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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 manipulacdo 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 e surtimento. Foi utilizado
o teste de micronutcleo em Mucosa Oral em agricultores de Santa Cruz do Sul - RS. Um total
de 212 individuos foram avaliados: 144 expostos, sendo 112 durante o periodo de colheita, e
32 durante o surtimento; e 68 controles (individuos que residem na mesma regido, mas que
ndo possuem contato com o plantio). 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, podemos concluir que a préatica de colheita e surtimento das
folhas de tabaco provoca um aumento da instabilidade genética (danos ao DNA), e morte
celular, através de danos oxidativos. 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 haver um biomonitoramento de risco
ocupacional, a fim de avaliar a toxicidade genética em trabalhadores rurais, expostos a
pesticidas, bem como a necessidade da utilizacdo de equipamentos de protecdo adequados.
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INTRODUCAO

O uso de agrotdxicos tem aumentado globalmente nos Gltimos anos. Entre os grupos
envolvidos na preparagdo e na distribuicdo final de misturas de pesticidas, os agricultores séo
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, doencas imunoldgicas, e cancro (BOLOGNESI, 2003; AU et
al., 1999).

Embora seja dificil estabelecer uma correlagdo 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
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populacionais expostos a pesticidas. Uma meta-analise mostrou que os agricultores estavam
em risco de tumores especificos, incluindo leucemia e mieloma mdaltiplo (BOLOGNESI,
2003; BOLOGNESI et al., 2011). Inameros relatorios sobre aberracbes cromossdmicas (CA;
AU et al,. 1999; ZELJESIC; GARAJ-VRHOVAC, 2001), a troca de cromatides irmas (SCE;
SHAHAM et al. 2001; ZELJESIC; GARAJ-VRHOVAC; 2002), microntcleos (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 ap6s a exposicdo a pesticidas, fornecendo evidéncias sugestivas para 0s
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¢cdo, bem como a
utilizacdo 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 dezembro de 2011 e fevereiro de 2014 foram coletadas amostras bucais de 144
trabalhadores rurais em uma plantacdo de tabaco (coletadas durante os periodos de colheita e
surtimento), e 68 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 MutagcGes Ambientais e
Substancias Cancerigenas (Carrano and Natarajan 1988), antes de serem convidados a
participar de uma entrevista, que incluiu questdes relacionadas a dados demogréficos normais
(por exemplo, idade, sexo), bem como questbes médicas (exposicdo a raios-X, vacinas,
medicamentos), estilo de vida (tabagismo, consumo de café e alcool, dieta), e ocupacao (horas
de trabalho/dia, tempo de exposicdo aos solventes organicos, utilizacdo de equipamentos de
protecdo individual).

O ensaio utilizado foi o Teste de micronucleos (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
solucdo salina em um tubo Falcon, transportadas sob refrigeracdo ao laboratério. A solucao
foi centrifugada, foram realizadas lavagens, utilizando solugcdo tampdo de mucosa, e
posteriormente, fixado em Carnoy. Foi feita a suspensdo celular sobre a lamina, e deixado
secar ao ar. As laminas foram coradas com Feugen e Fast Green, lavadas com agua destilada,
e secas ao ar. Para cada individuo, a frequéncia de MN, binucleadas, e brotos nucleares, bem
como anomalias genéticas (cromatina condensada, cariorréticas, carioliticas, e picndticas),
foram avaliadas em 2000 células/individuo (THOMAS et al., 2009).

RESULTADOS

As atividades de colheita foram realizadas pelos individuos principalmente em campos
abertos, enquanto que as atividades de surtimento foram realizadas em galpdes. Ndo foram
detectadas diferencas significativas na media de idade entre os grupos. O tempo de exposi¢do
média para o grupo exposto foi de 27 anos (tempo de permanéncia na producdo de tabaco).
Poucos trabalhadores relataram o0 uso de equipamento de protecdo individual durante a época
da colheita, e na maioria das vezes o principal equipamento utilizado foi luvas. Durante o



surtimento, trabalhadores rurais ndo relataram uso de equipamento de protecédo individual. O
tempo de exposi¢ao ¢ de 8 h as 10h por dia durante os periodos de colheita e de surtimento.

Foram observados aumento de micronucleos e células binucleadas apenas para o
grupo de surtimento, que foram significativamente maiores do que o grupo controle e de
colheita (Tabela 1). Em relacdo a morte celular (Tabela 2), observou-se um aumento
significativo apenas para as células picnoticas, quando comparado o grupo exposto com o nao
exposto. N&o foi observado efeito de idade e tempo de exposicao.

Tabela 1. Dano DNA: Resultados do Ensaio de Micronucleos de Mucosa Oral de células
coletadas dos grupos controle e exposto. Dados apresentados como média + desvio padrao de
2000 células por individuo.

Dano ao DNA Controle Colheita Surtimento
Micronucleos
Homens 2.96 + 2.58 1.98 £2.35 7.57 £ 3.35°¢
Mulheres 1.19+1.25 2.07 +£3.07 7.31 £ 4.97°°
Total 2.20+2.28 2.02+2.69 7.40 + 4.38"¢
Broto Nuclear
Homens 2.14 £1.43 2.07 £ 2.43 3.86+2.12
Mulheres 1.71+£1.05 2.37+£3.10 3.30+£2.98
Total 1.96+1.29 2.21+2.76 3.50 + 2.66
Células Binucleada
Homens 3.60 + 2.47 4,98 + 2.67 10.29 + 4.99%¢
Mulheres 452 +2.80 4,85+ 2.58 8.84 +5.71%¢
Total 4.00 £ 2.60 491 +2.62 9.35 + 5.38*¢

& Significativo P<0,05,° P<0,001 em relagdo ao grupo controle; ° Significativo P<0,01, 9'P<0,001em rela¢@o ao
grupo exposto (colheita); ANOVA, Tukey's Multiple Comparison Test.

Tabela 2. Morte celular: Resultados do Ensaio de Microntcleos de Mucosa Oral de células
coletadas dos grupos controle e exposto. Dados apresentados como media + desvio padrao de
2000 células por individuo

Tipos celulares Controle Colheita Surtimento

Cromatina condensada

Homens 104.7 + 46.11 110.2 + 58.50 61.43 + 57.52°¢

Mulheres 112.4 + 36.56 96.18 + 57.39 66.69 + 61.46°°

Total 108.9 + 42.04 103.7 + 58.07 64.85 + 58.63%°
Células cariorréticas

Homens 99.00 + 45.66 93.46 + 88.44 44.43 + 26.53"¢

Mulheres 81.33+32.80 78.30 + 66.69 51.85 + 39.41"¢

Total 91.43 +41.22 86.41 + 78.99 49.25 + 34.87°¢
Células picndticas

Homens 4.64 +2.88 10.63 + 8.54° 8.00 + 3.78"

Mulheres 3.90 £ 2.12 10.95 + 10.37° 9.00 + 5.64°



Total 4.33+258 10.78 + 9.37° 8.65 + 4.98"

Células cariolitocas

Homens 39.00 + 23.63 16.93 + 11.08° 12.29 + 6.77°
Mulheres 25.10 + 18.42 13.15 + 9.96° 12.31+7.07°
Total 31.51+21.86 15.17 + 10.69° 12.30 + 6.79°

% Significativo P< 0,05; ° P< 0,001 em relacdo ao grupo controle; Significativo © P< 0,05; ® P< 0,001 em relacio
ao grupo exposto (colheita). ANOVA; Turkey’s Multiple Comparison Test.

CONCLUSAO

Os pesticidas sdo uma categoria heterogénea de produtos quimicos, especialmente
projetados para controlar pragas, plantas daninhas, e doencgas das plantas. O abuso ou mau uso
desses pode levar a niveis significativos de exposicdo entre os profissionais expostos.
Ambiente de trabalho, equipamentos de protecdo individual, periodo e condicGes 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 0 grupo exposto em comparagdo com O grupo nao
exposto. Assim, este estudo demonstra um efeito genotdxico e mutagénico significativo
devido a exposicdo a pesticidas em agricultores, o que corrobora com estudos anteriores. Os
agricultores mais frequentemente expostos sdo aqueles que pulverizam os 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
bioldgicos precoces de exposicdo (SILVA et al., 2012a; SILVA et al., 2012b). O aumento de
células com micronucleo foi significativo quando comparado 0 grupo exposto (surtimento),
com o grupo controle. Processos mutagénicos, observados na formacgdo de MN, indicam a
persisténcia de lesdes ou ocorréncia de reparos incorretos (HOLLAND et al., 2008). Um
aumento de células binucleadas foi também demonstrada para o grupo de surtimento, que
representa 0s danos causados pela exposicdo a agentes que tinham um efeito sobre a
citocinese (TOMAS et al., 2009). Foi observado um aumento de células picnéticas para
ambos o0s grupos de agricultores de tabaco. Este tipo de morte celular esta associada a
citotoxicidade, que também é evidente numa fase tardia de apoptose; processo sob o controle
genético.

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 protecéo, a realizacdo de um biomonitoramento, e uma
avaliacdo de risco dos agricultores que utilizam pesticidas, é essencial para evitar riscos a
salde a longo prazo, que podem levar ao desenvolvimento de cancer e doencas degenerativas.
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