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Resumo

O setor fumageiro exerce grande importancia para a economia do pais, entretanto, oferece
riscos a salde dos produtores agricolas, pois requer uso de agroquimicos para proteger as
lavouras. O objetivo do presente estudo foi analisar dados obtidos pelo teste CBMN (teste de
micronucleos por blogueio de citocinese), avaliando a presenca de células com NPB (ponte
plasmatica nuclear) e MN (micronucleo) em individuos expostos (fumicultores) e controles,
assim como os niveis de marcadores inflamatorios IL-6 (interleucina 6) e TNF-a (fator de
necrose tumoral alfa). Tais resultados foram correlacionados com a suscetibilidade individual
dos grupos estudados de dois genes de reparo por excisdo de base (BER): OGG1 e XRCCL.
Em relacdo aos fumicultores, quando comparados ao grupo controle, foi observado aumento
significativo de NPB, o qual foi influenciado pelo alelo OGG1 Cys/-. Fumicultores ainda
apresentaram aumento significativo de MN e dos niveis séricos de IL-6 e TNF-a. Tais
resultados salientam a importancia de fazer-se um biomonitoramento desses fumicultores, e
também da necessidade do uso de equipamentos de protecdo individual (EPI) durante a
manipulacdo dos agroquimicos e durante toda a safra.

Palavras chave: exposi¢do ocupacional; marcadores inflamatorios; teste de microndcleo;
susceptibilidade.

INTRODUCAO

O Brasil é o segundo maior produtor de tabaco no mundo, sendo essa cultura
extremamente importante para a economia do pais. A fim de proteger a lavoura do tabaco
contra insetos e doencas, faz-se necessario o uso de agroquimicos (inseticidas, herbicidas,
fungicidas e reguladores de crescimento de plantas) (DA SILVA et al, 2012). Os
organofosforados, carbamatos e piretroides sdo as classes quimicas mais utilizadas, as quais
sdo aplicadas através de bombas costais durante toda a safra, que dura cerca de 10 meses.
Além da falta de equipamento de protecdo individual durante a aplicacdo destes produtos,
outro agravante é a mistura destes quimicos feita pelos agricultores, baseados em seus
conhecimentos empiricos, e ndo observando as doses e recomendacdes dos fabricantes. Deste
modo, os produtores agricolas sdo expostos a concentracdes baixas destes agentes quimicos,
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mas de forma cronica (DA SILVA et al., 2014).

Entretanto, ha poucas manifestacdes clinicas dos efeitos da exposic¢éo a longo prazo a
baixas doses de agroquimicos, sendo dificil avalia-los (BENEDETTI et al., 2013). Além
disso, ha uma relacdo entre exposicdo crénica a agroquimicos e a desregulacdo do processo
inflamat6rio humano, podendo aumentar e/ou diminuir citocinas ou haver uma resposta
proliferativa de linfocitos a agentes mitdgenos (capazes de induzir mitose) (CORSINI et al.,
2008). Ainda, a exposicdo ocupacional a agroquimicos oferece uma predisposicdo para
diferentes tipos de cancer, alergias e doencas autoimunes (DHOUIB et al., 2016).

Danos cromossdmicos em células binucleadas podem ser verificados através do
ensaio CBMN (teste de Micronlcleo com Bloqueio de Citocinese) e sdo indicados, por
exemplo, pela presenca de microntcleos (MN) e pontes plasmaticas nucleares (NPBs) (DA
SILVA et al., 2012). Ainda, os individuos podem responder de maneiras diferentes a
exposicdo exdgena, de acordo com sua susceptibilidade genética, variando quanto a presenca
de processos de reparo do DNA. Portanto, verifica-se a importancia de fazer-se um
biomonitoramento destes produtores agricolas, possibilitando prever e evitar 0 aparecimento
de possiveis doengas futuras.

Sendo assim, o0 objetivo do presente estudo foi avaliar os dados de MN e NPB e 0s
resultados inflamatorios em grupos de individuos expostos a agroquimicos (fumicultores) e
controles. A relacdo entre esses dados e a susceptibilidade individual quanto aos genes de
reparo por excisao de base (BER) (XRCC1 e OGG1) tambem foi abordada.

METODOLOGIA

Este estudo foi aprovado pelo Comité Nacional de Etica para Pesquisa - CONEP,
Brasil (CAAE 35639814.5.0000.5349) e pelo Comité de Etica da Universidade Federal do
Rio Grande do Sul (2007835). Os participantes responderam a versdo adaptada em lingua
portuguesa de um questionario da Comissdo de Protecdo contra Mutagénicos e Carcindgenos
Ambientais e obteve-se um consentimento informado por escrito de cada individuo. Em uma
entrevista pessoal, os individuos foram questionados sobre seus habitos de vida, ocupacédo e
questdes médicas, além de seus dados demograficos. A populacdo estudada foi composta por
220 individuos, 91 ndo expostos (idade média: 73,0 = 12,6 anos, 59% do sexo masculino) e
129 ocupacionalmente expostos a agroquimicos nos campos de fumo (idade média: 42,7 + 13
anos; 76% do sexo masculino). Os individuos expostos e ndo expostos foram selecionados nas
cidades de Venancio Aires, Santa Cruz do Sul, Sobradinho e Passo do Sobrado, no periodo de
julho de 2008 a agosto de 2016. As amostras de células sanguineas foram coletadas por
puncdo venosa por profissional qualificado. O grupo controle foi composto por empregados
de escritorio e do comércio, ndo ocupacionalmente expostos a agroquimicos, e vivendo pelo
menos a 15 km dos campos de tabaco.

Para 0 ensaio CBMN, culturas de sangue total foram realizadas em duplicata. As
culturas foram incubadas a 37 ° C e 5% de CO,. A citocalasina-B foi adicionada a 6,0 pg/mL
apos 40 h de cultura e as células foram colhidas 24 h mais tarde por centrifugacdo em
densidade com Ficoll para isolamento dos linfocitos. As células foram transferidas para
laminas por citocentrifugacao e, em seguida, fixadas e coradas utilizando corante panético. As
laminas foram codificadas e analisadas. Um mil células binucleadas (BN) por individuo
foram avaliadas quanto a presenca de MN e NPB.

Para a dosagem seérica das citocinas IL-6 e TNF-a, as amostras de soro foram
separadas por centrifugacdo durante 10 min a 750 rpm e congeladas a -80 ° C para analise
posterior. As citocinas IL-6 e TNF-o foram determinadas por kits de ELISA. As amostras
foram analisadas em triplicata.

O DNA gendmico foi isolado a partir de sangue total pelo método de salting-out, de
acordo com Lahiri e Nurnberger (1991). O polimorfismo OGG1 foi genotipado de acordo



com De Ruyck et al. (2005). Uma aliquota do produto de PCR foi clivada com Fnu4HI. O
polimorfismo XRCC1 foi genotipado utilizando os iniciadores e condi¢es de PCR indicados
por Lunn et al. (1999). Os alelos foram detectados apds clivagem com enzima Pvull. Os
genotipos foram identificados utilizando um gel de poliacrilamida e corados com nitrato de
prata.

Para a andlise estatistica, foram feitas comparagdes entre 0s grupos controle e
exposto pelo teste de Mann-Whitney, quando néo houve distribuicdo normal dos dados. Por
outro lado, quando houve distribuicdo normal de dados, as diferencas foram testadas pelo
teste-t Student. As correlacGes foram analisadas através do teste Spearman. O nivel critico
para a rejeicao da hipotese nula foi considerado como sendo um valor P de < 0,05. A analise
estatistica foi realizada com o software Graphpad PRISM, verséo 6.0.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Individuos do grupo exposto a agentes ex0genos mostraram um aumento
significativo nas frequéncias de danos ao DNA, indicados pela presenca de NPB e MN, em
comparagdo com o grupo controle (Figura 1). A formacdo de NPB é um biomarcador de
cromossomos dicéntricos ou oriundos de falha de reparo de DNA, ambos decorrentes de
quebras de cadeia Unica, enquanto MN surgem de fragmentos cromossémicos ou
cromossomos inteiros perdidos na anafase durante a diviséo nuclear (FENECH et al., 2016).

Figura 1: Dados dos parametros CBMN (MN e NPB) para grupos controle e exposto
(média £ DP). ***P< 0,001 (teste Mann-Whitney).
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Quando foram comparados os niveis seéricos de IL-6 e TNF-a entre 0S grupos
estudados, ambos os marcadores inflamatdrios apresentaram-se significativamente maiores
nos fumicultores em comparacdo aos ndo expostos (Figura 2). As classes quimicas dos
organofosforados e clorpirifos podem promover a produgédo de IL-6 e TNF-a, de forma que
os individuos expostos estejam apresentando maior susceptibilidade a toxicidade de
agrotoxicos, podendo acarretar na incidéncia de doencas inflamatérias cronicas (GANGEMI
et al., 2016).

Figura 2: Marcadores inflamatérios (IL-6 e TNF-a) em grupos controle e exposto,
apresentados em pg/mL (meédia + DP). ***P< 0,001 em relacéo ao grupo controle (Teste t-
Student).
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Em relagéo a influéncia dos polimorfismos, no grupo dos fumicultores foi observado
aumento significativo de NPB influenciado pelo alelo OGG1 Cys/- (Figura 3 a), quando
comparados com fumicultores com gendtipo OGG Ser/Ser. Estudos fornecem evidéncias de
que o efeito combinado de diferentes genes de reparo de DNA e sua interacdo com agentes
genotoxicos ambientais pode modular a indugdo de danos. Kershaw e Hodges (2012)
demostraram influéncia do mesmo alelo do nosso estudo quanto a falhas no reparo de dano
oxidativo.

Figura 3: Efeitos dos gendtipos XRCC1 Arg194Trp e OGG1 Ser326Cys sobre 0s
parametros NPB (a) e MN (b) no grupo exposto (média + DP). * P<0,05 em relacdo ao OGG1
Ser/Ser (Teste t-Student).
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CONCLUSOES

Os resultados obtidos nesse estudo demonstram evidéncias de danos genotdxicos
devido a exposicdo ocupacional ao longo prazo por agroquimicos, associados a marcadores
do sistema imune em agricultores de lavouras de fumo. Portanto, torna-se cada vez mais
evidente que essas populagdes precisam ser biomonitoradas e que o uso de EPI na sua forma
completa é imprescindivel.
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