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Resumo

O Brasil € um dos maiores produtores de tabaco em todo 0 mundo; e o0 Rio Grande do
Sul (RS) é o Estado com maior produtividade. A cultura do tabaco tem grande importancia na
atividade econémica e social no pais, mas esta atividade requer extensa manipulacao da planta
do tabaco. A atividade expfe diretamente os produtores de tabaco a compostos organicos e
inorganicos, incluindo pesticidas e nicotina nas folhas de Nicotiana tabacum. O objetivo deste
estudo foi detectar danos no DNA, em trabalhadores rurais, identificando morte celular, em
células expostas a diferentes agentes, durante o periodo de colheita. Foi utilizado o teste de
micronlcleo em Mucosa Oral em agricultores de Santa Cruz do Sul - RS. Um total de 137
individuos, sendo 77 agricultores (periodo de colheita) e 60 individuos controle (ndo expostos
a folhas de tabaco ou outro tipo de agente) foram avaliados. O teste de Microndcleos em
Mucosa Oral avalia danos no DNA (micronucleos e brotos nucleares), defeitos de citocinese
(células binucleadas), e morte celular (células com cromatina condensada, cariorréticas,
picnoticas e carioliticas) no grupo dos agricultores, quando comparado com os individuos
controle (P<0,001, Mann-Whitney test). Com esses dados, até 0 momento, podemos concluir
que a pratica de colheita das folhas de tabaco provoca um aumento da instabilidade genética
(danos genéticos) e morte celular. O cultivo requer grande manipulacdo da planta de tabaco, e,
consequentemente, os agricultores ficam expostos a uma mistura complexa de compostos.
Nossos resultados indicam a necessidade de monitorar a toxicidade genética em trabalhadores
rurais, expostos a pesticidas, bem como a necessidade de utilizar um equipamento de protecéao
adequado.
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NTRODUCAO

O uso de agrotoxicos tem aumentado globalmente nos Gltimos anos. Entre 0s grupos
envolvidos na preparacdo e na distribuicdo final de misturas de pesticidas, os agricultores sao
comumente os individuos mais expostos (BOLOGNESI, 2003). Muitos desses pesticidas sdo
classificados como "cancerigenos” pela Agéncia Internacional para Pesquisa sobre Cancer
(IARC). Varios pesticidas que interagem com o DNA foram identificados como indutores de
aborto, doencas degenerativas, doengas imunologicas, e cancro (Bolognesi 2003; Au et al.
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1999). Embora seja dificil estabelecer uma correlacdo entre a exposicdo a pesticidas e a
prevaléncia de cancer, especialmente devido ao grande numero de compostos envolvidos,
alguns estudos sugerem uma maior prevaléncia de certos tipos de cancer em grupos
populacionais expostos a pesticidas. Uma meta-analise mostrou que os agricultores estavam
em risco de tumores especificos, incluindo leucemia e mieloma maltiplo (BOLOGNESI 2003;
BOLOGNESI et al. 2011). Inimeros relatorios sobre aberragcdes cromossémicas (CA AU et
al. 1999; ZELJESIC; GARAJ-VRHOVAC, 2001), a troca de cromatides irmds (SCE;
SHAHAM et al., 2001; ZELJESIC; GARAJ-VRHOVAC, 2002), micronucleos (MN. FALCK
et al., 1999; SILVA et al., 2008) e teste cometa (ZELJESIC; GARAJ-VRHOVAC, 2002;
SILVA et al., 2012; SILVA et al., 2008; GROVER et al., 2003) foram observados aumentos
significativos nestes biomarcadores ap0s a exposicao a pesticidas, fornecendo evidéncias
sugestivas para os efeitos genotoxicos induzidos por esses produtos quimicos. No entanto, as
conclusdes tiradas em relacdo ao dano genotoxico atribuida a estes pesticidas permanecem em
conflito. Algumas investigacbes indicaram um aumento significativo de MN, SCE, e
frequéncia de CA, enquanto outros ndo observaram diferencas significativas (GAUTHIER et
al., 2001; BOLOGNESI, 2003; BULL et al., 2006; SILVA et al., 2012a; SILVA et al,.
2012b). As respostas encontradas nestes estudos dependeram predominantemente do tipo de
pesticida utilizado, o periodo de exposi¢do, bem como a utilizagdo do equipamento de
protecdo pessoal. A fim de avaliar biomarcadores de exposicdo a pesticidas para o diagndstico
precoce da estabilidade celular, trabalhadores rurais expostos a pesticidas foram investigados
pelo teste de frequéncia de microndcleos em células de mucosa oral.

METODOLOGIA

Entre 2007 e 2008 foram coletadas amostras sanguineas e bucais de 77 trabalhadores
rurais em uma plantacdo de tabaco (coletadas durante os periodos de pico de aplicacdo de
pesticidas), e 60 individuos ndo expostos a pesticidas da mesma regido (grupo controle).
Todos os individuos analisados foram convidados a preencher uma versdo em Portugués de
um questionario da Comissdo Internacional para a Protecdo contra MutacGes Ambientais e
Substancias Cancerigenas (CARRANO; NATARAJAN, 1988), antes de serem convidados a
participar de uma entrevista, que incluiu questdes relacionadas a dados demograficos normais
(por exemplo, idade, sexo), bem como questdes médicas (exposi¢do a raios-X, vacinas,
medicamentos), estilo de vida (tabagismo, consumo de café e alcool, dieta), e ocupacédo (horas
de trabalho/dia, tempo de exposicdo aos solventes organicos, utilizagdo de equipamentos de
protecdo individual). O ensaio utilizado foi o Teste de micronicleos (MN) em células de
Mucosa Oral: Amostras de células de Mucosa Oral foram obtidas, coletando suavemente no
interior da bochecha dos individuos (direita e esquerda) com uma cytobrush, posteriormente
imersa em solucgdo salina em um tubo Falcon, transportadas sob refrigeracdo ao laboratério. A
solucdo foi centrifugada, posteriormente foi retirado o sobrenadante, e fixado em Carnoy. Foi
feita a suspenséo celular sobre a 1dmina, e deixado secar ao ar. As laminas foram coradas com
solucdo Giemsa a 2%. Assim, foram analisadas 2000 células por individuo, 1000 célula em
cada lamina, e utilizadas para determinar a frequéncia de MN.

RESULTADOS

Os individuos foram classificados por sexo e idade, e divididos em fumantes e ndo-
fumantes. O grupo ndo exposto consistiu de 60 individuos (38 homens e 22 mulheres; média
de idade: 45,344+13,19 anos), sendo 15 individuos fumantes; o grupo exposto consistiu de 77
individuos (49 homens e 28 mulheres; média de idade: 44,27+12,44), sendo 20 individuos
fumantes. A média de idade ndo diferiu significantemente entre 0s grupos, e cerca de 30% dos
agricultores do sexo masculino, em cada grupo, eram fumantes. No grupo exposto, todos 0s



agricultores foram regularmente expostos (cerca de 2-3 vezes por semana) a misturas
complexas de pesticidas, cuja composicdo depende das condi¢cBes meteoroldgicas
(~600h/ano). As atividades agricolas foram realizadas principalmente em campos abertos, e a
cultura principal era o tabaco. Como regra geral, os pesticidas foram aplicados sobre as
plantas do tabaco a um nivel acima da cabeca dos trabalhadores. Todos os agricultores
expostos a pesticidas (100%) confirmaram que ndo tinham usado qualquer tipo de
equipamento de protecdo individual (luvas, méascaras de respiracdo, 6culos de protecdo, botes
impermeéveis) durante a preparacdo ou aplicacdo dos pesticidas. Durante o periodo de
exposicdo, todos os individuos apresentaram sintomas relacionados a intoxicagdo por
agrotoxicos e tabaco, tais como dores de cabeca, dor abdominal, nauseas, e vomitos. Os
resultados da analise citogenética sdo apresentados na Tabela 1.

Tabela 1. Valores médios (média + desvio padrdo) obtidos na analise citogenética em grupos
Nao expostos e expostos.

Group (n) MN
Nao expostos (60) 1.33+1.86
Fumantes (15) 1.31+2.50
Néo-fumantes (45) 1.32 £1.65
Expostos (77) 7.14+6.49
Fumantes (20) 5.22 +5.64
Nao-fumantes (57) 7.73+6.66"

“Diferenca significativa em comparacéo com o grupo controle (ndo exposto) at P<0.001
(Mann Whitney-Test).

N&o foram encontradas diferencas significativas entre homens e mulheres nos grupos
ndo expostos ou expostos no Teste Micronucleo [Nao expostos: MN = 1.33+1.86 (homens:
1.4241.72; mulheres 1.1742.09); Expostos: MN = 7.14+6.49 (homens: 6.345.4; mulheres
8.6+7.9)]. Portanto, as amostras foram combinadas e divididas entre individuos expostos e
ndo expostos. O grupo exposto apresentou aumento no nimero de MN, em células de Mucosa
Oral, em relacdo ao grupo controle. N&o foi observada diferenca significativa entre fumantes e
ndo-fumantes. Os pesticidas sdo uma categoria heterogénea de produtos quimicos,
especialmente projetados para controlar pragas, plantas daninhas, e doencas das plantas. O
abuso ou mau uso desses pode levar a niveis significativos de exposi¢do entre os profissionais
expostos. Ambiente de trabalho, equipamentos de prote¢do individual, periodo e condicdes de
exposicdo sdo descritos na literatura como fatores que podem afetar os niveis de danos
citogenéticos (Bolognesi 2003). No presente estudo, os resultados do Teste de MN mostraram
valores significativamente mais elevados para o grupo exposto em comparagdo com 0 grupo
ndo exposto. Assim, este estudo demonstra um efeito genotoxico e mutagénico significativo
devido a exposicéo a pesticidas em agricultores, o que corrobora com estudos anteriores. Os
agricultores mais frequentemente expostos sdo aqueles que pulverizam o0s pesticidas. Em
outro estudo do nosso grupo envolvendo fumicultores a partir da mesma regido no Rio



Grande do Sul (Brasil), um aumento de dano ao DNA foi observado por varios biomarcadores
biologicos precoces de exposicdo (Silva et al. 2012a; Silva et al. 2012b). Vale ressaltar que
ndo houve diferencas observadas entre homens e mulheres pelo Teste MN nos grupos
expostos e ndo expostos.

CONCLUSAO

Nosso estudo demonstra a presenca de efeitos genotoxicos em células de Mucosa Oral
de agricultores expostos a pesticidas. Danos ao DNA podem ser consequéncia de dano
oxidativo, resultantes da exposicdo a misturas de pesticidas e complexos contendo metais. E
importante ressaltar que as medidas de protecdo, a realizacdo de um biomonitoramento, e uma
avaliacdo de risco dos agricultores que utilizam pesticidas, é essencial para evitar riscos a
salude a longo prazo, que podem levar ao desenvolvimento de cancer e outras doencas
degenerativas.
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