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RESUMO

Os trabalhadores rurais estao constantemente espaa$ agrotoxicos que utilizam nas lavouras, e
esta exposicdo pode ser responsavel por danosagesnéausando um risco para a saude. Um dos
problemas da utilizacdo de agrotdxicos é a genattade, que pode levar ao aparecimento de
doencas. Pouco se sabe sobre a relacdo entre togeidade e a variacdo de polimorfismos
genéticos de metabolizacdo de xenobidticos quenpadedificar a suscetibilidade individual aos
possiveis efeitos genotdxicos dos agrotéxicosiddor ha a necessidade do estudo de genes como a
glutationa-S-tranferase muGETM] e (glutationa-S—transferase tet&STT) que codificam
enzimas de detoxificacdo de compostos genotoxioosra avaliacdo importante em individuos
expostos a agrotoxicos € a pesquisa da translocagamssOmica t(14;18)(q31;921), a qual pode
ser investigada em nivel molecular. Nesse sengisike estudo avaliou os polimorfismos dos genes
GSTT1le GSTM1 em 120 individuos ocupacionalmente expostos apetéxicos e de 115
controles (sem exposi¢cao aos agrotoxicos), peladokigia de PCR em tempo real. As frequéncias
de gendtipossSTM1e GSTTlencontradas foram de 49% e 18%, respectivameata, @ grupo
exposto e 37% e 18%, respectivamente, para o graptrole. Verificou-se que ndao ha maior
possibilidade de intoxicacdo em trabalhadores goeesantam genoétipos nulos. Nao houve
correlacdo estatisticamente significativa entrammento do risco de intoxicacdo e o consumo de
alcool, tabaco e uso de EPI. Além disso, 29 traumlres, expostos a agrotoxicos por mais de 15
anos e com genotipos nulo§STT1 e/ou GSTM1 foram avaliados quanto a presenca da
translocacao t(14;18)(q31; g21), pela analise @& cElulas, por Hibridacdo Fluoresceiriesitu
(FISH). Com essa analise, a translocacéo foi obdarnem apenas um individuo, a qual pode ter
sido causada pela exposicédo prolongada a agrog)xdcomento da idade ou consumo de alcool.
Dessa forma, o estudo de polimorfismos genéticasaeslocacdes, como biomarcadores de
suscetibilidade é de importancia fundamental napteensdo dos processos de distribuicdo
genotipica envolvidos na mutagénese e carcinog@neseleria ajudar a minimizar os riscos para

individuos suscetiveis que Sao expostos a agra®xic

Palavras-chave polimorfismos GSTT, GSTM translocacdo 14,18, agrotéxicos, intoxicacao.
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ABSTRACT

Rural workers are constantly exposed to pesticideg use on crops, and this exposure may be
responsible for genetic damage causing a heakh Aipproblem with the use of pesticides is the
genotoxicity, which can lead to the onset of dise&stle is known about the relationship between
genotoxicity and the variation of genetic polymagphs of xenobiotic metabolism that may modify
individual susceptibility to the possible genotogitects of pesticides. Therefore, there is a rieed
study genes as glutathione-S-transferase @&iT(MJ and theta glutathione S-transfera&S{TT)
encoding detoxification enzymes of genotoxic commusu Another important assessment in
individuals exposed to pesticides is the presefahmmosomal translocation t(14;18) (q31,921),
which can be investigated at the molecular levBalsI this study evaluated the polymorphisms of
GSTM1andGSTT1genes in 120 individuals occupationally exposegdsticides and 115 controls
(without exposure to pesticides), by real-time PQRe frequencies of5STM1 and GSTT1
genotypes were found in 49 % and 18 %, respectivetire exposed group and 37 % and 18 %,
respectively, for the control group. It has beewnid that there is a greater possibility of poisgnin
in workers who have null genotypes. There was abssically significant correlation between the
increased risk of intoxication and alcohol consuomtsmoking and use of PPE. In addition, 29
workers exposed to pesticides for more than 15syaad with null genotypes @STTland / or
GSTM1 were evaluated for the presence of the t (14¢B8)(g21), in 100 nuclei, by fluorescent in
situ hybridization (FISH) . The translocation wdsserved in only one individual, which may have
been caused by prolonged exposure to pesticidagasing age or alcohol consumption. Thus, the
study of genetic polymorphisms and translocatianBiamarkers of susceptibility is of fundamental
importance in understanding the processes invoimedenotype distribution mutagenesis and
carcinogenesis and could help minimize the risksstesceptible individuals who are exposed to

pesticides.

Keywords: polymorphismGSTT1, GSTMIranslocation 14;18, agrochemicals, poisoning.
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1. INTRODUCAO

O Brasil € um dos lideres mundiais na producdo poréxcdo de varios produtos
agropecudrios (Ministério da Agricultura — MAPA,12). E o principal produtor e exportador de
café, aclcar, etanol de cana-de-acucar e lardijara o ranking das vendas externas do complexo
soja (farelo, 6leo e graos). Além disso, o cresnbmea producédo agricola no Brasil deve continuar
acontecendo com base na produtividade. As projeQdésm que tanto a producéo de gréaos e a
area de cultivo deverdo expandir-se em 9,5% em-202@ompanhia Nacional de Abastecimento
— CONAB, 2012).

Consequentemente, esta intensa demanda agricolpaisoreflete na necessidade de
aumentar, cada vez mais, a utilizacdo de agrotéxiemura 1). Nos ultimos anos, o Brasil vem
ocupando o lugar de maior consumidor de agrotoxmmsnundo, de acordo com a Associacao
Brasileira de Saude Coletiva (ABRASCO, 2012).

900

850

800

750

== Fertilizantes (10mil
700 toneladas)

—y == Milhdes de hectares

650 4

600 Agrotoxicos (milhoes de
litros)

550

450
2008 2009 2010 2011

Figura 1. Grafico do aumento da area de cultivo e utilizagédertilizantes e agrotdxicos no Brasil nos a2038 a
2011.Fonte: Modificado de ABRASCO, 2012

Segundo a Organizacdo Mundial de Saude (OMS) (208Ggrotoxicos estao entre os mais
importantes fatores de risco para a saude da prmikm geral, especialmente para os agricultores
e para 0s ecossistemas proximos as areas agriealasingdo da grande diversidade dos produtos,
h& cerca de 300 ingredientes ativos e 2 mil forgiida comerciais diferentes no Brasil, sendo
classificados quanto ao tipo de toxicidade, acdm egrupo quimico a que pertencem (Nagem,
2013).

Vérias agéncias de controle ambiental e de saude dgmonstrando o potencial destes

compostos como agentes poluidores do ambiente segoentemente, nocivos a vida, em
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particular, a saude humana (Nagem, 2013). Estiamfigitas pela OMS séo preocupantes e suas
atencOes se voltam para ocorréncias de intoxicagfedas, resultantes do contato direto com
produtos altamente téxicos. Tais intoxicacdes podmrarretar consequéncias imediatas ou
problemas cronicos (Carneiro, 2012).

A exposicao ocupacional de trabalhadores agriamlagentes de saude ocorre geralmente
por falta de informacao ou recursos técnicos quatibs. Desta forma, equipamentos de protecao
individual (EPIs) tendem a néo ser utilizados nananto do preparo e utilizacdo dos pesticidas,
sobretudo por nem sempre estarem adequados aaceakdao clima do Brasil e algumas vezes nao
sao sequer fornecidos (Peres e Moreira, 2007).

Os possiveis efeitos toxicos da exposicdo a agom®xsdo conhecidos, porém, as
informacdes da toxicidade relacionada aos ingréeleativos, ndo sao suficientes para avaliar o
risco dos efeitos adversos dos pesticidas a saim@rta e ambiental (Ribeiro et al., 2009). Em
relacdo a genotoxicidade, a determinacdo das gliesagenéticas nos individuos expostos aos
pesticidas pode ser utilizada como marcador deoefgologico, fornecendo um quadro geral da
exposicao aos agrotoxicos (Bochner, 2009).

O termo "biomarcador" é utilizado para expressan unteracdo entre um dado sistema
biolégico e um agente genotdxico. A importancia wWdizacdo desses biomarcadores como
parametros bioldgicos da exposicdo a substanciasiaps esta diretamente relacionada com o
efeito na saude e pode, assim, oferecer melhotiesatisas de risco (Angerer et al., 2007).

Exemplos de biomarcadores que podem ser utilizad@waliagdo do risco de trabalhadores
ocupacionalmente expostos a agrotéxicos, sao asaegdamilias dos genes, como a da Glutationa
S-transferaseGST) (Hatagima et al., 2002). Como as enzimas codifisgpor esses genes realizam
um importante passo na detoxificacdo de xenobmgtitorna-se claro que a auséncia de suas
atividades pode levar a um aumento na toxicidade, sascetibilidade a mutagbes e no
desenvolvimento de tumores (Bull et al., 2006).

A andlise genética também é importante para pesaglgsalteracdées cromossomicas, tais
como translocacoes, adicbes e delecbes. Um exemnmotranslocacdo (14;18), que leva a
hiperexpressdo do gertel-2 e da proteina BCL-2 em pacientes com linfoma dtdic cujo
desenvolvimento parece relacionar-se a idade, rao,fao sexo e a exposi¢cao a agrotoxicos (Jong,
2005).

Nesse contexto, 0 presente estudo contribui pamsgreender os riscos de agravo a saude
humana decorrente da exposicdo individual, forrdzesubsidios para reforcar a necessidade da
adesdo do trabalhador as condi¢cdes de seguranpacomual que visam a manutencdo da saude

fisica e a protecdo contra o desenvolvimento daa@is ocupacionais.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Agrotoxicos

Os agrotéxicos sdo compostos quimicos usados endearascala por varios setores
produtivos e mais intensamente pelo setor agropiecuséo ainda utilizados na construgdo e
manutencdo de estradas, tratamento de madeirascpastrucdo, armazenamento de graos e
sementes, producdo de flores, combate as endemmademmias. Podem apresentar-se em diferentes
formulacdes: solidos, liquidos e gasosos. Algums csinercializados pronto para o uso e outros
precisam ser diluidos em agua antes da aplica¢i&a,(3005).

De modo geral, todos os agrotoxicos sdo classdkaianto aos tipos de organismos que
controlam (fungicidas, inseticidas, herbicidasyemutros), quanto aos grupos quimicos aos quais
pertencem (organofosforados, carbamatos, pirespiderganoclorados, bipiridilos, acidos
fenoxiacéticos, outros) e quanto a toxicidade dassténcias (extremamente tdxico a pouco
toxico)(Gilman, 2006).

Segundo a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanit§ABIVISA) (2011), a classificacao
toxicoldgica € fundamental para o conhecimentamgizidade de um produto, do ponto de vista dos
seus efeitos agudos (Tabela 1).

Tabela 1: Classes de agrotoxicos utilizados no Brasil eaetdgs coloracdes das faixas indicativas

presentes nos rotulos das embalagens (modifica@ihde 1999).

Classe Toxicidade Cor da faixa

1 Altamente téxicos Amarela

v Pouco toxicos Verde

Embora economicamente benéfico ao setor agric@a eomércio especializado, o alto
consumo de agrotoxicos pode estar relacionado aonaéscriminado e possivelmente ao néo
cumprimento de medidas que visem a garantia darasga alimentar da populacdo e dos
trabalhadores rurais que, combinado a outros temtribuem para que residuos dos agrotoxicos
afetem a saude de consumidores, produtores ehealmaks rurais de maneira ocupacional (Ribeiro
et. al., 2009).

O elevado e indiscriminado uso de agrotoxicos nasiBrtem contribuido para a
contaminacdo ambiental e para o aumento dos caswgaxkicacoes, principalmente as de origem

ocupacional (Pignati et al., 2007; Jacobson €C£9).
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Soma-se ao uso indiscriminado de agrotoxicos: &a fale orientagdo técnica, o
desconhecimento dos riscos associados ao usougdssr no rétulo de dificil compreenséo,
manipulacdo e aplicacdo sem os devidos equipameatgoprotecdo individual (EPI), o nao
conhecimento das normas de descarte de embalagetr® outros. Todos estes fatores
potencializam os riscos de intoxicagdes pelos haldares do meio rural (Radis, 2010).

Diversos séo os profissionais que tém contato coagootoxicos, como os trabalhadores do
setor agropecuario, da saude publica, do transpwmteomércio e das industrias de formulacéo e
sintese. Destacam-se ainda as familias desseslggs que manipulam as roupas utilizadas por
eles, ou moram proximo as areas pulverizadas (ledveseira, 2007).

A maioria dos estudos ndo considera a interaca®@s|dé/ersos compostos quimicos podem
estabelecer entre si e 0s sistemas biologicospsgunel essa interacdo pode até mesmo modificar o
comportamento toxico de um determinado produtojretzando efeitos diversos sobre a saude do
grupo de trabalhadores expostos. Ressalte-se mpigtlaa de produtos se da ndo apenas no campo,
pela acao direita dos agricultores, mas tambénmeds das proprias empresas (Sindag, 2003).

Os agrotoxicos podem ser absorvidos pelo corpo hamelas vias digestiva, respiratoria e
absorcao dérmica. A absorcdo pela derme variaatd@com a formulacao, temperatura, umidade
relativa do ar, as regiées do corpo (dorso das nfadsos, nuca, pés, axilas e virilhas absorvem
mais), o tempo de contato e presenca de feridasig:2001).

Sabe-se que a exposicao a um determinado prodirtvcguem grandes doses por um curto
periodo causa os chamados efeitos agudos, evanfamente descritos na literatura médica. A
associagdo causa/efeito €, geralmente, facil destabelecida. Ao contrario, os chamados efeitos
cronicos, que estao relacionados com exposicoefopgos periodos e em baixas concentracoes,
sdo de reconhecimento clinico bem mais dificiln@palmente quando ha exposicdo a multiplos
contaminantes, situagdo bastante comum no tratzjhioola. Ha, neste caso, maior dificuldade
para o reconhecimento de uma associacao causa/&kitvanja et al., 2004; Colosso et al., 2003).

A Tabela 2 apresenta uma sintese dos principassgrsintomas agudos e crénicos (Brasil, 1997).
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Tabela 2.Principais sinais e sintomas clinicos apresentafds intoxicagées por agrotoxicos.

Sinais e sintomas agudos Nausea, cefaleia, tontura,
vOomito, desorientacao,
dificuldade respiratéria, coma,

morte.

Sinais e sintomas crénicos Paresia e paralisiagieness,
acao neurotodxica retardada

irreversivel, pancitopenia.

Fonte: Manual de Vigilancia da Saude de Popelsétkpostas a Agrotéxicos, 1996, OPAS/OMS (Brasi®7)

Alguns trabalhos demonstram que a resposta do isrgarhumano diante das exposi¢coes
laborais, pode ser influenciada por algumas caiatitas, tais como tabagismo, alcoolismo e o
estado nutricional. Concordam, ainda, quanto a:

1) Substancias quimicas e temperaturas elevadaaumento da temperatura atmosférica
aumenta a volatiidade e a pressdo de vapor dastasgas quimicas, aumentando sua
disponibilidade para inalacdo e/ou absorcdo cutdhementa também a velocidade circulatoria,
aumentando ainda mais a absorcéo (Chaves, 2007).

2) Substancias quimicas e esforco laboral — o @sfidsico aumenta a ventilagdo pulmonar.
Assim, 0 organismo se V€ exposto a maiores qualesdae toxicos existentes no ar (Chaves,
2007).

Segundo estatisticas oficiais do Ministério da 8a(dS) (2010), utilizando o Sistema
Nacional de Informacdes Toxico-Farmacoldgicas (3MX), é possivel verificar 149.171 casos de
intoxicacdes por agrotdxicos em geral no Brasipaeonodo de 1999 a 2009 (Nagem, 2013).

A dificuldade de acesso dos agricultores a unidadesalde, o despreparo das equipes de
saude para relacionar problemas de saude com alhtcab com a exposicdo aos agrotéxicos de
forma particular, os diagndsticos incorretos, aagsez de laboratorios de monitoramentos
biologicos e a inexisténcia de biomarcadores pex@¢ou confidveis, sdo alguns dos fatores que
influem no sub-diagnéstico e no sub-registro. Pootapode-se afirmar que os dados oficiais
brasileiros sobre intoxicacdes por agrotoxicos méiwatam a gravidade de nossa realidade
(Nagem,2013)

2.2Alteracdes genéticas induzidas pela exposicdaipacional a agrotoxicos
Holland et al (2008) consideram que a maioria das lesGes no ialajenético sado devidas a
exposicdo ambiental a genotoxinas (radiacdo e predyuimicos). Além disso, fatores como a

deficiéncia de micronutrientes (folato), estilodda (alcool, fumo, drogas, e estresse), e fatores
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genéticos, tais como defeitos hereditarios no naditabo e/ou reparo do Acido Desoxiribonucleico
(DNA), também contribuem na inducédo de danos geveti

Kumar & Das, (2009) publicaram uma analise sobrefatsres ambientais que estédo
diretamente ou indiretamente associados com o camcelataram uma evidente associagcéo entre
linfoma e o grupo de agrotoxicos caracterizadosngp@mente como organoclorados, como o 1,3
dicloropropeno, e o herbicida 2,4 acido diclorofeacético.

A maior parte dos agentes mutagénicos presenteagrofdxicos exibem um espectro de
mutacdes caracteristico, que depende de variosesatincluindo a natureza das alteracdes
primarias no DNA como: modificacbes de base, muasns residuos de acucar ou fosfato,
guebras de filamentos, ou incorporacbes de basedificadas, e 0s subsequentes efeitos
secundarios, causados pela resposta do organigsi@aa modificacdes. Estes efeitos secundarios
podem incluir a agdo de varias formas de reparmalerial genético e a duplicacdo de filamentos
filhos sobre moldes modificados (Reis ef 2011).

Tendo em vista a ampla utilizacdo de agrotoxicoscomtrole de pragas no sistema de
producdo agricola nacional e produtos alimentagesdgs por este sistema produtivo, consumidos
pela populacdo, torna-se importante avaliar os ipeiss efeitos mutagénicos, citotdxicos e
genotoxicos para a saude humana.

Véarios métodos séo aplicados para mensurar o patafas agrotoxicos em induzir danos
genéticos no DNA. Um consideravel numero de esttelossido conduzido usando biomarcadores
para avaliar a genotoxicidade em células de tradalies expostos a agrotdxicos (Nagem, 2013).
Os testes para o biomonitoramento de danos aoiel@enético sdo importantes para avaliacdo de
efeitos cronicos de agentes mutagénicos, que raaet@ctados em exames comumente usados
para avaliacdo clinica. Portanto, devem ser imphades, para uma maior seguranca sobre os
possiveis danos genéticos, como uma forma de ma@vete doencas relacionadas a instabilidade
do material genético (como o cancer) que normalenacbntecem anos ap0s a exposi¢do a agentes
mutagénicos, como 0s agrotoxicos (BolognesietQf2p

A genotoxicidade esta relacionada com a capacidadem determinado agente fisico,
quimico ou biolégico em modificar a estrutura doA)Mesultando em alteragdes, como mutagdes
génicas, delecdes, rearranjos cromossomicos e agishmples e duplas (Lubin e Boice Jr, 1997,
Ribeiro, 2003).As alteragdes no genoma humano,roetdes do ambiente, estilo de vida, dieta e de
atividades ocupacionais, geram uma preocupacaotau@enmedidas de protecdo da populacéo
(Burim et al., 2004).

Grande parte das substancias, potencialmente caplazalterar um genoma, requer uma

ativacdo metabodlica no organismo, antes de se r@maefetivamente carcinogénicas. A
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suscetibilidade de um organismo ao cancer parepender da capacidade de metabolizar e
eliminar essas substancias do organismo de foniciarge (Kumar et al., 2012).

Diferentes estudos indicam que inumeros sistemaétiges de controle e modulacdo do
metabolismo enzimatico de xenobidticos parecenr estelvidos na génese de diferentes tipos de
cancer (Gateva et al.,, 2001; Safarinejad et all12@alderdén-Segura et al., 2012). Um dos
polimorfismos metabodlicos que tem sido associadfbdea mais consistente ao aumento do risco
de cancer é o da glutationa S-transferase (GSThighAbk et al., 2010; Reis, 2011; Schneider,
2011).

A superfamilia GST compreende uma grande varieddde proteinas citosolicas,
mitocondriais, e microssomais, sendo capazes deaeaeacdes com uma grande variedade de
substratos, tanto enddgenos quanto xenobioticos. @B@cipalmente encontradas no figado,
podendo ser achadas no pulméo e intestino (Dei@iiragi et al., 2011; Kvitko et al., 2012).

Atualmente, possuem oito classes distintas: alipp&, mu, omega, pi, sigma, teta e zeta
(Singhet al 2011). A classe mu, possui pelo menos 5 genéstds para GSTM, os quais foram
clonados e sequenciaddSSTM1 GSTM2 GSTM3 GSTM4e GSTM5 Todos os genes foram
mapeados no brago curto do cromossomo 1. Dentgerss desta familia encontra-s&8TM1
situado no lécus 1pl3.1, que é polimorfico possmimtbis alelos funcionaisGSTM1*A e
GSTM1*B e eficientes na atividade metabdlica.

A proteina GSTM1A contém uma lisina na posicado l&tjuanto a proteina GSTM1B
contém asparagina na mesma posi¢do. O G8SEM1pode apresentar um polimorfismo genético
caracterizado pela dele¢do total, resultando n@tgenhomozigoto nulo GSTM1*0 (nulo 0/0),
caracterizando um individuo sem atividade enzirad#igruda et al.,1998).

A classe teta consiste em 2 ger®S,TT1le GSTTZ2 localizados no cromossomo 22g11.2 e
separados por aproximadamente 50Kb. Ambos os gasssiem 5 éxons com divisdes idénticas de
intron/éxon, mas seus produtos proteicos possuemaapb5% da identidade nos aminoacidos que
comple suas estruturas primarias. Analises reveldaregides flanqueadoras (HA3 e HADS)
contendo repeticdes idénticas de 403pb, que fodmmtificadas como regides delecdo/juncao do
genotipo nulo (Sprenger et,&000).

O geneGSTT1assim como o gen8STMlapresenta polimorfismo genético, caracterizado
pela delecéo total do gene (gendtipo GSTT1 nul@/BY resultando na falta das proteinas ativas. A
delecdo em homozigose do ggB8TM1é observada em frequéncias que variam de 20 a @8% n
diferentes populagcdes, enquanto que para oG&Tel lesta variacao é de 11 a 38% (Arruda et al.,
1998).

Os compostos GST-conjugados sao geralmente hidosfile atdxicos e, portanto, séo

facilmente excretados (Duarte, 2005). Como as eawioodificadas por esses genes realizam um
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importante passo na detoxificagdo de xenobiotittyea-se claro que a auséncia de sua atividade
pode levar a um aumento na toxicidade e na subdef@de ao desenvolvimento de tumores

malignos (Kumar et g2011).

2.3 Reacgado em Cadeia da Polimerase (PCR) em temm@ak

Em 1993, Higuchi e seus colaboradores descrevesmppimeira vez a PCR em tempo
real. Esses pesquisadores montaram um sistemaabaapplaram uma camara de video, de modo
a monitorizar a PCR durante todos os ciclos. Egeamsmo permitia-lhes detectar o aumento da
fluorescéncia durante a reacdo, devido a ligacdbrdmeto de etidio as moléculas de DNA de
dupla cadeia recém-sintetizadas (Higuchi et ab3).9

O procedimento é semelhante ao da técnica da P@Rroional, diferindo essencialmente
numa caracteristica inovadora: a possibilidade dantificacgdo em tempo real do DNA
amplificado, em cada ciclo de amplificacdo. Nesttauo, as fases de amplificacdo, deteccédo e
guantificacdo sao totalmente automatizadas, oadorem simultaneo (Heid et al., 1996).

O sucesso da técnica rapidamente levou ao sewegoariento. Diversas plataformas de
instrumentacdo foram criadas e comercializadas,em@anto, a maioria € composta por um
termociclador, com sistema Optico para a excitagdecolha da emissdo da fluorescéncia e um
computador comnsoftware proprio para a aquisicdo de dados e andlise flnateacdo (Chang,
2010).

Como em uma PCR convencional apresentam as te&s fearacteristicas (fase de
crescimento linear, fase de crescimento exponea@#td), entretanto os compostos fluorescentes
adicionados ao DNA na PCR em tempo real geram nal de fluorescéncia que é diretamente
proporcional a quantidade de produto amplificaddoago das diferentes fases e que podem ser

representados graficamente como demonstrados neFddBuchard et al., 2007; Oliveira, 2010).

Copias

2.000.000 —

Platé

Amostra

1.000.000 —
Fase
Exponencial

Threshold

Baseline

0 20 10 Ciclos

Figura 2.Curva de amplificacdo da PCR em tempo real. €¥cle threshold.
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A interpretacdo dos resultados obtidos pelos equep#os obriga que se definam conceitos
especificos, combaselinee cycle thresholdCT). A baselinecorresponde ao limiar minimo de
deteccdo de fluorescéncia do instrumento sendodmyado ruido de fundo do equipamento. O
ponto CT corresponde ao numero de ciclos necesspam que a fluorescéncia da reacédo seja
detectavel. Trata-se de um ponto a partir do quihlaiescéncia detectada ultrapassa o limiar da
fase exponencial, conhecido também na literaturenocohreshold definido automatica e
arbitrariamente pelsoftwaredo equipamento em funcéo llaseling(Pelt-Verkuil et al., 2008).

O valor minimo de CT é dependente da quantidaden@léculas presente no inicio do
processo de amplificacdo, o que significa que ummamenimero de moléculas inicialmente
representa um maior numero de ciclos requeridos garar um aumento exponencial do sinal da
fluorescéncia que seja significativamente supexibaseline(Kubista et al., 2006; Mackay et al.,
2007; Pelt-Verkuil et al., 2008).

Os corantes intercalantes sao fluorocromos semcifismiade para uma sequéncia
particular de DNA, que se intercalam na dupla @adeiqualquer produto da PCR permitindo a sua
deteccdo. Contudo o correto design gosners confere elevada especificidade da deteccédo e
quantificacdo a estes métodos (Mackay et al., 2007)

A tecnologiaSYBR® Greelbaseia-se hum conjunto de moléculas com a capkcidia se
ligar de forma covalente a dupla cadeia de DNA ando excitadas emitem uma fluorescéncia
verde que € medida e convertida numa quantida@Née(Mackay et al., 2007).

No inicio do processo a fluorescéncia é reduzidstp \que as moléculaSSYBR® Green
livres ndo estdo ligadas ao DNA de dupla cademn®dal, o sinal produzido € minimo. Ao longo
do processo, apos a deteccao gomers, quantidades crescentes dos fluorocromos ligam-se a
dupla cadeia de DNA pré-sintetizada pela enziiexg DNA polimeraseNo fim da fase de extensao
de cada ciclo, a fluorescéncia é monitorizada entificada e, consequentemente o DNA
amplificado € determinado (Correia, 2007; Mackaglt2007).

A literatura refere que o correto desenho dmdmers torna-se determinante na
especificidade do DNA a amplificar. Contudo, algestudos demonstraram que a SYBR® Green
liga-se preferencialmente a produtos da PCR cujpaeatura deneltingseja superior, indicando a
sua potencial preferéncia por regides ricas emigaancitosina. Desta forma, a especificidade dos
resultados deve ser validada através de uma arddigemperatura dmelting (Correia, 2007,
Mackay et al., 2007).
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Figura 3. Representagdo esquematica de um ciclo de PCRmepotreal utilizandSYBR Green

Fonte: Modificado de http://www.gene-quantificatide/chemistry.html.

Define-se temperatura deelting como a temperatura na qual metade dos fragmesetos d
DNA esta na forma desnaturada, ou seja, ndo paeddoprincipais vantagens das curvas de
melting estdo relacionadas com a possibilidadeodéirmacao da(s) sequéncia(s) do(s) produto(s)
da PCR, com a sua alta especificidade (cada prddoica sua propria temperatura rdelting),
com o reduzido risco de contaminacédo (o capildizatio € fechado), com o fato de diferenciar
produtos da PCR especificos dos inespecificos eacpossibilidade de caracterizar polimorfismos

de insergéo/delecéo e detectar mutacdes (Espy 20@6; Carvalho, 2007; Mackay et al., 2007).

2.4 Alteracdes cromossdmicas

A alteracdo cromossdmica € umas das ferramentasimportantes no biomonitoramento
de populacOes ocasionalmente expostas a pestidztson et al., 2007). Uma mutacao pode ser
definida como uma alteracdo na sequéncia do DNAdJasgeralmente permanente (Niwa, 2006).
As mutacdes podem ser espontaneas, sendo a freja@nocorréncia dependente do organismo,
ou ainda, induzidas, podendo ser ocasionadas pgb@siedo a agentes mutagénicos. A
mutagenicidade de um agente quimico, fisico oudbiob pode ser avaliada de acordo com o
aumento da frequéncia de mutagbes induzidas engacela frequéncia basal de mutactes
(Westman, 2006).

As mutacdes podem ser cromossOmicas e génicascddstapénicas sdo alteracdes nas

sequéncias de nucleotideos do DNA. Podem se origoraerros incorporados durante o processo
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de replicacdo do DNA ou por falha no sistema daneplo DNA, resultando em alteracbes em
genes individuais (Watson et al., 2007). As mutagé®mossdmicas resultam em alteracbes na
morfofisiologia dos cromossomos. Podem afetar dastiedeterminada regido até um cromossomo
inteiro e traduzem-se em alteragbes numéricas tout@wsis (Tabela 3) (Thompson & Thompson,
2008).

Tabela 3 Tipos de muta¢cdes cromossdémicas

Mutacbes Cromossdmicas Tipos Funcao

Delecéo Perda de um segmento cromossémico

o Um segmento do cromossomo esta
Duplicacdo _
repetido

Transferéncia reciproca ou nao-reciproca

. Translocacéao de um segmento cromossémico de um
Estruturais
Cromossomo para outro

Um Unico cromossomo sofre duas
Inversao guebras e é reconstituido com o

segmento entre as quebras, invertido

Poliploide com nimero de cromossomos
Euploidia gue é um multiplo exato de um conjunto

Numéricas cromossOmico basico

o O numero de cromossomos ndo € um
Aneuploidia . _ _
multiplo exato do conjunto haploide

Fonte: Klug et al., 2013.

A translocacéo t(14;18) tem sido extensivamentestigada em nivel molecular (Masir et
al., 2009; Cerroni & Wiesner, 2009; Machado et a013; Young et al., 2013; Zhang, 2013;
Soldini, 2013). Transloca¢gfes cromossOmicas quesgelem a expressao de oncogenes ou que
alterem sua constituicdo sdo mutacdes marcantegeeptasias hematopoiéticas malignas (Blair et
al., 1992).

Um importante exemplo é a t(14;18)(g32;921), uraadiocacéo entre 0os cromossomos 14 e
18 que produz uma ativagdo constitutiva do oncog@@é&-2 (Figura 1). As translocacdes
cromossomais envolvendo o geBEL2 sdo caracteristicas do Linfoma Folicular (LF). @om
consequéncia da translocacao, o ge@é2 (18g21) € justaposto a regido promotora do dgHe
(14932) resultando em um desequilibrio em seu paddimal, levando a super expressao do
oncogene BCL2 (Evans et al., 2003).
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Os LF sao repetidamente, mas ndo consistentemssaeiados a exposi¢ao individual aos
pesticidas (Blair et al., 1992). A incidéncia paestar também relacionada com idade, historico de
fumo e sexo (Jong, 2005).

Todavia a t(14;18) também pode ser encontrada emusaperiférico de individuos
saudaveis, em uma frequéncia aproximada de <1 &a#Blocacées por milhdo de linfocitos
(Roulland et al., 2003).

Cenirimere Ponio de quehra
Potencializador IgH
-

) = /
Gene da imunoglobulina de cadeia
pesada (IzHD

Inative em linfociios B

R

Cromossomo &
Humano 18
Gene BCL2
Jungiio Ponto de quebhra

Ativo em linfocitos B

e .

Figura 4. Representacao esquematica da translocacdo entrernossomos 14 e 18. Préximo do ponto de quebra d

cromossomo 14 localiza-se um potencializador trégisoal do gene de imunoglobulina. Este elemeraascricional
é fusionado ao genBCL2 que é um regulador negativo da apoptose. Es#m fpstencializadobcl2 induz a super
expressdo dBCL2 de linfécitos B. Devido ao bloqueio da apoptosdimgcitos B mutantes tem um tempo de vida

incomum e desta forma se acumulam. Fonte: Gritls., 2013.

2.5 Hibridizacdo Fluorescentan situ (FISH)

A hibridizacao € uma reacdo muito dindmica em gqua sequéncia alvo desnaturada e uma
sonda de fita simples de DNA ou RNA complementaméon um hibrido estavel pela acdo do
calor (Swinger e Tucker, 1996).

Em 1969, Gall e Pardue desenvolveram a primeirada&ae hibridizacdm situ utilizando
sondas marcadas com radioisotopos. Os procedimexigsrimentais necessitavam de longos
periodos de exposicdo para produzir sinais mensigranos filmes radiograficos, deixando o
processo lento (Ploeg, 2000).

A introducao da FISH, primeiramente desenvolvidaBauman et al(1980), proporcionou
um aumento significativo da resolucdo, rapidez gusmca. Contribuiu mais tarde para

desenvolvimento da deteccdo simultanea de multiglass e a quantificacdo de microrganismos
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em um unico procedimento, tornando-se rapidamemteantecnologia aplicada tanto na biologia
guanto na citogenética (Ploeg, 2000; Levsky e 3jrkfiD3).

No procedimento da FISH, o principio basico é odamento da sonda com a sequéncia
alvo, para a visualizacdo em microscopio fluoretceBntende-se por sonda, uma sequéncia de
oligonucleotideos complementares e especificosadasccom substancias fluorescentes os quais
se anelardo ao alvo (Neves e Guedes, 2012).

A sonda hibridizada fluoresce quando os cromoss@@os/istos com um comprimento de
onda que excita o corante fluorescente. A locadliaalp sinal de hibridizacdo e, portanto, o local do
segmento de DNA ao qual a sonda se hibridiza éesttdervada ao microscépio (Thompson &
Thompson, 2008).

Sondas especificas de genes ou locus podem sasysae detectar a presenca, auséncia ou
localizacdo de um determinado gene tanto em cranuss metafasicos quanto em células
interfdsicas. H& ainda a utilizagdo de fluorocrondiferentes para detectar mdltiplas sondas
simultaneamente as quais sao rotineiramente uspdes diagnosticar delecdes especificas,
duplicacdes ou translocacdes (Thompson & Thompzaes).

A sondalGH/BCL2 é utilizada para identificar transloca¢fes entreromossomos 14 e 18.
Consiste em uma sonda verde que abrange os segnuamistantes e variaveis do gene IGH no
cromossomo 14, e uma sonda vermelha que abrangenesFVT1 e BCL2 no cromossomo 18
(Figura 5). Em células ndo portadoras de transtmsacessas sondas aparecem como discretos
pontos verde e vermelho, um em cada homodlogo (&ig)yr Em individuos com translocacao
t(14,18), a regido constante da sonda de IGH parcarh a por¢ao proximal do BCL2 e vice versa,
resultando em uma fusédo de sinais (verde e veripekgultando em um sinal amarelo (Figura 7)
(ProtocoloAquarius®Citocell)

A FISH tem uma grande variedade de aplicacbes aetdr diferentes campos de
investigacdo, incluindo andlise de danos cromosspnmaapeamento geneético, toxicologia
molecular, genbmica comparativa, biologia evolugvdiagnostico de doencas (Swiger e Tucker,
1996; Volpi e Bridger, 2008).
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Figura 5.Regides da sonda IGH/BCl&juarius® Citocell.
Fonte: Modificado de http://www.cytocell.co.uk/prars/aquarius/haematology-probes/IGH-BCL-2-Trareion-

probe.asp

Figura 6. Sonda IGH/BCL2 em células interfasicas e metafaseindividuos nao-portadores de translocacaagSet
indicando cromossomos 14-verde e 18-vermelho).
Fonte: Modificado de http://www.cytocell.co.uk/piects/aquarius/haematology-probes/IGH-BCL-2-Trareion-

probe.asp



Figura 7. Sonda IGH/BCL2 em células interfasicas e metafasesdividuos com translocacao t(14;18) (setas
indicando translocacdes entre os cromossomos 84 e 1
Fonte: Modificado de http://www.cytocell.co.uk/prars/aquarius/haematology-probes/IGH-BCL-2-Traration-

probe.asp
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

* Avaliar a variabilidade polimérfica d8STT1e GSTMl1em individuos ocupacionalmente
expostos a agrotdxicos, em municipios goianos cbemsa atividade agricola, visando avaliar se 0s
eventos de intoxicacdo estdo associados a gen@gosco e se estes deixam o individuo mais

susceptivel a translocactes t(14;18)(q32, q21).

3.2 Objetivos especificos

* Analisar o tempo de exposicdo dos trabalhadores agpstoxicos por meio de um
guestionario socio-ambiental,

e Comparar as frequéncias genotipicas@®TTle GSTM1 no grupo ocupacionalmente
exposto com as obtidas para o grupo controle;

e Associar os dados socio-ambientais do grupo expmsto os polimorfismos d&STT1e
GSTM1

» Associar o polimorfismo dos gen&STTle GSTMlcom o uso de EPIs e os eventos de
intoxicacdo no grupo ocupacionalmente exposto gas@icos;

* Pesquisar a presenca de translocacao t(14;18)¢232,nos individuos que apresentarem
genotipo nulo par&STT1le/ouGSTM1e que tenham tempo de exposicao igual ou superior
a 15 anos.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Grupo Amostral

O presente estudo foi uma pesquisa do tipo caswwete, no qual foram avaliados 120
trabalhadores expostos aos agrotoxicos, em muogcigwianos. Os 12 municipios do Estado de
Goias selecionados para o estudo podem ser vigdalzna Figura 8. Além desse grupo, foram
avaliados 115 individuos, saudaveis, também dec¢ipios goianos, que apresentaram as mesmas
condi¢cdes soOcio-ambientais que os trabalhadoresstog) mas que nunca sofreram exposicdo
ocupacional a agrotoxico, perfazendo o grupo c@mtrdais individuos foram escolhidos
aleatoriamente e as amostras de sangue foram @btitlantariamente, de acordo com o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) (Apéndj)c®ados como idade, habitos sociais, tempo
de exposicao e tipos de agrotoxico utilizados foratatados em um questionério sécio-ambiental
para a realizacdo dos dados estatisticos (Apétijlic® estudo foi aprovado pelo Comité de Etica
em Pesquisas da Pontificia Universidade Catolicaalas, com o protocolo de nimero 1978/2011
(Anexo 1), devido ao fato de que todas as analisekeculares foram realizadas no Nucleo de
Pesquisas Replicon e no Laboratério de CitogenétiGenética Molecular Humana, da Pontificia
Universidade Catdlica de Goias (PUCGO).
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Figura 8. Municipios goianos onde as coletas de amostraddioals foram realizadas.
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4.2 Coleta das amostras

Apés a assinatura do TCLE, as amostras biol6dirasn obtidas a partir de coleta de 10 ml
de sangue periférico dos trabalhadores rurais (&nmiubo heparinizado para a cultura de células e
5 ml em tubo EDTA para extracdo de DNA), sendo asmadas em isopor com gelo e
encaminhadas imediatamente ao laboratério. Os iex@etos foram realizados de acordo com o

fluxograma abaixo:

GSTT1e

Translocagao Translocacgao

[ 14:-18) tHl14:-18]

4.3 Cultura de células sanguineas e FISH

As amostras de sangue periférico heparinizado femetidas imediatamente a cultura de
linfécitos T, devido a sua degradabilidade, con®mnotocolos convencionais para a obtencédo de
metéfases (Verma e Babu, 1989). A cultura de celigigarmazenada em solugcdo de Carnoy até a
liberacdo dos resultados da qPCR.

Apés selecionar os individuos com genétipo GSTTU €é6STM1 nulos, a suspensao de
células foi gotejada sobre vapor de banho-mari@@,6em laminas limpas e desengorduradas.

A técnica de Hibridizacdo Fluorescerite situ (FISH) foi realizada conforme protocolo
sugerido pelo fabricante das sondas utilizattasl/BCL2 Translocation, Dual FusionPH 018
(Aquarius®Cytoce|lReino Unido) (Anexo II).
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A captura das imagens foi realizada utilizando etesia de fotomicrografia de
epifluorescénci@xiolmage® (Carl Zeiss, Alemanha) equipado com lampada deimie HBO —
100W, platina motorizada e conjuntos de filtros isdio/excitacéo) para fluorescéncia (FITC —
550/540nm, DAPI - 340/440nm e TRICT — 660/570nnmg 8oftwarelSIS/ICGH®(Metasystems,
Alemanha).

4.4 Extracdo, quantificacdo e analise molecular

Para a extracdo de DNA foi utilizado o Kit de exéia de DNAPurelink™MGenomic DNA
Mini Kit (Invitrogen, EUA), de acordo com o protocolo sudgmpelo fabricante. A quantificagao
da concentracdo de DNA (ng/uL) existente em cadastien de sangue periférico foi realizada
utilizando NanovuB' (GE, EUA), de acordo com o protocolo sugerido fiatmicante.

Para a andlise das dele¢cdesG&TM1e GSTT1utilizou-se a técnica PCR em Tempo Real
com o fluor6foroSYBR Green Master Mikife Technologies, EUA), e com a co-amplificagim
geneRH92600 o qual amplifica uma regido de microssatélitel 88pb localizado em 613, usado
como controle interno da reacédo. @8nersutilizados e as condi¢cbes de PCR foram previamente

sugeridos por Abdel-Rahma et @996), com adaptacdes (Tabela 4 e 5).

Tabela 4.Caracteristicas gerais dpemersutilizados para a analise dos polimorfismosG&TrM1
e GST1nos trabalhadores e grupo controle

Marcador Seqiiéncia T.M!

F: 5 TCATATGCAAAACAGCTTCCC 3’
RH92600* 75°C
R: 5 CTGGTCCTTCAAGCCTGTATG 3

M1F: 5’GAACTCCCTGAAAAGCTAAAGCS’
GSTM1 78°C
M1R: 5 GTTGGGCTAAATATACGGTGG 3

T1F: 5 TTCCTTACTGGTCCTCACATCTC 3
GSTT1 83°C
T1R: 5 TCACCGGATCATGGCCAGCA 3

* Controle endégeno da reacad:.M. = Temperatura deelting
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Tabela 5.Protocolo de termociclagem para a genotipagenpdogers RH92600, GSTVAGSTT1

Etapas Temperatura (°C) Tempo (min.) Ciclos
Desnaturacéo inicial 94 5 1
Desnaturacao 94 30s
Anelamento 50 45s 30
Extensao 72 1
Extensao final 72 7 1
Armazenamento 4 0 00

O volume utilizado na PCR foi de @5 contendo aproximadamente 1Qudgde DNA das
amostras previamente quantificadas, 0.06 nmolesadaprimer, 1X PCRBuffer (5 mM de KClI,
1mM de Tris-HCI), 2.5 mM de Mggl 0.10mM de cada dNTP e 2.5U Tag DNA polimeresgh

Fidelity (Life Technologies, EUA). Para cagamer foi obtida uma curva de dissociacdoe(ting
curve.

4.5 Andlise estatistica

Os dados clinicos, epidemioldgicos e laboratorfiaiam arquivados em uma planilha do
programa Excel (MICROSOFT)®, para posterior anaiskatistica realizada no programa Bioestat
5.0 (Ayres & Ayres, 2007). A associacao de sigaifica foi avaliada pelos testes qui-quadrado e
regressao logistica multipla. Foi utilizado um m&to de confianca de 95% (p < 0,05).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

A Tabela 6 ilustra os dados socio-epidemiolégicos trabalhadores ocupacionalmente
expostos. Dos 120 trabalhadores, 119 informaradadei, destes, 45% apresentaram idades entre
30 a 50 anos, sendo a média de idade de 40 anastdQao uso de EPIs, 52% dos trabalhadores
relataram fazer uso constante de tais equipamedtoante a aplicacdo e/ou manipulacdo dos
agrotoxicos.Quanto a fungéo, 71% dos expostos mikavigm e aplicavam os agrotoxicos, e 42 %
ja se intoxicaram durante o uso, tendo relatadtmsias como dor de cabeca, nduseas, tonturas,
desmaios, tremores, vertigens, salivacdo excessivaplsoes, irritacdo e dores no corpo. O tempo
de exposicao dos trabalhadores foi relatado portrtibélhadores, e variou de 03 meses a 40 anos,
sendo a média de contato de 13 anos.

Esses dados corroboram com os encontrados no SIN(ZQ11), onde foram registrados
4.436 casos de intoxicacao por agrotoxicos agscataBrasil no ano de 2011. Destes, 386 foram
relatados na regido centro-oeste. Entretanto, s grave que parecam estes numeros, a realidade
€ que eles estdo muito aquém de representar o ateardas intoxicagbes por agrotdoxico de uso
agricola. Segundo Bochner (2007), é importantalsque a totalidade dos casos registrados no
pais em um dado periodo pelo SINITOX é diferentéotiidade dos casos ocorridos no pais neste
mesmo periodo, porque, além do numero de centromsdiciente para cobrir toda a extenséo
territorial do pais, a notificacdo dos casos asesentros € espontanea, sendo realizada pelagropri
vitima ou seus familiares com o objetivo de obtéorimacéo sobre como proceder e onde buscar
atendimento, bem como por profissionais de saudebgscam informacdes sobre o tratamento a
ser realizado.

Os eventos de intoxicacdo dos trabalhadores oeomr@ela manipulacdo dos agrotoxicos,
na preparacdo da mistura, na aplicacdo com bomlbasiais e com tratores, dados estes que
corroboram com os de Schneider (2011), no quabjgsuftores avaliados estavam envolvidos tanto
na preparacao da mistura dos agrotoxicos utiliza@o$avoura, quanto na aplicacdo, a qual era
realizada com tratores e bombas manuais. Chavd¥/)(2@latou que pessoas envolvidas na
preparacdo e aplicacdo pela pulverizacdo dos aigod)sao 0 grupo que mais sofre exposicdo
devido a formacédo de aerossois, que sdo constamiemalados.
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Tabela & Dados soécio-epidemiologicos dos trabalhadorespaconalmente expostos aos

agrotoxicos.

Variaveis N (%)
Idade
<30 36 (30)
30-50 53 (45)
>50 30 (25)
Sexo
Masculino 111 (93)
Feminino 9(7)
Uso de EPIs
Sim 62(52)
N&o 58(48)
Funcéo
Aplicar 26 (22)
Manipular 8(7)
Ambos 86 (71)
Eventos de Intoxicacéo
Sim 50 (42)
N&o 70 (58)
Tempo de exposicdo (anos)
>1 5(4)
lab 24 (21)
6alb 42 (37)
16 a 20 13 (11)
<21 30 (27)

Ao comparar as caracteristicas socio-bioldégicasgdasos caso e controle (TabelapQde-

se observar que nao houve diferencas estatisticaragmificativas entre a distribuicdo dos grupos

guanto a idade, ao tabagismo e ao consumo de §ahD5].
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Tabela 7.Caracteristicas sécio-ambientais dos grupos exgosbntrole.

Caracteristicas NUmero de Individuos
0, 0,
Idade em anos Caso n (%) Controle n (%) P
<30 36 (30) 23 (20)
30-50 53 (45) 45 (39) 0,33
>50 30 (25) 47 (41)
Sexo
Masculino 111 (93) 97 (84) 008
Feminino 9 (7) 18 (16) ’
Tabagismo
Nao 96 (80) 102 (89) 01
Sim 24 (20) 13 (11) ’
Etilismo
Nao 44 (37) 40 (35) 087
Sim 76 (63) 75 (65) !

Para cadarimer foi obtida uma curva de dissociac@oe(ting curvg que valida os dados
obtidos, com os seguintes valores de pr&Cpara o0RH92600 78,5°Cpara oGSTM1e 83°C para

0 GSTT1conforme ilustrado na Figura 9 abaixo.

I| Mek Peak Chart
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Figura 9. Curvas demelting dos primers RH92600GSTM1e GSTT1 respectivamente, de 02 amostras do grupo
exposto.
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As frequéncias dos genotip@STM1e GSTT1dos grupos caso e controle estdo demonstradas
na tabela 8, ndo havendo diferencas estatisticamsghificativas (p_> 0,05) entre a distribuicédo
genotipica. Dados também encontrados por Pinhehlet2013) ondetanto a presenca quanto a
nulidade paraGSTT1le GSTM1foram semelhantes em pacientes com doenca denBamkie
controles.A frequéncia do genétipo nulo pa@STTle GSTM1na populagédo da cidade do Rio de
Janeiro é de 25,4% e 42,1% respectivamente, sestoitd por Rossini et. al. (2002). Tais frequéscia
assemelham-se as frequéncias encontradas nesde, egie foram de 18% e 49%, respectivamente,
para os gendtipos nulos deSTTle de GSTM1no grupo exposto a agrotoxicos e 18% e 37%,

respectivamente, no grupo controle.

Tabela 8.Distribuicdo das frequéncias genotipicas dos grapes e controle.

Caso (%) Controle (%) X2 GL P

GSTT1

POSITIVO 99 (82) 95 (82)
NULO 21 (18) 20 (18) 00001 1 0.88
TOTAL 120 (100) 115 (100)
GSTM1

POSITIVO 61(51) 73 (63)
NULO 59 (49) 42 (37) 3.8 1 0.07
TOTAL 120 (100) 115 (100)

As tabelas 9 e 10 ilustram a distribuicdo dos gpastdos trabalhadores expostos e do
grupo controle quanto aos dados sdcio-epidemiadégicomo o consumo de alcool e cigarro. Nao
houve diferencas estatisticamente significativagreems grupos caso e controle quanto a
distribuicdo dos genotipos e o consumo de alcoflneo (p>0,05) e tais fatores ndo causaram
incremento no risco de intoxicacdo aos agrotoxiSegundo Bustillos et al. (2012) a frequéncia do
genodtipoGSTT1nulo relacionada ao consumo de alcool foi um fiorisco significativo para
trabalhadores expostos a pesticidas, aumentandb,£mvezes a probabilidade de pessoas com
esse genodtipo apresentarem danos genotoxicos. Ganrelatado o genodtipos nulos estdo
envolvidos na suscetibilidade ao risco de canaste risco esta fortemente associado ao consumo
de &lcool e ao habito de fumar que aumentam a dart@axinas carcinogénicas (Duell et al., 2002).



Tabela 9.Distribuicdo dos genoétipos de acordo com tabagismo
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N&o Fumantes (%) Fumantes X p
GSTT1positivo eGSTM1 47(39) 8 (7)
nulo
GSTT1positivo eGSTM1
positivo 52(43) 10(8) 0,79 0,85
GSTTlnuI_o_ eGSTM1 9(8) 1(0,8)
positivo
GSTT1nulo eGSTM1nulo 12(10) 0(0)
Tabela 10.Distribuicdo dos gendtipos de acordo com o consten@icool.
NZo Etilistas Etilistas X? P
GSTT1positivo eGSTM1nulo 47(39) 33(28)
GSTTlposn_l\(o eGSTM1 52(43) 29(24)
positivo
0,7 0,87
GSTT1nulo eGSTM1positivo 9(8) 5(4,2)
GSTT1nulo eGSTM1nulo 12(10) 9(8)

A tabela 11 demonstra a distribuicdo dos genotiu@sto ao tempo de exposicao, uso de

EPIs e eventos de intoxicagdo, no grupo ocupacierde exposto. Os trabalhadores que

apresentaram maiores indices de intoxicacdo foeaque apresentaram genotip8TT1positivo e

GSTM1positivo (16,6%), dos quais, 24,1% faziam uso BésEe tiveram um tempo de exposicao

meédio de aproximadamente 17 anos. No entanto, r@oveh associacdo estatisticamente

significativa (p >0,05) entre tempo de exposica@m, de EPIs e eventos de intoxicagdo. Singh. et al

(2011) sugeriram que o genotipBSTM1e GSTT1nulos, juntamente com les6es no DNA, tem um

importante papel na identificacdo de individuos @to risco de desenvolver doencas, devido a

exposicao ocupacional a alguns pesticidas orgafooéms. No entanto, no presente estudo, néo

houve um aumento no numero de intoxicacao paramstigos nulos.
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Tabela 11.Distribuicdo dos gendtipos quanto ao tempo de eg@osaos agrotoxicos, relatos de
uso de EPIs e intoxicacdo, no grupo de trabalhadoqeostos ocupacionalmente.

Tempo de exposicio (anos) =0 € EPIS  Intoxicagdo

N (%) N (%)
GSTT1positivo eGSTM1nulo 13,19 26 (21,66) 19 (15,83)
GSTT1positivo eGSTM1positivo 17,46 29(24,16) 20 (16,66)
GSTT1nulo eGSTM1positivo 17,66 3(2,5) 6 (5)
GSTT1nulo eGSTM1nulo 15,91 6(5) 5 (4,16)

A determinacdo dos polimorfismos é importante urea gue varios polimorfismos de
enzimas que metabolizam xenobidticos tém sido iiieados por afetar os resultados de
biomarcadores citogenéticos, jA que sao capazedivde ou inativar compostos potencialmente
genotoxicos e carcinogénicos. A ativacdo metab@iczativacdo de agentes genotoxicos ocorrem
por enzimas de metabolizacdo de Fase | e Fasevdlvemdo multiplas interacdes (Singh, et al.,
2011).

A Fase | € mediada basicamente pelas enzimasanocP450. S&o elas que, geralmente,
promovem a ativacao de drogas e pro-carcinégenasoggantermediarios eletrofilicos genotéxicos.
Nesta fase, podem ser formados metabdlitos reataltzsnente carcinogénicos, que sao, por sua
vez, biotransfomados pelas enzimas inativadordsada Il, tais como as GSTs em compostos mais
hidrossoluveis e faceis de eliminar (Butler et2011).

Além da acao continua e direta dos xenobioticosr@amntao processo de sua eliminacao,
tanto a maior atividade das enzimas da Fase | guartaixa atividade das enzimas da Fase Il
podem gerar um acumulo de metabdlitos reativosesEgtor sua vez, podem reagir com as
macromoléculas da célula, tais como o DNA, formandoadutos de DNA, que, quando nao
reparados, podem causar mutacdes e iniciar o dasenento do cancer. Portanto, a incapacidade
de eliminar adequadamente produtos téxicos podérilsoin para a maior susceptibilidade ao
cancer (Safarinejad et al., 2011).

Individuos com a falta dos produtos dos ge6&TMle GSTTlestdo associados com
aumento do risco de desenvolver cancer devido eepsos de detoxificacdo deficientes. Varios
estudos (Harada et al., 1992; Kelada et al., 280Bas et. al., 2004; Bugano et al., 2008; Rouissi e
al., 2009; Reis, 2011) demonstraram a importanos mblimorfismos dos gendétipdsSTT1le
GSTM1lseparadamente ou combinados, como parte do degenento de doencas. Segundo os
dados de Kumar et al.(2012), individuos expostbsdeocarbonetos aromaticos policiclicos com
genotiposGSTM1 nulos, apresentaram risco aumentado para o ddsgnento de tumores de
laringe, pulmao, bexiga, colon e gastrointestinalseindividuos com gendtipo nulo @&STT1

possuem um risco aumentado para o desenvolvimentoirdores cerebrais e colo retais. Estes
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achados indicam que os polimorfismos@8TM1e GSTT1ldesempenham um papel importante na
suscetibilidade humana aos agentes mutagénicoscamagenicos, sendo capazes de fornecer
informacdes precoces, quanto ao risco do desemvehtd de cancer na populacao.

Quanto a pesquisa de translocacbes t(14;18)(gBR,@in trabalhadores expostos a
agrotoxicos que apresentaram genotipo nulo @&a&M1e/ouGSTT1e tinham tempo de exposicéo
igual ou maior a 15 anpfram analisadas 100 células (metafases e intsjfasea cada individuo.
Apenas um individuo, dos 29 analisados, apresemaémslocacdo para os cromossomos 14 e 18
(Figura 10) com uma frequéncia de 3%. Segundofasmacdes relatadas no questionario socio-
ambiental, o portador da translocacdo apresente@sintes caracteristicas: sexo masculino; 40
anos; residente no municipio de Silvania; ndo fumagtilista; trabalha na cultura de soja, milho e
feijdo, com a funcdo de manipular e aplicar agriotisx Apresenta um tempo de exposicao de 15
anos; usa EPIs; relatou eventos de intoxicacbas, siatomas como: dor de cabega, tontura,
gueimaduras e alteracao da pele, tremores no cimglisposi¢éo, fraqueza e dores no corpo. Em

nossa analise, esse individuo apresentou gendgtgente par&STT1e nulo par&sSTM1.

Figura 10. Translocacdes t(14;18)(q32,g21) capturadas porostgopia motorizada epifluorescente e analisadas co

software Isis® (setas indicando as translocacéssdonossomos 14 e 18).
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A translocagdo t(14;18)(g32,9021) é encontrada encacde 90% dos individuos com
linfomas foliculares e 20%-30% em linfomas difusescélulas grandes. Esta aberracdo pode ser
encarada como a alteracdo genética mais comum eplas@s linfoides (Dolken et al., 2008).
Entretanto, células com t(14;18)(q32,q21) positiyaglem ser encontradas em até 60% de
individuos saudaveis, e esses rearranjos encostisn indistinguiveis daqueles encontrados em
linfomas foliculares (Schuler et al., 2003).

Véarios pesquisadores tém postulado que a preval@&iou frequéncia de t(14;18) em
individuos saudaveis pode estar relacionada compasgdo ambiental a agentes cancerigenos
(Fuscoe et al., 1996), pesticidas (Roulland et28l04) e tabagismo (Bell et al., 1995). Um risco
mais elevado de t(14;18) foi encontrado em tralllies agricolas que estiveram expostos a
inseticidas e herbicidas (Chiu et al., 2006).

Dolken et al. (2008) investigaram 644 individuaaddveis com diferentes faixas etérias em
relagdo a translocacao (14;18), 84 amostras deisat®ycriancas <10 anos de idade, incluindo 36
amostras de sangue de cordao umbilical, foram ivegagtara a translocacéao t(14;18). Em criancas
com idade entre 10 a 19 anos, observou-se umal@neiaade 19%. A partir dessa faixa etéaria, a
prevaléncia s6 aumentou até os 50 anos de idade, smmanteve estavel em torno de 60% em
todas as pessoas com idade mais avancada.

Dessa maneira, podemos inferir que a presencaratesldcacdo t(14;18)(g32,921)
encontrada no individuo estudado, pode ter sidsackupelo consumo de alcool, pela exposicao
prolongada a agrotéxicos, associada a perda psigaedo controle de reparo do sistema imune,
que por sua vez esta relacionado ao avanco da (dMadakawa et al., 2001).
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6 CONCLUSOES

A andlise dos resultados desse estudo permitiu abtgeguintes conclusodes:

 Na&o houve diferencas estatisticamente significatigatre as frequéncias dos genotipos
GSTM1e GSTT1dos grupos caso e controle;

* A associacdo entre os polimorfismos dos g€a83T1 e GSTM#& o consumo de alcool e
tabaco, ndo demonstrou significAncia estatisticeendo comparados 0s grupos caso e
controle, sendo que tais fatores ndo causaramnmect® no risco de intoxicagdo aos
agrotoxicos;

* O uso de EPIs foi relatado por 52% dos trabalhadoripacionalmente expostos aos
agrotoxicos;

* 42% dos trabalhadores rurais relataram eventositdgicacdo, cujos principais sintomas
foram: nauseas, vomitos, dores de cabeca, tontuitehilidade, desmaios e convulsoes;

* N&o houve associagéo estatisticamente significantee eventos de intoxicagao, uso de
EPIs e funcéo dos trabalhadores (aplicacdo, magaalou ambos);

* Foi encontrado apenas um individuo com a preseadaadslocacédo t(14;18)(g32,921) a

gual pode ter sido causada pela exposicao prolangadrotoxicos (15 anos).
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ANEXO I

PROTOCOLO DE FISH — IGH/BCL2 TRANSLOCATION AQUARIUS CYTOCELL

(MODIFICADO)

Preparo de solucbes

Alcool 70%

35ml alcool absoluto + 15 dgua = 50ml

Alcool 85%

42,5 éalcool absoluto + 7,5 agua = 50ml

Solucéo 1

0,04 SSC (Iml 20xSSC + 49ml agua)

Solucéo 2

2xSSC 0,05% Tween (5ml 20xSSC + 45ml agua + 2&diwdeen 20)

Objetivo: Deteccao de segmentos especificos de DNA

12 Etapa: Preparacéo da lamina para codenaturacao

1-

Escolhe-se uma regido na lamina (j& preparada wuoefaitogenética convencional), onde
se encontre material apropriado para a reacacerprefialmente regides onde se encontre
varios nucleos interfasicos e com metafase.
Marca-se a regido escolhida no mapa. Armazenarasda em geladeira (2-8°C) overnight.
Efetuar desidratacao da lamina, passando-a pa&astes solugdes:

a. Alcool 70% por 1 minuto

b. Alcool 85% por 1 minuto

c. Alcool 100% por 1 minuto
Deixa a lamina secar.
Aplicar a sonda na regido demarcada anteriormeut (
Cobre-se a sonda com laminula 24x24m, limpa e deseéurada. A partir da aplicacao da
sonda a lamina deve ficar protegida da luz.
Hibridacdo: coloca-se a lamina no hibridizador (Hig) obedecendo a seguinte
programacao:

a. Desnaturacao por 3 minutos a 75°C

b. Anelamento por 22 horas a 37°C
Obs: colocar agua nas laterais do Hybrite.
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22 Etapa: Lavagem e aplicacdo da contracoloracao

1- Preparar as solucdes de lavagem.

2- Ajustar a temperatura do banho-maria em 72°C (palacar a solucdo 1) e colocar as
solugdes de lavagem em um Falcon 50ml.

3- Retirar a lamina do hibridizador ao abrigo da luz.

4- Retira-se a laminula arrastando-a com a pinca gutier na solugcéo 1 por 2 minutos.

5- Retira-se a lamina, deixa escorrer o excesso e emégulha na solugcédo 2 por 1 minuto.

6- Deixa secar a lamina.

7- Aplicar 10ul do contracorante (DAPI).

8- Cobrir a gota com laminula evitando o aparecimeetbolhas.

9- Aguardar por 10 minutos.

10-Capturar as imagens.
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APENDICE |

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Dados de identificacao

Titulo do Projeto: Avaliacdo Citogenética e Molecular de Individuosu@acionalmente Expostos
aos Agrotoxicos

Pesquisadores Responsaveldariana Pedrosa Batista e Daniela de Melo e Silva

Eu, )
RG n° , Nacionalidade ldade :
Endereco estou sendo

convidado a participar de um estudo denominatiealiagdo Citogenética e Molecular de
Individuos Ocupacionalmente Expostos aos Agrotdxisp cujos objetivos e justificativas sao:
realizar um estudo genético-molecular de traballesdagricolas de municipios goianos, expostos
ocupacionalmente a pesticidas, avaliando os efdiggsa exposicéo, a fim de verificar provaveis
alteracdes genéticas, analisando também o tempotipas de agrotdxicos mais utilizados pelos
trabalhadores. Para isso serdo coletados, 15,@ eamgue, com material descartavel, o qual sera
armazenado em isopor com gelo e depois das anabsed descartado. O presente estudo
contribuird para se compreender 0s riscos a saudeara devidos a exposicdo individual,
reforcando a necessidade do trabalhador em utiigagquipamentos de segurancga durante o uso
dos agrotoxicos. Estes equipamentos visam a pmotegétra o desenvolvimento das doencas
relacionadas ao trabalho. Apds a realizacdo ddsstdaboratoriais, vocé receberd todos os
resultados em casa, 0s quais serdo encaminhadssapaente, pelas pesquisadoras responsaveis.

A minha participacdo no referido estudo serd nutide de doar voluntariamente, uma
amostra de sangue, para colaborar com a investigdgdexposicdo a pesticidas, verificando
possiveis danos ao DNA e alteragdes genéticas.

Recebi, por outro lado, os esclarecimentos negesssobre os possiveis desconfortos e
riscos decorrentes do estudo, levando-se em coet& gma pesquisa, e 0s resultados positivos ou
negativos somente serdo obtidos apds a sua réalizBgrante a coleta de sangue vocé podera
sentir uma dor leve a moderado, em decorrénciglizaedo da agulha, podem também ocorrer a
formacdo de hematomas que ndo sao incomuns, c8g800Irra, VOCé sera imediatamente
encaminhado (a) ao Servico Médico mais proximo,caso seja necessario, 0 SAMU ou uma
ambulancia local sera contactada.

Estou ciente de que minha privacidade sera resfaeibu seja, meu nome ou qualquer outro
dado ou elemento que possa, de qualquer formajenéficar, sera mantido em sigilo, assim como
minha confidencialidade. Dessa forma, minha ideaiffio jamais sera conhecida.

Também fui informado de que posso me recusar &cipar do estudo, ou retirar meu
consentimento a qualquer momento, sem precisafigast e de, por desejar sair da pesquisa, nao
sofrerei qualquer prejuizo a assisténcia que veatebendo.

Os pesquisadores envolvidos com o referido prg@&to Mariana Pedrosa Batista e Daniela
de Melo e Silva, e com eles poderei manter comekos telefones: (62) 84881232 (Mariana) e (62)
99549691 (Daniela).

E assegurada a minha assisténcia durante todaig@sgem como me é garantido o livre
acesso a todas as informacdes e esclarecimentenraas sobre o estudo e suas consequéncias,
enfim, tudo o que eu queira saber antes, duratpeais da minha participacao.



53

Enfim, tendo sido orientado quanto ao teor de todimgui mencionado e compreendido a
natureza e o objetivo do ja referido estudo, matofeneu livre consentimento em participar,
estando totalmente ciente de que ndo ha nenhume@admico, a receber ou a pagar. No entanto,
caso eu tenha qualquer despesa decorrente dagzadic na pesquisa, havera ressarcimento na
forma de dinheiro em espécie. De igual maneirag ca®rra algum dano decorrente da minha
participac&o no estudo, serei devidamente indeajzahforme determina a lei.

Goiania, de de

Nome e Assinatura do sujeito da pesquisa
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APENDICE Il

AVALIACAO CITOGENETICA E MOLECULAR DE INDIVIDUOS
OCUPACIONALMENTE EXPOSTOS AOS AGROTOXICOS

Questionario

1) Nome:
2)Sexo: ()F ()M
3) Idade:
4) Fumante: ( ) Sim () Ndo Em caso afirmato, fuma por quanto tempo e quantos
cigarros por dia?
5) Uso de bebida alcodlica? ( ) Sim ( ) Naomkcaso afirmativo, qual tipo de bebida e qual
frequéncia?
6) Problemas de saude: ( ) Sim ( ) Nao
7) Qual (is) e quando manifestou:
8) Estado Civil: ( ) Solteiro(a) ( ) Casado(a)( ) Separado(a) ( ) Viavo(a)
9) Filhos: ( ) Sim () Nao Quandgo
10) Saudaveis: ( ) Sim () Nao
11) Atividade agricola principal:
12) Tempo de atividade agricola:
13) Qual(is) cultura(s) produzida(s):
14) Uso de agrotoxicos: ( ) Sim  ( )N&o
15) Qual(is) agrotoxico(s) utilizado(s):
16) Manipula e/ou aplica o agrotéxico?
17) Ha quanto tempo manipula/aplica agrotoxicos:
18) Frequéncia na manipulagéo/aplicacdo de agrot@as:
( ) Uma vez por semana ( ) A cada 15 dia6 ) Uma vez por més
18) Qual o tipo de equipamento usado para manipul@g/aplicacdo de agrotoxico:
19) Como os agrotoxicos sdo armazenados:
20) Local de armazenamento:
21) Uso de vestimenta adequada para manipulacéo dgrotoxicos: ( ) Sim ( ) Nao
22) Principais itens de vestuario usados:
( )Bota ( )Mascara ( )Luva ) Bonéou Chapéu ( ) Calca
( ) Bermuda ( ) Camisa de manga
23) Conhecimento sobre EPI: ( ) Sim ( ) Nao
24) Relatos sobre eventos de intoxicacao: ( nSi( ) Nao
( ) Dor de cabeca ( ) Nauseas ( ) Vdos ( ) Tonturas
( ) Queimaduras e alteragbes da pele Ogsmaios
() Irritacéo de nariz, garganta e olhos, ppvocando tosse e lagrimas
( ) Falas com frases desconexas ( ) Trae® no corpo
() Irritac&o ou Nervosismo ( ) Indisposiéo, fraqueza e mal estar
() Vertigem e alteracdes na visdo ( ) Sadicdo e sudorese aumentadas
( ) Convulsées ( ) Dores no corpo, prirgalmente bracos, pernas e peito
( ) Outros. Especificar:

Pesquisadoras Responsaveisariana Pedrosa Batista
Daniela de Melo e Silva



