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ARTICLEINTF ABSTRAC

Palavras-chave: A exposi¢do a pesticidas ¢ considerada um dos principais fatores subjacentes ao aumento do risco de distarbios

Expressdo de mRNA hematologicos em trabalhadores agricolas devido ao seu potencial carcinogénico. No entanto, o impacto genotéxico dos

dos genes de reparo
do DNA
Anormalidades cromossdmicas

pesticidas na integridade do DNA das células-tronco da medula 6ssea (BMSC) de agricultores expostos ainda nao é bem
conhecido. Avaliamos a presenca de anormalidades cromossémicas (CA) e a expressdo de mRNA de alvos de reparo de
DNA (ATM, BRCAI, BRCA2, RAD51, XRCC5, XRCC6, LIG4, CSA, CSB, XPA, XPC, XPG) em 90 amostras de medula

Agricultores
Pesticidas ossea de agricultores divididos em trés grupos: agricultura comercial (CF), agricultura familiar (FF) e agricultura organica
Biomarcadores (OF). Nossos resultados mostraram que os agricultores dos grupos CF (72,7%) e FF (27,3%) apresentaram valores

significativamente mais altos de CA em comparagéo com o grupo OF (0,0%; p= 0,003). O grupo CF apresentou menores
valores de XPG (p= 0,008), CS4 (p< 0,001), ATM (p= 0,036) e LIG4 (p= 0,004) de mRNA

do que OF. Os FF apresentaram menor expressao de XPG (p= 0,012) e LIG4 (p= 0,004) do que os OF. CF+ FF
individuos com= 12 anos de exposicao a pesticidas apresentaram menor expressdo de mRNA de XPC (p= 0,001), XPG (p=
0,010), CSB (p= 0,05), ATM (p= 0,030) e LIG4 (p= 0,044) do que aqueles que foram expostos por< 12 anos. O grupo
CF+ FF com AC apresentou uma expressdo menor de BRCA2 em comparagdo com o grupo CF+ FF sem AC (p= 0,007).
Esses resultados destacam que a exposi¢@o genotoxica a pesticidas afeta negativamente o perfil de expressdo de importantes
genes de reparo de DNA em BMSC, favorecendo lesdes cromossomicas irreparaveis.

1. Introducio descarte incorreto de residuos de pesticidas (Rigotto et al., 2013; Gama et
al., 2017).

A produgdo agricola constitui a principal base da economia brasileira e Os pesticidas foram classificados como carcindgenos humanos

o mercado de pesticidas experimentou uma rapida expansdo na ultima
década (190%), colocando o Brasil no topo do ranking mundial desde 2008
(Rigotto et al., 2014). O Brasil ja ¢ classificado como um dos principais
produtores de soja e o primeiro consumidor de pesticidas. As areas
agricolas com maior destaque no pais estdo localizadas regides Sul, Centro-
Oeste e Nordeste. "No Ceara, a regido do Baixo Jaguaribe ¢ uma das
maiores areas agricolas do semidrido, com intenso uso de agrotoxicos em
fruticultura. A contaminagao nessas areas ocorre por contato direto, pelo ar,
agua, pulverizagao de pesticidas e

conhecidos (Grupo 1A) e provaveis (Grupo 2A) pela Agéncia Internacional
de Pesquisa sobre o Cancer (IARC, 2014) e foram associados a alteragdes
cromossOmicas, estresse oxidativo, condi¢des neurodegenerativas, doengas
cardiovasculares e disturbios reprodutivos 2013;
Nicolopoulou-Stamati et al., 2016; Polito et al., 2016). As lesdes genéticas

(Cocco et al.,

530 eventos importantes no desenvolvimento da carcinogénese e o reparo
de DNA propenso a erros ¢ considerado um fator de risco para varios tipos
de cancer (Weeden e Asselin-Labat, 2018; Iyama e Wilson, 2013; Pawlyn e
Morgan, 2017). Os danos ao DNA podem resultar da exposi¢do genotoxica
ambiental,
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espécies reativas de oxigénio, irradiagdo UV e alteragdes quimicas que
podem ocorrer na fita simples ou na fita dupla do DNA, criando assim
instabilidade genomica que pode resultar em apoptose, senescéncia e/ou
desenvolvimento de carcinogénese (Hocijmakers, 2009; Weeden e Asselin-
Labat, 2018).

As quebras de DNA sao reparadas por meio de reparo de quebra de fita
simples (SSBR) ou reparo de quebra de fita dupla (DSBR). Para a quebra
de fita simples, o mecanismo mais significativo baseia-se no reparo por
excis@o nuclear (NER), que tem duas vias: reparo global do genoma
(GGR), sondando o genoma em busca de distor¢des de fita; e o reparo
acoplado a transcri¢do (TCR), que remove lesdes distorcidas que bloqueiam
as polimerases de RNA de alongamento (Alckseev e Coin, 2015; Budden e
Bowden, 2013; Scharer, 2013). Os principais participantes da via de reparo
NER incluem proteinas que compdem o grupo de complementagdo do
Xeroderma pigmentosum, especialmente as proteinas XPA, XPC, XPD e XPG
(Alekseev e Coin, 2015; Marteijn et al., 2014; Weeden e Asselin-Labat,
2018) e as proteinas da sindrome de Cockayne, especialmente CSA e CSB (Melis
et al, 2013; Petruseva et al., 2014; Saijo, 2013). A proteina XPC ¢
considerada a sinalizagdo celular do GGR, enquanto a CSA e a CSB sdo
consideradas a sinaliza¢do celular do TCR. Para ambos os ramos de NER, as
proteinas XPA, XPF e XPG sdo relatadas como os verdadeiros efetores (Weeden e
Asselin-Labat, 2018; Scharer, 2013).

As lesdes de quebra de fita dupla (DSBs) do DNA sdo consideradas o tipo
mais grave de dano ao DNA em células-tronco hematopoiéticas (HSC) que,
se nao forem reparadas adequadamente, podem contribuir para o
desenvolvimento de anormalidades cromossémicas e transformagao
neoplasica (Weeden e Asselin-Labat, 2018; Iyama e Wilson, 2013).
Existem dois mecanismos principais conhecidos para o reparo de DSBs:
juncdo de extremidades ndo homologas (NHEJ) e recombinag@o homologa
(HR). O primeiro (NHEJ) une as extremidades das fitas de DNA e esta
associado a um risco elevado de mutagénese, enquanto a recombinagdo
homologa (HR) usa a copia intacta na cromatide irma para alinhar e selar
adequadamente as extremidades quebradas de maneira livre de erros
(Weeden e Asselin-Labat, 2018; Iyama ¢ Wilson, 2013). O mecanismo de
reparo NHEJ depende do heterodimero Ku70/ku80 (XRCC6/XRCCS5) que se
liga as extremidades do DNA e a DNA ligase
IV por participar dos danos. Com relacdo a HR, a ATM sinaliza para
BRCA1/BRCA2, membros da familia BRCA, para interagir com o complexo RAD
(principalmente RAD51). Ambos os sistemas envolvem muitas proteinas
diferentes, e os processos sd3o muito mais complicados do que
simplesmente relatado aqui (Weeden e Asselin-Labat, 2018).

Os trabalhadores agricolas representam uma populagdo unica com
exposi¢ao substancial a varios possiveis carcindgenos, inclusive pesticidas.
Individuos empregados na agricultura apresentam perfis distintos de risco
elevado de cancer, especialmente para canceres hematopoiéticos da medula
ossea (Gunier et al., 2017) (Sindrome Mielodisplasica (SMD), Leucemia
Mieloide Aguda (LMA) e Mieloma Multiplo), o que nos levou
anteriormente a estudar alteragdes de genes de reparo de DNA na medula
ossea de trabalhadores agricolas. Nosso grupo demonstrou anteriormente
que a expressdo de mRNA e os polimorfismos funcionais de genes como
ATM, LIG4, BRCA2, BRCAI, XPA, XPC, XPD foram associados a
sindrome mielodisplasica e a leucemia mieloide aguda (Ribeiro et al., 2015,
2017a, b; Santiago et al., 2017). A exposi¢do a pesticidas tem sido
associada a estresse oxidativo, anormalidades cromossomicas, disturbios de
sinalizagdo celular e mutagdes genéticas (Chen et al., 2010; Herna ™ ndez e
Men~ endez, 2016), mas, até onde , ndo had nenhum relatorio que avalie a
expressdo de genes relacionados ao sistema de reparo do DNA. Assim, o
objetivo deste relatorio ¢ avaliar a presenga de anormalidades
cromossOmicas e alteragdes na expressdo de mRNA de genes de reparo do
DNA em amostras de medula 6ssea de uma populagdo agricola bem
definida exposta a pesticidas como possiveis novos moduladores da
exposi¢do a danos ao DNA.

2. Materiais e métodos
2.1. Sujeitos do estudo

Os grupos expostos a pesticidas consistiam em 90 agricultores divididos
em
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trés grupos: a) agricultura comercial (CF); b) agricultura familiar (FF); e c)
agricultura organica (OF) (USDA, 2015). O grupo CF ¢ formado por
trabalhadores que produzem em larga escala e sdo expostos diariamente (no
minimo 6 h/dia) a uma alta concentragdo de pesticidas com uso minimo de
dispositivos de protecdo (apenas 10% usam protegdo completa de
Equipamento de Protecdo Individual (EPI)). O grupo FF consiste em
individuos que cultivam para subsisténcia, onde o excedente de sua
produgdo ¢ vendido para os mercados locais ou regionais. Esse grupo lida
com os produtos quimicos de pesticidas de classe toxicologica mais alta e
ndo usa nenhum dispositivo de protecdo. O grupo OF ¢é formado por
agricultores que ndo usam pesticidas ha pelo menos dez anos e seguem o
desenvolvimento de diretrizes de agricultura sustentavel. Usamos esse
grupo como controle na tentativa de selecionar individuos da mesma area
geografica com um estilo de vida diferente, recrutados no mesmo periodo.

Os critérios de inclusdo foram previamente definidos por um estudo
epidemiolégico (Rigotto, 2011) realizado no municipio de Limoeiro do
Norte (nordeste brasileiro) (Fig. 1), uma regido onde os individuos viviam e
trabalhavam como agricultores por pelo menos dez anos, expostos ou ndo a
pesticidas. Este estudo foi aprovado pelo Comité Nacional de Etica e
Pesquisa (CONEP) e o consentimento informado por escrito foi obtido de
cada participante (N° 016.02.11).

2.2. Pardmetros demogrdficos e clinicos

Todos os individuos responderam a um questionario face a face, que
incluia informag¢des demograficas e habitos de vida didria, como idade e
sexo, consumo de alcool, habito de fumar, historico familiar de cancer, uso
de equipamentos de protecdo individual (EPIs), tempo de trabalho na
agricultura e tipo de agrotoxicos mais utilizados. Foram considerados
fumantes aqueles que consumiam um ou mais cigarros por dia, enquanto os
etilistas eram aqueles que consumiam pelo menos um tipo de bebida
alcoolica (Pires, 2010). Com relagdo ao tempo de trabalho, os agricultores
expostos a pesticidas foram dicotomizados entre aqueles que trabalham ha
menos de doze anos e aqueles com mais de doze anos de trabalho (Aratjo
et al., 2007). A aplicag@o de questionarios e a coleta de amostras de medula
Ossea foram realizadas em 2017 e 2018.

2.3. Aspiragdo e processamento da medula éssea

A medula 6ssea de todos os agricultores foi obtida por aspira¢do por um
hematologista experiente no mesmo dia em que os questionarios foram
aplicados e processados no Laboratéorio de Citogendmica do Cancer
(Universidade Federal do Ceard) para analise citogenética e de expressiao
génica.

2.4. Perfil de danos ao DNA por andlise de cariétipo convencional

As células da medula 6ssea foram cultivadas para andlise cromossomica
por caridtipo convencional de banda G. Em resumo, as culturas foram
estabelecidas em meio RPMI 1640 (Gibco, Grand Island, NY, EUA)
contendo 30% de soro fetal de bezerro. Apo6s 24 horas de cultura de células,
a colcemida foi adicionada para bloquear o fusivel mitético (concentragdo
final de 0,05 pg/mL). Apds o processo de incubagdo, as células foram
expostas a uma solugdo hipotonica (KCl 0,068 mol/L) e fixadas com o
tampédo de Carnoy (metanol/acido acético, propor¢do de 1:3). As laminas
foram preparadas e coradas com KaryoMAX® Giemsa Stain. Sempre que
possivel, foi analisado um minimo de 20 metafases de cada caso e os
cromossomos foram analisados com o CytoVion Automated Karyotyping
System (Applied Imaging, San Jose, CA, EUA). O nimero de metafases
analisadas para cada caso (amostras de medula dssea, ndo de sangue
periférico) seguiu a recomendagdo do ISCN 2016. O ISCN ¢ um sistema
internacional para citogendmica humana que estabelece regras basicas para
trabalhar e descrever qualquer rearranjo gendmico identificado por técnicas
que variam de cariotipagem a FISH, microarranjo e sequenciamento de
DNA (McGowan et al., 2016).
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Fig. 1. Localizagdo do municipio de Limoeiro do Norte, na Regido Nordeste (Brasil).

Fonte: INPE (Instituto Nacional de Pesquisas Espaciais).

2.5. Andlise de expressdo de mRNA

2.5.1. Extragdo de RNA total e sintese de cDNA

As extragdes de RNA total de células mononucleares isoladas foram
realizadas com TRizol Reagent™ (Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA), ¢ a sintese
de cDNA foi gerada a partir do RNA total com o High Capacity cDNA
Reverse Transcription kit® (Applied Biosystems, San Jose, CA, EUA), de
acordo com o protocolo do fabricante. As amostras de c¢DNA foram
armazenadas a -20° C até o uso posterior.

2.5.2.  PCR quantitativo em tempo real

As reagdes de PCR quantitativo em tempo real (QPCR) foram baseadas em
ensaios TagMan (Applied Biosystems, Carlsbad, CA, EUA) e executadas em
um 7500 Fast System® (Applied Biosystems, Carlsbad, CA, EUA).
Inventariado. O sistema de expressdo génica Taq- Man (Applied Biosystems,
Carlsbad, CA, EUA) foi empregado para a expressdo génica quantitativa dos
genes de reparo de DNA selecionados: a) Classe de fita simples: XPG
(Hs01557031_m1), ERCC6 (Hs00972920_ml), ERCCS (Hs01122124 ml),
XPA (Hs00166045_m1)
e XPC (Hs01104213_m1l); b) Classe de fita dupla: ATM (Hs01112344_ml),

BRCAI (Hs01556191_ml), BRCA2
(Hs01037423_ml), RADS1 (Hs00947967_m1l), XRCC5-ku80
(Hs00897854_ml), XRCC6-ku70 (Hs00750856_s1) e LIG4

(Hs00934061_ml). Para validar a estabilidade do nivel de expressdo dos
genes candidatos para controles endogenos, usamos o software Best keeper.
Com base nisso, o nivel de expressdo da hipoxantina fosfibosiltransferase 1
(HPRTI) e da ubiquitina (UBC) foi escolhido para normalizar as diferencas
no cDNA de entrada. Cada amostra foi realizada em duplicata e as
proporgdes de expressio foram calculadas usando o método 2°4C¢
(Schmittgen e Livak, 2008).

2.6. Andlise estatistica

Dados sobre a expressao relativa de mRNA (valores ACq - ciclo
quantitativo)

182 (2021) 103564

5 04° 58 00"
038°15'15" 594000 606.000 613000 630000
B 2 n B

504°58'00"
037°46' 45"

9.446.000 I

LIMOEIRO

9.434.000

9.422.000

505°18'00"
038°15'15"

505°18'00"
037°46' 45"

12 0 12 24 56 a8Km

ESCALE: 1:60.000

Legend

I Others Regions
I Northeast

foram expressos como média e intervalo (maximo e minimo) a fim
determinar a possivel associagdo entre as expressdes génicas relativas e as
variaveis analisadas. A normalidade foi avaliada pelo teste de Shapiro-Wilk
e os outliers foram removidos da andlise final. O feste t de Student ou a
ANOVA unidirecional com o teste Post-Hoc de Tukey ou Games Howell
foram empregados para analisar as associa¢des entre a expressdo génica e
as variaveis de resultados. A homogeneidade das varidncias de todas as
variaveis foi testada pelo teste de Levene. Como os genes funcionam em
uma cascata de eventos, avaliamos suas correlagdes usando o teste de
correlagdo de Pearson para obter os valores de r e r2. A magnitude do
coeficiente de correlagdo de Pearson foi usada para medir a forgca das
correlagdes da seguinte forma: 0,1 <||

< 0,3= correlagdo pequena; 0,4 <|r [<0,6=
média/moderada e| r |> 0,7= grande/forte (Mukaka, 2012).

O teste do qui-quadrado foi usado para comparar as frequéncias entre os
grupos. Como a expressdo génica ¢ uma variavel continua, usamos uma
regressdo multipla padrdo para prever a expressdo génica com base em
varias variaveis independentes (continuas ou categoricas). Ela foi executada
para levar em conta a possivel importancia do tabagismo, do consumo de
alcool, da duragdo da exposicdo e de outros fatores que poderiam
influenciar a expressdo dos genes mais significativos. Foram testadas as
suposi¢des de linearidade, independéncia de erros, homocedasticidade,
pontos incomuns e normalidade dos residuos.

As analises estatisticas foram realizadas com os pacotes de software
GraphPad Prism 5 (GraphPad Prism software, La Jolla, CA, EUA) e SPSS 20.0
(SPSS Inc., Chicago, IL, EUA). Foi considerada uma probabilidade de erro do
tipo I (valor p) de< 0,05.

correlagdo

3. Resultados
3.1. Caracterizagdo dos agricultores
As caracteristicas de 90 agricultores (50 CF, 30 F F e 10 OF), obtidas por

meio do questionario, sdo apresentadas na Tabela 1. A média de idade foi
de 41



M.B. Costa et al. Toxicologia e Fari logia Ambi. 182 (2021) 103564

Tabela 1 a associagdo Fosfonometil+ O glifosato foi relatado como o mais usado,
Caracteristicas dos grupos de seguido pelo paraquat. Com relagdo aos fungicidas, o tebuconazol e o
agricuttores: Agricult Agricult Valor tiabendazol foram os mais aplicados (Tabela 2).

Parametros Agricultura ura ura P Foram realizadas analises citogenéticas em todos os agricultores (n= 90).

comercial familiar organica De
Nimero de casos (%) 50/90 (55.5) 30/90 10/90 desses, 40 (44,4 %) apresentaram resultados de analise de cariétipo (Tabela
(33.3) (11.2) e
55,4 % dos agricultores ndo apresentaram metafases. Anormalidades
cromossomicas

Idade da midia (anos) 41(22-62) 50 (32-69) 46 (32-60) 0.735 foram detectados em 11/40 (275%), com 8/11 (72,7%), 3/11 (27,3%) ¢ 0/11

Género (/%) (0%) casos relacionados a FC, FF e OF, respectivamente (Tabela 1). De
Masculino 48 (96.0) 30 (100.0) 10 (100.0)

Feminino 2 (4.0) 0 (0.0) 0 (0.0) )

S ;oqueamento (n/%) Tabela 3
Sim 12 (25.5) 2(7.4) 2 (20.0) 160 D:S:ria~ detalh o X X .

Nio 35 (74.5) 25 (92.6) 8 (80.0) ¢d0 detalhada do cariotipo das células da medula dssea de 40 agricultores.

Alcool (n/%) Caso Idade/géne  Cariotipo - um sistema internacional para Grupos de
Sim 27 (57:5) 15(5.6) 7.(70.0) 664 10 citogenética humana (ISCN) 2014 trabalhadores
Néo 20 (42.5) 13 (44.6) 3 (30.0)

Histoérico familiar de 1 25/M 46,XY[20] CF
cancer 2 34M 46,XY[15] CF
Sim 14 (36.8) 13 (54.2) 6 (60.0) 3 29M 46,XY[20] CF
Nio 24 (63.2) 11 (45.8) 4(40.0) 257 4 33M 46,XY[11] CF

Anos de exposi¢do (n/ 5 31/M 46,XY[20] CF
%) 6 52/M 46,XY[30] CF
< 5 anos 8 (17.0) 1(3.3) - 7 53/M 46,XY,add(4)(2q35)[41/46,XY[16] CF
5212 anos 4(8.5) 3(10.0) - 189 8 48/M 46,XY[7] CF
Z{3amgs 13 343 75485 . f2 BN igi)§¥(gg]el(l1)&%232L4%46,XY[16] &

Angs e giposicao 35 (74.5) 26 (86.7) - 198 19 S5 483370 2 VA6 AV 2] &

Us&de EPI (/%) 1y 4 ig:§¥%<ﬂ(4)(?q35)[3]/46,XY[16] &

Mascara 15 28/M 46, XY [10] CF
Sim 23 (46.0) 12 (40.0) - .600 16 S1/M 46, XY [10] CF
ndo 27 (54.0) 18 (60.0) - 17 54/M 25,4+ 4[3]/33,+ 1,+ 2,+ 5+ 10+ CF

Oculos 16,+ 17,+ 18,+ 19,+ 21,+ 22[3]/43,-10.-16,-Y
Sim 16 (32.0) 9 (30.0) - 851 [31
Nio 34 (68.0) 21 (70.0) - 18 62/M 32~45,XY ,-1,-18,-7,-14,-16[cp9] CF

Chapéu 19 41/F 46,XX,del(18)(p11.21)[4]/46,XX[22] CF
Sim 44 (88.0) 25(83.3) - 557 20 36M 46,XY[10] CF
Nio 6 (12.0) 5(17.7) - 21 64/M 46,XY[5] CF

Botas 22 60/M 46,XYdel(11)(q23)[31/46,XY[17] CF
Sim 46 (92.0) 21 (70.0) - 009 23 27/M 46,XY[20] CF
Nao 4 (8.0) 9 (30.0) - 24 50M 46,XY[10] FF

Macacio 25 49/M 46,XY[20] FF
Sim 18 (36.0) 8(26.7) - 388 26 45/M 46,XY[10] FF
Nio 32 (64.0) 22 (73.3) . 27 53/M 47,XY,+ mar[4]/46,XY[18] FF

Perfil de danos a0 DNA 28 42/M 20~30. + 1,+ 14,+ 16,+ 18,+ 21,+ 22[5]/45,XY FF
(/%) [5]

Cromossémico 29 54/M 46,XY[7] FF
Anormalidades 30 34/M 46,XY[20] FF
Cariétipo 31 46/M 18~35,XY,-4,-5,-8,-9,-11,-16,-17,-19,-20.-21,- FF
anormal 8/11 (72.7) 3/11 (27.3) 0/11 (0.0) 0.003 22[87/46.XY[2]

32 57/M 46,XY[20] FF

em anos. EPI equipamento de protecdo individual. 33 60/M 46,XY[25] OF
34 43M 46,XY[15] OF

anos (variagdo de 22 a 62 anos - grupo CF), 50 anos (varia¢do de 32 a 69 35 32M 46.XY[15] OF
. - 36 59/M 46, XY [4] OF

anos - grupo FF) (,: 4§ an(?s (variag@o de 32 a 60 an'os - grupo OF). Nao 3 SaM 46.XY[20] oF
houve diferenga significativa (p= 0,7356) entre a idade dos grupos de 18 s6/M 46.XY[17] oF
trabalhadores. Os agricultores também foram estratificados quanto ao 39 40M 46,XY[7] OF
tabagismo (p= 0,160), consumo de alcool (p= 0,664), histérico familiar de 40 50/M 46,XY[10] OF

cancer (p= 0,257), tempo de exposi¢cdo< 12 anos e> 12 anos (p= 0,198) e
uso de EPI (p> 0,05). Nao houve diferenca significativa para nenhuma das
variaveis (Tabela 1). A Tabela 2 mostra os pesticidas usados com mais
frequéncia. Entre os herbicidas,

Legenda: IM: Masculino; F: Feminino; CF: Agricultura comercial; FF: Agricultura
familiar; OF: Agricultura organica; Mar= cromossomo marcador; del= delegdo. []
Numero de metafases analisadas.

Tabela 2

Descrigdo dos agrotoxicos mais utilizados em ordem decrescente pelos agricultores de Limoeiro do Norte - CE.

Nome comercial Ingrediente Ativo Classificagao toxicologica ** Classificagao ambiental *** Tipo Grupo quimico
Roundup Fosfonometil+ Glythosate v I Herbicida Glicina Substituida
Gramoxone 200® Paraquat I )i Herbicida Bipiridinia

Folicur 200CE® Tebuconazol 1 I Fungicida Triazol

Tecto SC® Tiabendazol m I Fungicida Benzimidazol
Orius 250 EC® Tebuconazol I 11 Fungicida Triazol

Legenda. ** Classes toxicologicas: I - Extremamente Téxico; II - Muito Toxico; III - Moderadamente Téxico; IV - Pouco Toxico. *** Classes ambientais: I - Altamente Perigoso, II -Muito Perigoso
Muito Perigoso, III - Perigoso, IV - Pouco Perigoso.
Fonte: Rigotto?®, 2011.
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Com base nesses dados, pode-se concluir que a presenca de anormalidades
cromossOmicas nos grupos FC e FF foi estatisticamente maior do que no grupo
OF (p= 0,003) (Tabela 1). As anormalidades mais comuns foram as
aneuploidias (presen¢a de um numero anormal de cromossomos em uma
célula). Modificagdes estruturais (alteragdes na morfologia cromossémica),
como del (11), del (18) e add (4), também foram identificadas (Tabela 3).

3.2. Expressdao de mRNA

3.2.1. Os genes de reparo do DNA sdo regulados para baixo em
agricultores expostos a pesticidas
Avaliamos a expressdo de mRNA de SSB (XPC, XPA, XPG, CSB ¢
CSA), DSB-HR (ATM, BRCAI, BRCA2, RAD51) e DSB-NHEJ (XRCC5-
ku80, XRCC6-ku70, LIG4) comparando os trés grupos: Agricultura
comercial (CF); agricultura familiar (FF) e agricultura organica (OF) de todos os
participantes (n= 90) (Tabela suplementar 1).

Foi observada uma diferenga significativa entre os trés grupos. O grupo
FC apresentou uma regulagdo negativa significativa na expressdo de mRNA de
XPG (p= 0,008; 95% CI= 0,0041558-0,0150491), CSA (p< 0,001; 95
% CI= 0,0000008-0,0002348), ATM (p= 0,036; 95 =
0,000625306-0,020115306) e LIG4 (p= 0,004; 95 =
0,00655793-0,028770529) em comparagdo com o grupo OF. Da mesma
forma, os participantes do FF também apresentaram niveis significativamente
mais baixos de mRNA de XPG (p= 0,012; IC95%= 0,010001 - 0,145387),
ATM (p= 0,02; =
0,0005305-0,000088) e LIG4 (p= 0,004; 95 %CI= 0,006518560-
0,028919468) do que os individuos OF. (Fig. 2A, B, E, F). Nao houve
diferencas estatisticamente significativas para XPC (p= 0,051), XPA4 (p=
0,168), CSB (p= 0,363), BRCAI (p= 0,770), BRCA2 (p= 0,562), RADS51
(p= 0,125), XRCC5-ku80 (p= 0,286) ¢ XRCC6-ku70 (p= 0,665). Veja
Tabela suplementar 1.

Para a analise de acompanhamento, dividimos os individuos em dois
grupos com base na presenga (grupos CF e FF) ou auséncia (grupo OF) de
exposi¢do ambiental a pesticidas. Detectamos uma regulagdo negativa na
expressao de mRNA de XPG (p= 0,004; IC de 95%= 0,0015982-0,0124895),
CS4 (p=0,009; IC de 95%= 0,000088-0,0003065) e LIG4 (p= 0,002;

95 %CI= 0,0087933372-0,0267322557) no grupo exposto a pesticidas (Fig.
2C, D, G). Nao houve diferengas estatisticamente significativas para XPC (p=
0,162), XPA4 (p= 0,058), CSB (p= 0,284), ATM (p= 0,089), BRCAI (p=
0,597), BRCA2 (p= 0,539), RAD51 (p= 0,548),

XRCC5-ku80 (p= 0,455) e XRCC6-ku70 (p= 0,104) (Tabela suplementar
2).
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3.2.2. A regulagdo negativa dos genes de reparo do DNA parece depender
tempo de exposi¢cdo em agricultores expostos a pesticidas

Entre os agricultores expostos a pesticidas, dividimos os grupos em
dois, de acordo com o intervalo de exposi¢do (ou seja, agricultores com 12
anos ou mais de exposi¢do a agroquimicos e agricultores com menos de 12
anos). Detectamos que aqueles= com 12 anos de exposi¢do apresentaram
uma diminui¢@0 na expressdo génica de XPC (p= 0,001; IC95%= 0,0034934-
0,0356410), XPG (p
=0,010; IC95%= 0,0015982-0,124895), CSB (p= 0,05; =
0,0003037-0,0034931), ATM (p= 0,030; IC95%= 0,0007262385-
0,0133437807) e LIG4 (p= 0,044; 1C95%= 0,0002129550-
0,0135447272) (Fig. 3A-E). Nao encontramos diferengas estatisticamente
significativas para os outros genes: XPA (p= 0,667), CSA (p= 0,189),
BRCAI (p=0,186), BRCA2 (p= 0,466), RAD51 (p= 0,273), XRCC5-
ku80 (p= 0,413) e XRCC6-ku70 (p= 0,548) (Tabela suplementar 3).

3.2.3. Anormalidades cromossémicas em agricultores expostos a pesticidas
estdo associadas a baixa expressao de BRCA2

Os agricultores expostos a pesticidas que apresentaram anomalias
cromossOmicas mostraram baixa expressdo de BRCA2 em comparagdo com
os expostos a pesticidas sem anomalias cromossomicas (p= 0,007; 95%
CI= 0,0084937539-0,0480907490) (Fig. 4). Nao encontramos diferengas
significativas em relag@o aos niveis de expressdo génica de XPA (p= 0,866),
XPC (p= 0,317), XPG (p= 0,140), CSA4 (p= 0,770), CSB (p= 0,780), ATM
=
0,836), LIG4 (p= 0,062), BRCAI (p= 0,668), RAD51 (p= 0,157),
XRCC5-ku80 (p= 0,334) e XRCC6-ku70 (p= 0,498) (Tabela 4suplementar
).

3.3. A expressdo dos genes de reparo do DNA esta correlacionada em
agricultores expostos a pesticidas

Usando a analise de correlacdo de Pearson, encontramos correlagdes
intragrupo entre os genes pertencentes a mesma classe de reparo de quebra,
ou seja, SSB e DSB, em agricultores expostos a pesticidas (Tabela 4).

Para os genes da via SSB, foram identificadas correlagdes positivas
entre XPG e CSB (r= 0,821; p= 0,000) (Fig. Suplementar 1A). 1A), XPC e
CSB (r= 0,658; p= 0,000), XPC e XPG (r= 0,641; p= 0,000), XPA4 ¢ CSB
(r=0,635; p= 0,000), XPA e XPG (r= 0,627; p
= 0,000), XPG e CS4 (r= 0,536; p= 0,000), CSA e CSB (r= 0,515; p=
0,000), XPA ¢ XPC (r= 0,496; p= 0,000) ¢ XPA e CS4 (r= 0,327, p=
0,019).

Quanto aos genes DSB, também foram identificadas correlagdes
positivas entre varios marcadores: BRCAI e RAD51 (r= 0,770; p< 0,000)
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Fig. 2. Analise dos genes de reparo do DNA de acordo com os grupos de agricultores.

Legenda. A. Expressdo do mRNA XPG em grupos de agricultores. B. Expressdo do mRNA CSA em grupos de agricultores. C. Expressao do mRNA XPG nos grupos expostos e ndo

expostos.

D. Expressdao do mRNA CSA nos grupos expostos e nao expostos. E. Expressdao do mRNA ATM de acordo com os grupos de agricultores. F. Expressdo do mRNA LIG4 nos grupos
de agricultores. G. Expressao do mRNA LIG4 nos grupos expostos e ndo expostos. O asterisco indica diferengas significativas (p< 0,05) entre os grupos. SSB: Genes relacionados a
via de reparo do DNA por quebra de fita simples. DSB: Genes relacionados a via de reparo de DNA por quebra de fita dupla. CF. agricultura comercial. FF. agricultura familiar. OF.

Agricultura orgénica.
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Fig. 3. Analise dos genes de reparo do DNA de acordo com o tempo de exposi¢@o aos agroquimicos.

Legenda. A. Expressio do mRNA XPC em relagdo ao tempo de exposi¢do a agrotoxicos. B. Expressio do mRNA XPG em relagdo ao tempo de exposigdo aos agrotoxicos. C.

Expressdo do mRNA CSB em relagdo ao tempo de exposi¢do aos agrotoxicos. D. Expressdo do mRNA ATM em relagdo ao tempo de exposigdo aos agrotoxicos. E. Expressdo do

mRNA LIG4 em relag@o ao tempo de exposi¢do aos agrotoxicos. O asterisco indica diferencas significativas (p< 0,05) entre os grupos. SSB: Genes relacionados a via de reparo de
DNA por quebra de fita simples. DSB: Genes relacionados a via de reparo de DNA de quebra de fita dupla.
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Fig. 4. Analise dos genes de reparo do DNA de acordo com o caridtipo.
Legenda. Expressio do mRNA de BRCA2 de acordo com o cariotipo. O asterisco
indica diferengas DSB.: Genes

significativas (p< 0,05) entre os grupos.

relacionados a via de reparo do DNA por quebra de fita dupla.

(Fig. 1B Suplementar), BRCA1 ¢ XRCC5-ku80 (r= 0,588; =

0,000), BRCAI e LIG4 (1= 0,473; p= 0,000), XRCC5-ku80 e LIG4 (r

= 0,427; p= 0,002), BRCAl e BRCA2 (r= 0,406; p= 0,001), BRCAI e
XRCC6-ku70 (r= 0,394; p= 0,002), ATM e LIG4 (r= 0,383; p= 0,003),
ATM e XRCC5-ku80 (r= 0.359; p= 0,007), XRCC5-ku80 ¢ XRCC6-ku70
(r= 0,304; p= 0,030), BRCA2 ¢ RAD51 (1= 0,268, p= 0,03) e BRCA2 ¢
XRCC6-ku70 (r= 0,267, p= 0,03).

Esses resultados reforcam que esses genes funcionam de forma
dependente como uma cascata de eventos em agricultores expostos a
pesticidas, indicando que a exposi¢do a agrotoxicos pode causar alteragdes nos
niveis de expressdo dos genes de reparo do DNA, provavelmente afetando, de
forma independente, as vias de reparo por SSB e DSB.

4. Discussio

A instabilidade gendmica causada por lesdes no DNA ou exposi¢do
ambiental genotdxica pode causar danos genéticos e, portanto, levar a

ocorréncia de carcinogénese, especialmente quando ocorre dano ao
mecanismo de reparo (Kvitko et al., 2012; Benedetti et al., 2017). Os
ensaios citogenéticos e moleculares sdo de fundamental importancia para
definir a predisposi¢cdo, o diagnéstico e o prognédstico das neoplasias
hematologicas e tém alto valor na identificacdo dos efeitos dos pesticidas
(Prakash et al., 2016; Chaves et al., 2016).

Descobrimos que o numero de anormalidades cromossdmicas nos
grupos CF e FF foi significativamente maior do que no grupo OF. Pajic et al.
(2017) realizaram um estudo de coorte com 219 casos (99 controles versus
120 expostos) para avaliar a presenca de alteragdes citogenéticas em
linfécitos do sangue periférico como um marcador de danos ao DNA em
uma populagdo sérvia exposta ou ndo a pesticidas. Os autores identificaram
que as pessoas expostas a pesticidas apresentaram
significativamente mais altos de pardmetros de aberracdo cromossdmica
(ou seja, quebras de cromatides e isocromatides) em comparagdo com o
grupo de controle (Pajic et al., 2017), demonstrando a importancia da
analise citogenética como um marcador de danos ao DNA em resposta a
exposi¢ao a fatores genotoxicos. No entanto, a avaliagdo de anormalidades
cromossOmicas em células do sangue periférico ndo é um verdadeiro
preditor de alteragdes clonais, uma vez que as neoplasias hematologicas
correspondem a doengas originadas em células-tronco hematopoiéticas.

Portanto, nossos resultados s@o Uteis para explicar a associagdo entre a
exposigdo a pesticidas e o desenvolvimento de neoplasias hematologicas,
uma vez que essas alteragdes citogenéticas também podem ser identificadas
em doengas malignas, como leucemia e sindrome
mielodisplasica (Rack et al., 2019). Assim, reafirmamos que a andlise
citogenética das células da medula 6ssea ¢ um parametro confiavel para
avaliar danos ao DNA em individuos expostos a pesticidas, pois reflete o
real impacto maligno dessa exposi¢do ocupacional.

Nossos resultados demonstraram que a presenca de danos ao DNA e
anormalidades cromossomicas em trabalhadores rurais pode estar
relacionada a mudangas no perfil de expressdo dos genes de reparo do
DNA. Detectamos que alguns dos genes de reparo do DNA foram regulados
negativamente em agricultores expostos a pesticidas. O grupo de agricultura
industrial apresentou menor expressdo de CSA, XPG, ATM e LIG4 em
comparagio com a agricultura organica. E importante observar que o CSA4 e
o ATM sao os principais sinalizadores celulares do reparo do DNA. Da
mesma forma, o XPG é um verdadeiro efetor do reparo da classe SSB,
enquanto o LIG4 funciona de forma semelhante para o DSB (NHEJ). Da
mesma forma, o grupo de agricultura familiar também apresentou XPG e
LIG4 mais baixos em comparag¢@o com o grupo de agricultura organica,

valores

hematoldgicas
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Tabela 4
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Analise de correlagdo de Pearson entre genes de reparo de DNA das classes SSB (canto superior esquerdo) e DSB (canto inferior direito) em agricultores expostos a pesticidas. Os

valores de r de Pearson sido informados na metade inferior esquerda, enquanto os valores de p sdo mostrados na metade superior direita, acima da diagonal. Observe que as

correlagdes entre os genes das classes SSB e DSB nao alcangaram significancia.

SSB genes DSB genes
GENES xPC | xpG | esa | ose | Aty | Brear| Breaz| RaDsT| XRCCS | XRCCE | L1GY
0.000% | 0019% [ 0.00vx | 0.727 || v.oss [ 0.699 | 0912 [ 0980 | 0452 | 0740 | povalue
XPC | 0.496 0.000% | 0.752 [ 0.000% | 0882 || 0936 [[ 0201 | vusa | 0834 | 0127 | 0.545 || (2-tailed)
SSB XPG 0.627 | 0.641 0.0005 | 0019 | 040 0.331 0,980 || 0.448 0.584 | 0.9s6
SN s | 0327 | 0043 | 0, 0.000% | 0oos | 0 0870 | 0.377 ||| 0448 ||| 0.384 | 0.148
CSB | 0.635 | 0.658 0.368 ||| 0.987 ||| 0.868 [ 0.515 | 0941 [ 0498 | 0.749
Ars | 0031 | -0.020 | -0.014 | 0000 [ -0.124 0070 | osex | o007 [ 0340 | 0003
BrcAl | 0059 | 0011 | c0010 | 0195 | 0002 0.001% | 0.000% | 0.000% | 0.002% | 0.000%
greaz | 00ss | a2 | 0131 | 0022 | 0023 | 0216 0.251 | 0.039% | 0.007
g[:jfs #AD31 | -0.016 | -0.003 | -0.113 | -0.004 | 0.001 | -0.022 0.000%
XRCCS | 0004 | <0031 | 0082 | 0191 | oo11 | 0.359
XRCC6 | -0.118 | -0.226 | 0003 | 0121 | -0.101 | 0.124
LiG4 | -0.049 | -0.085 | -0.008 | 0200 | -0.045 | 0.383

Pearson’sr

Legenda: A escala de cinza ¢ progressivamente mais escura de acordo com o grau de correlagdo r de Pearson e a significancia dos valores de p (2 tailed) mostrados acima. Os

asteriscos em negrito indicam valores significativos (p< 0,05).

0 que sugere que a exposicdo a pesticidas pode ser a principal responsavel
por essa regulag@o negativa.

E relevante o fato de que nosso estudo foi realizado em uma regiio bem
delimitada, que frequentemente tem sido relatada como tendo
contaminacdo do ar, do solo e da agua por pesticidas (Rigotto et al., 2013;
Ferreira e Viana Junior, 2015; Gama et al.,, 2017). Nosso grupo de
referéncia (controle) consistiu em trabalhadores agricolas que viviam na
mesma regido, sobrepondo-se no tempo e no espaco aos grupos de
exposi¢ao, que trabalhavam apenas com agricultura orgdnica e nao eram
expostos a pesticidas (agricultura organica).

Entre os trabalhadores agricolas expostos (grupos CF e FF), o pesticida
com o maior uso relatado foi o glifosato, que ¢ classificado como 2A
(provavelmente carcinogénico para humanos) de acordo com a IARC
(International Agency for Research on Cancer, 2014). A associagdo do
glifosato com danos ao DNA foi relatada anteriormente em peixes e
mamiferos (Moya et al., 2014). Braz-Mota ct al. (2015) avaliaram os efeitos
toxicos do glifosato em juvenis de tambaqui (Colossoma macropomum),
um peixe muito importante da Amazonia no Brasil, detectando um aumento
nos danos ao DNA em células de tambaqui expostas ao glifosato. Mais
recentemente, Townsend et al. (2017) avaliaram as concentragdes de
glifosato sobre os danos ao DNA wusando células Raji humanas e
demonstraram que a citotoxicidade do glifosato tinha uma natureza
citotéxica definitiva em células humanas em altas concentra¢des, conforme
demonstrado com altos danos ao DNA detectados pelo ensaio cometa.
Koller et al. (2012) também avaliaram os danos ao DNA do glifosato em
uma linha de células epiteliais bucais derivadas de humanos e encontraram
efeitos genotdxicos significativos apdés uma curta exposicdo a
concentragdes que correspondem a uma diluicdo de 450 vezes da
pulverizag@o normalmente usada na agricultura.

Outro pesticida mais relatado foi o paraquat, que também foi associado a
danos ao DNA (Ali et al., 1996; Feng ¢ Kathleen, 2012) e a regulagdo negativa
de proteinas antiapoptoticas (Hathaichoti et al., 2017). Todos esses
resultados reforcam o efeito mutagénico de ambos os pesticidas, mas o
mecanismo real de sua indugdo de danos ao DNA ainda ndo ¢é totalmente
compreendido. Nosso relatorio é o primeiro a sugerir um possivel efeito
desses pesticidas na diminuig¢do da expressdo dos genes de reparo do DNA
nas células da medula 6ssea, o que pode ter um profundo impacto a jusante,
levando a condic¢des cronicas progressivas, como o cancer.

A regulagdo negativa dos genes de reparo do DNA também parece ser
dependente do tempo em agricultores expostos a pesticidas. Detectamos
que os genes de quebra de fita simples (XPC, XPG e CSB) e de fita dupla
(ATM e LIG4) apresentaram expressdo mais baixa em agricultores expostos
a pesticidas por mais de 12 anos do que naqueles que apresentaram menos
de 12 anos. Cancer

O cancer de medula dssea ¢ um processo que depende do tempo e os
estudos epidemioldgicos demonstraram que, em geral, s3o necessarios
varios anos de exposi¢do para o desenvolvimento do cancer de medula
Ossea, mas também depende do tipo de agente exposto. Jie Jin et al. (2014)
avaliaram a exposi¢@o a pesticidas como fator de risco para as sindromes
mielodisplasicas, o cancer de medula 6ssea mais comum do mundo
ocidental, em uma meta-analise de onze estudos de caso-controle e
detectaram um forte efeito responsavel por um aumento de 63% no risco de
desenvolvimento das caracteristicas iniciais da SMD (anemia refrataria
(AR) e anemia refrataria com sideroblastos em anel). Uma avaliagdo muito
recente de cancer em uma populagdo de 70.570 trabalhadores agricolas do
Canada mostrou que o risco de desenvolver leucemia era significativamente
elevado entre os agricultores, com os agricultores de garupa apresentando
um aumento de 2 vezes no risco de desenvolver mieloma multiplo (Kachuri
etal., 2017).

Nosso trabalho indicou que as anormalidades cromossémicas eram
frequentes entre os individuos expostos e estavam associadas a menor
expressdo de BRCA2. Até onde , este ¢ o primeiro relatério a avaliar o
cariotipo das células da medula Ossea de agricultores aparentemente
saudaveis expostos a pesticidas. Ficamos surpresos com a detec¢do comum
de anormalidades cromossomicas, como aneuploidia e delegdo de 11q
nesses participantes, ja que esses sao defeitos geralmente detectados em
distarbios da medula 6ssea de pacientes com leucemia e MDS. Podemos
especular que os niveis mais baixos de expressio do BRCA2, um
importante gene de reparo de quebra de fita dupla, podem ser uma etapa
crucial para o desenvolvimento dessas anormalidades. As muta¢des do
BRCA2 tém sido amplamente associadas a anormalidades estruturais dos
telomeros, o que pode predispor os individuos a alteragdes cromossdmicas.
O BRCAZ2 também ¢ essencial para a corre¢do de intermediarios de reparo
de danos oxidativos ao DNA que persistem na fase S e produzem quebras
de fita dupla (Fridlich et al., 2015; Uziel et al., 2016). Essas proposigdes
devem ser cuidadosamente avaliadas em modelos in vitro ou murinos.

No entanto, ¢ preciso enfatizar que ¢ extremamente desafiador obter
células frescas da medula Ossea para cultura e expressdo de RNA de
agricultores expostos a pesticidas, dada sua localizagdo, acessibilidade e
devido a invasividade do procedimento de coleta dessas amostras. Nao
podemos descartar que as associagdes observadas possam refletir uma série
de outros fatores, inclusive a predisposi¢do genética. Embora esses
resultados devam ser interpretados com cautela, uma vez que essas
mutagdes predisponentes também podem funcionar de maneira semelhante
e encontramos correlagdes de expressao significativas entre varios genes
investigados, acreditamos que as associagdes detectadas ndo foram por
acaso devido a existéncia de literatura de apoio que associa os pesticidas a
danos cumulativos em
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Sistemas de reparo de DNA (Benedetti et al., 2017; Kwiatkowska et al., 2017;
Kaur e Kaur, 2018).

Em conclusdo, até sabemos, este ¢ o primeiro estudo a realizar a analise
de cromossomos pareados e a desregulagdo do painel de expressdo de genes de
reparo do DNA em células da medula 6ssea de trabalhadores agricolas. Esses
resultados destacam que a exposicdo genotoxica a pesticidas afeta
negativamente o perfil de expressdo de importantes genes de reparo do
DNA nas células-tronco da medula 6ssea de agricultores, favorecendo o
envolvimento de lesdes cromossOmicas irreparaveis, que podem levar ao
desenvolvimento de uma doenga maligna.

Enfatizamos a importancia da necessidade urgente de estudos in vitro e
modelos in vivo para avaliar melhor essas provaveis al- teragdes que , em
que foi observada uma notavel regulacdo negativa dos genes de reparo do
DNA em agricultores expostos a pesticidas em comparagdo com individuos
de agricultura organica que eram demograficamente semelhantes e
compartilhavam a mesma regido geografica.
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