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Resumo

O Brasil é um dos maiores consumidores de agrotdxicos. Devido aos riscos a saude publica, este estudo
objetivou avaliar a genotoxicidade de agrotoxicos em células esfoliadas da mucosa bucal de agricultores
e de consumidores de alimentos contendo residuos de agrotdxicos, através do teste de microntcleos. Os
participantes assinaram um Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) e responderam um
questionario, apos a aprovacdo do Comité de Etica em Pesquisa (UERGS). A coleta de células foi
realizada conforme Hernandes et al. (2016). Os resultados mostraram maior frequéncia de micronucleos
e de células em morte no grupo dos agricultores, comparado ao grupo controle. Os individuos que
relataram casos de cancer familiar também mostraram maior frequéncia de micronicleos e alteracoes
nucleares. Dessa forma, neste estudo pode-se estabelecer a correlacdo entre os efeitos carcinogénicos e
mutagénicos dos agrotoxicos e a maior incidéncia de alteragdes celulares nos individuos expostos a
estas substancias.

INTRODUCAO

Amplamente utilizados pelo homem, os pesticidas podem ser definidos como
substancias quimicas ou biolégicas aplicadas com o intuito de conferir protecdo as lavouras
contra o ataque e a proliferacdo de pragas, como ervas daninhas, fungos, bactérias, virus e
insetos (LOBO & BOLANOS, 2014). A utilizaco dessas substancias tem aumentado a cada
ano e o Brasil é um dos paises que mais consomem estes produtos (BALLESTRERI, 2017).

Apesar de apresentarem importante papel para a agricultura, os pesticidas sdo
substancias genotdxicas com capacidade de induzir danos no DNA (COSTA & TEIXEIRA,
2012). Para avaliar estes danos sdo necessarios realizar estudos de biomonitoramento, que
avaliam os efeitos que os agrotdxicos causam em uma populacdo exposta, a curto prazo, como
0 Teste de Microntcleos (CORREA et al., 2009).

Diante disso, este estudo teve como objetivo avaliar a genotoxicidade de agrotdxicos
atraves do ensaio de micronucleos e outras alteragcdes nucleares (binucleacéo, broto nuclear,
cariorréxe, cromatina condensada, picnose e cariélise) em células esfoliadas da mucosa bucal
de individuos expostos diretamente pela exposi¢cdo ocupacional ou pela alimentacdo de
hortalicas contendo residuos de agrotoxicos.

MATERIAIS E METODOS ]
Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Uergs, CEP-Uergs (CAAE -

66075317.0.0000.8091, com o titulo original “Promocao da Saude do Agricultor Através do
Biomonitoramento do Efeito Genotoxico da Exposi¢do aos Agrotdxicos™) e seguiu todas as
Normas das Resolugbes vigentes da Etica em Pesquisa. Todos os individuos convidados a
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participar da pesquisa assinaram um Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) e,
apos responderam um questionario com informacdes a respeito da idade, sexo, habito de fumar,
frequéncia de ingestao de bebidas alcoolicas, histérico de cancer familiar, tempo de exposicdo
ocupacional aos agrotoxicos, entre outras informacGes. Foram excluidos da pesquisa 0s
participantes expostos a outras substancias quimicas potencialmente genotdxicas. Participaram
120 individuos divididos em 3 grupos: a) 40 consumidores de produtos ditos organicos
(controle); b) 40 consumidores de hortalicas produzidas por agricultura convencional
(exposicao indireta) e c) 40 agricultores, expostos diretamente aos agrotoxicos.

Células esfoliadas da mucosa bucal dos individuos foram coletadas de acordo com
Hernandes et al (2016). As células foram centrifugadas para lavagens sucessivas com solucao
Carnoy (etanol/&cido acético; 3:1), para a retirada de micro-organismos e residuos indesejaveis.
Ap0s, as laminas foram preparadas com o material celular e tratadas com solucéo acida de HCI
5M (20 min), para hidrolise do material bioldgico. Em seguida, as laminas foram lavadas em
agua corrente (por 10 min) e secas a temperatura ambiente. Para coloracdo, as laminas foram
tratadas com reagente de Schiff, (Lh30 min), contra coradas com fast-green acido (1 min) e
secas a temperatura ambiente. Para cada individuo, foram preparadas trés laminas e analisadas
1.000 células, ao Microscopio Optico (Nikon®©), para avaliacio de MN e de outras
anormalidades nucleares. A analise foi realizada em teste cego, por dois observadores
treinados, para realizar as médias das leituras. As células foram classificadas em basais e
diferenciadas. Para as basais foram consideradas as células com ndcleo grande e oval, e para
as diferenciadas, as células com nucleo pequeno e mais central. Foram analisadas apenas as
células com os nucleos intactos, ndo sobrepostas ou dobradas, com perimetro nuclear liso, que
apresentavam o citoplasma também intacto. A contagem dos MN, assim como das demais
alteracdes nucleares foi realizada de acordo com o protocolo proposto por Thomas et al. (2009).

A andlise estatistica foi realizada com o software GraphPad Prism 3.0. Os resultados
das analises microscopicas foram apresentados em meédia + erro padrdo. A distribuicdo dos
dados foi testada utilizando o teste Kolmogorov-Smirnov, para determinar se os dados seguem
uma distribuicdo normal. Para avaliar as diferencas nas médias das idades dos grupos, foi
utilizado o teste ANOVA. Os dados obtidos em cada anormalidade nuclear, por nao
apresentarem distribuicdo normal, foram analisados pelo teste Kruskal-Wallis, seguido de
Dunn’s, para comparagdes entre os grupos. Os dados foram considerados significativos quando
P <0,05.

RESULTADOS E DISCUSSOES

Os individuos dos grupos estudados ndo apresentaram diferencas significativas em
relacdo a idade (ANOVA; P = 0,0857). O grupo controle apresentou uma média de idade de
43,13 anos, variando entre 20 e 67 anos. Os consumidores de hortali¢as de cultivo convencional
apresentaram uma média de idade de 38,63 anos, variando entre 20 e 77 anos, enquanto o0 grupo
dos agricultores apresentou uma média de idade de 45,65 anos, com variacao de 21 a 76 anos.
Através da andlise dos questionarios respondidos pelos participantes, obteve-se também dados
acerca do habito de fumar e de ingerir bebidas alcodlicas. O grupo controle apresentou um total
de 5 individuos com habito de fumar e 22 participantes com habito de ingerir bebidas
alcoolicas. No grupo dos consumidores de hortalicas de cultivo convencional, 4 participantes
informaram ter habito de fumar e 12 com o habito de ingerir bebidas alcodlicas. Ja entre 0s
agricultores, 6 individuos informaram habito de fumar e 25 que ingeriam bebidas alcodlicas.
Foi considerado fumante o individuo que fumava pelo menos um maco de cigarro por dia e
para o habito de ingerir bebidas alcoodlicas, aqueles que ingeriram, pelo menos um copo, por
pelo menos 2 dias, semanalmente.
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A partir da contagem, ao microscopio éptico, de 1.000 células por individuo, obteve-se
as frequéncias de células basais (hormais e com micronucleos) e células diferenciadas com
micronlcleos e outros danos nucleares (Tabela 1). O grupo dos agricultores apresentou
aumento significativo (P < 0,001) da frequéncia de MN (1,52 + 0,34), quando em comparagéo
com os consumidores de hortalicas de cultivo convencional (0,55 * 0,15) e o grupo controle
(0,02 £ 0,02). Resultados similares foram observados por Remor et al. (2009) em trabalhadores
rurais dos municipios de Erechim e de ljui (RS), que mostraram uma frequéncia significativa
de MN de 0,76 £ 0,68 (média £ desvio padrdo) nos trabalhadores rurais, em compara¢do com
o controle (0,55 = 0,69; média + desvio padrdo). Os agricultores também apresentaram
aumentos significativos nas frequéncias de células com picnose (5,30 £ 0,61; P <0,001), com
cromatina condensada (3,55 + 0,49; P < 0,01) e caridlise (7,37 £ 0,55; P < 0,001) em
comparacdo ao grupo controle. Os consumidores convencionais apresentaram aumento
significativo apenas na frequéncia de cariolise (6,50 + 0,92; P < 0,001) e de células binucleadas
(1,10 £ 0,23; P < 0,05). Nao houve diferenca significativa entre a média de cariorrexe dos trés
grupos. Estes dados estdo de acordo com Benedetti et al. (2013), que sugerem que 0s danos
genéticos causados pela exposicdo a pesticidas podem levar a um aumento de células com
morte celular, induzidas por mecanismos que atuam de forma a promover a eliminacdo de
células geneticamente danificadas.

Tabela 1 — Alteragdes nucleares (média + erro padrdo) em células basais e diferenciadas do epitélio esfoliado da
mucosa bucal de consumidores organicos, convencionais e agricultores.

Parametros co? CcP Agricultores
(n =40) (n =40) (n =40)

Células Basais Normais 31,50+096 27,80+ 3,85 35,18 + 5,54
MN 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00 0,00 + 0,00

Células Diferenciadas

Danos no DNA MN 0,02 +0,02 0,55+0,15 1,52 £ 0,34***
Brotos nucleares 0,07 £ 0,04 0,50 + 0,15 0,67 +£0,15*

Citotoxicidade Binucleadas 0,25+ 0,07 1,10 £ 0,23* 0,92+0,24

Morte celular Cariorrexe 0,52+0,13 1,25+0,26 0,82 +0,22
Picnose 0,92 +0,26 1,47 + 0,40 5,30 + 0,61%**
Cromatina 1254021  1,20+0,27 3,55 + 0,40%*
condensada
Cariélise 1,72+ 0,43 6,50 £ 0,92*%** 7,37 +0,55%**

Legenda: a: CO - Consumidor Organico (Controle); b: CC — Consumidor Convencional; *Significante a nivel de
P <0,05; ** P < 0,01 e *** P < 0,001, avaliado pelo teste Kruskall-Wallis (ndo-paramétrico) seguido de
Dunn’s, para comparagdes multiplas.

Dados dos questionarios mostraram que 0s principais agrotdxicos usados foram
Roundup (Glifosato) por 45% dos agricultores, o Tordon ou Mannejo (Picloram + 2,4D), por
7,5%, o Bravonil e Dacobre (Clorotalonil) e o Tamaron ou o Fersol (Metamidofos) foram
relatados por 5%, enquanto que Malathion 500 EC (Malation) por 2,5% dos agricultores.
Destes, somente os dois ultimos ndo apresentam potencial carcinogénico. Além disto, 0s
individuos que relataram casos de cancer familiar também mostraram maior frequéncia de
micronucleos e alteracfes nucleares (dados ndo mostrados). Portanto, estes resultados nos
indicam gue os agrotdxicos usados pelos agricultores sdo potencialmente genotoxicos.

Portanto, neste estudo foi possivel relacionar os efeitos dos agrotoxicos nos agricultores
e nos consumidores. Nos agricultores, ndo se pdde realizar uma relagdo entre os danos celulares
observados a apenas uma Unica classe de agrotoxicos, pois a maioria dos agricultores relatou a
utilizacdo de produtos cujas formulagdes sdo misturas ou que usam muitos defensivos agricolas
de forma alternada. De acordo com Pereira et al. (2017), as maiores incidéncias de intoxicacoes



uergs <
Universidade Estadual do Rio Grande do Sul Sao Integra de Ensig,

Universidade Estadual do Rio Grande do Sul - 90 G130 Integrado de Ensino, Pesquisa e Extensao - Porto Alegre/RS - 26 - 28/06/2019 SIepexP““““""""“““‘“U"w

agudas por agrotdxicos ocorrem em individuos expostos, mas também podem ocorrer casos de
intoxicacOes cronicas, afetando a populagdo como um todo, devido a ingestdo de alimentos
contendo residuos de agrotoxicos. Portanto, os danos celulares encontrados nos consumidores
de alimentos de cultivo convencional podem ser decorrentes de residuos de agrotoxicos nos
alimentos, ndo somente em produtos de origem natural, mas em alimentos processados, tais
como cereais, paes, biscoitos e outros produtos que apresentam na sua composicao ingredientes
como o trigo, a soja e o milho. Além disso, produtos de origem animal também podem conter
tracos de pesticidas. Dessa forma, foi também possivel relacionar o aumento de alteracdes
nucleares encontradas nas células dos consumidores de alimentos cultivados com pesticidas
potencialmente genotoxicos.

CONCLUSOES

Frente ao exposto pode-se concluir que as maiores frequéncias de MN, assim como de
alteracdes nucleares decorrentes de mecanismos de morte celular, foram encontradas nos
agricultores e nos consumidores de alimentos de origem convencional. Através dos dados
obtidos, pode-se estabelecer a correlacdo entre os efeitos carcinogénicos e mutagénicos de
agrotoxicos utilizados pela maioria dos agricultores participantes deste estudo e a maior
incidéncia de alteracdes celulares nestes individuos.
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