese de cDNA

A sintese do cDNA foi realizada com a utilizacdo do Kit para Transcricdo 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 reacdo de transcricdo reversa foram utilizados uma quantidade otimizada de
RNA total para uma concentragéo final de 2000ng. Para cada reacéo, utilizou-se de 2,0uL de
buffer, 0.8uL de dNTP, 2,0uL de Random Primers, 1,25uL de Multiscribe Reverse
Transcriptase™ e 1,0uL de RNAse Inhibitor.

A quantidade citada de cada reagente foi multiplicada pelo nUmero de amostras de RNA
total para a confeccdo de um “Mix” de reacdo. Posteriormente, 6,8ul. deste Mix foi
adicionado a cada microtubo de PCR de 0,2 mL. Em seguida foram adicionadas 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 reagdo
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foram submetidos ao termociclador onde foram realizados o0s 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.

3.5.3. Reacéao da Polimerase em Cadeia (PCR) em Tempo Real — PCR Quantitativa
(QPCR) para Analise de Expressao Génica.

A quantificacdo da expressdo génica dos sete genes avaliados neste estudo (Tabela 3)
foi realizada a partir da andlise 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 Citogenémica do Cancer. As reacdes
foram preparadas utilizando-se do TagMan® Universal PCR Marter Mix (Applied
Biosystems, Inc., Foster City, CA, USA) otimizado para reagcdes com sonda TagMan assay® e
contendo a AmpliTaq Gold DNA polimerase, 0s dNTPs e tampé&o otimizados.

Tabela 3: Genes avaliados por gPCR envolvidos nos mecanismos de reparo em DSBs no
DNA.

GeneBank Simbolo Nomenclatura Mecg:p;zrpc? de TagMan Assay

NM_000051 ATM  Ataxia telangiectasia mutated ~ Sinalizagdo por DSB ~ Hs 01112344 ml

NM_007294 BRCAL  Breast cancer 1, early onset ~ SuPressor Tumorale - Hs01556191_m1
Reparo por HR

NM_000059 BRCA2 Breast cancer 2, early onset Supressor Tumoral e Hs01037423_ml
Reparo por HR

NM_002875 RAD51 RAD51 recombinase Reparo por HR Hs00947967_m1

X-ray repair complementing
NM_021141 XRCCS  defective repair in Chinese Reparo por NHEJ Hs 00897854_ml
hamster cells 5

X-ray repair complementing
NM_001469 XRCC6  defective repair in Chinese Reparo por NHEJ Hs00750856_s1
hamster cells 6

NM_001469 LIG4 Ligasele, DNA, ATP- Reparo por NHE] Hs00934061_ml
ependent

NC_000012.12 uUBC Ubiquitin C Gene Endégeno Hs00824723_m1

NC_000007.14  ACTB Actin Beta Gene Endogeno Hs99999903_ml

NC_000023.11  HPRT1 Hypoxanthine Gene Endégeno Hs02800695_ml

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

As condicdes 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 preparacdo 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 alcool 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 exposicao a luz.

Cada amostra foi avaliada em duplicata e foram consideradas para analise somente as
amostras cujas diferencas de amplificagdo ndo excedeu a 0,8 ciclos (ACQ<0,8)
(VANDESOMPELE et al., 2002). As duplicatas das amostras que apresentaram diferencas
maiores que um ciclo e meio, mesmo apos repeticdo do experimento, foram desconsideradas.
Em todas as placas foram realizados controles negativos (NTC) das reacdes para todos 0s
genes estudados sendo que, para estas reagdes, foram adicionados 2,5uL de dgua ao invés de
cDNA. Todas as reacGes 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 individuos saldaveis
voluntarios.

Os resultados foram avaliados atraves do software Sequence Detection System v1.3
(Applied Biosystems, Inc., Foster City, CA, USA) para obtencdo dos valores de quantitative
cycle (Cq). A partir do threshold estabelecido, os valores de Cq foram fornecidos pelo
software do aparelho 7500 Real-Time PCR System® (Applied Biosystems, Inc., Foster City,
CA, USA) para a realizagdo das analises estatisticas. Ao final de cada corrida os dados foram
exportados para planilhas do software Excel para o calculo dos valores de ACq tanto dos
genes alvos quanto dos genes endogenos (LIVAK et al, 2001). A nomenclatura padrdo

utilizada para os experimentos da PCR quantitativa em tempo real foi baseada no MIQE



44

(Minimum Information for Publication of Quantitative Real-Time PCR Experiments)
(BUSTIN et. al., 2009).

3.5.4. Validacao dos Genes Enddgenos Utilizados nas Andlises dos Dados de gPCR

Com o objetivo de validar a estabilidade dos niveis de expressdo dos genes utilizados
como controles endégenos nos experimentos de qPCR (PFAFFL, 2001; LIVAK,2001), foi
utilizado o software Best Keeper (PFAFFL., 2004) que possibilitou a identificacdo estatistica
dos genes enddgenos mais estaveis dentre todos os genes utilizados no estudo como
endogenos. O Best Keeper, é uma ferramenta baseada em Excel na qual é possivel calcular o
desvio padrdo de cada amostra por gene avaliado com base nos valores de Cq (PFAFFL,
2004). As amostras cujo o desvio for menor sera reconhecida com as amostras
correspondentes ao gene mais estavel.

Para esse estudo, obtivemos como 0s genes mais estaveis o Hypoxanthine
Phosphoribosyl Transferase 1(HPRTL1) e a Ubiquitina (UBC).

3.5.5. Validacdo da Qualidade, Integridade e Estabilidade do Nivel de Expressdo

das Amostras de cDNA dos Trabalhadores Avaliados

Afim de garantir a veracidade das anélises realizadas ap0s a reacdo de qPCR e assegurar
a qualidade, integridade e estabilidade do nivel de expressdo das amostras dos trabalhadores
rurais, € necessario avaliar os dados com valores em outliers das amostras por meio do
software Best Keeper (PFAFFL, 2004).

O software Best Keeper determina o desvio padrdo de cada amostra por cada gene em
estudo com base em valores brutos de Cq, independentemente da eficiéncia da amostra
(PFAFFL, 2004). As amostras de cada gene com o0 menor SD é considerada a mais estavel.

3.6. Andlise Estatistica
3.6.1. Andlises Estatisticas para a Avaliacdo dos Dados de Expressdo Génica

As analises dos resultados dos niveis de expressdo génica foram realizadas com base no
valor de cada Cq (quantitative cycle), para cada amostra de cDNA. Na etapa de normalizagéo
dos valores, considerando as diferencas por quantidades distintas de cDNA utilizadas nas
reacOes, o Cq determinado para uma amostra foi subtraido da média geométrica dos Cq’s dos
genes enddgenos (UBC e HPRT1) utilizados da mesma amostra, obtendo assim o valor de
ACq (LIVAK et al, 2001; SCHMITTGEN; LIVAK, 2008).


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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O teste de Shapiro-Wilk foi utilizado para verificar se os dados de cada variavel
analisada apresentavam distribuicdo normal (dados paramétricos, com grupos com menos de
50 casos). Os valores de outliers foram retirados (quando ocorreram) por ndo representarem
aqueles resultados aos quais 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 t de Student, para a
comparacdo da media entre dois grupos, e do teste de ANOVA, para a comparacdo das
médias em variaveis com mais de dois grupos. O pos-teste (post-hoc) para a ANOVA foi
definido a partir da analise 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 variancias entre os dados
(p-valor<0,05), foi definido como pos-teste para a ANOVA o teste de Games-Howell.

O teste de correlagdo de pearson foi utilizado para a obtengdo dos valores de r e r-
square (r’) que demonstra a influéncia do nivel de expressdo 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 expressao génica (valores de ACq) foram expressos em média
+ desvio padrdo (SD), com intervalo de confianca (Cl) (maximo e minimo), a fim de
determinar a possivel associacdo entre o nivel de expressdo dos genes frente cada variavel
analisada. O nivel de significancia estatistica utilizado foi de p<0,05 e todas as analises foram

efetuadas com o software SPSS para Windows (versao 21.0).
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4. RESULTADOS
4.1. Caracterizacdo da Populacéo

Participaram do presente estudo 90 trabalhadores rurais expostos a agrotoxicos,
moradores de comunidades do municipio de Limoeiro do Norte — CE, e 10 voluntarios
saudaveis para o grupo controle (Tabela 4). O grupo amostral de agricultores foi subdividido
em trés faixas: o grande produtor com 50/90 (55,55%) individuos, o pequeno produtor
(agricultura familiar) com 30/90 (33,33%) individuos e a agricultura ecolégica com 10/90
(11,11%) individuos.

Quanto aos critérios socio demograficos dos trabalhadores rurais, observou-se que para
a variavel género obtivemos 2/90 (2,22%) individuos do sexo feminino e 88/90 (97,77%)
individuos do sexo masculino. Para a varidvel idade, a média foi de 44 anos (mediana = 44
anos/ minimo de 22 anos e maximo de 69 anos) com uma predominéncia de idade dos

trabalhadores com 54 anos.

Tabela 4: Caracterizacdo descritiva das variaveis socio demogréaficas dos trabalhadores rurais
expostos a agrotoxicos (DSBs).

Caracterizagéo

—— Frequéncia
Variaveis Categoria a
ATTEETES Trabalhadores rurais 90,0% (90/100)
(N =100) Caso controle 10,0 % (10/100)
Grupos Grande produtor 55,55% (50 /90)
Pequeno produtor (agricultura familiar) 33,33% (30/90)
Agricultura ecoldgica 11,11% (10/90)
Género Masculino 97,77% (88/90)
Feminino 2,22% (2/90)
Idade < 44 Anos 48,88%(44/90)
Média = 44 Anos
Moda =54 Anos > 44 Anos 45,55%(41/90)

Mediana = 44 Anos

N&o informado

5,55% (5/90)
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Em relacdo aos habitos de vida dos agricultores, na variavel exposi¢do a agrotoxico
estéo inclusos os trabalhadores pertencentes ao grupo de grande produtor e pequeno produtor,
onde 9/80 (11,25%) individuos possuem menos de 5 anos de exposicdo, 5/80 (6,25%)
individuos entre 5 a 12 anos de exposicdo e 61/80 (76,25%) individuos como tempo de 12 a
mais anos de trabalho com exposi¢éo a toxicos.

Quanto a variavel uso de bebidas alcodlicas, indicou que 36/90 (40%) dos trabalhadores
ndo bebem e que 49/90 (54,44%) fazem uso de bebidas, sendo a cachaca com 32/48 (66,6%) a
mais comum. Ja para a varidvel fumo, foi avaliado dentre os trabalhadores que 68/90
(75,55%) ndo fazem uso de cigarro e 16/90 (17,77%) dos trabalhadores fumam (Tabela 5).

Tabela 5: Caracterizacdo descritiva dos habitos de vida dos trabalhadores rurais expostos a
agrotoxicos.

Hébitos de vida

— - Frequéncia
Variaveis Categorias

Menos de 5 anos de exposi¢do 11,25% (9/80)

Tempo de exposicéo a De 5 a 12 anos de exposigdo 6,25% (5/80)
agrotoxico De 12 anos ou mais 76,25% (61/80)

N&o informado 6,25% (5/80)
Bebem 54,44% (49/90)

Alcool N&o bebem 40% (36/90)

Nao informado 5,55% (5/90)

Tipo de bebida Cachaca 66,6% (32/48)
Cerveja 62,5% (30/48)

Vinho 6,25% (3/48)

Conhaque 4,16% (2/48)

Rum 4,16% (2/48)
Fumo Fumam 17,77% (16/90)
N&o fumam 75,55% (68/90)

N&o informado 6,66% (6/90)

Os dados sobre caracterizacdo da exposicdo ao agrotoxico no trabalho, obtivemos que

todos os trabalhadores que participaram da pesquisa fazem uso ou entram em contato com
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agrotoxico na agricultura, com exce¢do dos agricultores que praticam agricultura ecoldgica.
Atrelada a estd varidvel foi possivel constatar também que 36/80 (45%) possuem contato
direto durante a atividade de trabalho com agrotéxico, sendo o trabalho na éarea de
pulverizacdo a principal atividade de trabalho apresentada, e 27/80 (33,75%) possuem contato
indireto. Analisamos também os tipos mais usados de agrotdxicos pelos trabalhadores rurais
e obtemos que o tdxico Round como o mais utilizado com 10/80 (12,5%) (Tabela 6).

Tabela 6: Caracterizacdo descritiva da exposicdo dos trabalhadores rurais expostos a
agrotoxicos.

Caracterizacao da exposi¢cdo no trabalho

Variaveis Categorias Frequéncia
Exposi¢éo a agrotoxicos no Uso/contato com agrot6xico 88,88% (80/90)
trabalho N&o possui contato 11,11% (10/90)
Tipo de contato com Direto 45% (36/80)
agrotoxico Indireto 33,75% (27/80)

Né&o informado 21,25% (17/80)
Principal atividade exercida  Trabalho na rea de pulverizacéo 36,25% (29/80)
Pulverizacéo costal 25% (20/80)
Quais os agrotoxicos mais Roundup 12,5% (10/80)
utilizado Gramoxone 200 6,25 % (5/80)
Folicur 200CE 3,75 % (3/80)
Tecto 250 EC 3,75 % (3/80)
Orius 250 EC 2,5 % (2/80)
Fugiscan 700WP 2,5 % (2/80)

Os dados relacionados as medidas de controle de risco adotados pelos trabalhadores,
variavel cuja fungdo é averiguar o uso de EPIs no trabalho, foram que 44/80 (55%) individuos
que utilizam luvas, 26/80 (32,5%) individuos que usam mascaras, 19/80 (23,75%) individuos
que usam Oculos de protecdo, 25/80 (31,25%) e 65/80 (81,25%) individuos que usam
macacéo e bota, respectivamente.

Além de tais dados, obtivemos que, para a varidvel de onde sdo lavadas as roupas

utilizadas no trabalho, obtivemos que 63/80 (78,76%) lavam em casa, enquanto que 9/80
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(11,25%) trabalhadores lavam no trabalho. E quanto a variavel descarte de embalagens dos
produtos quimicos, temos que 12/80 (15%) queima, 5/80 (6,25%) enterra, 4/80 (5%) reutiliza,
11/80 (13,75%) armazena, 3/80 (3,75%) devolve ao vendedor, 2/80 (2,51%) descarta em
unidades de tratamento de embalagens (UTI) e 43/80 (53,75%) nédo responderam (Tabela 7).

Tabela 7: Medidas de controle de risco adotadas pelos trabalhadores rurais expostos a

agrotoxicos.

Medidas de controle de risco

— i Frequéncia
Variaveis Categorias

Uso de EPIs Luvas 55% (44/80)
Mascaras 32,5% (26/80)
Oculos de protegéo 23,75% (19/80)
Chapéu 88,75% (71/80)
Botas 81,25% (65/80)
Macacéo 31,25% (25/80)

Lavagem em casa de Sim 78,76% (63/80)

roupas utilizados no

trabalho Né&o 11,25% (9/80)

O que é feito com as Queima 15% (12/80)

embalagens }/aglas dos Enterra 6,25% (5/80)

produtos quimicos
Reutiliza 5% (4/80)
Armazena 13,75% (11/80)
Devolve ao vendedor 3,75% (3/80)
Unidade de tratamento de embalagens (UTE) 2,5% (2/80)
N&o respondeu 53,75% (43/80)
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A andlise citogenética dos trabalhadores rurais, demonstrou resultados de cariotipo
normal em 15/90 (16,6%) para grupo grande produtor, 6/90 (6,6%) para o pequeno produtor e
7/90 (7,7%) para agricultura ecoldgica. O resultado de citogenética foi alterado em 8/90
(8,8%) do grupo grande produtor, 3/90 (3,3%) do grupo de pequeno produtor e 1/90 (1,1%)

do grupo agricultura ecoldgica (Tabela 8, Tabela 9 e Figura 13).

Tabela 8: Caracterizacdo dos cariotipos de acordo com os grupos de trabalhadores rurais.

Resg!tgdo Grupos de trabalhadores rurais Frequéncia
Caridtipo
Normal Grande produtor 16,6%(15/90)
Pequeno produtor (Agricultura familiar) 6,6%(6/90)
Agricultura ecologica 7,7%(7/90)
Alterado Grande produtor 8,88%(8/90)
Pequeno produtor (Agricultura familiar) 3,33%(3/90)
Agricultura ecologica 1,1%(1/90)
Auséncia de Grande produtor 30%(27/90)
LB Pequeno produtor (Agricultura Familiar) 23,3%(21/90)

Agricultura ecoldgica 2,22%(2/90)
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Tabela 9: Descricdo detalhada dos resultados citogenéticos normais e alterados por cada

grupo de trabalhador rural.

ID Sexo Idade Cariotipo - ISCN 2014 Grupo
3 M 25 46,XY[20] GP
7 M 34 46,XY[15] GP
10 M 29 46,XY[20] GP
14 M 33 46,XY[11] GP
16 M 31 46,XY[20] GP
17 M 52 46,XY[30] GP
19 M 53 46,XY add(4) GP
20 M 48 46, XY[7] GP
21 M 25 46,XY[6] GP
22 M 49 Hipodiploide - 44,XY ,-20,-21[8]46,XY[2] GP
26 M 43 46,XY[15] GP
29 M 43 46,XY,del(11)[5] GP
30 M 25 46,XY[20] GP
35 M 34 46,XY,add(4)/46,XY[15] GP
38 M 28 46, XY [10] GP
39 M 51 46, XY [10] GP
40 M 54 Hiperdiploide GP
41 M 62 Hipodiploide GP
42 F 41 46,XX,del(18)(p11.21)[4]/46, X X[22] GP
44 M 36 46,XY[10] GP
45 M 64 46,XY[5] GP
49 M 60 46,XY (del11) GP
51 M 50 46,XY[10] AF
58 M 49 46,XY[20] AF
61 M 45 46,XY[10] AF
62 M 53 47 XYmar(4) AF
65 M 42 Hipodiploide AF
67 M 54 46, XY[7] AF
70 M 34 46,XY[20] AF
73 M 46 Hipodiploide AF
74 M 57 46,XY[20] AF
80 M 60 46,XY[25] AE
82 M 43 46,XY (del5) AE
84 M 32 46,XY[15] AE
85 M 59 46, XY [4] AE
86 M 53 46,XY[20] AE
87 M 56 46,XY[17] AE
88 M 40 46, XY[7] AE
89 M 27 46,XY[20] GP
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Figura 13: Representacdo esquematica dos resultados citogenéticos a partir de amostras de
medula 6ssea de trabalhadores rurais expostos a agrotoxicos.
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Legenda: A) Caso 25 com delecdo no brago longo do cromossomo 11; B) Caso 8 revela a delecdo do brago
longo do cromossomo 5 e delecdo do braco longo do cromossomo 7; C) Caso 19 revela a dele¢do do braco longo
do cromossomo 4, além da presenca de um cromossomo marcador; D) Caso 43 revela a delecdo do brago longo
do cromossomo 11; E) Caso 29 revela material adicional no cromossomo 4; F) Caso 42 revela hipodiploidia.
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4.2. Analise do nivel de expressao génica por QPCR em amostras de pool celular da

medula de agricultores expostos a agrotdxicos.

A analise dos niveis de expressdo génica referente aos genes ATM, BRCAL, BRCA2,
XRCC5, XRCC6, LIG4 e RAD51 de trabalhadores rurais em associa¢do com os individuos

controles, as respectivas varidveis de caracterizacdo do estudo, e os resultados citogenéticos

serdo apresentados nas se¢des a segulir.

4.2.1. Anélise dos niveis de expressdo do gene ATM .

O nivel de expressdo do gene ATM, que esta localizado no brago longo do cromossomo

11 na posigdo 11g22-g23, apresentou associagéo significante com relacéo a variavel tempo de

trabalho, a qual identificamos que a expressao do gene encontra-se reduzida nos trabalhadores

com 12 ou mais anos quando comparado com os trabalhadores com menos de 12 anos de
trabalho (p=0,030) (Figura 14).

Figura 14: Nivel de expressdo do gene ATM em relacdo ao tempo de trabalho em contato

com agrotoxico dos trabalhadores rurais.
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de 0,328 0,030
Trabalho | De 12 a mais anos | 38 | 84,4% | 0,01833 | 0,00890 | 0,00361 | 0,03833

#Teste t de Student. Teste de Levene - Teste de homogeneidade de variancias.

Valor estatisticamente significante para p< 0,05.
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Na analise do nivel de expressdo do gene ATM em relagdo a variavel grupos de

agricultores, obtivemos que o0 gene se encontra superexpresso em trabalhadores da agricultura

ecologica em relacao aos trabalhadores do grupo grande produtor (p=0,036) (Figuralb).

Figura 15: Nivel de expressdo do gene ATM em relacdo varidvel grupo de agricultores,

categorizada em grande produtor, pequeno produtor e agricultura ecoldgica.
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Ecoldgica

#+ ANOVA one-way. Teste de Levene - Teste de homogeneidade de variancias.
Valor estatisticamente significante para p< 0,05.

Por fim, para a varidvel tempo de trabalho a expressdo deste gene foi reduzida no

periodo de 12 anos em relacéo ao periodo menor de 5 anos de trabalho (p=0,003) (Figura 16).




55

Figura 16: Nivel de expressdo do gene ATM em relagdo varidvel tempo de trabalho na

agricultura.
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#+ ANOVA one-way. Teste de Levene - Teste de homogeneidade de variancias.
Valor estatisticamente significante para p< 0,05.

N&o foram identificadas associagfes significantes entre o nivel de expressdao do gene

ATM e as variadveis sexo, cariotipo, grupos que usam agrotdxicos, alcool, fumo, contato com

agrotoxico, tipo de contato e EPIs (luvas, mascaras, lenco, chapéu, botas e macacéo), com o

p>0,05.
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4.2.2. Andlise dos niveis de expressdo do gene BRCA1

O nivel de expressdo do gene BRCA1, que estd localizado no braco longo do
cromossomo 17 na regido 17921, apresentou associacdo do nivel de expressdo com a variavel
sexo, onde o nivel de expressdo de BRCA1 se encontra reduzido no sexo masculino (p=0,002)
(Figura 17).

Figura 17: Nivel de expressdo do gene BRCAL em relacdo variavel sexo dos trabalhadores

rurais expostos a agrotoxicos.

E 3
[ |
[ |
45
o
Q00000 =
s
“w
s
%mm-‘ ——
=
U
74 |
7]
2
4
E 0200000 T
CCRO0000=
T L
FELE D MASCLLNG
SEXO
Nivel de Expressao (ACq)
N % Meédia Desvio Minimo | Maximo Teste de p-valort
Padréao Levene
Feminino | 3 100% | 0,03883 | 0,0018 | 0,03755 | 0,06803
Sexo - 0,48 0,002*
Masculino | 65 | 95,6% | 0,03153 | 0,0140 | 0,00980 | 0,06803

fTeste t de Student. Teste de Levene - Teste de homogeneidade de variancias.
Valor estatisticamente significante para p< 0,05.

N&o foram identificadas associacdes significantes entre o nivel de expressdo do gene
BRCAL e as demais variaveis grupo agricultores, tempo de trabalho, cari6tipo, grupos que
usam agrotdxicos, alcool, fumo, contato com agrotdxico, tipo de contato e EPIs (luvas,

mascaras, lengo, chapéu, botas e macacédo), com o p>0,05.
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Para 0 gene BRCA2, que esta localizado no braco longo do cromossomo 13 na regido

13912.3, verificou-se importantes associacdes em relacdo ao nivel de expressdo deste gene e

as variaveis caridtipo e local aonde s&o lavadas as roupas de trabalho.

Para a varidvel resultado de cariotipo, a expressdo do gene se encontrava reduzida

quando o caridtipo alterado em relacdo a expressdo quando o cariétipo € normal em

trabalhadores rurais expostos a agrotoxicos (p=0,007) (Figura 18).

Figura 18: Nivel de expressdo do gene BRCA2 em relacédo variavel resultado de cariotipo.
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Nivel de Expressao (ACq)
N % Média Desvio Minimo Maximo Teste de p-valort
Padréo Levene
Normal 20 | 100% | 0,05479 | 0,02312 | 0,00835 0,09938
Cariotipo 0,830 0,007*

Alterado 8 |88,9% | 0,02649 | 0,02270 | 0,00257 0,06396

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 a variavel local aonde sdo lavadas as roupas de trabalho, obtivemos que
quando as roupas séo lavadas no trabalho h4 uma reducédo da expressdo do gene em relagdo a

guando sdo lavadas em casa, com a significancia é de p=0,000 (Figura 19).

Figura 19: Nivel de expressdo do gene BRCA2 em relacéo varidvel local aonde sdo lavadas
as roupas dos trabalhadores rurais.
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v e || e | 2B i | e | TEREE [
Padréo Levene | valor#
Local de lavagem | .. | 49 | 98% | 0,04502 | 0,02476 | 0,01088 | 0,01552
de roupas de 0,027 | 0,00*
trabalho Trabalho | 3 | 60% | 0,01300 | 0,00234 | 0,00379 | 0.10539

#Teste t de Student. Teste de Levene - Teste de homogeneidade de variéncias.
Valor estatisticamente significante para p< 0,05.

Né&o foram identificadas associa¢des significantes entre o nivel de expressao do gene
BRCA2 e as demais variaveis grupo agricultores, tempo de trabalho, sexo, grupos que usam
agrotoxicos, alcool, fumo, contato com agrotdxico, tipo de contato e EPIs (luvas, mascaras,

lenco, chapéu, botas e macacdo), com o p>0,05.
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O gene XRCCS5, que esta localizado no cromossomo 2 na regido 2g33.2-36.1, apresenta

0 nivel de expressdo aumentada para a varidvel consumo de alcool em relacdo aos

trabalhadores que ndo consomem (p=0,012) (Figura 20).

Figura 20: Nivel de expressdo do gene XRCC5 em relacéo variavel consumo de alcool.
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Padréo Levene
Consumo | N@obebe | 22  88% 1,09218 0,3313 0,52113 | 1,91401
de Alcool 0,000 | 0.012*
Sim bebe | 32 | 100% 1,43681 0,6322 0,37707 | 2,59680

#Teste t de Student. Teste de Levene - Teste de homogeneidade de variancias.
Valor estatisticamente significante para p< 0,05.

Para a varidvel uso de macacdo, uma subclassificacdo dos EPIs analisados, o nivel de

expressdéo do gene XRCC5 esta reduzido em trabalhadores que usam o0 macacdo

frequentemente (p=0,021) (Figura 21).
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Figura 21: Nivel de expressdo do gene XRCC5 em relagdo variavel uso de macacéo (EPIs).

| * |
3,0000000- | !
2.50000007
=
L)
w2 0000000
s
g
L 1]
B 1 5000000
[&]
v
<
<L
E 1,0000000—
E
S000000
J0000000=
FREQUENTEMENTE S VEZES OU NUNCA
MACACAO
Nivel de Expressdo (ACQ)
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Usode | Frequentemente | 18 | 90% | 1,11162 | 0,37858 | 0,37707 | 1,92814
Macacao AS vezes ou 0,008 0,021*
(EPIs) nunca 29 | 100% | 1,46900 | 0,64572 | 0,52113 | 2,91188

#Teste t de Student. Teste de Levene - Teste de homogeneidade de variancias.

Valor estatisticamente significante para p< 0,05.

Na analise da variavel grupos de trabalhadores, obtivemos que a expressao do gene

XRCC5 encontra-se aumentada quando comparamos agricultura familiar e grande produtor,

com a significancia de p= 0,038 (Tabela 22).
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Figura 22: Nivel de expressdo do gene XRCC5 em relacdo variavel grupos de trabalhadores
rurais.
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Produtor
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#+ ANOVA one-way. Teste de Levene - Teste de homogeneidade de variancias.
Valor estatisticamente significante para p< 0,05.

Por fim, a variavel tempo de uso de agrotéxico na agricultura familiar, a expressdo do
gene estd aumentada no periodo maior que 12 anos em relacdo ao periodo menor que 5 anos

(p=0,014) (Figura 23).
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Figura 23: Nivel de expressdo do gene XRCC5 em relagdo varidvel tempo de uso de
agrotoxico na agricultura familiar.
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#+ ANOVA one-way. Teste de Levene - Teste de homogeneidade de variancias.
Valor estatisticamente significante para p< 0,05.

N&o foram identificadas associac@es significantes entre o nivel de expressdo do gene

XRCCS5 e as demais variaveis tempo de trabalho, sexo, fumo, contato com agrotéxico, tipo de

contato e EPIs (luvas, méascaras, lenco, chapéu e botas), com o p>0,05.
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4.2.5. Andlise dos niveis de expressdo do gene XRCCS.

O gene XRCC6, que esta localizado no cromossomo 22 na regido 22g13.2, apresentou
importante significancia quando a expressdo desse gene se encontra associada as variaveis
consumo de &lcool e tipo de contato do trabalhador com agrotéxico.

Para a variavel consumo de &lcool, observamos que a expressdo de XRCC6 foi
aumentada em trabalhadores rurais que consomem em relacdo aos trabalhadores que néo
fazem uso (p=0,006) (Figura 24). E para a variavel tipo de contato do trabalhador com
agrotoxicos, que se categoriza em contato direto (durante a atividade de trabalho) e contato
indireto (apos aplicagdo, colheita, muda e outros), obtivemos a expressdo do gene reduzida
guando os trabalhadores possuiam contato direto em relacdo aos que possuiam indireto
(p=0,005) (Figura 25).

Figura 24: Nivel de expressdo do gene XRCC6 em relacédo as varidveis consumo de alcool e
tipo de contato do trabalhador com agrotdxico.
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#Teste t de Student. Teste de Levene - Teste de homogeneidade de variancias.
Valor estatisticamente significante para p< 0,05.
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Figura 25: Nivel de expressdo do gene XRCC6 em relacdo ao tipo de contato do trabalhador
com o agrotoxico.
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Tipo de Direto 19 | 73,1% | 0,02094 | 0,01297 | 0,00328 | 0,05375
tat 0,002 0,002*
contato 1 direto | 16 | 80% | 0,04282 | 0,02500 | 0,01161 | 0,09149

fTeste t de Student. Teste de Levene - Teste de homogeneidade de variancias.
Valor estatisticamente significante para p< 0,05.

Frente a varidvel uso de mascara, uma das subclassificagdes de EPIs, foi possivel
identificar que a expressdo do gene XRCC6 estd reduzido quando o uso for frequente
(p=0,000) (Figura 26).
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Figura 26: Nivel de expressdo do gene XRCC6 em relagdo variavel uso de méascara.
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#Teste t de Student. Teste de Levene - Teste de homogeneidade de variéncias.
Valor estatisticamente significante para p< 0,05.

N&do foram identificadas associagfes significantes entre o nivel de expressdao do gene

XRCC6 e as demais variaveis grupo agricultores, tempo de trabalho, sexo, grupos que usam

agrotoxicos, fumo, contato com agrotéxico e EPIs (luvas, lenco, chapéu, botas e macacéo),

como p>0,05.
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4.2.6. Analise dos niveis de expressdo do gene LI1GA4.

O gene LIG4, que esta localizado no brago longo do cromossomo 13 na regido 13933,
apresentou expressao significante quando associado as variaveis uso de agrotoxico dentre 0s
grupos (grande produtor, agricultura familiar e agricultura ecoldgica) e quanto a variavel
fumo.

Para a varidvel uso de agrotoxico dentre os grupos, obtivemos a expressdao do gene
L1G4 reduzida nos grupos que fazem uso de agrotoxicos quando comparado com o grupo que
ndo faz uso (p=0,002). Enquanto para variavel fumo, obtivemos a expressdo do gene
aumentada em relacdo aos trabalhadores que fumam quando comparado com os trabalhadores

que ndo fumam (p=0,031) (Figura 27).

Figura 27: Nivel de expressdo do gene LIG4 em relacdo a variavel uso de agricultores dentre
0S grupos e a variavel fumo.
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Padrao Levene

Uso de Ndo |9 100% | 0,028473 | 0,01163 | 0,0124548 | 0,0490677
0,000 | 0,000*

agrotoxicos | g;y |57 | 83,9% | 0,011632 | 0,00391 | 0,0042508 | 0,0199535

#Teste t de Student. Teste de Levene - Teste de homogeneidade de variancias.
Valor estatisticamente significante para p< 0,05.
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Nivel de Expresséo (ACq)

GRAFICOB i
N| % | media | PV Minimo | maximo | TE® % o valort
Padrao Levene
Sim 34 179,1% | 0,01004 0,003 0,0047245 0,0188978
Fumo 0,009 0,002*
Néo 13 | 100% | 0,01492 0,007 0,0054156 0,0312455

fTeste t de Student. Teste de Levene - Teste de homogeneidade de variancias.

Valor estatisticamente significante para p< 0,05.

Quanto a variavel consumo de alcool, a expressao do gene LIG4 apresentou-se

aumentada para os trabalhadores que consomem alcool em relagdo aos trabalhadores que nédo

fazem uso (p=0,001) (Figura 28).

Figura 28: Nivel de expressdo do gene LIG4 em relagdo a variavel consumo de alcool.
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Teste t de Student. Teste de Levene - Teste de homogeneidade de variéncias.

Valor estatisticamente significante para p< 0,05.

Para a andlise da expressdo do gene LIG4 em associagcdo com a variavel tempo de

trabalho com uso de agrotdxicos obtivemos a expressdo reduzida nos trabalhadores que
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relataram de 12 a mais anos em relacéo aos trabalhadores com o tempo de trabalho menor que
12 anos (p=0,044) (Figura 29).

Figura 29: Nivel de expressao do gene LIG4 em relacdo a variavel tempo de trabalho com
uso de agrotoxico.
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#Teste t de Student. Teste de Levene - Teste de homogeneidade de variancias.
Valor estatisticamente significante para p< 0,05.

Quanto a variavel grupo de trabalhadores, verificou-se a expressdo reduzida para o
grupo grandes produtores quando comparado com o grupo de agricultura ecolégica (p= 0,000)
(Tabela 30).



Figura 30: Nivel de expressdo do gene LIG4 em relagdo aos grupos de trabalhadores.
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Grupos de | Agricultura | o 1 o) 50 10,0107 | 0,0050 | 0,0042 | 0,0240 | 0,000 | 0000 | -
agricultores Familiar
Agricultura
gricultura 1o 1100% |0,0284 | 0,0116 | 0,0124 | 0,0490 0,000*
Ecoldgica

#+ ANOVA one-way. Teste de Levene - Teste de homogeneidade de variancias.
Valor estatisticamente significante para p< 0,05.

Por fim, para a andlise da variavel tempo de uso de agrotdxicos na agricultura familiar,

obtemos a expressdo do gene reduzida para o tempo de menos de 5 anos quando comparado

com o tempo de 5 a 12 anos (p=0,000) e a expressdo aumentada para o tempo de 5 a 12 anos

quando comparada com o tempo superior a 12 anos (p= 0,001) (Figura 31).
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Figura 31: Nivel de expressdo do gene LIG4 em relagdo ao tempo de uso de agrotdxico na
agricultura familiar.
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uso 5 anos
. . —
agrotoxicos | DeSal2 | o | 16000 100199 | 0.0086 | 0,0113 | 00286 | 0000 | 0035 | %0%
na anos 0,001**
agricultura | Mais de
g .. : 23 | 85,2% | 0,0110 | 0,0034 | 0,0047 | 0,0188 0,001**
familiar 12 anos

#+ ANOVA one-way. Teste de Levene - Teste de homogeneidade de variancias.
Valor estatisticamente significante para p< 0,05.

N&o foram identificadas associacGes significantes entre o nivel de expressdao do gene
LIG4 e as demais varidveis sexo, contato com agrotdxico e EPIs (luvas, lenco, mascara,

chapéu, botas e macacéo), com o p>0,05.

4.2.7. Andlise dos niveis de expressdo do gene RAD51.

N&o foram identificadas associacGes significantes entre o nivel de expressdo do gene
RAD51 e as variaveis grupo agricultores, tempo de trabalho, sexo, grupos que usam
agrotoxicos, fumo, alcool, tempo de uso de agrotoxicos, contato com agrotoxico e EPIs

(luvas, lenco, méscara, chapéu, botas e macacéo), com o p>0,05.
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Em sintese, as definicbes dos resultados estdo apresentadas de forma esquematica na

figura 32.

Figura 32: Representacdo esquematica dos resultados de expressdo génica deste estudo.
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4.3. Analises de correlacdo entre os niveis de expressdo dos genes relacionados aos

mecanismos de reparo em danos de fita dupla do DNA.

As analises de correlacdo entre os genes de reparo de fita dupla do DNA, ocorreu por
meio do calculo da influéncia da expressdo de cada gene sobre a expressdo dos demais por
meio da analise do teste de correlacdo de Pearson (R) e obtencdo do r (R square), afim de
definir a influéncia que um gene tem sobre o outro.

Inicialmente, na analise de correlacdo de Pearson, obtivemos uma forte correlacdo entre
os genes BRCAL e o gene RAD51 (r=0,770;p<0,000) e BRCA1 e XRCC5 (r=0,588;p=0,000 ),
demonstrando que estes genes sdo responsaveis respectivamente por 59,4% (r2=0,594) e
34,6% (r=0,346) da variacdo dos seus respectivos niveis de expressdo (Figura 33) (Figura

34).

Figura 33: Andlise de correlacdo dos niveis de expressdo dos genes BRCAl e RAD51 de

trabalhadores rurais expostos a agrotoxicos.
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Figura 34: Analise de correlagdo dos niveis de expressdo dos genes BRCALl e XRCC5 de

trabalhadores rurais expostos a agrotéxicos.
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Em seguida, identificamos que ha uma correlagio moderada entre os niveis de
expressao dos genes ATM e XRCC5 (r=0,359;p=0,007), ATM e LIG4 (r=0,383;p=0,003),
BRCA1 e BRCA2 (r=0,406;p=0,001), mostrando que esses genes S30 responsaveis
respectivamente por 12,9% (r2=0,129), 14,6% (r2=0,146) e 16,5% (r=0,165) da variacdo dos

seus respectivos niveis de expressao (Figura 35) (Figura 36) (Figura 37).
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Figura 35: Andlise de correlacdo dos niveis de expressdo dos genes ATM e XRCC5 de

trabalhadores rurais expostos a agrotoxicos.
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Figura 36: Andlise de niveis de expressdo dos genes ATM e LIG4 de trabalhadores rurais

expostos a agrotoxicos.
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Figura 37: Analise de correlacdo dos niveis de expressdao dos genes BRCA1l e BRCA2 de

trabalhadores rurais expostos a agrotoxicos.
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Adicionalmente, presentaram ainda correlacdo modera nos genes BRCAl1 e XRCC6
(r=0,394;p=0,002), BRCA1 e LIG4 (r=0,473;p=0,000) e XRCC5 e LIG4 (r=0,427,p=0,002),
mostrando que estes genes sdo responsaveis por 15,5% (r2=0,155), 22,4% (r2=0,224) e 18,2%
(r2=0,182) da variacdo dos seus respectivos niveis de expressdo em trabalhadores rurais

expostos a agrotdxicos (Figura 38) (Figura 39) (Figura 40).
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Figura 38: Andlise de correlacdo dos niveis de expressdo dos genes BRCA1 e XRCC6 de

trabalhadores rurais expostos a agrotoxicos.
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Figura 39: Analise de correlacdo dos niveis de expressdo dos genes BRCAL e LIG4 de

trabalhadores rurais expostos a agrotoxicos.
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Figura 40: Anélise de correlagdo dos niveis de expressdo dos genes XRCC5 e LIG4 de

trabalhadores rurais expostos a agrotoxicos.
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Por fim, observou-se que h& correlagdo fraca entre os genes BRCA2 e RAD51
(r=0,268;p=0,03) e XRCC5 e XRCC6 (r=0,304;p=0,030), demostrando que esses genes séo
responsaveis respectivamente por 7,2% (r2=0,072) e 9,3% (r2=0,093) da variacdo dos seus

respectivos niveis de expressao (Figura 41) (Figura 42).
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Figura 41: Andlise de correlacdo dos niveis de expressdo dos genes BRCA2 e RAD51 de

trabalhadores rurais expostos a agrotoxicos.
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Figura 42: Andlise de correlacdo dos niveis de expressdo dos genes XRCC5 e XRCC6 de

trabalhadores rurais expostos a agrotoxicos.
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5. DISCUSSAO

A populacéo analisada no presente estudo foi de trabalhadores rurais do municipio de
Limoeiro do Norte- CE, sendo caracterizados de acordo com o tipo de agricultura em que
trabalham. Em nossas analises obtivemos que 55,55% (50/90) dos individuos eram grandes
produtores, tal dado corrobora com o fato de que essa regido € conhecida pelos inimeros
projetos de irrigagdo das grandes empresas nacionais e transnacionais voltados para a
producdo de frutas tropicais, 0 que projetou esse municipio como uma das “cidades do
agroneg6cio” (SOARES, 2012).

O trabalho no campo € uma atividade que envolve tanto a participacdo de mulheres
como de homens. Nesse estudo, no entanto, ha o predominio do sexo masculino com 97,77%
(88/90), com uma média de idade de 44 anos, sendo 48,88% (44/90) dos trabalhadores com
idade inferior ou igual & média. Tais dados aproximam-se bastante dos encontrados no Censo
Agropecuério (2006) do IBGE, onde observou-se que a predominancia do sexo masculino
principalmente no agronegécio é de 79%, com a média etaria em torno de 37 anos. Esses
dados revelam uma predilecdo das empresas em contratar a forca de trabalho jovem devido a
exigéncia fisica necessaria para o desempenho dos setores de producdo, atuando como
“estoque de bragos fortes” (SOARES, 2012).

Quanto ao vinculo entre a terra e o tempo de trabalho com exposicdo a agrotdxicos,
nesse estudo, obtivemos que 76,25% (61/80) dos trabalhadores apresentaram tempo de
trabalho superior a doze anos, dado esse que se assemelha ao perfil dos trabalhadores em
2011 onde 52% ja possuiam mais de doze anos de experiéncia na agricultura. Isto nos
possibilita afirmar que, antes mesmo das empresas de agronegdcio se reestruturarem (anos
1990), esses trabalhadores ja manipulavam a terra (ARAUJO et al, 2007).

Em relagdo ao consumo de bebidas alcoolicas, nesse estudo, foi referido que 54,44%
(49/90) dos trabalhadores rurais bebem, sendo a cachaca com 66,6% (32/48) a bebida mais
utilizada. O fato da predominancia no consumo de bebidas alcoolicas pelos trabalhadores
rurais, especialmente a cachaca, ¢ justificado como uma condigdo para “suportar” o trabalho
arduo, ou o “cheiro forte” dos agrotoxicos aos quais estdo expostos (JONNALAGADDA,
PRASAD, REDDY, 2010)

Quanto ao uso tabaco, em nosso estudo, encontramos que 75,55% dos trabalhadores
ndo fazem uso do cigarro, dado este contrario aos dados do Censo 2006, onde os trés
segmentos de trabalhadores agricolas relatam fumar diariamente (JONNALAGADDA,
PRASAD, REDDY, 2010)
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O uso de agrotoxicos nos cultivos foi relatado pelos trabalhadores em 88,8% (80/90)
dos segmentos de estudados, correspondendo ao grande produtor e agricultura familiar, sendo
que 45% (36/80) possuem contato direto com agrotoxico e o trabalho na area pulverizada a
atividade mais relata com 36,25% (29/80) dos agricultores. Os trabalhadores informaram
também utilizar uma ampla gama de produtos quimicos, sendo o Roundup (12,5%) e o
Gramoxone 200 (6,25%) os mais relatados.

E certo que os trabalhadores possuem ciéncia dos possiveis danos a satide que podem
ser causados pela exposi¢cdo e manuseio de agrotoxicos, porém a luta pela sobrevivéncia da
familia resulta na necessidade de permanéncia no emprego e, consequentemente, no sacrificio
de se expor aos agrotoxicos (PIGNATI, MACHADO, 2011). Os resultados apresentados
também indicam que a distribuicdo do trabalho é melhor estratificada dentre os grandes
produtores em relacdo aos agricultores familiares, pois nesse grupo todas as atividades séo
feitas pelo mesmo trabalhador (SOARES, 2012).

No que se refere aos produtos quimicos que sdo utilizados, de acordo com o Programa
de Analise de Residuos de Agrotoxicos em Alimentos — PARA, conduzido pela Ministério da
Saude por meio da ANVISA, em 2009, o uso inadequado destes no cultivo reflete de forma
importante na alimentacdo sendo o consumidor final o mais prejudicado e a indUstria quimica
a Unica que ganha no processo. Merece ser ressaltado o herbicida mais utilizado de nome
comercial € Roundup, cujos os ingredientes ativos sdo o fosfonometil e o glifosato,
classificado de acordo a classe toxicoldgica e ambiental como mediamente toxico e pouco
perigoso, embora seja descrito como causador de doencas como transtorno de déficit de
atencdo e hipertatividade, o Alzheimer, a Anencefalia, a Diabetes, o Linfoma N&o-Hodgkin
dentre outras. Enquanto que o herbicida que assumiu o segundo lugar o Gramoxone 200, cujo
0 ingrediente ativo é o paraquate e caracteriza-se como extremamente toxico e muito
perigoso, possui como sintomas de intoxicacdo aguda: sangramentos nasal, fraqueza,
desmaio, conjuntivite e outros; e como sintomas de intoxicacdo cronica: lesbes hepaticas,
dermatites de contato, fibrose pulmonar dentre outras (EMBRAPA, 2012).

Em relacdo ao uso de EPIs, obtivemos 55% (44/80) dos trabalhadores utilizavam luvas
para manusear agrotéxicos, 32,5% (26/80) utilizavam mascaras, 23,75% (19/80) usam 6culos
de protecédo, 88,75% (71/80) usam chapéu, 81,25% (65/80) usam botas e 31,25% (25/80)
usam macacdo. Segundo Brasil (2005), mesmo os trabalhadores demonstrando conhecimento
pela necessidade de protecdo quando expostos a agrotéxicos, muitos dos agricultores ndo
utilizam corretamente os EPIs por ndo Ihes serem fornecido pelo empregador, no caso do

grande produtor, ou por representar alta nos custos no caso da agricultura familiar.
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Observamos ainda que, as formas de EPIs mais utilizadas pelos trabalhadores do
agronegocio e da agricultura familiar sdo o chapéu, com o objetivo de proteger contra raios
solares, as botas e as luvas, que sdo mais utilizados para protecdo contra animais peconhentos
e materiais perfuro-cortantes, porém esses equipamentos nNdo 0S mais necessarios para
protecdo contra exposicdo de toéxicos (AUGUSTO, 2012).

Quanto a lavagem em casa das roupas utilizadas no trabalho, 78,76% (63/80) dos
trabalhadores confirmaram ser em casa e 11,25% (9/80) néo, tal habito amplia o risco de
contaminacdo para o ambiente domiciliar tornando-o susceptivel aos efeitos dos agrotoxicos.
Estudos como o de Araujo, Nogueira e Augusto (2000) identificaram, dentre os trabalhadores
de Pernanbuco, a domiciliariza¢éo do risco, aonde a limpeza das roupas em casa dissemina a
contaminacdo para toda a familia.

No que se refere ao destino das embalagens vazias de agrotoxico, as opcGes mais
utilizadas foram 15% (12/80) queimam, enquanto que 13,75% armazenam as embalagens. Os
estudos demonstram que as praticas de descarte de embalagens variam de acordo com o tipo
de agricultura empregada, por exemplo, em se tratando do agronegocio foi demonstrado que o
armazenamento se destaca dentre os 37,2% dos trabalhadores, ja para a agricultura familiar
49,2% afirmam que com frequéncia queimam as embalagens (PIGNATI, MACHADO, 2011).

Em relacdo aos resultados citogenéticos obtivemos que para o grupo de grandes
produtores 16,6% (15/90) de caridtipo normal e 8,88% (8/90) carittipo alterado, para a
agricultura familiar 6,6% (6/90) possuem cariotipo normal e 3,33% caridtipo alterado, e por
fim, para a agricultura ecoldgica 7,7% (7/90) com cariétipo normal e 1,1% (1/90) com
caridtipo alterado. A diferenca significante entre os indices de alteracbes cromossémicas
serem maiores em trabalhadores do agronegécio quando comparado com os trabalhadores da
agricultura ecoldgica pode estar relacionado com as consequéncias a longo prazo oriunda da
exposicdo a téxicos, pois mesmo que 0s agrotdxicos utilizados ndo apresentem um risco
elevado, de acordo com teste toxicolégicos feitos em animais, ainda assim ha diversas
modificacbes metabdlicas ao organismo (HALLMANN, 2014).

Nesta pesquisa realizamos o primeiro estudo de analise da expressdo dos genes de
reparo em lesdo de fita dupla (DSBs) do DNA em medula éssea de agricultores expostos a
agrotoxicos. Os genes relacionados as DSBs (ATM, BRCA1l, BRCA2, RAD51, XRCCS5,
XRCC6 e LIG4) foram associados com as diversas variaveis de caracterizacdo demogréfica,
habitos de vida, caracterizacdo do trabalho, caracterizagdo da exposi¢do do trabalhador e

medidas de controle de riscos de trabalhadores rurais expostos a agrotoxicos.
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Inicialmente, observamos importantes achados relacionados aos niveis de expressdo
dos genes ATM, LIG4 e XRCC5 com a variavel tempo de exposi¢do ao agrotoxico, conforme
demonstrado nas figuras 14,16, 23 e 29, e com a variavel grupo de trabalhadores rurais,
demonstrado nas figuras 15, 22, 30.

Os genes ATM e LIG4 apresentaram um perfil de expressdo significativamente
reduzido em relagdo ao tempo quando este for superior ou igual a 12 anos de exposi¢do. Ja o
gene XRCC5 apresentou expressdo significativamente aumentada em relacdo ao tempo de
exposicdo a agrotoxicos na agricultura familiar por 12 anos ou mais. Em relacdo aos grupos
de trabalhadores rurais, observamos no grupo de grandes produtores a expressao reduzida em
todos genes citados quando comparado com os demais grupos de trabalhadores.

Os possiveis efeitos causados pela genotoxicidade dos agrotdxicos ainda ndo sdo bem
esclarecidos, porém sabe-se que o tempo de exposi¢do ao agrotoxico e, principalmente, o tipo
de agricultura exercida caracterizam a cronicidade da exposi¢do. Onde a resposta ao maior
estresse genotoxico sdo as lesdes no DNA, que podem atuar bloqueando diversas funcdes,
entre elas o blogueio do ciclo celular e do mecanismo de reparo do DNA influenciando assim
na supressao da expressdo dos genes envolvidos (SOARES, 2012).

Nesse estudo identificamos também que os genes LIG4, XRCC5 e XRCC6 sdo
significativamente associados a variavel alcool, como demonstrado nas figuras 20 ,24 ,28, e
apenas o gene LIG4 possui nivel de expressao significante para a variavel fumo, demonstrado
na figura 27. Onde os genes LIG4, XRCC5 e XRCC6 apresentaram expressao aumentada para
os trabalhadores que consomem &lcool e somente o gene LIG4 apresentou expressdo
significativamente aumentada para o fumo.

Sabe-se que o consumo do cigarro e do alcool sdo importantes fatores externos que
atuam como causadores de danos na dupla fita de DNA e, consequentemente, sdo ditos como
agentes carcinogénicos. Segundo Soares e Porto (2007), aproximadamente, 3% de todos 0s
canceres dos Estado Unidos eram atribuidas as vitimas de alcoolismo. Entretanto, os
resultados de muitos estudos afirmam que o alcool n&o atua como um carcin6geno direto, mas
sim como um co-carcinbgeno ou agente promotor de cancer, sendo seus efeitos
pontencializados quando combinados com o uso do fumo, por exemplo (PIGNATI,
MACHADO, 2011).

Pode-se dizer ainda que os mecanismos relacionados a atuacdo do alcool e do fumo no
desenvolvimento do cancer sdo muitos, pois, além de atuarem na permeabilidade dos fatores
carcinogénicos, sao conhecidos como promotores do estresse oxidativo celular. Dessa forma,

com o objetivo de manter a integridade celular e a estabilidade do genoma, os genes de reparo
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aumentam sua expressdo afim de corrigir e minimizar os efeitos por eles causados
(JONNALAGADDA, PRASAD, REDDY, 2010)

Em relacdo ao uso de EPIs, nosso estudo apresentou significancia para o gene XRCC6
em relacdo a varidvel uso de mascara, demonstrado na figura 26, e para o gene XRCC5 em
relagdo a varidvel uso de macacdo, demonstrado na figura 21.

Em relacdo aos genes XRCC5 e XRCC6 o perfil de expressao foi significativamente
reduzido para o uso frequente de macacdo e o uso frequente de mascara, respectivamente.
Para Séralini et al. (2014), dos 7 milhGes de agricultores americanos, 323 mil sdo agredidos
por graves doencas decorrentes dos agrotoxicos. I1sso ocorre devido as ameagas 0s quais estdo
expostos ao longo prazo, o que leva a bioacumulagdo das substancias toxicas no organismo.

De acordo com Vinggard (2005), os registros de casos de intoxicacfes humanas vém
aumentando com o passar do tempo pois na maioria das vezes, o trabalhador ignora as
préticas apropriadas para 0 manejo e uso dos agrotdxicos, tornando-se o principal alvo dos
seus efeitos adversos. Segundo Peres et al. (2005), as principais vias por onde ocorre a
absorcdo usual dos agrotoxicos sao: oral, respiratoria e dérmica, ressaltando assim a
importancia da expressdo significativamente baixa dos genes pertencentes aos mecanismos de
reparo do DNA quando em uso correto dos EPIs.

Nesse estudo obtivemos ainda significancia em relacdo ao gene BRCAL e a variavel
sexo masculino, demonstrado na figura 17, o gene XRCC6 e a variavel tipo de contato com
agrotoxico, demonstrado na figura 25, e o gene BRCA2 e a variavel local de lavagem de
roupas do trabalho, demonstrado na figura 19.

Os trabalhadores agricolas constituem um dos grupos ocupacionais mais expostos aos
agrotoxicos, principalmente os que sdo relacionados ao agroneg6cio, onde é quase que
unanime a predominancia do sexo masculino em virtude do trabalho ser arduo, o que justifica
o fato de apresentarem os niveis aumentados dos mecanismos de reparo tentando corrigir 0s
danos de exposicao sexo masculino (PERES et al, 2005).

E a pele o 6rgdo que apresenta contato mais direto com os agentes quimicos durante a
atividade de sua dispersdao no ambiente. Assim, o tumor de Bowen (carcinoma in situ),
carcinoma basocelular multiplo e carcinoma de células escamosas, constituem 0s maiores
riscos para estes trabalhadores (PERES et al, 2005). Dessa forma, € possivel constatar que o
contato direto com os cultivos que fazem uso de agrotoxico resultam na reducéo da expressao

desses genes de reparo por possivelmente lesarem este mecanismo.



84

Por fim, obtivemos um perfil de expresséo significativo para o gene BRCA2 e a
variavel caridtipo, demonstrado na figura 18. A expressdo do gene BRCA2 apresentou-se
reduzida para o cariétipo alterado em relacéo ao caridtipo normal.

A probabilidade de ocorréncia de alteracGes génicas e a sua persisténcia nos clones
subsequentes podem ser influenciadas pela capacidade dos organismos de metabolizar e
excretar substancias potencialmente toxicas e também pela sua eficiéncia no reparo dos erros
ocorridos no DNA durante a sua replicacdo. Dentre os tipos de alteracbes podemos mencionar
as dominantes de alta e baixa penetrancia. As de alta penetrancia conferem um risco
individual alto aos seus portadores, mas como, geralmente, sdéo mutacdes raras respondem por
uma pequena porcentagem de todos 0s casos de cancer. As mutagdes de baixa penetrancia,
entretanto, sdo genéticas comuns, como aquelas que regulam o metabolismo e a
desintoxicacdo de carcindgenos, acarretam um risco individual baixo, mas no nivel
populacional podem ter um impacto grande devido a sua alta freqliéncia na maioria das
populacdes (SERALINI et al., 2014). Dessa forma, a reducio da expressdo génica obtida por
meio do mecanismo de reparo danificado resulta em diversas alteracfes citogeneticas em
individuos expostos a agrotoxicos.

Neste contexto, diversos autores demonstram que com o0 objetivo de manter a
integridade gendmica, a manutencdo do metabolismo celular e reduzir os efeitos do nimero
de mutacdes herdaveis os mecanismos de reparacdo do DNA de dupla fita atuam corrigindo
danos e neutralizando os efeitos letais. Dessa forma, as células ativam uma complexa rede de
vias que conduzem para a reparacdo de danos e a retomada do ciclo celular normal. Este fato
pode ser corroborado quando se observa que esses genes se correlacionam positivamente,
como é o caso da correlacdo forte identificada entre os genes BRCA1 e RAD51 (Figura 33) e
BRCAL e XRCC5 (Figura 34), da correlacdo moderada que ha entre os genes ATM e XRCC5
(Figura 35), ATM e LIG4 (Figura 36), BRCA1 e BRCA2 (Figura 32), BRCAL e XRCC6 (Figura
38), BRCA1 e LIG4 (Figura 34) e XRCC5 e LIG4 (Figura 40), e a correlagdo fraca mas
significante que ha entre os genes BRCA2 e RAD51 (Figura 41) e XRCC5 e XRCC6 (Figura
42). Além disto, Difilippantonio e colaboradores (2000) citam que deficiéncias na via de
reparo HR e NHEJ podem levar ao aumento da instabilidade genémica e consequente
processo de tumorigénese (DIFILIPPANTONIO et al., 2000).

Assim, a predominancia da reducdo do nivel de expressao destes genes demonstra que
possivelmente o maquinario celular de reconhecimento e reparo de fita dupla do DNA
encontra-se lesado e por isso inativo, o que faz com que a medula dssea desses trabalhadores

rurais expostos a agrotoxico esteja susceptivel aos processos de neoplasicos.
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6. CONCLUSAO

A partir do desenvolvimento deste estudo, podemos concluir que:

- Inferimos que os genes ATM, BRCA1l, BRCA2, XRCC5, XRCC6 e LIG4 podem
corresponder a novos marcadores moleculares para a compreensdo dos mecanismos celulares
de acdo que sdo influenciados e/ou danificados em organismos expostos por tempos
prolongados a agrotoxicos;

- Demonstramos que 0s comportamentos dos genes ATM, LIG4, BRCAL, XRCC5 e
XRCC6 apresentaram niveis de expressdo significativamente reduzidos para as diversas
variaveis de caracterizacdo da exposicdo a toxicos possivelmente devido ao bloqueio do
mecanismo de reparo ao qual sdo genes atuantes;

- Demonstramos também a expressdo reduzida do gene BRCA2 em relacdo a variavel
cariotipo com alteracGes, onde possivelmente danos a esse gene estejam associados a
anormalidades cromossémicas na medula Ossea de trabalhadores rurais expostos a
agrotoxicos;

- Estes resultados suportam a importancia dos genes ATM, BRCAL, BRCA2, XRCCS5,
XRCC6 e LIG4 na manutengdo da estabilidade genémica promovendo um melhor

entendimento dos mecanismos celulares influenciados pela exposicéo a agrotdxicos.
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APENDICE A

Universidade Federal do Ceara/UFC

Introducdo: Estamos desenvolvendo uma pesquisa intitulada “Alteracdes moleculares em
genes supressores tumorais de células da medula 6ssea 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 salde daqueles que encontram-se expostos.

Termo de consentimento livre e esclarecido: Estamos convidando vocé a participar de uma
pesquisa sobre agravos a saude relacionados a exposicdo a agrotoxicos em trabalhadores do
cultivo da banana na Chapada do Apodi. Para isso, estamos pedindo a sua autorizagdo para
participar desta pesquisa. Neste estudo, colheremos informagdes sobre o seu trabalho e a sua
salde através de questionario, exame medico e andlises clinicas, toxicoldgicas e avaliacdo da
medula 0ssea, ou seja, 0 6rgdo que produz o sangue. Sua participacdo € importante para que
se possa conhecer o perfil de salde-adoecimento destes trabalhadores, 0 que pode ajudar a
empresa, 0s 6rgdos publicos e os préoprios trabalhadores a prevenirem eventuais problemas de
salde. Esclarecemos que a sua participacdo neste estudo é de carater voluntéario — vocé ndo é
obrigado a participar. Vocé pode recusar-se a participar ou retirar seu consentimento a
qualquer momento, sem penalidade alguma. N&o havera nenhum tipo de remuneracao por sua
participagdo. As informagdes obtidas na pesquisa sdo confidenciais e ndo seré identificada a
sua pessoa. A divulgacdo da pesquisa sera feita em eventos e publicacGes cientificas da area
da salde, trabalho e meio ambiente, sem mencionar os nomes dos participantes. Os
procedimentos adotados nessa pesquisa ndo oferecem risco a sua salde, podendo gerar
desconforto durante a coleta de aproximadamente 10 ml de sangue da medula dssea e dos
vasos sanguineos. VVoceé 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 informacgdes sejam
analisadas e utilizadas pelo estudo.

Telefone de contato:
Pesquisador Luiz lvando Pires Filho: 85 -3366 8623

Assinatura do sujeito envolvido



APENDICE B

Questionério de Exposi¢do aos Agrotdxicos

Vocé trabalha no cultivo da banana?

92

1.( )Sim 2.( ) Nao. Se sim h& quanto tempo (anos/
meses)
Empresa: ( ) Delmont () Banesa ( ) Pequeno Produtor
NOME:
DATA DE NASCIMENTO: TELEFONE:
ENDERECO
Foi colhido medula e sangue periférico: 1. ( ) Sim 2. ( ) Néo
PARTE 1 - CARACTERISTICA DEMOGRAFICA
PULE
N°. QUESTAO CATEGORIAS PARA
Quantos anos -
Limoeiro do Norte 1
110 | Qual a cidade em que vocé mora atualmente? Quixeré 2
Russas 3
Outra 4
, ) 99
OBS. Se for hd menos de dez anos, fazer a N respondeu
pergunta 111, se for ha mais pular para 112.
PARTE 2 - HABITOS DE VIDA
Né&o bebo 1| —>204
Raramente bebo 2
202 | Vocé faz uso de algum tipo de bebida alcodlica? Mensalmente 3
Semanalmente 4
Diariamente 5
Né&o sei 88
N&o respondeu 99
Cachaca 1
Cerveja 2
203 | Qual o seu tipo de bebida preferida? Vinho 3
Conhaque 4
Rum 5
Vodka 6
Outro 7
) 99
Né&o respondeu
Néo fumo 1| —207
Raramente fumo 2
204 Vocé tem o habito de fumar? Diariamente 3
N&o respondeu 99
De 1 a 4 vezes ao dia 1| Tanos__
De 5 a9 vezes ao dia 2
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205

Qual a freqliéncia do uso de fumo por vocé?

10 a 19 vezes ao dia
Mais de 20 vezes ao dia
Né&o respondeu

99

PARTE 3 - HISTORIA PREGRESSA FAMILIAR

312

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

Sim
Nao
Quem

)

Nao sei
Né&o respondeu

w N

8
9

©

—401

313

Que tipo de cancer essa pessoa da sua familia
apresentou?

Pele

Mama

Utero

Ovirio
Sangue/Leucemia
Outros

)

Néo sei
Né&o respondeu

o Ol WwN -

88
99

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

Né&o sei
N&o respondeu

g~ wN

88
99

—403

402

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

Estudante
Autdnomo
Pedreiro
Eletricista
Comerciério
Agricultor
Outros

)

N&o respondeu

~N o Ol WwWN

(]
©

405

Em qual setor da empresa vocé trabalha?

Administragdo

Setor de Quimica/preparagao
Aplicagdo de quimicos
Plantio

Preparacdo de mudas

Setor de colheitas

Setor de embalagem
Restaurante

Outro

)

Né&o respondeu

© 00 NO Ol & W N -

9

©

406

Qual a fungdo que vocé exerce em seu trabalho?

Administrador

Engenheiro

Advogado

Técnico Agricola

Técnico de Laboratorio

Técnico de seguranca do Trabalho
Vigilante

Preparador de Produtos quimicos

0 ~NO Ok WwN -
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Aplicador de Agrotdxicos 9
Preparador de mudas 10
Plantador 11
Irrigadores 12
Adubacéo 13
Desbaste 14
Eliminacdo de pencas ou falsa penca 15
Eliminacéo do coragéo 16
Limpeza do cacho 17
Escoramento das bananeiras 18
Desvio do cacho ou do “filho” 19
Rebaixamento do pseudocaule (tronco) 20
Embolsamento de cachos 21
Marcador de cacho 22
Rebaixador inicial 23
Rebaixador final 24
Desfolha 25
Colhedor de frutas 26
Pds-colheita 27
Tratorista 28
Cozinheiro 29
Outros 30
( ) 99
Né&o respondeu
PARTE 5 - CARACTERIZACAQO DA EXPOSICAO DO TRABALHADOR
Sim 1
503 Se na empresa que vocé trabalha N&o 2 | —»601
existe uso de agrotéxicos Nao sei 88 | —601
(veneno), vocé tem algum contato N&o respondeu 99 | —601
com eles?
Direto (durante a atividade de trabalho) 1
504 Qual é o tipo de contato que vocé | Indireto (apos aplicagéo, colheita, muda e outros) 2
tem com esses agrotoxicos Durante a pulverizacéo aérea 3
(veneno)? Nao sei 88
N&o respondeu 99
Preparagéo de misturas 1
505 Em qual (ais) atividade(s) de Pulverizacao costal 2
trabalho vocé tem contato com Pulverizacao aérea 3
agrotoxicos (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
_ ) 99
N&o sei
N&o respondeu
Durante a pulverizac¢ao, pois vocé permanece 1
506 Nos periodos de pulverizacéo em sua funcdo 2
aérea, 0 seu contato com o Vocé ajuda a sinalizar para o avido com bandeira 3
veneno acontece: Vocé entra no bananal logo apés a pulverizagédo 4
Vocé mora perto das areas pulverizadas 88
N&o sei 99
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N&o respondeu |

Bayfidan EC 1
508 | Quais séo os agrotoxicos (veneno) que Bdrax 2
vocé tem contato? Bravonil 500 3
Carbofuran 4
OBS: 0s que estéo grifados séo 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
Triazol 39
Virtue 40
Outros 41
88
) 99
N&o sei
N&o respondeu
Meses
509 | Ha quanto tempo vocé trabalha com Anos _
agricultura familiar? N&o sei
N&o respondeu _
88
99
Diaria—horas /dia | __ /__
510 | Qual é a fregliéncia com que vocé Semanal - dia / semana /

entra em contato com agrotdxicos
(veneno)?

Mensal — semana / més
Anual — meses/ano
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Nao sei 88
N&o respondeu 929
Menos de 12 horas 1
511 | Quantos dias ou horas faz que vocé de 12 a 24 horas 2
teve o Ultimo contato com agrotéxicos de 1 a7dias 3
(veneno)? Mais de 7 dias 4
Nao sabe 88
N&o respondeu 929
512 | Quais os agrotdxicos que vocé teve Indrec 1
contato durante a Agricultura Familiar? Folidol 2
Folisuper 3
Azodrin 4
24-D 5
Propanil 6
Tamaron (Metamidofos) 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
N&o sei 7
Nao respondeu 8
PARTE 6 - MEDIDAS DE CONTROLE DO RISCO ADOTADQOS PELO TRABALHADOR
613 | Qual (ais) desta(s) medida(s) de prevencgéo vocé adota em seu trabalho.
Pode marcar mais de uma alternativa
Freqlientemente As Nunca NS NR
Luvas 1 vezes 3 88 99
Mascaras 1 2 3 88 99
Lenco 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
Observacéo dos 1 2 3 88 99
ventos 1 2 3 88 99
Banho apds o trabalho 1 2 3 88 99
Nenhuma protecdo 2
Em casa 1| —61
614 | Onde séo lavados os EPIs que vocé usa Na empresa 2 5
no trabalho? N&o respondeu 99
Em casa 1| —61
615 | Onde sé&o lavadas as roupas que vocé usa Na empresa 2 6
no trabalho? N&o respondeu 99 | —61
7
As roupas usadas durante o trabalho com Sim 1
616 | uso de agrotodxicos séo lavadas Né&o 2
separadamente das roupas da familia? N&o respondeu 99
Queima 1
617 | O que é feito com as embalagens vazias Enterra 2
dos produtos quimicos (Agrotdxicos) Reutiliza 3
usados na empresa em que vocé trabalha? Armazena 4
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Devolve ao vendedor

Vai para Unidade de Tratamento de Embalagens
(UTE)

N&o sei

N&o respondeu

88
99

PARTE 9 - HISTORIA CLINICA DO TRABALHADOR

901 | Atualmente estd com algum problema de

saude?

Sim
Nao
Qual
) 88

wWN -

N&o sei 99
N&o respondeu

902 | Esta tomando algum medicamento

Sim
N&o
Qual
)

N&o sei
Nao respondeu

Entrevistador:

Obrigado por ter participado



