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RESUMO

Os agrotoxicos tem sido alvo de preocupacdo por parte dos diversos segmentos da sociedade,
uma vez que o uso indiscriminado (regido por fatores, como: uso inadequado, alta toxicidade,
falta do uso de equipamentos de protecéo e precariedade dos mecanismos de vigilancia) podem
gerar impactos ambientais, sociais e sanitarios. A exposi¢do ocupacional de trabalhadores
agricolas ocorre por falta de informag&o ou recursos técnicos qualificados. Um dos problemas
da utilizacdo de agrotdxicos é a genotoxicidade de tais produtos o que pode acarretar danos
genéticos. Pouco se sabe sobre a relacdo entre a genotoxidade e a variagdo dos polimosfismos
genéticos de metabolizacdo de xenobidticos que podem modificar a suscetibilidade individual
aos possiveis efeitos genotoxicos dos agrotoxicos. O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito
genotoxico e mutagénico da exposicao ocupacional aos agrotéxicos, verificando a variabilidade
polimoérfica dos genesGSTM1 e GSTT1 em individuos expostos a pesticidas, associados a
intoxicacdo, em municipios do estado de Goids, com intensa atividade agricola. Foram
avaliados 71 trabalhadores rurais com historico de exposi¢cdo ocupacional a pesticidas e 68
controles, que apresentaram as mesmas condi¢Bes socioambientais (idade, fumo, alcool). Os
danos no DNA foram avaliados utilizando o teste do micronucleo e o ensaio cometa. Para estes
ensaios foram selecionados 0s seguintes pardmetros: comprimento da cauda do cometa,
porcentagem de DNA na cauda e momento da cauda de Olive. As amostras de DNA foram
obtidas a partir de linfocitos de sangue periférico utilizando o kit llustra MS ® (GE, EUA), de
acordo com o protocolo do fabricante. Para a reacdo da PCR foi utilizado SYBR ® Green PCR
Master Mix (AppliedBiosystems ®, EUA). A estimativa de danos gendmicos para 0S
trabalhadores que ndo utilizavam EPI foi de 0,82 + 0,990, para 0 comprimento do cometa, 0,78
+ 0,94 para % de DNA na cauda e 0,20 + 1,06 para momento da cauda de Olive, demostrando
assim diferenca estatisticamente significativa entre os parametros. O estudo demonstrou uma
taxa relativamente alta de micronicleos 5,42 + 7,32 e células binucleadas 10,37 + 8,66, em
individuos expostos que ndo usavam equipamentos de protecdo individual (EPI), indicando que
0 uso destes equipamentos pode ter efeito protetor contra os agrotoxicos (p<0,001). A
distribuicdo da frequéncia de GSTM1 e GSTT1 nulos no grupo exposto foi observada em
43,66% e 21,12% respectivamente, e o grupo controle apresentou delegdo de GSTM1 em
39,70% dos individuos, e para GSTT1, 29,41% dos individuos apresentaram a delecdo. No

entanto, ndo houve um aumento no risco de intoxicagdo para 0s genétipos nulos.

Palavras-chave: mutagenicidade,genotoxicidade e polimorfismos.
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ABSTRACT

Pesticides have been the subject of concern by various segments of society, since the
indiscriminate use (governed by factors such as: misuse, high toxicity , lack of use of protective
equipment and precariousness of surveillance) and can generate environmental, social and
health impacts. Occupational exposure of agricultural workers occurs due to lack of information
or skilled technical resources. A problem with the use of pesticides is the genotoxicity of such
products which can cause genetic damage. Little is known about the relationship between
genetic variation, genotoxicity and polymorphism sinvolved in the metabolism of xenobiotics
that can modify individual susceptibility to the possible genotoxic effects of pesticides. The
purpose of this study was to evaluate the genotoxic and mutagenic effects of occupational
exposure to pesticides, checking the polymorphic GSTM1 and GSTTL1 variability in individuals
exposed to pesticides, associated with intoxication, in municipalities of the state of Goiéas, with
intense agricultural activity. 71 rural workers with occupational exposure to pesticides and 68
controls who had the same environmental conditions (age, smokin, alcohol) were evaluated. The
DNA damage was evaluated using the micronucleus test and the comet assay. For this test the
following parameters were selected, comet tail length, percentage of DNA in tail and Olive tail
moment. DNA samples were obtained from peripheral blood lymphocytes using Illlustra MS ®
kit (GE, USA), according to the manufacturer's protocol. For the PCR reaction it was used
SYBR ® Green PCR Master Mix (AppliedBiosystems®, USA). The estimation of genomic
damage to workers who did not use PPE was 0.82 + 0.990 for the length of the comet, 0.78 +
0.94 % for DNA in the tail and 0.20 + 1.06 for theOlive moment, thus demonstrating a
statistically significant difference. The study demonstrated a relatively high micronucleus 5.42 +
7.32 and 10.37 + 8.66 binucleated cells in exposed individuals who did not use personal
protective equipment (PPE, indicating that the use of these devices may have effect guard
against pesticides ( p < 0.001) . The frequency distribution of GSTM1 and GSTT1 null in the
exposed group was observed in 43.66 % and 21.12% respectively, and the control group showed
deletion of GSTML in 39.7 % of subjects, and GSTT1, 29.41 % of individuals showed deletion.

However, there was an increased risk of intoxication for null genotypes.

Keywords: mutagenicity, genotoxicityand and polymorphisms.
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1. INTRODUCAO

Os agrotoxicos sdo substancias quimicas desenvolvidas para combater ervas
daninhas (herbicidas), insetos (inseticidas) e fungos (fungicidas)(BRAIBANTE 2012).
No Brasil, essas substancias eram conhecidas, pela Constituicio de 1988,
erroneamente, como “defensores agricolas”, o que excluia seu uso nas atividades de
vigilancia sanitaria, além de mascarar os efeitos negativos a saide humana e ambiental
(RODRIGUES, 2011).0 termo “agrotdxico” foi introduzido no Brasil pela Lei Federal
n° 7.802, de 11 de julho de 1989, regulamentada pelo Decreto 98.816, de 11 janeiro de
1990, atualmente, revogado pelo Decreto 4.074, de 4de janeiro de 2002.

Os niveis de intoxicacdo relatados no Brasil, mesmo com a regulamentagédo
do uso dos agrotoxicos representam um problema a satde publica (AUGUSTO, 2012).
O registro dos dados de intoxicacdo por agrotoxicos é feito por varios sistemas, como
o SINITOX, (Sistema Nacional de Informacgdes Téxico Farmacoldgicos) vinculado a
FioCruz, o SINAN (Sistema de Informacdo de Agravos de Notificacdo), o SIH/SUS
(Sistema de Informacdes Hospitalares - Morbidade Hospitalar do SUS) e o
CAT(Comunicacdo de Acidentes de Trabalho). Todos vinculados diretamente ao
Ministério da Saude e ainda assim, had uma grande discrepancia entre os dados
epidemioldgicos fornecidos por esses sistemas (BOCHNER, 2007; BOMBARDI,
2011).

No final da Gltima década, a agricultura brasileira alcangou o primeiro lugar
no ranking mundial no consumo de agrotdxicos, este cenario revelou que o Brasil esta
cada vez mais dependente da utilizacdo desses produtos (FERNANDES et al.
2012).0s agrotoxicos, por sua vez, tem sido alvo de preocupacdo alarmante por parte
dos diversos segmentos da sociedade, devido aoseu potencial risco ao ambiente uma
vez que o uso indiscriminado (regido por fatores, como: uso inadequado, alta
toxicidade, falta do uso de equipamentos de protecédo e precariedade dos mecanismos
de vigilancia) pode gerar danos a satde humana, animal e ambiental. No entanto, 0 uso
de agrotoxicos ndo gera somente impacto ambiental, mas também impactos sociais e
sanitarios, os quais sdo agravados pela ampla utilizacdo desses produtos, pelo

desconhecimento dos riscos associados a sua utilizagéo, pelo desrespeito as normas de



seguranca, pela livre comercializacdo, pela pressdo comercial por parte das empresas
produtoras e distribuidoras e os problemas sociais presentes, principalmente, no meio
rural, foco de seu maior emprego (PAUMGARTTEN, 2012).

As agéncias internacionais de saideFAO (Organizacdo das Nacbes Unidas para
a Alimentacgdo e Agricultura) eOMS (Organizacdo Mundial da Saude)sao responsaveis
pelo registro dasocorréncias de intoxica¢Oes agudas, resultantes do contato direto com
produtos altamente toxicos. As intoxicagdes humanas podem acarretar consequéncias
imediatas, inclusive levando o individuo a morte, ou a problemas cronicos, tais como o
cancer (CARNEIRO, 2012).

A contaminagdo ocupacional aos agrotdxicos € observada no processo de
formulacdo (mistura e/ou diluicdo dos agrotoxicos para 0 US0) no processo de
utilizacdo (pulverizagdo, auxilio na conducdo das mangueiras dos pulverizadores e
descarte de residuos e embalagens contaminadas, etc.) e na colheita (quando os
trabalhadores manipulam/entram em contato com o produto). A exposicdo
ocupacionaldostrabalhadores agricolaspode ocorrer por falta de informacdo ou por
falta de recursos técnicos qualificados. Desta forma, equipamentos de protecédo
individual (EPI) tendem a n&o ser utilizados no momento do preparo e aplicacdo dos
agrotoxicos, sobretudo por nem sempre estarem adequados a realidade e ao clima dos
trabalhadores agricolas brasileiros (BOMBARDI, 2011).

Os possiveis efeitos toxicos da exposi¢do a agrotoxicos sdo conhecidos. Porém,
as informagdes da toxicidade relacionada aos ingredientes ativos ndo sdo suficientes
para avaliar o risco dos efeitos adversos dos agrotdxicos sobre a saide humana e
ambiental (RIBEIRO et al. 2009). A notificacdo e a investigacdo das intoxicacdes por
agrotoxicos ainda sdo muito precarias no Brasil, as dificuldades de acesso dos
trabalhadores rurais aos centros de saude e diagnosticos incorretos sdo alguns dos
fatores que influenciam a falta de registro dos casos e, que na maioria dos estados
brasileiros, estes agravos ndo sdo de notificacdo compulséria para os sistemas de

vigilancia epidemioldgica e/ou sanitaria (RODRIGUES, 2011).

Os agrotdxicos possuem em sua composi¢do moléculas biologicamente ativas,
estas podem interagir com o acido desoxirribonucleico(DNA), danificando sua

estrutura. AlteracGes ao nivel molecular podem ser indicativas de lesbes no material



genético, podendo ocorrer troca de cromatides irmas, formacdo de micronucleos,
aberragbes cromossomicas e aneuploidia(OMS, 2006).Estudos de monitoramento
genético apontam que trabalhadores expostos aos agrotdxicos possuem dano genético
associado a altos niveis de exposicdo e uso intensivo dos produtos que
ocorremprincipalmente devido a falta de mecanismos de controle da exposi¢do
ocupacional. A extensdo do efeito genotdxico € influenciada principalmente pela
duracdo da exposicdo a produtos quimicos altamente reativos (RODRIGUES, 2011).

Alguns parametros genotoxicos podem ter os resultados influenciados por
fatores ndo ocupacionais. Portanto, para aumentar a relevancia destes testes, é
importante avaliar fatores que podem contribuir de forma significativa para a variagao
encontrada entre os resultados. Fatores como predisposi¢cdo genética, idade, sexo, dieta
e estilo de vida podem influenciar a susceptibilidade dos individuos expostos. A
exposicao a agrotdxicos tem sido associada a um aumento na incidéncia de linfoma
ndo-Hodgkin, mieloma multiplo, sarcoma de tecidos moles, sarcoma no pulméo,

pancreas, estdbmago, figado, bexiga, doenca de Parkinson e problemas reprodutivos.

Nos Ultimos anos, 0 ensaio cometa tem sido usado como uma técnica sensivel,
confidvel, rapida e de baixo custo para medir e analisar quebras das cadeias simples e
duplas de DNA, sitios &lcali-labeis, sitios de reparo incompleto, crosslinks DNA-
proteinas e crosslinks DNA-DNA. A importancia da técnica reside na exigéncia de
uma pequena quantidade de material e da sua capacidade de avaliar o indice de dano
genético nas células (KAUR; LATA, 2011).

O termo "biomarcador" é utilizado para expressar uma interacdo entre um
sistema bioldgico e um agente genotdxico. A importancia da utilizacdo desses
biomarcadores como parametros bioldgicos da exposicdo a substancias quimicas esta
diretamente relacionada com o efeito na salude e pode, assim, oferecer melhores
estimativas de risco (ANGERER et al. 2007).

As familias de genes Glutationa S-transferase (GST) sdo exemplos de
biomarcadores que podem ser utilizados na avaliagéo do risco de trabalhadores rurais
ocupacionalmente expostos a agrotoxicos. As substancias toxicas sofrem um processo
de biotransformacéo que é divida em duas fases. Na fase I, as enzimas citocromo P450

promovem a ativacdo de drogas e pro-carcindgenos para 0s intermediarios



eletrofilicosgenotoxicos, e podem ser formados metabdlitos reativos, altamente
carcinogénicos, que sdo biotransfomados pelas enzimas inativadoras da fase Il, as
GSTs e NATSs, em compostos mais hidrossoluveis e faceis de eliminar (HATAGIMA,
2000).

Nesse contexto, como as enzimas codificadas por esses genes realizam um
importante passo na detoxificagdo de xenobioticos, torna-se claro que a auséncia de
suas atividades pode levar a um aumento na toxicidade e na suscetibilidade ao
desenvolvimento de tumores malignos, tais como a leucemia linfoblastica aguda em
criancas, além das mielodisplasias (MDS) (LINHARES et al. 2006).

Varios estudos relatam os efeitos prejudiciais dos agrotdxicos a saide humana.
No entanto, no Estado de Goias, ainda ndo ha pesquisas que tenham utilizado varias
classes de marcadores genéticos em trabalhadores agricolasocupacionalmente expostos
a agentes quimicos. Dessa forma, o presente estudo se propde avaliar o efeito
genotdxico e mutagénico da exposicdo ocupacional aos agrotdxicos, verificando a
variabilidade polimorfica de GSTM1 e GSTT1 em individuos expostos a agrotoxicos,
em municipios do estado de Goias com intensa atividade agricola(HEUSER et al.
2007).



2. REFERENCIAL TEORICO

2.1.Agrotoxicos

Os agrotdxicos sdo compostos manufaturados utilizados na agricultura para
prevenir ou reduzir efeitos adversos das pragas. No inicio do século XX iniciaram-se
estudosqueempregavam o uso de substéncias inorganicas para a protecéo de plantas.
Produtos & base de cobre, chumbo, mercirio e cadmio foram desenvolvidos
comercialmente e empregados contra uma grande variedade de pragas. Novas
tecnologias, muitas delas baseadas no uso extensivo de agentes quimicos, foram
disponibilizadas para o controle de doengas, aumento da produtividade e protecdo
contra insetos e outras pragas (HOSHI, 2009; RIBEIRO et al. 2009).

O Brasil € um dos lideres mundiais na producdo de grdos e no consumo de
agrotoxicos.Os agrotdxicos sdo constituidos de misturas complexas que incluem além
dos ingredientes ativos, Varios outros componentes como solventes de
agentesumidificantes, emulsificantes e aditivos.Os agrotdxicos sdo os produtos mais
frequente usados noauto-envenenamento (voluntario ou involuntario). Nos paises
desenvolvidos, estima-se que de trés milhdes de vitimas por envenenamento, 220 mil
sdo fatais, ou seja,0 alto consumo de agrotoxicos associado ao seu uso indiscriminado

continuacausando problemas graves para a saude humana(PAUMGARTTEN, 2012).
2.2.Classificacdo dos agrotdxicos

De acordo com a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA, 2012),
0s agrotoxicos podem ser classificados quanto: a sua acdo, grupo quimico a que

pertencem e toxicidade.
I) Quanto a acéo:

a) Inseticidas: possuem acdo de combate a insetos e larvas. Os inseticidas
pertencem a quatro grupos quimicos distintos: organofosforados, que sdo
compostos organicos derivados do acido fosforico, do acido tiofosférico ou
do &cido ditofosforico, carbamatos, que sdo derivados do acido carbamico,
organoclorados, que sdo compostos a base de carbono, com radicais de

cloro e piretroides, que sdo compostos sintéticos que apresentam estruturas



b)

semelhantes apiretrina, substancia existente nas flores do Chrysanthmum
(pyrethrum) cinenariaefolium(DA SILVA, 2011).

Fungicidas: combatem fungos. Existem muitos fungicidas no mercado. Os
principais grupos quimicos sdo: etileno-bis-ditiocarbonatos,
trifenilestanico, captan e hexaclorobenzeno(OLIVEIRA, 2013).

Herbicidas: combatem ervas daninhas. Nas ultimas duas décadas, este
grupo tem tido uma utilizacdo crescente na agricultura. Seus principais
representantes sdo: paraquat, glifosato, pentaclorofenol, derivados do acido
fenoxiacético e dinitrofendis (LEITE et al.2008).

I1) Quanto ao grupamento quimico:

a)

b)

d)

Organoclorados: Incluem compostos quimicos comooclordano, DDT,
pentaclorofenol, mirex, aldrin, dieldrin e hexaclorobenzeno. Sé&o
substancias quimicas derivadas do petréleo, sendo pouco sollveis em &gua
e soluveis em solventes orgénicos. Possuem uma lenta degradacdo, com
grande potencial de contaminacédo de solo e 4gua subterranea, por ser pouco
volateis, terem boa estabilidade quimica, baixa taxa de biotransformacéo e
degradacdo. Tais caracteristicas favorecem assim abioacumulacdo e a
biomagnificacdo na cadeia alimentar (CORBI et al. 2006).
Organofosforados: Sdo substancias quimicas que atuam como inibidores
daacetilcolinesterase, acumulando acetilcolina no tecido nervoso e 6rgaos
efetores. S80 compostos constituidos de ésteres de acido fosférico ou
ésteres de &cido tiofosforicos (ex. malation, paration e metil paration).
(KLAASSEN, 2001).

Carbamatos: Sdo agentes como Carbaril e aldicarb, que sdo ésteres de N-
metil (ou N, N-dimetil) de &cido carbamico, cuja toxicidade varia de acordo
com o grupo alcool ou fenol. O modo de agdo dos carbamatos também se
da pela inibicdo da acetilcolinesterase(ANDRADE et al. 2009).

Piretroides: Possuem uma boa atividade como inseticida e um de seus
representantes mais conhecidos € a permetrina. S&o derivados sintéticos da
piretrina, obtida a partir de extratos do crisantemo. Atuam sobre as
membranas dos nervos pela modificacdo do canal de sodio potéssio,
retardando a despolarizagédo da membrana (KLAASSEN, 2001).



e) Fenoxiacéticos/Clorofenox: S&o utilizados como herbicidas, que
mimetizam a acdo de auxinas, um horménio vegetal de crescimento.
Alguns agentes conhecidos sdo: acido 2,4 diclorofenoxiacético (2,4 D),
utilizado como agente laranja na Guerra do Vietna, e o acido 4cloro-o-
toloxiacético. (HODGSON, 2004).

f) Bipiridilos: Alguns agentes conhecidos s&o o paraquat, mofaquat e diquat,
utilizados como herbicidas de contato ndo seletivo, dessecando as ervas
sobre as quais foram aplicados(GOMES et al. 2003).

[11) Quanto a toxicidade:

A classificacdo dos agrotéxicos quanto a toxicidade, segundo a Organizagao
Mundial de Saude (OMS, 2013) estd baseada nos riscos que 0s agrotdxicos causam a
salde humana e ao meio ambiente. A DL50, por exemplo, é o parametro mais
utilizado para determinar a dose letal de 50% da populacéo de ratos tratados por via

oral ou dérmica (em mg/kg de peso vivo) (Tabela 1).

Tabela 1.Classificacdo dos agrotoxicos pela Organizagdo Mundial de Saide quanto
a toxicidade (OPAS/OMS, 2013).




2.3.Impactos a salude humanadecorrentes da exposi¢cdo individual dos
agrotoxicos

Os agrotoxicos tém a finalidade de aperfeicoar a producdo agricola, porém
representam um risco em potencial para a saude humana e ambiental quando seu uso é
indiscriminado. A exposi¢do ocupacional a agrotoxicospode provocar efeitos crénicos
a saude dos trabalhadores rurais, porém o seu diagndéstico e quadro clinico ndo tém
sido caracterizado adequadamente (PERES & MOREIRA, 2007). Existem relatos
graves de intoxicacdo por exposicdo direta ou indireta a esses agentes e, portanto,
exposicdo ocupacional ou acidental constitui um grave problema de salde publica
(CORBlIet al. 2006).

As principais vias de absor¢do de agrotoxicos sdo dérmica, digestiva e
respiratoria. Alguns agrotoxicos, como 0s organoclorados, permanecem armazenados
nos tecidos de organismos vegetais e animais, incluindo o homem. Eles possuem
grande estabilidade por serem lipossollveis, 0 que os torna geralmente resistentes a
degradacéo bidtica ou abidtica (CARVALHO et al. 2011).

O sistema endocrino de seres humanos e animais pode sofrer alteracdes a partir
da atividade dos agrotdxicos sobre o organismo. A exposi¢cdo que provocadisruptura
enddcrina estd associada, a agravos cronicos, por exemplo, céancer, infertilidade,
malformacdes congénitas, modificacbes na qualidade do sémen, etc. (DA SILVAet al.
2008). Os agrotoxicos podem causar desde dermatites até alguns tipos de canceres,
dependendo da sua classe quimica e do tipo de exposi¢cdo. Diversos estudos apontam
que a exposicdo ocupacional a agrotoxicos organoclorados estd associada ao
desenvolvimento dos cénceres de mama, pulmdo, estdmago, pancreas e prostata
(PERES et al. 2007).

Os tumores de pele, como o tumor de Bowen (carcinoma in situ), carcinoma
basocelular maltiplo e carcinoma de células escamosas incidem principalmente nos
agricultores expostos aos agrotoxicos arsenicais(CHAVES, 2007). A sintomatologia
mais frequente da intoxica¢do aguda por agrotoxicos envolve cefaleia, fraqueza, dor
abdominal, tonturas, tremores e paralisias (SCHOENHALS et al. 2009).

Os equipamentos de protecdo individual (EPI) normalmente ndo sdo utilizados

no momento do preparo e utilizacdo dos agrotdxicos, sobretudo por ndo se adequarem



a realidade e ao clima que os trabalhadores agricolas brasileiros enfrentam.
Normalmente, a exposi¢do ocupacional de trabalhadores agricolas ocorre por falta de

informacdo ou recursos técnicos qualificados (PERES et al. 2007).

2.4. Alteragdes genéticas ocasionadas pela exposi¢do ocupacional a agrotoxicos

A genética toxicoldgica € uma especialidade da genética que estuda a agdo de
qualquer agente fisico, quimico ou bioldgico, que produz em efeitos mutagénicos
egenotoxicos, sobre 0 material genético. As substancias contidas nas formulacdes dos
agrotoxicos podem provocar alteracdes no material genético.Assim, é necessario
avaliar os possiveis efeitos mutagénicos, citotoxicos e genotoxicos dos agrotoxicos
nos sistemas biologicos para poder compreender e prevenir 0s agravos a saude humana
decorrentes da exposi¢cdo(DA FONSECA et al. 2013).

A molécula de DNA é constantemente agredida por fatores fisicos, como luz
ultravioleta (UV) e radiacdo gama, ou quimicos, incluindo produtos do préprio
metabolismo celular, como os radicais de oxigénio provenientes da respiracao celular.
Uma mutacdo é definida como uma mudanca na sequéncia do DNA, que pode levar a
uma alteracdo herdavel da funcéo génica (RIBEIRO, 2003; BAGATINI et al. 2007).

Os sistemas de reparo do DNA constituem mecanismos de defesa
extremamente eficientes que garantem a estabilidade do genoma, e consequentemente,
a propria existéncia da célula e/ou do organismo. A compreensdo dos mecanismos de
reparo de DNA pode auxiliar a entender como agentes genotdxicos podem se tornar
mutagénicos, e como podemos identifica-los. Basicamente, as vias de reparo de DNA
podem ser classificadas em: 1) reversdo da lesdo Il) reparo por excisdo, Ill) reparo
recombinacional e IV) tolerancia a lesGes. Elas devem atuar em conjunto nas células,
de modo a garantir a manutencdo genética e a sobrevivéncia dos organismos(BERRA
et al. 2006).

A maior parte dos agentes mutagénicos exibe um espectro de mutacGes
caracteristico, que depende de varios fatores como: modificacdes de base, mudancas
nos residuos de acucar ou fosfato, quebras de filamentos, ou incorporacdes de bases
modificadas, e 0s subsequentes efeitos secundarios, causados pela resposta do

organismo a estas modificacdes. Estes efeitos secundarios podem incluir a acdo de
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varias formas de reparo do material genético e a duplicagdo de filamentos filhos sobre
moldes modificados (REIS et al. 2011).

Acarcinogénese inicia-se por uma alteracdo irreversivel no DNA, com sua
replicacdo e a proliferacdo celular, normalmente os processos de mutagénese e
carcinogénese estdo ligados (DE OLIVEIRA HIRAGI et al. 2011). Os carcindgenos,
por sua vez,sdo 0s agentes que induzem a esse processo e geralmente é preciso
repetidas exposicOes aos carcindgenos para que haja desenvolvimento de tumores
malignos(STENERSEN, 2004).

Os biomarcadores de exposi¢do sdo usados em estudos epidemioldgicos como
ferramenta para avaliar a exposi¢do ocupacional, buscando estabelecer a relagéo entre
a exposicdo a um agente quimico e os efeitos na saude de individuos expostos
(ANGERER et al. 2007).0 estudo epidemiologico realizado por OLAYA-
CONTRERAS et al. (1998) com 153 casos de cancer de mama, demonstrou uma
relagdo posititiva e significativa entre o risco de desenvolvimento do cancer de mama
e a exposicdo ao dicloro-difenil-tricloroetano (DDT).Utilizando o teste cometa,
(DUSMAN et al. 2012) verificaram que os fungicidas bifenil, sddio fenilfenol e
tiabendazol induziram danos ao DNA do sistemagastrointestinalde ratos realizaram
um estudo com 54 trabalhadores rurais expostos a agrotoxicos e verificaram que a

exposicdo ocupacional causa danos ao DNA.

2.5.Ensaio Cometa

Segundo SINGHet al. (1988), o parametro de analise do ensaio
cometa,também conhecido por “Single-Cell Gel Eletrophoresis’> (SCGE), detecta as
quebras de fita simples e de fita dupla do DNA, sendo capaz de indicar 0s possiveis
danos em células individualizadas as quais os segmentos gerados migram do nucleo
para 0 meio extranuclear. De acordo com o dano ocorrido na célula, podem-se estimar

e identificar os efeitos genotdxicos.

OSTLING & JOHANSON (1984) relataram que 0 ensaio cometa foi
desenvolvido com o uso de ceélulas sanguineas misturadas em gel de agarose e
submetido a uma corrida eletroforéticapara promover a migragdo do DNA em um

campo elétrico constante e uniforme. A extensdo do DNA esta relacionada com a
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intensidade do dano ocorrido, com isSOCARNEIROet al. (2001) afirmaram que
durante a técnica de eletroforese do ensaio cometa, o nlcleo que ndo apresentar danos
no DNA migrara uniformemente, formando a imagem de um circulo, j& TICEet al.
(2000)relataram que nucleos com DNA danificado formam um “cometa”, consistindo
de uma cabeca constituida pela (matriz nuclear) e uma cauda que contém o DNA
fragmentado. (Figuras A e B).

Figura A. Material genético de trabalhadores rurais sem exposicdo a agrotdxicos.
Fonte: Carvalho, 2013.



12

Figura B.Material genético de trabalhadores rurais expostos a agrotdxicos.
Fonte: Carvalho, 2013.

Para ALBERTINIet al.(2000), o ensaio cometa ndo é utilizado para detectar
mutacdes, mas sim lesdes genbmicas que sdo passiveis de correcdo, podendo dessa
forma ser utilizado para estudos de reparo do DNA, trazendo informacgdes importantes
sobre a cinética e o tipo de lesdo reparada, embora ndo possibilite inferir a

fidedignidade do processo de reparo.

MITCHELMORE & CHIPMAN (1998) citaram que a vantagem de se utilizar
0 ensaio cometa como detector de genotoxicidade € que ele pode ser realizado em
qualquer célula nucleada eucaridtica, inclusive células vegetais além de ser um ensaio
simples, répido, sensivel e de custo relativamente baixo. Porém, uma das criticas
relacionadas a essa técnica € que a ocorréncia de quebras no DNA ndo pode ser
atribuida a uma exposicdo especifica.

Segundo BELPAEME (1998), o ensaio cometa é realmente capaz de detectar
danos no DNA causados por diferentes classes de agentes genotdxicos, dependendo

das condigbes experimentais, das espécies, do tipo de célula e da duracdo da



13

exposicdo, podendo ser realizado também com células do figado, por se tratar do
principal 6rgdo do metabolismo.

O ensaio cometa vem sendo cada vez mais utilizado como teste de
genotoxicidade para o biomonitoramento de exposi¢fes ocupacionais e ambientais.
Ele tem sido proposto para estudos de toxicogenética devido as suas peculiaridades e
vantagens, quando comparado a outros testes para deteccdo de substéncias
genotoxicas. O ensaio cometa detecta lesbes gendmicas passiveis de correcdo que
podem resultar em mutacdes, quando ndo corrigidas. E essencialmente um teste
comparativo, portanto sempre é necesséria a presenca de controles negativos e

positivos para 0s experimentos (SOUZA, 2011).

Vérias sdo as metodologias empregadas para avaliar a extensdo do dano
ocasionado ao DNA. Uma das medidas utilizadas na avaliacdo deste dano é feita pela
relagdo entre o raio do nucleo e a extensdo da cauda (Taillength) formada pelo DNA
em migracdo. O TL assume valores que variam de zero - nenhum dano, a quatro —
dano maximo. Outra forma de medir o dano consiste em avaliar a distribui¢cdo do
DNA na cauda. A partir destas medidas outras foram sendo incorporadas na
quantificacdo dos danos ao DNA. Alguns exemplos sdo: Area da célula (Cell area),
Coeficiente de variagdo do cometa (Cometcoeficiente ofvariance), Extensdo do cometa
(Cometextent), Intensidade dptica do Cometa (Cometopticalintensity), Modo de cauda
(Tailmode), entre outras (KUMARAVEL,; JHA, 2006; RIBEIRO et al. 2007; LIMA,
2012).

O método é amplamente utilizado em muitos estudos de deteccdo de quebras

da fita de DNA em células individuais. Algumas das aplicacdes incluem:

e Estudos em humanos: E ideal para investigagdes em humanos, uma vez que
ndo exigem exposicbes a radioatividade ou outros procedimentos
prejudiciais. Tem sido usado para biomonitoramento da exposicdo
ocupacional a produtos quimicos genotdxicos a radiacéo.

e Monitorizagdo ecoldgica: O ensaio cometa combinado com organismos
adequados, pode ser usado como biosensores para medir a contaminacao do

ambiente com genotoxinas.
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e Teste de genotoxicidade: O ensaio cometa é usado como um teste padréo
para avaliar a seguranca de novos produtos quimicos ou farmacéuticos.

e Estimativa de reparacdo do DNA: A técnica pode ser utilizada para avaliar
a capacidade de reparacdo do DNA em nivel celular (PIPERAKIS, 2009).

2.6. Teste do Micronucleo

Na citogenetica classica, a avaliacao das alteracfes cromossémicas € realizada
diretamente pela anélise dos cromossomos. No entanto, a obtengdo de metafases € um
processo trabalhoso. Com o intuito de verificar danos ao material genético
foidesenvolvido alguns métodos que permite estimar dano cromossdmico de uma
maneira rapida e eficiente (DA SILVA, 2011).

SCHMID (1975) e HEDDLE (1973), independentemente, propuseram um tipo
de ensaio que permitiria a avaliacdo do dano ao DNA pela anélise e quantificacdo de
estruturas citoplasmaticas conhecidas pelos hematologistas como corpusculos de
Howell-Joly, os quais sdo encontrados em populacbes celulares em divisdo. Os
xenobidticospodem agir no nicleo, diretamente sobre o cromossomo ou sobre o fuso
mitético, levando a perda de parte dos cromossomos ou indiretamente em todo o
cromossomo, respectivamente. Estes durante a citocinese, quando na formacdo do
envoltorio nuclear, se ndo forem incorporados pelo nacleo principal, formando
micronucleos (VILLELA et al. 2003).

O teste do microndcleo é o ensaio in vivo mais utilizado para a deteccdo de
agentes clastogénicos, que quebram cromossomos, e de agentes aneugénicos, que

induzem aneuploidia ou segregacdo cromossomica anormal(TWEATS et al. 2007).

CAMMEREREet al. (2007) relataram que uma das principais vantagens do teste
do microndcleo é a sua capacidade de avaliar o potencial aneugénico e clastogénico de
compostos usando amostras in vivo e in vitro. Os compostos aneugénicos e
clastogénicos tém diferentes mecanismos de acdo. A aneuploidia é induzida pela
interacdo com atubulina e inibicdo do processo de polimerizagdo necessario para a
formagdo do fuso mitotico, o que leva a perda de cromossomos inteiros. Ja 0s
compostos clastogénicos causam quebras cromossdmicas, resultando na perda de

fragmento cromossémico acéntrico. O tamanho do microndcleo é uma variavel que
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pode ser usada como um parametro para distinguir danos causados por compostos
aneugeénicos (micronucleos grandes) de compostos clastogénicos (micronucleos

pequenos).

O teste do micronucleo é um método eficiente, de baixo investimento e um
modo confidvel para mensurar astransformagdes genéticas em grandes populacGes
(CEPPI et al. 2010). A literatura cientifica a respeito de biomarcadores de dano ao
DNA em estudos populacionais mostra um aumento no uso deste biomarcador
(BONASSI et al.2007). Isto se justifica pelas evidéncias que relacionam a frequéncia
de microndcleo as exposi¢des toxicas ambientais e ocupacionais, estilo de vida, perfil
genético, cancer e ocorréncia de doencas (RICKES et al. 2010).

Os micronucleos aparecem nas células como pequenas estruturas contendo
DNA, localizados no citoplasma. Para se manifestarem, as células,precisam passar por
um ciclo celular completo, incluindo uma divisdo mitética. Os MN sé&o o resultado de
quebras cromossdmicas que forma fragmentos acéntricos, ou com sequéncias de
cromossomos inteiros que nao se prendem ao fuso mitético e dessa forma, nao
atingem ospolos das células durante a tel6fase (MENEGUETTI, 2011).

Os microndcleos sdo identificados em qualquer tipo de célula, podendo ser
avaliados para diagnostico de doencas hematoldgicas, em células epiteliais da boca, do
trato urinario e também monitorar ambientes quando sdo avaliados em organismos —

testes, como anuros, roedores e plantas (SILVA et al. 2011).

O teste do micronicleo em células bucais esfoliadas é um método
minimamente invasivo para se estudar o DNA, a instabilidade cromossomica, a morte
celular e o potencial regenerativo do tecido da mucosa bucal humana. Amostras de
células da mucosa bucal tem sido utilizadas para se investigar o impacto da nutrigéo,
estilo de vida e exposicao tdxica mediante a contagem de MN em populagdes de casos
e controles(THOMAS et al. 2009).

A camada basal da mucosa bucal contem as células tronco que podem
expressar dano genético, como a presenca de micronucleos, representativos de perda
ou quebra cromossémica durante a divisdo nuclear. A avaliacdo da frequéncia de
micronucleos e outras anormalidades nucleares em células epiteliais tém sido

utilizadas para identificar danos genéticos em seres humanos (FENECH, 2011), em
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situacdes de exposicdo acidental ou ocupacional, para avaliar a influéncia do estilo de
vida e para a detecgdo precoce de doencas relacionadas a desordens genéticas, além do
envelhecimento  acelerado, risco de cancer e de doencas neuro—
degenerativas(THOMAS et al. 2009).

2.7. Ferramentas de investigacdo toxicolégica e biomarcadores de
susceptibilidade

A genotoxicidade estd relacionada com a capacidade de um determinado
agente fisico ou quimico em modificar a estrutura do DNA celular, resultando em
alteracdes, como mutacdes génicas, delecbes, rearranjos cromossdmicos e quebras
simples e duplas(LUBIN e BOICE JR, 1997; RIBEIRO, 2003).

A associacdo entre propriedades genotdxicas e substancias quimicas, como 0s
agrotoxicos, torna os testes genéticos U(teis no rastreamento de agentes
potencialmenteoncogénicos e/ou mutagénicos na caracterizacdo do risco subsequente a
uma contaminacao individual (CAVAS, 2011).

Os biomarcadores de suscetibilidadesdo ferramentas importantes na avaliacéo
dos danos a saude causados pela exposicdo as diversas substancias quimicas. Esses
marcadores, associados as alteracbes bioquimicas e fisioldgicas, precoces ou tardias,
fornecem informacgdes que sdo utilizadas para estimar o risco de agravo a saude
humana(KUMAR et al. 2011).

Diferentes estudos indicam que inimeros sistemas genéticos de controle e
modulacdo do metabolismo enzimatico de xenobidticos parecem estar envolvidos na
génese de diferentes tipos de cancer (GATEVA et al. 2001; SAFARINEJAD et al.
2011; CALDERON-SEGURA et al. 2012).0s genes GSTM1 e GSTT1 sdo membros
da superfamilia multigénicaGST, que sdo comumente utilizados como biomarcadores
de suscetibilidade. Tais genes tém recebido muita atencdo em decorréncia da alta
prevaléncia de deleces resultando em genoétipos nulos, com uma diminuicdo da
capacidade de desintoxicar compostos cancerigenos, resultando em individuos com

maior risco de desenvolver tumores KUMAR et al. 2011).
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2.8. Polimorfismos da superfamilia da Glutationa S-Transferase (GST)

A superfamilia de enzimas GST compreende uma grande variedade de
proteinas citosolicas, mitocondriais, e microssomais, possuindo um tamanho entre 45-
55 kDa e sendo capazes de realizar reagfes com uma grande variedade de substratos,
tanto end6genos e xenobioticos. Atualmente, oito classes distintas da glutationa S-
transferases foram descritas: alfa, kappa, mu, omega, pi, sigma, teta e zeta. Os genes
GSTM1 e 0 GSTT1 codificam as enzimas GSTM (mu), e GSTT (teta), respectivamente
(ROSSINI et al. 2002; LINHARES et al.2006). GSTM1 e GSTT1 estdo envolvidas na
fase Il dometabolismo e participam da desintoxicacdo de uma ampla gama de
compostos, incluindo xenobioticos, carcindgenos ambientais e
quimioterapicos(SINGH, SATYENDER et al. 2011).

A GST catalisa a conjugacdo da glutationa-S em uma grande variedade de
substratos. Esta atividade € util na desintoxicacdo de compostos endégenos, tais como
lipidios, assim como o metabolismo de xenobidticos(PALODETTO, 2012).As GSTs
sdo principalmente encontradas no figado, podendo ser encontradas no pulméo e
intestino(DE OLIVEIRA HIRAGI et al. 2011; KVITKO et al. 2012).

Os alelos de GSTT1 e GSTM1 podem ser excluidos no genoma formando
gendtipos nulos. Em consequéncia, os polimorfismos de GST podem acarretar
mudancas na atividade da enzima, contribuindo para a diferenciacdo da eficiéncia
metabdlica entre os individuos(HAYES e STRANGE, 2000). Os individuos que tem o
gendtipo nulo tem a atividade enzimética nula aumentando o risco de acimulo de
toxinas, podendo gerar um dano ao DNA, levando o aparecimento de diversas
doencas, entre elas o cancer (KVITKO et al.2012).

2.8.1.GSTT1

O geneGSTT1 codifica uma enzima pertencente a superfamilia de proteinas
GST. A GSTT1 esté envolvida em reacGes de ativacdo e de desintoxicacdo de produtos

quimicos industriais, tais comoepoxibutano, 6xidos de etileno ehalometano com
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glutationa. A GSTT1 é encontrada nos eritrocitos, em niveis baixos no figado e nas
células bronquiolares do pulmédo (BUTLER et al. 2011).

O geneGSTTestdo localizados em um sitio de recombina¢do no cromossomo
22011.23 separados por aproximadamente 50 kb e sdo estruturalmente semelhantes,
possuindo 5 éxons(Figura C)(MATEJCIC et al. 2011).

O gene GSTT1 € nulo em 25,4% da populagéo brasileira (ROSSINI et al.2002).
A deficiéncia da enzima GSTTI pode influenciar o risco individual para o
desenvolvimento de anemia aplasica adquirida e leucemia mieldide aguda. Os

fendtipos positivos para GSTT1 sdo capazes de catalisar a glutationa-S-transferase. O

genotipo nulo para o gene GSTTlaumentam o risco relativo individual para
desenvolver leucoplasia(ROSSINI et al.2002).

Figura C.Desenho esquematico mostrando as posicdes dos genes da classe teta de gst
no cromossomo 22, e a representacdo do alelo selvagem e mutante do gene gsttl.
Adaptado de SILVA JR (2008).

2.8.2.GSTM1

As enzimas da classe mu de GST, possuem pelo menos cinco genes distintos
para GSTM: GSTM1, GSTM2, GSTM3, GSTM4 e GSTM5 que séo organizados em um
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agrupamento de genes no cromossomo 1p13.3 (REIS, 2011)[Figura D] e conhecidos
por serem altamente polimdrficos. Estas variagbes genéticas podem alterar a
susceptibilidade de um individuo a carcindgenos e toxinas, bem como afetar a eficacia
metabolica e a toxicidade de certas drogas (MORAIS, 2008).

As enzimas GSTML1 tém funcbes na desintoxicacdo de compostos eletrofilicos,
compostos aromaticos policiclicos, hidrocarbonetos e outros agentes mutagénicos
(KUMAR et al. 2012).

GSTMA '._

Figura D. Desenho esquematico mostrando as posi¢es dos genes da classe mu de
GST, no cromossomo 1, e a representacdo do alelo selvagem e mutante do gene
GSTM1. Adaptado de SILVA JR (2008).

O GSTM1 possui 8éxons sendo o gene mais estudado dessa classe
(MARCHIONI et al. 2011) Rossini et al. (2002) mostraram que na populacdo
brasileira, 42,1% possuem o genétipo nulo para GSTM1 (HATAGIMA et al.
2000)confirmando os dados apresentados por outros grupos (BISELLI et al. 2006;
GOLONI-BERTOLLO et al. 2006).

Mutacdes nulas do gene mu, tém sido associadas com um aumento de cancer,

provavelmente devido a susceptibilidade as toxinas ambientais e cancerigenas. Varias
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isoformas de proteinas sdo codificadas por variantes de transcricdo deste gene (DE
OLIVEIRA HIRAGI et al. 2011).
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral

- Avaliar o efeito genotoxico e mutagénico e sua relacdo com a variabilidade
polimorfica de GSTM1 e GSTTlem trabalhadores ruraisocupacionalmente expostos

aos agrotdxicos.

3.2. Objetivos especificos
- Avaliar o potencial mutagénico e genotdxicodos agrotdoxicos em

trabalhadores rurais pelo teste do micronicleo e ensaio cometa;

- Associar o estilo de vida e dados clinicos dos trabalhadores

ruraisocupacionalmente expostos com os danos gendmicos.

- Comparar as frequéncias alélicas de GSTT1 e GSTM1 no grupo
ocupacionalmente exposto com as obtidas para o grupo controle.

- Associar as frequéncias das alteracdes e o polimorfismo dos genes GSTT1 e

GSTM1com o uso de EPI e os eventos de intoxicacdo, no grupo ocupacionalmente

exposto a agrotdxico.
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4. MATERIAL E METODOS
4.1. Grupoamostral

Este estudo seguiu um desenho experimental tipo caso-controle. Foram
analisados 139 individuos, divididos em dois grupos, com semelhancas étnicas, porém
diferentes em relacdo exposicdo aagrotoxicos. Ambos 0S grupos apresentaram as
mesmas condi¢des socio-ambientais e de estilo de vida. Dados como idade, hébitos
sociais, tempo de exposicdo e tipos de agrotoxico utilizados foram anotados em um
questionario de estilo de vida aplicada para cada participante durante a entrevista de

adesdo ao estudo.

As 71 amostras de trabalhadores rurais ocupacionalmenteexpostos a
agrotoxicos foram coletadas em municipios do Estado de Goids: Abadia de Goiés,
Anapolis, Bela Vista, Bonfindpolis, Itapuranga, Goiania, Goianapolis, Leopoldo de
BulhGes, Nerdpolis e Turvania. Os municipios com maior adesdo dos trabalhadores
foram Bela Vista de Goias (21%), Itapuranga (27%) e Turvania (19%)(Figura E). As
68 amostras que compuseram o grupo controle foram coletas no laboratério Lacen da
Pontificia Universidade Catdlica de Goias. O Quadro um ilustra as principais
atividades agricolas, divididas em Lavouras Permanentes e Temporarias desenvolvidas

nos doze municipios goianos (IBGE 2012), ano base (2010).

Abadia de Goias
Anapolis

Bela Vista de Goias
Bonfinépolis
Goianapolis

Goiania

Itapuranga

Leopoldo de Bulhdes
Neropolis

Turvania

Figura E.Mapa de coleta de amostras em trabalhadores rurais ocupacionalmente
expostos a agrotdxicos do Estado de Goias.
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Quadro 1.Principais atividades agricolas desenvolvidas nos municipios goianos que

participaram do estudo envolvendo trabalhadores rurais expostos a agrotoxicos.

Municipio

Lavouras Permanentes

Lavouras Temporarias

Abadia de Goias

Nao informado

Arroz, mandioca, milho,
soja e tomate.

Anapolis

Banana, café, coco-da-
baia, laranja, maracuja,
palmito e tangerina.

Arroz, cana-de-agucar,
mandioca, milho, soja e
tomate.

Bela Vista de Goias

Coco-da-baia, palmito,
tangerina e uva.

Arroz, cana-de-agucar,
mandioca, milho, soja e
tomate.

Arroz, mandioca, milho e

Bonfindpolis Banana, laranja e palmito.
tomate.
PR Banana, laranja e Arroz, mandioca, milho,
Goianapolis . .
tangerina. soja e tomate.
Café, coco-da-baia, .
- R . Cana-de-agucar e
Goiania laranja, lim&o, palmito e :
. mandioca.
tangerina.
Abacate, algodao,
azeitona, banana, cacau, Abacaxi, alho, amendoim,
Itapuranga café, caqui, figo, goiaba, arroz, batata, cebola,

laranja, maca, mamao,
manga e noz.

milho, soja e trigo.

Leopoldo de Bulhdes

Banana, café, laranja,
maracuja e palmito.

Arroz, batata, cana-de-
acucar, feijdo, mandioca,
milho, soja, sorgo e
tomate.

Abacate, azeitona, cacau,

Abacaxi, algodéo, alho,
amendoim, batata inglesa,

Neropdlis ; ) . X .
laranja, manga e palmito. milho, melancia, soja e
tomate.
Abacate, borracha, café, Algodao, arroz, aveia,
Ouro Verde coco-da-baia, figo, laranja, fumo, mamona, mandioca,
mamao e tangerina. soja e sorgo.
Azeitona, banana, caqui, Abacaxi, amendoim, cana-
Silvania goiaba, limdo, manga, péra de-agUcar, cebola, feijdo,
e pimenta-do-reino. milho, tomate e trigo.
Arroz, cana-de-agucar,
Turvania Banana feijdo, mandioca, milho,

soja e tomate.

FONTE: IBGE (2012), ano base 2010.
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4.2 . Ensaio Cometa

Para a realizacdo do ensaio cometa, as laminas foram preparadas com uma pré-
cobertura de agarose “Normal Melting” a 1,5%. Foram coletados5 ml de sangue de
cada individuo. Desse total foram retirados 10 pL de sangue e embebidos em 120 pL
de agarose “LowMelting Point”a 0,5%, a qual estava em banho maria a 37°C. Essa
mistura foi colocada em lamina de pré-cobertura de agorose e coberta com uma
laminula. Apos a solidificacdo do material as laminulas foram retiradas e as 1aminas

foram imersas em tampao de lise por 24 horas.

Apds, as laminas foram retiradas da lise e colocadas em uma cuba horizontal
de eletroforese, incubadas em tampé&o alcalino deixando descansar por 30 minutos. A
corrida eletroforética foi realizada por 25 minutos, a 25 volts e 300 Amps. A
neutralizacéo foi feita com uma solu¢do Tampéo Tris a 0,4 M (pH 7,5) por trés vezes,

durante 5 minutos.

A fixacdo foi feita com etanol absoluto por 5 minutos e o DNA foi corado com
20 uL da solu¢do de brometo de etidio a 10 ng. Apos a fixacdo, a laminula foi
novamente colocada sobre a lamina deixando descansar por aproximadamente 5
minutos. Apds esse tempo,as laminas foram analisadas sob microscopia de
epifluorescéncia, utilizando um conjunto de filtros de excitacdo 515-560 nm, para
fluorescéncia vermelha. Os nucleos das células foram visualizados utilizando-se a

objetiva de 10X e a imagem fluorescente foi capturada utilizando o software ISIS®.

Foram analisadas duas laminas para cada individuo e foram contadas, ao todo,
100 células por individuo, as quais foram avaliadas com o auxilio do programa
“Cometscore” versdo 1.5. Para a analise dos cometas trés parametros relacionados a
danos gendmicosforam estimados: comprimento da cauda, porcentagem de DNA na
cauda, momento da cauda de Olive.

4.3.Testedo micronucleo

A coleta de células da mucosa oral dos trabalhadores rurais foi realizada por
meio de um abaixador de lingua, retirando-se a amostra do epitélio jugal direito e
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esquerdo, ap6s um enxague bucal realizado com &gua, com a funcédo de retirar material

bruto que pudesse constituir um artefato no momento da analise microscopica.

As células de todos os individuos foram coletadas de sitios da mucosa oral com
auséncia de ulceracbes e outras lesGes visiveis. Foram excluidos os casos que

apresentam doengas bucais visiveis.

O raspado com células da mucosa oral foram espalhadas sobre as laminas
devidamente limpas com alcool a 99,5°GL. O esfregaco foi confeccionado a
temperatura ambiente, sendo posteriormente fixado em alcool a 99,5°GL por 15

minutos.

A hidrdlise, foi realizada num titulo de 1:10 (10%), usando-se 20mL de acido
cloridrico (HCI) e 200mL de agua destilada (H20). O volume indicado foi suficiente
para 10 laminas. As laminas foram deixadas na solucdo de HCI 10% por 2 minutos, a
temperatura ambiente e em seguida por 6 minutos no banho-maria a 60°C. Logo, as

laminas foram levadas de volta a temperatura ambiente por 2 minutos novamente.

Apds a hidroliseas 1aminas foram mergulhadas em solucdo de fucsina basica
por 15 minutos ao abrigo da luz e logo depois, enxaguadas levemente com agua para
retirar 0 excesso de corante. Em seguida, as ldminas foram levadas a solucdo de Fast
Green por 10 segundos. Passado esse tempo, as ldminas foram enxaguadas com alcool
a 70%. A andlise foi feita por microscopia optica com luz branca, com aumento de 10x

e 40x. Foram avaliadas no minimo 1000 células de cada duplicata da amostra.

4.4. Extracdo e quantificacdo das amostraseanalise molecular dos genes GST

As amostras de DNA gendmico foram obtidas a partir de linfocitos de sangue
utilizando um Kit para extracdo de sangue total(llustra MS ®, (GE, EUA), de acordo
com o protocolo do fabricante. Em seguida, as amostras extraidas foram quantificadas
utilizando o equipamento NanoVue (GE - EUA), seguindo as recomendacgdes do
fabricante. Apds a quantificacdo, a amostra de DNA foi diluida para uma concentragédo
final de 10 ng. Em seguida, as amostras foram armazenadas a -20 °C até 0 momento

do uso.
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Fragmentos génicos de GSTM1 e GSTT1 foram detectados utilizando a reagao

de PCR em tempo real com a co-amplificacdo do gene de referéncia RH92600, usado

como controle interno da reacdo. Os primers utilizados e as condi¢es de PCR foram

previamente sugeridos por MARINet al. (2010) e estdo listados na Tabela 2. O

protocolo de termociclagem pode ser visualizado na Tabela 3.

Tabela2.Sequéncia dos primers e suas respectivas temperaturas de desnaturacdo do

DNA.
_ Sequéncia Temperatura de
Primer
(3’- 5) Desnaturacéo (°C)
F: TCATATGCAAAACAGCTTCCC
RH92600 75
R: CTGGTCCTTCAAGCCTGTATG
F: GAAACTCCCTGAAAAGCTAAAGC
GSTM1 83
R: GTTGGGCTAAATATACGGTGG
F: TTCCTTACTGGTCCTCACTCTC
GSTT1 78,5

R: TCACCGGTCATGGCCAGCA

Tabela3.Protocolo de termociclagem para amplificacdo por PCR em tempo real.

Tempo
Temperatura (°C)
(segundo) Etapa
95 600' Ativacdo enzimatica
95 10"
60 20" Ciclagem 35 X
72 25"
65 600' Temperatura de Melting 0,2°C 97,2°C 162 X
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Para a reacdo de PCR foi utilizado SYBR ® Green PCR Master Mix
(AppliedBiosystems ®, EUA). O volume usado para PCR foi de 0,8 X 25 | contendo
Master Mix, ImM de cloreto de magnésio, 0,32 mM de primers ¢ DNA 10ng/uL.
Condicoes gerais de PCR foram desnaturacéo inicial a 95 °C durante 10 minutos e 35
ciclos de 95 °C durante 10 s, 60 °C durante 20 s, e 72 °C durante 25 s. O programa
para a andlise da curva de fusdo foi de: 65 °C durante 10 s aumentando para 97,2 °C a
taxa de 0,2 °C.

4.5.Analise estatistica

Os hébitos de vida do grupo exposto, assim como a idade, nimero de filhos e
demais variaveis, foram correlacionadas com as frequéncias de microndcleo,
frequéncias de células binucleadas e com os danos gendmicos, avaliados pelo ensaio
cometa e com o0s polimorfismos de GSTM1 e GSTT1. As anélises incluiram estatistica
descritiva, teste t e Regressdo Linear Simples. Todos os testes foram conduzidos com
nivel de significancia de p < 0,05 e intervalo de confianca de 95%, com o uso do
programa BioEstat 5.0 (AYRESet al. 2003).
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5. RESULTADOS

A média de idade dos individuos que participaram como grupo controle foi
de42,0 + 16,0 e de 39,9 + 13,4 para 0 grupo exposto (Tabela 4). As caracteristicas
demograficas dos trabalhadores rurais ocupacionalmente expostos aos agrotdxicos
demonstraram que, dos 71 trabalhadores, 91,5% eram homens, 53,5% apresentavam
mais de 40 anos, 84.5% ndo fumavam, 63,4% consumiam alcool, 53.5% dos
trabalhadores relataram ndo usar EPI durante a aplicacdo e/ou preparacdo de tais
compostos e 56.3% tinham sido intoxicados durante a atividade laboral.
Aproximadamente 52.1% dos trabalhadores relataramestaremexpostos  aos
agrotoxicosa mais de 15 anos (Tabela 4).

Tabela 4.Caracteristicasdemograficas dos trabalhadores rurais ocupacionalmente
expostos a agrotdxicose grupo controle em municipios goianos.

o GrupoExposto GrupoControle
Variaveis Valor p
N (%) N (%)
Sexo(%o)
Masculino 65 (91,5) 63 (92,6) 0.811
Feminino 6 (8,5) 5(7,4) ’
Idade (%)
<40 33 (46,5) 33 (48,5) 0.809
>40 38 (53,5) 35 (51,5) ’
Anos de exposi¢ado (%)
<15 34 (47,8) -
> 15 37 (52,1) - )
Fumo (%)
Fumantes 11 (15,5) 7 (10,3)
< 0,361
N&o-fumantes 60 (84,5) 61 (89,7)
Consumo de alcool (%)
S|~m 45 (63,4) 21 (30,9) <0.05
Né&o 26 (36,6) 47 (69,1)
Uso de EPI's
Sim 33 (46,5) -
N4o 38 (53,5) - i
Intoxicacéo (%)
Sim 40 (56.3) -

Néo 31 (43,6) -
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O levantamento sobre o estilo de vida dostrabalhadores rurais de municipios
goianos ocupacionalmente expostos a agrotdxicosnos permitiu observar que 56,3%
desses trabalhadoresforam expostos ao glifosato e38% relataram aplicar/manipular
esse produto sem o uso dos equipamentos de protecdo individual.O questionario
aplicado no estudo também indicou que 56,3% dos agricultores expostos ao glifosato
relataram eventos de intoxicacdo como dores no corpo, tonturas, irritabilidade, mal-
estar, tremores, vertigem, queimacao no nariz e nauseas. De todos os trabalhadores
que relataram sinais de intoxicacdo, 53,5% néo usavam EPI.

Ao avaliar e comparar trabalhadores que afirmaram ter sido intoxicado pelo
uso indevido de agrotdxicos, com aqueles que nunca apresentaram sintomas de
intoxicacdo, péde ser verificado um aumento relativo em relacdo ao indice de danos
gendmicos para os parametros do comprimento da cauda (0,94 + 0,97), porcentagemde
DNA na cauda (0,95 + 0,72) e momento da cauda de Olive (0,47 + 0,84), confirmando
assim diferenca estatisticamente significativa entre os grupos (p < 0,001). Houve
diferenca significativa na frequéncia de micronucleos e células binucleadas entre os
trabalhadores que sofreram eventos de intoxicacdo, quando comparados com 0s que
ndo relataram intoxicagéo (Tabela 5).

Para os trabalhadores que ndo usavam EPI, a estimativa de dano genémico para
0 comprimento da cauda do cometa foi 0,82 +0,99, para porcentagem de DNA na
cauda foi de 0,78 +0,94, e para 0 momento da cauda de Olive foi 1,06 +0,20,
apresentando diferencas estatisticamente significativas, quando tais parametros foram
comparados com os trabalhadores que usavam EPI. Esse estudo também demonstrou
diferenca estatisticamente significativa (p < 0,001), em relacéo aos dados obtidos pelo
teste do micronucleo, com uma média de 5,42 + 7,32 microndcleos e 10,37 + 8.66
células binucleadas, nos trabalhadores que nao usavam EPI, conforme demonstrado na
Tabela 5 (p < 0,001).

Os dados de comprimento da cauda,porcentagem de DNA na cauda e momento
da cauda de Olive demonstraram diferencas estatisticamente significativas em relacdo
ao tempo de exposicdo a agrotoxicos. Ao analisar as células da mucosa oral dos
trabalhadores rurais expostos aos agrotoxicos por mais de 15 anos, foi encontrado um

aumento de células binucleadas 14,16 + 13,15 e microndcleos 5,08 + 8,1.



Tabela 5. Associacdo entre os dados do estilo de vida do grupo ocupacionalmente exposto aos agrotoxicos e parametros do ensaio cometa,
celulas micronucleadas e binucleadas.

NuUmero de
o Comprimento da  Porcentagem de DNA  Momento da cauda ) Células
individuosexpostos Microndcleo
cauda na cauda de Olive binucleadas
(%)
Idade
<40 45,07 0,58 +1,07* 0,45 + 1,06* 0,02 +1,13* 3,66 + 5,62* 10,28 + 8,95*
>40 54,92 0,77 +1,02* 0,75 +0,97* 0,11 +1,14* 5,33 + 8,04* 13,44 + 12,68*
Anos de exposicao

<15 47,88 0,54 +1,09* 0,51 +1,01* 0,01 +1,09* 4,03 + 5,69* 9,68 + 8,14*

>15 52,11 0,82 + 0,98* 0,71 +1,02* 0,08 +1,19* 5,08 + 8,15* 14,16 + 13,15*
Fumo
Fumantes 15,49 0,38 +1,19* 0,42 +1,21* 0,04 +1,11* 3,27 + 3,28* 19,91 + 14,45*
Nao-fumantes 84,50 0,74 +1,01* 0,65 + 0,98* 0,03 +1,28* 4,82 +7,56* 10,57 + 9,92*
Consumo de alcool

Sim 63,38 0,58 +1,07* 0,47 +1,12* 0,02 +1,01* 4,84 +7,22* 13,49 + 12,46*

N&o 36,61 0,87 +0,97* 0,86 +0,70* 0,28 + 0,90* 4,12 + 6,86* 9,46 + 8,23*

Uso de EPI

Sim 46,47 0,53 +1,09* 0,42 +1,07* 0,03 +1,02* 3,61 +6,71* 13,91 + 13,41*

Nao 53,52 0,82 + 0,99* 0,78 + 0,94* 0,20 + 1,06* 5,42 +7,32* 10,37 + 8,66*

Intoxicacdo

Sim 56,33 0,94 +0,97* 0,95 + 0,72* 0,47 + 0,84* 4,00 +5,49* 9,10 +9,34*

Nao 43,63 0,49 + 1,06* 0,36 +1,14* 0,04 +1,20* 5,03 + 8,10* 14,27 + 12,08*
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Analisando a média + DP (desvio padrdo), foi observada uma diferenca
estatisticamente significativa entre o grupo exposto e o grupo controle (< 0,001) para
0s parametros de comprimento da cauda, porcentagemde DNA na cauda e momento da
cauda de Olive, frequéncia de micronucleos e células binucleadas (Tabela 6 e Figura
F).lIsto significa que tanto o dano genémico, quanto a frequéncia de microndcleos esta

diretamente relacionado a exposicao ocupacional a agrotoxicos.

Tabela 6.Média, desvio padrdo e valor de p dos parametros do ensaio cometa e do

teste do microndcleo dos grupos ocupacionalmenteexposto a agrotdxicos e o grupo

controle.
Parametros Controle Exposto p
Média + DP Média + DP
Comprimento da cauda 3,8+2,2 14,2+ 12,9 <0.001
Porcentagem de DNA na cauda 1,2+1,8 9,3+3/4 <0.001
Momento da cauda de Olive 0,1+ 0,2 2,9+ 2,6 <0.001
Micronucleo 0,9+1,0 46+71 <0.001

Células binucleadas 4,3+ 3,5 12,0+ 11,3 <0.001
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Figura F. Box plot dos parametros do ensaio cometa e das células micronucleadas e

binucleadas nos grupos exposto e controle.

A distribuicdo da frequéncia dos genétipos GSTM1 e GSTT1 nulos no grupo
exposto foram observadas em 43,7% e 12,2%, respectivamente. O grupo controle
apresentou exclusdao de GSTM1 em 39,7% dosindividuos e no GSTT1, 29,4% dos
trabalhadores apresentaram uma exclusdo; no entanto, houve um aumento do risco de
intoxicagdo para os gendétipos nulos. Comparando a anélise molecular com os danos
genotoxicos e mutagénicos entre 0s grupos exposto e controle, ndo foram encontradas
diferencas estatisticamente significantes (Tabela 7). No entanto, individuos com o
gen6tipo GSTT1 nulo apresentaram os maiores valores dos pardmetros do ensaio
cometa e da frequéncia de células binucleadas e micronlcleo quando comparado ao

grupo controle.
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Tabela 7. Distribuicdo dos genotipos de acordo com 0s parametros do ensaio cometa e micronucleo nos grupos expostoocupacionalmente a

agrotoxico e grupo controle.

Genétipo Ii\lnadr?\;;igse Comprimentoda  Porcentagem de Momento d_a Microntcleo Células
(%) cauda DNA na cauda cauda de Olive binucleadas
Exposto
GSTM1 Nulo 43,6 16,5+ 10,4 9,7+2,9 3,7+ 2,0* 31+28 9,9+7,8
GSTML1 Positivo 56,3 12,5+ 8,5 9,0+238 2,3+ 1,7* 5,7+5)9 13,6+ 10,1
GSTT1 Nulo 21,1 16,9+ 16,1 9,5+ 3,8 2,8+29 4,8+ 5,4 20,0+ 12,3
GSTT1 Positive 78,9 18,5+ 15,6 9,5+ 34 3,3+ 2,6 3,07+29 145+12,3
Controle
GSTM1 Nulo 39,7 35+19 0,9+ 0,9 0,07+ 0,09 1,1+0,9 5,0+2,9
GSTM1 Positivo 60,3 39+18 1,4+15 0,1+0,2 0,8+ 0,7 3,8+2,7
GSTT1 Nulo 29,4 39+ 16 1,0+1,1 1,0+ 0,1 1,0+ 0,7 4,3+ 2,7
GSTT1 Positivo 70,6 37+ 19 1,3+1,3 0,1+0,1 0,9+0,8 4,2+ 29
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6. DISCUSSAO

O Brasil é lider mundial no consumo de agrotdxicos, e as intoxicacoes
exogenas decorrentes da exposi¢do ocupacional dos trabalhadorese o agravo a salde
publica, tendo em vista a possibilidade de se prevenir ou minimizar a incidéncia de
mortes ou doencas decorrentes da interacdo das substancias quimicas com o
organismo humano (KHAYATet al. 2013). O uso de agrotoxicos tem trazido uma
série de consequéncias para o ambiente e principalmente para a saude dos
trabalhadores rurais. As principais causas do uso inadequado dessas substancias estdo
intimamente relacionados, a elevada toxicidade dos produtos, a falta de utilizacéo de
equipamentos de protecdo e a inseguranca a vigilancia epidemioldgica (PERES et al.
2005).

O glifosato pode causar intoxicacdo nos trabalhadores rurais caso seja
manipulado e/ou aplicado de forma inadequada. Neste estudo 53,5% dos trabalhadores
agricolas que ndo usavam EPI e tinham contato direto com o glifosato relataram sinais
de intoxicacdo. As dores de cabeca sdo frequentemente associadas com 0 uso de
agrotoxicos, provavelmente porque geralmente éum dos primeirossinais de alertaque
afeta o corpo do trabalhador rural apds a exposicdo as altas concentracfes do glifosato
(NUNES, 2012).

O caréter cronico da exposicdo a agrotoxicos foi observado em um estudo na
Croécia que usou o ensaio cometa. Os autoresrelataram um aumento de dano
genémico em trabalhadores expostos, quando comparados aos controles (GARAJ-
VRHOVAC & ZELJEZIC 2000). Ao avaliar os trabalhadores do cultivo de soja pelo
teste do micronicleo, BORTOLI etal. (2009) também mostraram um aumento no
namero de microndcleos, em trabalhadores expostos a agrotoxicos. No entanto, 0 uso
de EPI ndo influenciou o aumento do ndmero de células micronucleadas. Esta
informagdo foi justificada pelos autores como uma lacuna entre o que foi relatado no
estudo e a realidade das condicGes de trabalho.

Além disso, aumentos de micronucleos e células binucleadas em populacdes
gue vivem em areas contaminadas por agrotoxicos na Turquia também foram relatados

(ERGENE et al. 2007). Esse aumento tambem foi observado em trabalhadores
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expostos a agrotoxicos no México, quando comparados aos controles (MARTINEZ-
VALEZUELA et al. 2009). Trabalhadores da industria de agrotoxicos sdo também
altamente expostos a danos genémicos, evidenciado pelo aumento dos micronucleos
nesta classe de profissionais (BENE et al. 2006).

Neste estudo, fatores como idade, tabagismo, consumo de &lcool e exposi¢do a
agrotoxicos ndo afetaram o nuimero de micronucleos e células binucleadas e nos
parametros relacionados a analise de danos genémicos do ensaio cometa, como
demonstrado por outros grupos (BORTOLI et al. 2009; ERGENE et al. 2007;
MARTINEZ-VALENZUELA et al. 2009; BENE et al. 2006).

Pesquisas brasileiras que avaliam o impacto da utilizacdo de agrotdxicos na
salde humana tem crescido nos altimos anos(DA SILVA et al. 2005, FARIA et al.
2007, LIMA et al. 2011)porém ainda séo insuficientes para determinar a extensdo dos
efeitos da exposi¢cdo ocupacional e do dano a satde dos trabalhadores que lidam com
tais produtos. Um dos problemas ¢ a falta de informac&o sobre o uso de agrotéxicos e
dados sobre a intoxicacdo do trabalhador, a qual pode ocorrer pelo contato direto ou
indireto com estes produtos quimicos (ABHISHEK et al. 2010).

Neste contexto, muitos estudos (AMORIM, 2003; MOREIRA, 2004) tém
mostrado a influéncia de susceptibilidade de biomarcadores em niveis de exposicao e
os efeitos nas populagbes ocupacionalmente expostas (HEUSER, 2007). A
determinacdo de polimorfismos € um aspecto importante que pode aumentar a
sensibilidade e especificidade dos testes, além de poder indicar 0s grupos sensiveis.
Foram identificados véarios polimorfismos de xenobidticos que metabolizam enzimas
que parecem afetar os resultados de biomarcadorescitogenéticos. A ativacao
metabolica e inativacdo de agentes genotoxicos ocorrem pela acdo de enzimas de fase
| e fase Il, envolvendo varias interacGes (SINGH et al. 2011), uma vez que as GST sao
enzimas altamente polimdrficas envolvidas na desintoxicacdo de varios xenobioticos
(GIRI et al. 2011).

Neste estudo os individuos que apresentaram o genotipo GSTM1 sofreram a
maioria dos eventos de intoxicacdo, devido a exposi¢do a agrotoxicos, embora 45%
das pessoas desse grupo relataram usar EPI. No entanto, ndo havia nenhuma
associacdo estatisticamente significativa entre 0s eventos de intoxicacdo e a

distribuicdo dos genotipos. SINGH et al. (2011) sugeriram que 0s genotipos nulos



36

GSTT1 e GSTM1, juntamente com danos no DNA, desempenham um papel
importante na identificacdo de individuos com baixo risco de doenga devido a
exposicao ocupacional a alguns agrotoxicos organofosforados.

Portanto, nosso estudo ndo mostrou diferencas significativas entre as
distribuicGes de frequéncias genotipicas entre grupos expostos a agrotoxicos e 0 grupo
controle. KUMAR et al. (2011) avaliaram aproximadamente 115 trabalhadores
expostos aos hidrocarbonetos policiclicos aromaticos e também ndo encontraram
diferencas significativas na distribuicdo genotipica. Varios estudos (HARADA et al.
1992; KELADA et al. 2000; SAADAT E SAADAT 2000; HASHIBE et al. 2003;
ABBAS et al. 2004; BUGANO et al. 2008; ROUISSI et al. 2009; ZAFEREO et al.
2009) demonstraram a importancia dos polimorfismos de genétipo GSTM1 e GSTT1
como parte do desenvolvimento de doengas como o cancer.

De acordo com os dados de KUMAR et al. (2012), os individuos expostos a
hidrocarbonetos aromaticos policiclicos (PAH) com gen6tipo GSTM1 nulo mostraram
um risco aumentado para o desenvolvimento de tumores de laringe, pulméo, bexiga,
colon e trato gastrointestinal, e individuos com gen6tipo GSTT1 nulo tem um risco
aumentado para o desenvolvimento de tumores cerebrais e tumores colon retais. Estes
resultados indicam que o polimorfismo de GSTM1 e GSTT1 desempenha um papel
importante na susceptibilidade humana a agentes cancerigenos e mutagénicos,
especialmente porque eles sdo capazes de fornecer informacBes adequadas sobre o
risco de desenvolver cancer na populagdo, especialmente naqueles com exposicéo
ocupacional a agentes ambientais.

Estudos epidemioldgicos tém mostrado que os polimorfismos GSTM1 e
GSTT1 estdo associados com aumento da suscetibilidade a doencas relacionadas ao
estresse oxidativo, tais como infertilidade masculina (PARL 2009; 2006; GRIFFITHS
et al. 2010), doencas cardiovasculares (WILSON et al. 2000), asma (BAHAODDINI
et al. 2009) e esquizofrenia (HARADA et al. 2001; PAE et al. 2003; SAADAT et al.
2007). O estudo realizado por SUN et al. (2010) mostrou uma associacdo entre
genotipos nulos e o risco para o desenvolvimento de catarata em asiaticos.

No presente estudo, a associacdo entre polimorfismos de GSTM1 e GSTT1e o0
consumo de alcool e tabaco ndo foi estatisticamente significativa quando comparados

0S grupos controle e caso, esses fatores ndo causaram aumento do risco de intoxicagao
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por agrotoxicos. Neste contexto, as diferengas entre os resultados obtidos com o
monitoramento biolégico dos grupos expostos aos agrotoxicos podem refletir as
condicdes diferentes de exposicdo como: a magnitude da exposicdo, medidas de
protecdo, tipo genotdxico especifico, tipo de cultura, fatores ambientais, fatores
enddgenos, formulacdo e potencial para a absorcdo de agrotoxicos e a técnica
laboratorial utilizada. Por estas razfes, um estudo genotdxico desenvolvido em uma
condicdo de risco ocupacional especifico ndo pode ser extrapolado para outras
situacGes em que 0s riscos genéticos e ocupacionais sdo envolvidos (BORTOLI et al.
2009; COSKUN et al. 2011).

Finalmente, a percepcdo de risco de trabalhadores rurais quando o uso de
agrotoxicos, muitas vezes é negligenciado e pode expor os trabalhadores a risco
intoxicacdo uma vez que muitos deles ndo conseguem interpretar os rétulos e bulas
dos produtos (CARVALHO & PIGNATI, 2009). Outro agravante ocorre quando
trabalhadores rurais sdo comparados a grupos maiores de trabalhadores expostos a
substancias de risco, isso ocorre porque as questdes relativas aos trabalhadores rurais
ndo tém sido uma prioridade de pesquisa na area da salde, e eles ndo tém destaque as
politicas regulatérias em muitos paises, como ocorre no Brasil. Entdo, com a aplicacéo
exagerada de produtos quimicos nas lavouras brasileiras, o uso de agrotdxicos ndo é
mais uma questdo relacionada especificamente a producdo agricola, e esta se tornando
um problema de saude publica, bem como um problema permanente na forma de

preservacdo da natureza.
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7. CONCLUSAO

A andlise das frequéncias de danos genotoxicos, mutagénicos e polimorfismos
nos genes GST1 e GSTT1 encontradas nos trabalhadores ocupacionalmente expostos

aos agrotdxicos permitiu chegar as seguintes conclusoes:

e O ensaio cometa e o0 teste do microndcleo sdo ferramentas valiosas para se
avaliar danos genéticos em trabalhadores rurais expostos a agrotdxicos, uma
vez que quando comparados ao grupo controle, os individuos expostos tiveram

aumento de micronucleos e danos no DNA avaliados pelo ensaio cometa.

e Na&o houve diferengas estatisticamente significativas entre as distribui¢es dos

gendtipos de risco e de ndo risco nos grupos caso e controles analisados.

e O uso de equipamentos de protecdo individual pode prevenir danos genéticos

em trabalhadores expostos a pesticidas.

e S&0 necessarios estudos capazes de associar o polimorfismo genético de genes
metabolizadores de xenobidticos, envolvendo um maior nimero amostral,

assim como outros tipos de testes genéticos.

Novos estudos devem ser desenvolvidos objetivando esclarecer as condigdes e fatores

de risco para trabalhadores expostos a pesticidas.
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9. ANEXO

9.1. PCR em tempo real

A PCR em Tempo Real foi documentada pela primeira vez em 1993 por

Higuchi e permite fazer em simultédneo a amplificacdo, detec¢do ou quantificacdo do
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apresentam as trés fases caracteristicas: a fase de crescimento exponencial, fase de
crescimento linear e fase estacionaria(BUCHARD et al.2007; OLIVEIRA, T. M. S,,
2010).

A primeira fase é bastante especifica e precisa. Na fase de crescimento linear
0s produtos da reacdo sdo consumidos e iniciam o processo de degradacdo. A fase
estacionaria corresponde ao final da andlise devido ao elevado nivel de degradacéo dos
produtos da PCR. Os compostos fluorescentes adicionados ao DNA geram um sinal de
fluorescéncia que € diretamente proporcional a quantidade de produto amplificado ao
longo das diferentes fases (OLIVEIRA, T. M. S., 2010). Porém esse método combina
a tecnologia de amplificacdo por PCR com a deteccdo do produto em tempo real
através do uso de corantes fluorescentes no mesmo tubo de reacdo (PONCHEL et al.
2003; BOEHM et al. 2004).

A PCR em tempo real (RQ-PCR) é uma metodologia que permite a
quantificacdo dos produtos de amplificacdo génica em todas as fases de uma reacéo de
PCR (GINZINGER, 2002) e requer uma plataforma de instrumentacéo que contém um
termociclador acoplado a um sistema 6tico para a excitacdo da fluorescéncia e captura
da emissdo, além de um computador para aquisicdo de resultados e anélise final da
reacao(FADERL et al.2004; CHANG et al.2010).

A curva inicial da PCR em Tempo Real comeca com o baseline que € o sinal
de fluorescéncia de fundo (backgroud) emitido durante os primeiros ciclos, antes da
amplificacdo dos produtos de PCR. Em seguida ocorre o ciclo thresshold C+ indicando
0 namero de ciclos necessarios para a deteccdo da fluorescéncia. Ultrapassando a linha
threshold, trata-se de um ponto a partir do qual a fluorescéncia detectada excede o
limiar da fase exponencial, definido automética e arbitrariamente pelo software do
equipamento em funcdo da baseline. O valor minimo de Ct é dependente da
quantidade de moléculas presente no inicio do processo de amplificagdo, o que
significa que um menor nimero de moléculas, representa, inicialmente, um maior

namero de ciclos requeridos para gerar um aumento exponencial do sinal da
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fluorescéncia que seja significativamente superior a baseline(MACKAY, 2007; VAN
PELT-VERKUIL et al. 2008; KUMAR et al. 2011) (Figura G).

A fase exponencial se da com o aumento da quantidade de produtos formados
(amplicons) e o sinal de fluorescéncia aumenta exponencialmente, atingindo a fase
plateau, que corresponde aos ciclos finais da reacdo. Esta fase de plateaué alcancada
pela limitacdo dos reagentes, inativagdo da polimerase ou redugéo da eficiéncia da
reacdo (GRUBER et al.2001; PONCHEL et al. 2003; BOEHM et al. 2004; KUBISTA
et al. 2006)(Figura G).
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FiguraG. Curva de amplificacdo da pcr em tempo real: ¢; — ciclo threshold.

Mostrando as trés fases distintas:baseline, exponencial e plateau.

O SYBR® Green é uma molécula intercalante da fita dupla de DNA, tornando-
o fluorescente. As vantagens de sua utilizacdo incluem o facil manuseio e o baixo
custo, comparado a outras tecnologias de PCR em Tempo Real(TSUKAMOTO et
al.2012; VAN POUCKE et al. 2012). Durante os ciclos consecutivos de PCR, a

guantidade de DNA de dupla fita se eleva de maneira exponencial, aumentando assim
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a quantidade de SYBR Green ligado e sua fluorescéncia (Figura H)(ANNIBALLI et al.
2012).

A tecnologia SYBR® Green apresenta como principais vantagens a grande
sensibilidade, o reduzido custo e a facilidade de manuseio. Em contrapartida,
apresenta como principal desvantagem a possibilidade de ligagdo a todo 0 DNA em
cadeia dupla, durante a reagdo de polimerizacdo, incluindo os dimeros de iniciadores e
outros produtos ndo especificos, o que se pode traduzir numa subestimacdo da
concentracdo do fragmento alvo (VAN POUCKE et al. 2012). Além disso, a deteccao
com SYBR® Green exige uma otimizacdo extensiva, uma vez que ndo é especifico
para uma determinada sequéncia de DNA. Desta forma, torna-se imperativo o
acompanhamento dos ensaios de forma a validar os resultados (MACKAYet al. 2007;
Oliveira 2009).

A = T - POLIMERASE
PRIMER DNTP's ]
SYBR® Green
[ ] [ ] - ] =
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Figura H. Figura esquematica de uma reacdo de rg-pcr (a) reagentes e uma fita de
DNA desnaturada, (b) inicio da reacdo da tagq polimerase mostrando o intercalameto
do corante sybr® greenna fita dupla de dna da regido alvo, iniciada pelo primer,(c)
aumento da fluorescéncia conforme o fragmento (osamplicons) sdo formados

(OLIVEIRA, t. M. D. S., 2010).
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9.2. Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Dados de identificacdo

Titulo do Projeto: Estudos Estocasticos da Exposi¢cdo Ocupacional a Pesticidas em
Municipios Goianos com Intensa Atividade Agricola

Pesquisadores Responsaveis: Wanessa Fernandes Carvalho e Daniela de Melo e
Silva

Eu, ,
RG n° , Nacionalidade Idade ,
Endereco estou
sendo convidado a participar de um estudo denominado: Estudos Estocasticos da
Exposicdo Ocupacional a Pesticidas em Municipios Goianos com Intensa
Atividade Agricola, cujos objetivos e justificativas sdo: realizar um estudo molecular
de trabalhadores agricolas de municipios goianos, expostos ocupacionalmente a
pesticidas, avaliando os efeitos bioldgicos dessa exposicdo, a fim de verificar
provaveis alteracGes genéticas, analisando também o tempo e os tipos de agrotoxicos
mais utilizados pelos trabalhadores. O presente estudo contribuira para se compreender
0s riscos de agravo a saude humana decorrente da exposicdo individual, fornecendo
subsidios para reforcar a necessidade da adesdo do trabalhador as condigcbes de
seguranca ocupacional, que visam a manutencao da saude fisica e a protecdo contra o
desenvolvimento das doencas ocupacionais. Assim, compreender 0s aspectos
bioldgicos subjacentes a exposicdo do sistema celular humano aos agrotdxicos
permitird uma maior protecdo da salde de trabalhadores agricolas.

A minha participacdo no referido estudo sera no sentido de doar
voluntariamente, uma amostra de sangue, para colaborar com a investigacdo dos
efeitos bioldgicos da exposicdo ocupacional a pesticidas, verificando possiveis danos
ao DNA e alteracGes genéticas.
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Recebi, por outro lado, os esclarecimentos necessarios sobre
0s possiveis desconfortos e riscos decorrentes do estudo, levando-se ﬁ:é ne
em conta que é uma pesquisa, e os resultados positivos ou negativos = heV
somente serdo obtidos apds a sua realizacdo. Durante a coleta de
sangue vocé poderd sentir uma dor leve a moderado, em decorréncia da
aplicacdo da agulha, podem também ocorrer a formacdo de hematomas que ndo sao
incomuns, caso isso ocorra, vocé sera imediatamente encaminhado (a) ao Servigo
Médico da Pontificia Universidade Cato6lica de Goias (PUC-GO).

“‘L =
PUC coias

Estou ciente de que minha privacidade sera respeitada, ou seja, meu nome
ou qualquer outro dado ou elemento que possa, de qualquer forma, me
identificar, serd mantido em sigilo.

Também fui informado de que posso me recusar a participar do estudo, ou
retirar meu consentimento a qualquer momento, sem precisar justificar, e de, por
desejar sair da pesquisa, ndo sofrerei qualquer prejuizo a assisténcia que venho
recebendo.

Os pesquisadores envolvidos com o referido projeto sdo Wanessa Fernandes
Carvalho e Daniela de Melo e Silva, e com eles poderei manter contato pelos
telefones: (62) 8190-4000 (Wanessa) e (62) 99549691 (Daniela).

E assegurada a minha assisténcia durante toda pesquisa, bem como me é
garantido o livre acesso a todas as informacges e esclarecimentos adicionais sobre o
estudo e suas consequéncias, enfim, tudo o que eu queira saber antes, durante e depois
da minha participacao.

Enfim, tendo sido orientado quanto ao teor de todo o aqui mencionado e
compreendido a natureza e o objetivo do ja referido estudo, manifesto meu livre
consentimento em participar, estando totalmente ciente de que ndao ha nenhum valor
econdbmico, a receber ou a pagar. No entanto, caso eu tenha qualquer despesa
decorrente da participacdo na pesquisa, havera ressarcimento na forma de dinheiro em
espécie. De igual maneira, caso ocorra algum dano decorrente da minha participacdo
no estudo, serei devidamente indenizado, conforme determina a lei.

Goiania, de de

Nome e Assinatura do sujeito da pesquisa
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9.3.Questionario

Estudos Estocasticosda Exposicao Ocupacional a pesticidas em Municipios
Goianos com Intensa Atividade Agricola

1) Nome:

2)Sexo: ()F ()M
3) Idade:

4) Fumante: ( ) Sim () Ndo Em caso afirmativo, fuma por quanto tempo e
quantos cigarros por dia?

5) Uso de bebida alcodlica? ( ) Sim ( ) Ndo. Em caso afirmativo, qual tipo de
bebida e qual frequéncia?

6) Problemas de saude: ( ) Sim ( ) Néo

7) Qual (is) e quando manifestou:

8) Estado Civil: ( ) Solteiro(a) ( ) Casado(a) ( ) Separado(a) ( ) Viuvo(a)
9) Filhos: ( ) Sim () Néo Quantos:

10) Saudaveis: ( ) Sim () Néo

11) Atividade agricola principal:

12) Tempo de atividade agricola:

13) Quial(is) cultura(s) produzida(s):

14) Uso de agrotdxicos: ( ) Sim  ( )Nao

15) Qual(is) agrotoxico(s) utilizado(s):

16) Manipula e/ou aplica o agrotdxico?

17) Ha quanto tempo manipula/aplica agrotoxicos:

18) Frequéncia na manipulacéo/aplicacao de agrotoxicos:
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( ) Umavez por semana ( ) Acada 15dias ( ) Uma vez por més

18) Qual o tipo de equipamento usado para manipulacdo/aplicacédo de agrotdxico:
19) Como o0s agrotoxicos sdo armazenados:

20) Local de armazenamento:

21) Uso de vestimenta adequada para manipulacédo de agrotoxicos: () Sim ()
Nao

22) Principais itens de vestuario usados:

( )Bota ( )Mascara ( )Luva ( )Bonéou Chapéu () Calca

( ) Bermuda ( ) Camisa de manga

23) Conhecimento sobre EPI: ( ) Sim ( ) Néo

24) Relatos sobre eventos de intoxicacdo: () Sim ( ) Nao

( ) Dor de cabeca ( ) Nauseas ( ) Vomitos ( ) Toturas

( ) Queimaduras e alteracdes da pele ( ) Desmaios

( ) Irritacdo de nariz, garganta e olhos, provocando tosse e lagrimas

( ) Falas com frases desconexas ( ) Tremores no corpo

( ) Irritacdo ou Nervosismo ( ) Indisposicao, fraqueza e mal estar

( ) Vertigem e alteracdes na visdo ( ) Salivacéo e sudorese aumentadas
( ) Convulsdes ( ) Dores no corpo, principalmente bracos, pernas e peito
( ) Outros. Especificar:

Pesquisadora Responsavel: Daniela de Melo e Silva — (62) 99549691
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FRO-REITORIA DE POS-GRADUAGAD E PESQUISA

Fone. | AE.1070 @ Faw::[B2] 304E1270
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Registro CEP 1978/2011

DECLARAGAO

Declaramos para os devidos fins que o Projeto Estudos estocasticos da
exposicdo ocupacional a pesticidas em municipios goianos com intensa
atividade agricola, coordenado pelo (a) pesquisador (a) Carolinne Borges Khayat.

Foi cadastrado no Comité de Etica em Pesquisa da Pontificia Universidade Catélica
de Goias (CEP-SGC/PUC Goias) sob o CAAE 0179.0.168.000-11, em 28/10/2011 e
aprovado em 29/02/2012,

» CEP-SGC/PUC Goias pode, a qualquer momento, fazer escolha aleatdria
de estudo em desenvolvimento para avaliagdo e verificagdo do
cumprimento das normas da Resolugao 196/96 (Manual Operacional Para
Comités de Etica em Pesquisa — item 13).

+ Informamos que & obrigatéria a entrega do relatério de acompanhamento
da pesquisa, conforme a categoria de pesquisa realizada, em
cumprimento da Resolugdo 196/96 do Conselho Nacional de Satde.

» Modelo do relatério de acompanhamento da pesquisa se encontra no site
do Comité de Etica http://www.pucgoias.edu.bricep - modelos
documentos.

Categorias de pesquisa

TCC: Final da pesquisa
Especializagao: Final da pesquisa
Mestrado: Relatério anual e final
Doutorado: Relatdrio anual e final
Qutros: Relatério anual e final

Prof. Dr. José éodrigues ac- Carmo Filho

Coordenador do CEP-SGC/PUC Goias

Goiénia, 29 de Fevereiro de 2012.
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Highlights (for review)

Paper Highlights

1. Both genomic damage and micronuclei frequency are directly related to occupational
exposure to pesticides,

2. The frequency distribution of GSTM1 and GSTT1 null in the case group was observed
in 43.66% and 12.21%, respectively;

3. Individuals exposed to pesticides that presented the GSTT1 null genotype had the
highest values of the three comet assay parameters, as the highest micronucleus and

binucleated frequencies.
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Abstract

We analyzed 139 individuals, consisting of 71 individuals occupationally exposed to
pesticides and 68 of the control group, which had ethnic and socio-environmental
similarities. To evaluate mutagenic and genomic potential of pesticides we collected
oral cavity and whole blood for micronucleus test and comet assay, respectively. We
collected whole blood sample to analyze the GSTT1 and GSTM1 polymorphisms by
real time PCR (qPCR), showing the specific melting curves for both loci. We observed
a statistically significant difference between the exposed and control (p<0.001) groups
for comet assay’s parameters, frequency of micronuclei and binucleated cells. Thus, our
results demonstrated that, both genomic damages and micronuclei frequency are
directly related to occupational exposure to pesticides. The frequency distribution of
GSTM1 and GSTT1 null genotypes in the exposed group was observed in 43.66% and
12.21%, respectively. The control group showed deletion of GSTM1 in 39.70% of
subjects, and in the GSTT1, 29.41% of patients presented a deletion; hence, there was
an increased risk of intoxication for the null genotypes. By comparing the molecular
analysis with mutagenic and genotoxic damages, in exposed and control groups, it was
not found to be statistically significant. However, individuals exposed to pesticides that
presented the GSTT1 null genotype had the highest values of the three comet assay
parameters, as the highest micronucleus and binucleated frequencies. So, the genetic
monitoring should be considered as part of good medical supervision in people in direct
contact with pesticides, since it allows evaluating the potential risk of occupational
exposure, making possible the implementation of measures for the early identification

of genetic risk.

Keywords: Pesticides; polymorphisms; intoxication; genotypes; DNA damage.
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1. Introduction

Knowledge about the genotoxicity of pesticides used on cultures is of the utmost
importance, becausemany of these substances cause DNA damage, which can trigger
the processes of carcinogenesis and morphological abnormalities, or alterations in the
gametes, influencing the survival and fertility of the populations (Bolognesi, 2003). The
genetic alteration in individuals exposed to pesticides can be used as a marker of an
early biological effect, providing an overall structure of pesticide exposure (Norppa et
al., 2004).

Besides those tests, it has been used as a biomarker of exposure, effect, and
susceptibility (Silins and Hogberg, 2011). Individual differences, particularly in
conditions of exposure to pesticides, (both occupational and environmental) can alter
the risk of intoxication. This individual susceptibility, determined by the polymorphim
of several genes, is one of the factors that determines the individual differences in
response to a particular xenobiotic and plays an important role in response to exposure
to pesticides. Any polymorphism that affects xenobiotic metabolism and cellular
response to DNA damage can alter the individual’s sensitivity to carcinogens (Norppa,
2004).

The GSTM1 and GSTT1 genes are members of the multigene GST super-
family, and theyare commonly used as biomarkers of susceptibility. These genes have
received much attention due to the high prevalence of exclusions resulting in a null
genotype with a reduced ability to detoxify carcinogenic compounds, which results in
individuals with an increased risk of developing tumors (Kumar et al., 2012). The
enzymes encoded by these genes are involved in phase II of metabolism, and they
participate in detoxifying a wide range of compounds, including xenobiotics, pesticides,
and environmental and chemotherapeutic compounds (Abbas et al., 2004).

For detection of genetic alteration, the following have been used: (a) comet
assay, also known as a single cell gel electrophoresis' (SCGE), whichmay be performed
in any nucleated eukaryotic cell, in addition to being a simple test that is also rapid,
sensitive, and relatively low cost; (b) a micronucleus test, which is a cytogenetic
analysis thatcan indicate the potential mutagenicity of chemicals in order to evaluate the
effect of various genotoxic agents. In this context, the aim of this study was to evaluate

the genotoxic and mutagenic effects of occupational exposure to pesticides and to verify
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the polymorphic variability of GSTM1 and GSTT1 in individuals exposed to pesticides
inmunicipalities in the state of Goias, which contains intense agricultural activity. This
study tried to associate the GSTT1 and GSTM 1 polymorphisms to genomic damages, in
individuals exposed to pesticides, at Goias state, complementing another recent study

carried out by our group (Khayat et al., 2013).

2. Material and Methods

2.1. Study group

This study was a case-control type. We analyzed 139 individuals, consisting of
71 individuals occupationally exposed to pesticides and 68 of the control group, which
hadethnic and socio-environmental similarities. Data such as age, social habits,
exposure time, and types of pesticides were recorded in a questionnaire that focused on
lifestyle. The 71 samples of rural workers occupationally exposed to pesticides were
collected in 10 municipalities of the state of Goias (Figure 1). This study was approved
by a committee for human subjects from Pontiphical Catholic University of Goids state

(Protocol number 1978/2011) and all the participants signed a formal term of consent.
2.2. Micronucleus assay

Exfoliated buccal mucosa cells were collected using a cytobrush moistened with
A buffer to gently scrape the mucosa of the inner lining of both cheeks in order to
determine the frequency of micronuclei (MN), as suggested by Lubin and Boice,
Jr.(1997). The cytobrush that had been used to collect buccal cells was shaken in a
centrifuge tube containing saline solution to release the cells, and the tube was
centrifuged to wash the cells in a fixative . The cells were then transferred to slides by
dropping them with a pipette followed by fixation. Then, the slides were stained with
Feulgen-Fast Green (FFG), and two slides were prepared for each subject. We analyzed

2.000 cells in each case in a light microscope with a 100x increase.
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2.3. Alkaline Comet Assay

The alkaline comet assay methodology was carried out, according to Falck et al.
(1999), with slight modifications. Cells were suspended in 0.7% low-melting-point
agarose in PBS (Saline phosphate buffer) [pH 7.4] at 37°Cand 80 ulLMP agarose with
20 ul cells pipetted onto a microscope slide precoated with 100 ul of 1% agarose. The
agarose was allowed to be set on ice for 5 min, and the slide was immersed in a lysis
solution (2.5 M NaCl, 100 mM Na2EDTA, 10mM Tris, NaOH to pH 10 + 0.5, and 1%
Triton X-100) for 1h at 4° C to remove cellular proteins. The slides were placed in an
electrophoresis tank containing 0.3 M NaOH and 1mM Na2EDTA (pH >13) for 20 min.
Electrophoresis was performed at 25 V (1 V/em, 300 mA) for 20 min at an ambient
temperature of 4°C. Two slides were processed for each sample, including negative and
positive (H>O, 50 uM) controls. The cell nuclei were visualized using a 10X objective,
and the fluorescent image was captured using the ISIS® software analyzing two slides
for each individual. We counted, at random, 50 cells totaling 100 cells per individual,
which were analyzed by the Comet score version 1.5. We considered for the analysis of
the Comet assayfour parameters related to genomic damage: tail length (TL), percentage

of DNA in the tail (% DNA T) and Olive tail moment (OTM).

2.4. Molecular analysis

Genomic DNA samples were obtained from blood lymphocytes using an//lustra
Genomic Blood M S* (GE, EUA), according to the manufacturer’s protocol. Then, the
extracted samples were quantified using the equipment NanoVue TM Plus TM (GE -
USA), following the manufacturer’s recommendations. After the quantification, the
DNA sampleswere diluted to a final concentration of 10ng of DNA. Then, the samples
were stored at -20°C until the time of use. Fragments of GST7/
(F:-TTCCTTACTGGTCCTCACTCTC; R:-TCACCGGTCATGGCCAGCA), GSTM 1
(F:GAAACTCCCTGAAAAGCTAAAGC; R:GTTGGGCTAAATATACGGTGG), and
RH92600 (F:TCATATGCAAAACAGCTTCCC:
R:CTGGTCCTTCAAGCCTGTATG)genes, the last of which wasused as an internal

amplification control to exclude false negatives, were simultaneously amplified. The
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primers and the PCR conditions were previously suggested by Marin et al. (2010)
(GSTM1 e GSTTI) and RH92600 Abdel-Rahma et al.(1996). For the PCR
reaction,weused SYBR ® Green PCR Master Mix (Applied Biosystems ®, USA). The
volume used for each PCR was 25ul of 0,8 X containing Master Mix, 1 mM
magnesium chloride, 0,32 uM of primers, and DNA 10ng/uL. General PCR conditions
were initial denaturation at 95°C for 10 minutes and 35 cycles of 95°C for 10 s, 60°C
for 20 s, and 72°C for 25 s. The program for the melting curve analysis was as follows:

65°C for 10 s, and then ramping to 97.2°C at 0.2°C/s transition rate.

2.5. Statistical Analysis

Life habits of the exposed group-as well as age. time of exposure, smoking, and
alcohol consumption-were correlated with the frequency of the micronucleus and
frequencies of the binucleate cells with genomic damage, which were assessed by the
comet assay. The significance association was evaluated using the chi-square test,z-
test’s Student. All of the tests were conducted with a significance level of p <0.05, using

the SPSS Version 20.0.

3. Results

The average of the age of the subjects whoparticipated in the control group was
41.98 +15.99 and 39.90 + 13.36 for the exposed group (Table 1). Regarding the
demographic characteristics of the rural workers occupationally exposed to pesticides
showed that of the 71 workers, 91.5% were men, 53.5% were older than 40 years,
84.5% were non-smokers, 63.4% consumed alcohol, 53.52% of workers reported not
using PPE constants during the application and/or preparation of such compounds, and
56.33% hadbeen intoxicated during the use of pesticides. Approximately 52.11% of
workers reported being exposed to pesticides for more than 15 years (Table 1). Chi-
square test was applied to evaluate if there were difference in sex, age and consumption
habits.

In 61.98% of the workers were exposed to only one pesticide; among these

pesticides are glyphosate and carbofuran. The pesticide identified as glyphosate was
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responsible for 56.34% of use among workers. In this study, (27) 38.03% of workers
reported applying/handling more than one of these chemical compounds. Intoxications
were reported by 30 (42.25%) of respondents, whose main signs were as follows, body
aches, dizziness, irritability, malaise, tremors, vertigo, burning in the nose, body aches,
nausea, and malaise. Of all of the workers who reported signs of intoxication, 38more
than half(53.52%) did not use PPE.

The study demonstrated a statistically significant difference in relation to the
three parameters of the comet assay and micronucleated/binucleated cell in the different
variables of the exposed group (Tables 2). All comet assays parameters are measured in
arbitraries units (A.U.).

Student #-test was applied for comparing mean value betweenage, time of
exposure, consumption habits, use of ppE’s and historic of intoxication for which of
comet parameters and micronucleated/binucleated cells.

For workers who did not use PPE, the genomic damage estimation in the tail
lengthwas 0.82 +0.99, for the%of DNA in the tail 0.78 £0.94 and 1.06 +0.20 for
theOlive tail moment. Statistically significant differences were also observed in the data
of the micronucleus test, which found an average of 5.42 + 7.32 of micronuclei and
10.37 + 8.66 of binucleated cells, indicating that the use of PPE may protect against
pesticides, as shown in Table 2 (p< 0.001).

The data length of the tail length,%, of DNA in tail and the Olive tail moment
showed statistically significant differences regardingthe time of exposure to pesticides.
Analyzing the cells of the oral mucosa of the rural workers exposed to pesticides for
more than 15 years, we found that they showed an increase of binucleated cells 14.16 +
13.15 and micronuclei 5.08 + 8.15.

In 71 of rural workers exposed to pesticides, 40 (56.33%) reported events of
intoxication. In evaluating and comparing, using the comet assay, workers who claimed
to be poisoned by the misuse of pesticides with those who never experienced symptoms
of poisoning, a relative increasecompared to genomic damage index for the parameters
tail length (0.94 + 0.97),% of DNA in the tail (0.95 + 0.72) and Olive tail moment (0.47
+ 0.84) could be verified, thus confirming statistically significant differences between

groups (p<0.001). However, there was no significant difference in the frequency of
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micronuclei and binucleated cells among workers who related events of intoxication
(Table 2).

By analyzing the exposed and control group we observed a statisticaldifference
(p <0.001) for the parameters tail length,% of DNA in tail, tail moment of Olive (Figure
2, Table 3), frequency of micronuclei and binucleated cells. This means that both
genomic damage and micronuclei frequency are directly related to occupational
exposure to pesticides. Student #-test was applied for comparing mean value between
the control and exposed group.

The frequency distribution of GSTM1 and GSTT1 null in the case group was
observed in 43.66% and 12.21%, respectively. The control group showed deletion of
GSTMI in 39.70% of subjects, and in the GSTT1, 29.41% of patients presented a
deletion; however, there was an increased risk of intoxication for the null genotypes.
By comparing the molecular analysis with mutagenic and genotoxic damage, in
exposed and control groups, it was not found to be statistically significant (Table 4).
However, as shown in Table 4, individuals that present the GSTT1 null genotype
presented the highest values of the three comet assay parameters, as the highest
micronucleus and binucleated frequencies, when compared the exposed and control

groups.

4. Discussion

Brazil is a world leader in pesticide consumption, and exogenous intoxications
are the most visible damage on human health (Khayat et al., 2013). The use of
pesticides has brought a number of consequences for the environment, and especially
the health of rural workers. These are conditioned by factors that are closely related,
such as the inappropriate use of these substances, the high toxicity of certain products,
the lack of use of personal protective equipment and insecurity surveillance. However,
none of the information systems that record officers’ poisoning cases responds
appropriately to the role of the surveillance system.

In this study, more than half of the 38 (53.52%) agricultural workers who
reported signs of intoxication were not using PPE. Glyphosate was the most frequently
used herbicide in this study and was also causing major signs of poisoning among rural

workers. In this study. due to the variety of chemical compounds used, the reports of
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intoxication could not be attributed only to a chemical compound. In addition, the health
problem most reported by rural workers was headache. Although this can hardly be of
organic origin, the headaches are often associated with the use of pesticides, probably
because they are an alert symptom of the body that usually affects the worker after
exposure to a high concentration of pesticide

The chronic character of exposure to pesticides has been observed in studies in
Croatia, using the comet assay, which showed an increase of genetic damage in workers
exposed to pesticides when compared to controls (Garaj- Vrhovac and Zeljezic, 2000).
When assessing workers of soybean cultivation by conducting a micronucleus test,
Bortoli et al. (2009) also showed an increase in the number of micronuclei in workers
exposed to pesticides (p <0.05); however, the use of PPE did not influence the number
of micronuclei. This information is justified by the authors as a gap between what was
reported in the study and the reality of the working conditions.

Additionally,increases of micronuclei and binucleated cells in populations living
in areas contaminated by pesticides in Turkey were reported (Ergene et al., 2007).
Pesticide industry workers are also highly exposed to genetic damage, evidenced by the
increase in micronuclei in this class of professionals (Sailaja et al.. 2000).

In this study, factors such as age, smoking, alcohol consumption, and exposure
to pesticides did not affect the number of micronuclei in binucleated cells and in
parameters related to genomic damage analysis at the comet assay, as demonstrated by
other groups (Bortoli et al., 2009; Ergene et al., 2007; Martinez-Valenzuela et al., 2009;
Sailaja et al., 2006).

Brazilian research on the impact of pesticide use on human health has also
grown in recent years, but it is still insufficient to establish the extent of the effects of
exposure and the extent of damage to health from the use of pesticides. One such
problem is the lack of information on the use of pesticides and insufficient data on
poisoning that occurs from these products. Biomarkers can be used for various
purposes, depending on the purpose of the study and the type of exposure (Abhishek et
al., 2010).

Many studies have shown the influence of susceptibility of biomarkers in levels
of exposure and effects in occupationally exposed populations (Heuser, 2007). The

determination of polymorphisms is becoming an important aspect that may increase the
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sensitivity and specificity of the tests and sensitive groups. Several polymorphisms of
xenobiotic that metabolize enzymes have been identified to affect the results of
cytogenetic biomarkers, as they are able to activate or inactivate potentially genotoxic
and carcinogenic compounds. The metabolic activation and inactivation of genotoxic
agents occur, metabolizing enzymes of phase I and phase II, involving multiple
interactions (Singh et al., 2011). GST is highly polymorphic enzymes involved in the
detoxification of various xenobiotics (Giri et al., 2011).

The distribution of GSTM1 and GSTT1 genotypes, relative to socio-
epidemiological data, has been demonstrated that individuals with the GSTM1 genotype
present suffered the most events of intoxication due to exposure to pesticides, although
45% of people of this group have reported using PPE. However, there was no
statistically significant association between the events of intoxication and the
distribution of genotypes. Singh et al. (2011) suggested that the GSTT1 and GSTM 1
null genotypes. along with DNA damage, plays an important role in identifying
individuals at high risk of disease due to occupational exposure to some
organophosphorus pesticides.

Therefore, our study showed no significant differences between the distributions
of genotype frequencies between groups exposed to pesticides and the control group.
Kumar et al. (2011) evaluated approximately115 paving workers exposed to polycyclic
aromatic hydrocarbons and also found no significant differences in genotype
distribution (p = 0.79 GSTM1 and GSTT1 p = .95). Furthermore, in our study, null
genotypes classified as hazardous werenot identified as demonstrating a statistically
significant association between the case and control groups. Several studies (Harada et
al., 1992; Kelada et al., 2000; Saadat and Saadat 2000; Hashibe et al., 2003; Abbas et
al., 2004; Bugano et al., 2008; Rouissi et al., 2009; Zafereo et al., 2009) has
demonstrated the importance of GSTM1 and GSTT1 genotype polymorphisms, either
separately or combinedas part of development of the disease.

According to the data of Kumar et al. (2012), individuals exposed to polycyclic
aromatic hydrocarbons (PAH) with the GSTM1 null genotype showed an increased risk
for the development of tumors of the larynx, lung, bladder, colon, and gastrointestinal
tract, and individuals with the GSTT1 null genotype have an increased risk for the

development of brain tumors and colorectal tumors. These results indicate that the
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GSTM1 polymorphism and the GSTT1 play an important role in human susceptibility
to mutagenic and carcinogenic agents, particularly because they arecapable of providing
adequate information regarding the risk of developing cancer in the population,
especially in those with occupational exposure to environmental agents.

Epidemiological studies have shown that GSTM1 and GSTT1 polymorphisms
are associated with increased susceptibility to diseases related to oxidative stress, such
as male infertility (Parl, 2009; Bolt et al., 2006; Griffiths et al., 2010), , asthma (Saadat
et al., 2004; Bahaoddini et al., 2009) and schizophrenia (Harada et al., 2001; Pae et al.,
2003; Saadat et al., 2007). The study carried out by Sun et al. (2010) showed an
association between null genotypes and the risk for the development of senile cataract in
Asians. This ethnic difference can be attributed to lifestyle, nutrition, environmental,
and genetic factors of each population (Sireesha et al., 2012).

In the present study, the association between polymorphisms of GSTM1 and
GSTT1 and the consumption of alcohol and tobacco was not statistically significant
when comparing the case and control groups and these factors did not cause increased
risk of pesticide poisoning. In this context, the differences between results obtained by
the biological monitoring of groups exposed to pesticides may reflect different exposure
conditions, such as the following: the magnitude of exposure, protective measures,
genotoxic-specific type of culture, environmental factors, endogenous factors,
formulation and potential for the absorption of the pesticide, and the laboratory
technique used. For these reasons, a genotoxic study developed in a specific
occupational risk condition cannot be extrapolated to other situations in whichgenetic

and occupational risks are involved (Bortoli et al., 2009; Coskun et al., 2011).

5. Conclusion

Finally, the perception of the risk of rural workers when using pesticides is often
overlooked and can expose workers to the risk of intoxication, as many of them fail to
interpret the labels and product inserts. Another problem occurs when rural workers are
compared to larger groups of workers exposed to risk substances; this is because issues
relating to rural workers have not been a priority of research in the area of health, and

they have not highlighted the regulatory policies in many countries, as occurs in Brazil.
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So, with the exaggerated application of chemicals in Brazilian crops, the use of
pesticides is no longer an issue related specifically to agricultural production, and it is
becoming a public health problem, as well as an issue standing in the way of nature

preservation.
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Table 1: Social demographic characteristics of the exposed and control groups

Variable Control Exposed p value
All (n) (68) (71)
Age in years (Mean + SD) 41.98 + 15.99 39.90 + 13.36 <0.05
Gender n (%)
Male 63 (92.6) 65 (91.5)
0.811
Female 5(7.4) 6 (8.5)
Age group n (%)
<40 33 (48.5) 33 (46.5)
0.809
> 40 35(51.5) 38(53.5)
Years of exposure n (%)
<15 34 (47.88)
>15 37(52.11)
Smoking n (%)
Smokers 7(10.3) 11(15.5)
0.361
Non-Smokers 61(89.7) 60 (84.5)
Alcohol consumption n (%)
Drinks 21 (30.9) 45 (63.4) i
No Drinks 47(69.1) 26 (36.6) ’
Use of ppE's
Yes 33 (46.47)
NA*
No 38 (53.52)
Intoxication n (%)
Yes 40 (56.33)
NA®
No 31 (43.63)

“Not applicable
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Table 2. Results of #test’s Student in comet assay parameters, micronucleated and binucleated

cells in the exposed group.
. » %DNA OTM .
n (%) TL (A.U) AUy (AU)’ MN BN
Age
32 0.58 0.45 + £ sk 1028
<40 ) SN0 Coer 002L113* 3.66:5.62 s
, 39 077+ 075+ & ey npE M
=40 (54.92%)  1.02* ooy UMLELIAF 5331804 12.68*
Years of
exposure
<15 ( 475848"/0) O OoiF 001+ 109% 4031569 9.68+814%
N 37 082+ 071+ 14.16 +
215 (5211%)  0.98 jop¢ OOBHLIO* SORLRIF g4
Smoking
_ 11 038+ 042+ . 1991 +
Smokers (15.49%) 1.19% 1o1% 0.04 + 1.11% 3.27 +3.28% 14.45%
) 60 074+ 065+ . . 10.57 +
Non-Smokers (84.50%) 101% 0.98% 0.03 + 1.28* 4.82 + 7.56* 9.02%
Alcohol
consum ption
L 45 058+ 047+ . e 1349
Drinks W W (o 002:101% 4845722¢ UL
NoDrinks o 6.2661% ) %?9773 %.87%»% 028+ 0.90% 4.12+6.86% 9.46 + 8.23*
Use of ppE's
33 053+ 042+ 1391+
o8 46.47%)  1.09% Lo7¢ O03E102F IELE6TY a0k
38 082+ 078+ . s 1087%
- - + 7 30% -
R (53.52%)  0.99% gogs DAMEINGY 542152 8.66*
Intoxication
Yes s 643(;0,) %99475 %%52} 0.47 + 0.84% 400+ 5.49% 9.10 + 9.34*
. 70, .. . =
31 049+ 036+ . 1427 +
No (43.63%)  1.06* L1g% 004£120% S031810% 45

* number of individuals; ° tail length; © % of DNA in the tail; ¢ Olive tail moment; ©

micronucleus; 5 binucleated; *p< 0.01.



Table 3: Comet assays parameters in the control and exposed values

parameters are measured in arbitraries units (A.U.).

. All comet assay’s

Parameters Control Exposed pvalue
Mean + SD Mean + SD

TL (A.U)! 3771221 14.23 +12.93 <0.001

% DNA (A.U)° 1.18 + 1.80 9.29 +3.41 <0.001

OTM (A.U) 0.11+0.24 2.93 +2.65 <0.001

MN* 0.951+0.98 457+7.15 <0.001

BN* 427 £3.45 12.01 £11.35 <0.001

* tail length; Y 94 of DNA in the tail; © Olive tail moment; ¢ micronucleated cells; ©

binucleated cells.
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Figure captions

Figure 1. Map of the 10 Goias state municipalities

Figure 2. Box plot of the comet assay parameters in the exposed and control group
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