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Andlise genotoxica em trabalhadores rurais em Goids, Brasil:
exposicdo direta e indireta a pesticidas

O uso de pesticidas tem crescido, principalmente, em paises em desenvolvimento, levando a susceptibilidade genotdxica dos agricultores. O presente estudo
teve por objetivo detectar lesdo ao DNA de trabalhadores rurais do Sudoeste de Goids, Brasil, por meio da utilizagdo do ensaio cometa. A populagdo-alvo do
exame genotoxico foi composta de 28 individuos com histdrico de exposigdo a pesticidas e 25 expostos indiretamente. A média do tempo de exposi¢do a
pesticidas era de aproximadamente 10 anos. O diagndstico ndo indicou diferenga significativa em dano ao DNA entre as populagdes. O consumo de cigarro ndo
influenciou para o aumento de dano genotoxico entre os trabalhadores. Entretanto, o consumo de élcool por parte dos trabalhadores, expostos diretamente as
misturas complexas de pesticidas, mostrou ter relagdo ao aumento de dano ao DNA. De modo geral, o ensaio cometa é um importante biomarcador para
detecgdo de lesdo ao DNA de trabalhadores expostos diretamente e indiretamente a pesticidas.

Palavras-chave: Trabalhadores rurais; Cultura de soja; Pesticidas; Dano ao DNA; Ensaio cometa.

Genotoxic analysis in rural workers in Goids, Brazil: direct and
indirect exposure to pesticides

The use of pesticides has grown, mainly in developing countries, leading to the genotoxic susceptibility of farmers. The present study aimed to detect DNA
damage in rural workers in the Southwest of Goids, Brazil, using the comet assay. The target population of the genotoxic test consisted of 28 individuals with a
history of exposure to pesticides and 25 indirectly exposed. The average time of exposure to pesticides was approximately 10 years. Diagnosis did not indicate a
significant difference in DNA damage between populations. Cigarette consumption did not influence the increase in genotoxic damage among workers. However,
alcohol consumption by workers, directly exposed to complex mixtures of pesticides, was shown to be related to increased DNA damage. In general, the comet
assay is an important biomarker for detecting DNA damage in workers directly and indirectly exposed to pesticides.
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INTRODUGAO

O uso de pesticidas no controle de pragas agricolas tem sido uma das alternativas para o aumento
da produtividade. O Brasil destaca-se como o quarto maior produtor de graos do mundo, e devido a
extensa area plantada este pais torna-se um dos maiores consumidores de agrotéxicos do mundo (PIGNATI
et al.,, 2017). Um estudo elaborado e publicado em junho de 2021, pela Secretaria de Inteligéncia e
RelagBes Estratégicas (SIRE) da Embrapa, sobre as exportagées do Brasil nas ultimas duas décadas,
demonstra que o pais fica atrds apenas da China, dos Estados Unidos e da india, sendo responsével
por 7,8% da produgao mundial. Em 2020, produziu 239 milhdes e exportou 123 milhdes de toneladas de
graos e alcangou o primeiro lugar como produtor e exportador de soja, com 126 milhGes de toneladas
produzidas e 84 milhdes exportadas, sendo responsavel por 50% do comércio mundial de soja (EMBRAPA,
2021).

Para Benedetti et al. (2018), o significativo aumento na producdo de soja envolve o uso de varios
pesticidas para protecdo de cultivos e controle de pragas, de acordo com variedades de plantas,
mecanismos de a¢do, patdgenos e condigdes ambientais. E, neste cenario, aplicaces repetidas podem se
tornar necessdrias até que a doenca das plantas seja erradicada. Esses pesticidas constituem um amplo
grupo de produtos quimicos usados no controle de pragas e/ou ervas daninhas, mas também no controle
de vetores de doencas (CUENCA et al., 2019).

Além de combater a praga-alvo, os pesticidas quimicos afetam indiretamente uma ampla gama de
organismos ndo alvos, gerando alteragGes genéticas, bioquimicas, morfoldgicas e fisioldgicas subletais
(KOHLER et al., 2013; IGLESIAS et al., 2019; BORGES et al., 2019), incluindo, nesses casos, os seres humanos,
promovendo danos a saude (MARCELINO et al.,, 2019). A intoxica¢cdo, nesse sentido, tornou-se um
problema de saude publica, gerando complicacGes agudas e cronicas que podem levar a lesGes ou até a
morte (GODOY et al., 2019). Como ferramenta de investigacGes para leses em células isoladas do DNA, o
ensaio do cometa tornou-se um eficiente biomarcador para avaliar a exposicdo recente a xenobidticos
(BENEDETTI et al., 2013; PEREIRA et al., 2018; GAJSKI et al., 2019). Nesse contexto, além de ser considerado
um teste simples e de baixo custo, o ensaio é adequado para uso no biomonitoramento de agricultores
expostos a riscos genotéxicos (KAUR et al., 2011). Os individuos expostos ocupacionalmente a pesticidas
tém um grande risco de desenvolver altera¢des genotdxicas e a avaliagao desse risco pode ser usada como
biomarcador confidvel de alteragGes bioldgicas precoces (VRHOVAC et al., 2001).

Diante da preocupacdo em rela¢do ao crescente uso de agrotdxicos, pesquisadores tém usado o
ensaio cometa e chamado a atengdo para os impactos em niveis genotdxicos em espécies selvagens (JIA et
al., 2015; GONCALVES et al., 2015; CASTRO et al., 2018) e na populagdo de trabalhadores agricolas expostos
diretamente (KHAYAT et al., 2013; KAHL et al., 2018) ou indiretamente aos agentes quimicos (GODOY et al.,
2019). Apesar do numero de estudos que mostram o efeito genotdxico de pesticidas, poucos deles
avaliaram relagdes entre popula¢des de exposicdo direta e indireta. Nesse sentido, o objetivo deste estudo
foi detectar lesdo ao DNA de trabalhadores agricolas no Sudoeste de Goias, Brasil, e hipotetizamos que

individuos expostos diretamente aos agrotdxicos apresentam maiores danos genotdxicos comparados
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aqueles expostos indiretamente a estes agentes xenobidticos. Além disso, objetivou-se, também, verificar

se ha relagao na frequéncia de lesdo ao DNA de acordo com o estilo de vida como consumo de cigarro e

alcool.

METODOLOGIA

Area de estudo

Definiu-se o recorte espacial que compreendeu trés municipios do Sudoeste de Goias (Figura 1),
com forte perfil de produtividade agricola. A mesorregido do Sul Goiano compreende um total de 18
municipios e detém uma drea total equivalente a 2,47 milhGes de hectares, representando 16% da area

total do estado.
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Figura 1: Municipios avaliados no estudo, e que estdo inseridos na microrregido do Sudoeste de Goias.
Obtengdo das amostras

Foram aleatorizados 53 trabalhadores rurais em propriedades destinadas ao cultivo da soja. Foram
definidos dois grupos de participantes: i) grupo de exposicdo direta, composto por 28 individuos com
histdrico de exposicdo ocupacional a agrotéxicos agricolas; ii) grupo de exposicao indireta, composto de 25
individuos que ndo tiveram contato direto com os agrotéxicos. Ressalta-se que, embora os trabalhadores
desse ultimo grupo ndo tenham exposicdo direta, apresentaram relagdo com proximidades das dreas de
aplicacOes, entre eles as cozinheiras, auxiliares de cozinha, auxiliar geral, técnicos administrativos e
proprietarios.

Para a sele¢do dos individuos participantes, foram considerados critérios de inclusdo e exclusdo. Os
critérios de inclusdo para o grupo caso foram: a) idade igual e superior a 18 anos e igual e/ou inferior a 60
anos; b) trabalhadores rurais com histdrico de exposicdo ocupacional a agrotoxicos. Ja os critérios de
exclusdo para o grupo de exposicdo direta foram: a) histéria prévia ou atual de neoplasias e uso de
guimioterapia; b) uso de medicamentos genotdxicos e imunossupressores; c) exposicdo a radiacdo
terapéutica ou ocupacional, bem como da ndo concordancia com o Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido (TCLE).

Todos os individuos que participaram do estudo responderam a um questiondrio que foi utilizado

como instrumento para obter informacgdes referentes aos (1) dados pessoais, (2) caracteristicas e habitos
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individuais e (3) dados ocupacionais. Apds responder ao questiondrio, os individuos que possuiam os
critérios de elegibilidade foram selecionados para integrar o grupo de exposicdo direta e indireta, que
consistia na coleta de sangue periférico para avaliagdo de possiveis danos ao DNA através do método do
ensaio cometa.

Por fim, ressalta-se que foram apresentados aos participantes esclarecimentos a respeito da
pesquisa. O projeto de pesquisa foi submetido ao Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da Universidade
Federal de Goids (UFG) e Comité de Etica em Pesquisa Leide das Neves Ferreira, vinculado a
Superintendéncia da Escola de Saude de Goids (SESG). Foi aprovado conforme pareceres de numeros:
2.472.697, 4.741.549 e 4.875.282. Todas as etapas da pesquisa respeitaram a Resolucdo de n2 466/12 do

Conselho Nacional de Saude.

Ensaio cometa

O ensaio do cometa foi realizado pelo método alcalino conforme descrito por Singh et al. (1988)
com algumas modificagdes (GODOY et al., 2019). Duas laminas foram preparadas com uma pré-cobertura
de agarose “Normal Melting” a 1,5%. Essas laminas foram confeccionadas com 10 uL de sangue embebidos
em 120l de agarose “Low Melting Point” a 0,5% (402C) e coberta com uma laminula. Apds a solidificagdo
do material, as laminulas foram retiradas e as laminas foram imersas em tampao de lise por 24 horas. Apds
esse periodo, as laminas foram retiradas da solugdo de lise e colocadas em uma cuba horizontal de
eletroforese, incubadas em tampao alcalino, deixando descansar por 30 minutos. A corrida eletroforética
foi realizada por 30 minutos, a 30 volts e 250 amperes. A neutralizagdo foi feita com uma solugdo Tampao
Tris a 0,4 M (pH 7,5) por trés vezes, durante 5 minutos e fixadas com etanol absoluto por 10 minutos. O
DNA foi corado com 100 pL da solucdo de SYBR Green. Por fim, as laminas foram analisadas sob
microscopia de epifluorescéncia, utilizando um conjunto de filtros de excitagdo 515-560 nm, para
fluorescéncia verde. Foram analisadas 100 células por individuo, as quais foram avaliadas com o auxilio do
programa “Comet Imager” versao 2.2. Um total de trés parametros relacionados a danos genémicos foram
selecionados: comprimento da cauda (TL), porcentagem de DNA na cauda (% DNA) e momento da cauda de

Olive (OTM).

Andlise de dados

A normalidade e a homocedasticidade dos dados foram verificadas por meio do teste de Shapiro-
Wilk e Levene. Foi aplicado o teste t de Student entre grupo diretamente exposto versus aqueles
indiretamente expostos, considerando os parametros do ensaio cometa. Além disso, o mesmo teste foi
usado para o habito de fumar e consumo de alcool. Em seguida um Teste Qui-quadrado (X2) com agrupamento
foi realizado para essas varidveis de estilo de vida. Uma andlise de correlacdo de Pearson entre a idade do

individuo e a %DNA foi aplicada, considerando-se um p<0.05 estatisticamente significativo.
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RESULTADOS E DISCUSSAO
Trabalhadores expostos diretamente e indiretamente a pesticidas

Os 53 trabalhadores rurais expostos diretamente e indiretamente a pesticidas foram avaliados para
deteccdo de danos no DNA. Para os trés parametros do ensaio cometa investigados, o comprimento da
cauda, momento da cauda de Olive e porcentagem de DNA na cauda n3o indicaram diferenca de dano ao
DNA entre o grupo exposto, comparados aqueles individuos expostos indiretamente (p>0,05; Tabela 1).
Esses dados indicam que populacbes expostas indiretamente ndo diferem em relagdo a frequéncia de dano
ao DNA quando comparadas a individuos que tém contato direto com pesticidas. Por outro lado, Godoy et
al. (2019), que também investigaram populacdes de trabalhadores rurais expostos direta e indiretamente a
agrotoxicos no estado de Goids, observaram frequéncia significativa de dano nos individuos expostos.
Estudo mais recente também indicaram efeitos genotdxicos de mistura complexa de pesticidas em
agricultores no sudoeste goiano (RAMOS et al., 2021).

Embora ndo tenham sido comprovados nos dois grupos avaliados danos ao DNA, essa populacao
estd suscetivel a intoxicagdes agudas e a lesGes ao DNA ao longo do tempo. Verificou-se que o uso de
equipamentos de Protecdo Individual (EPIs), a implantacdo de programas de vigilancia a saldde e as
constantes campanhas de conscientizagdo por parte da gestdo das propriedades rurais onde esses

trabalhadores estdao empregados tém sido fundamentais para mitigacdo dos riscos e danos a saude.

Tabela 1: Frequéncia de dano no DNA de acordo com os parametros do ensaio cometa. Teste t de Student.

Parametros do ensaio cometa Médiatdesvio padrao das exposicoes Valor

Direta (n 28) Indireta (n 25) Teste t P
Tail Length 22.09+14.71 16.12+13.56 t=1.529 p=0.132
Tail Moment Olive 2.82+1.98 1.82+1.18 t=1.555 p=0.126
%DNA 12.69+6.30 10.32+3.41 t=1.673 p =0.100

Diversos outros relatdrios avaliando dano genotdxico em trabalhadores agricolas brasileiros tém
apontado um aumento significativo em lesGes ao DNA (PEREIRA et al.,, 2018; MARCELINO et al., 2019).
Essa genotoxicidade é considerada um fator de risco primario que desencadeara efeitos ao longo dos anos,
como processos carcinogénicos, neuroldgicos e reprodutivos, devido a exposicGes frequentes. Desse modo,
estudos dessa natureza sdao importantes no monitoramento de populacdes de risco como os trabalhadores
rurais expostos ocupacionalmente. Ostrabalhadores em cultura de soja estdo cada vez
mais expostos a uma grande combinagdo de agentes quimicos presentes em formulagGes de fungicidas,
herbicidas e inseticidas (BENEDETTI et al., 2013). Dessa forma, com base em nossos resultados, ainda sdo
necessarios novos trabalhos para discutir os impactos genotdxicos em trabalhadores agricolas,

principalmente, diante da crescente liberagao de agrotdxicos agricolas no Brasil.

Estilo de vida dos participantes

Outras varidveis foram investigadas, tais como, o consumo de cigarro e consumo de 4alcool.
Contudo, uma diferenca na frequéncia de dano no DNA foi observada apenas entre o habito do uso de
alcool (p = 0.04). Em outros estudos, o consumo de alcool também influenciou os niveis de dano
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genotdxico (CUENCA et al., 2019). Quanto ao habito de fumar, embora ndo tenha sido observada diferenca
entre os grupos, estudos ja indicaram que fumantes apresentaram dano ao DNA significativamente
maior que os nao fumantes (BHALLI et al., 2009). Entretanto, considerando uma anadlise de agrupamento
das variaveis de estilo de vida por meio do teste qui-quadrado, nado foi observado diferenca.

Para o uso de EPIs na populacdo exposta, 92,86% (n =26) citaram fazer uso e 7,14% (n = 2) ndo
tinham a rotina de usar os equipamentos. Varios outros relatérios tém discutido a importancia dessa
varidvel para associar a exposicdo aos pesticidas e concomitantemente observar danos genotdxicos
(GODOY et al., 2019; BERNIERI et al., 2020).

Utilizou-se a correlagdo entre a idade dos individuos e %DNA e, posteriormente avaliou-se sua
significancia para grupo de exposi¢do direta (r = -0.2798; p = 0.149) e indireta (r = -0.095; p = 0.650),
portanto, indicando nao haver associa¢des. Vale evidenciar que as populagdes tinham idade variando entre
18 e 57 anos. Para o tempo de atividades agricolas, a populacdo de exposi¢do direta variou entre 1 ano e 41
anos de trabalho (média de 10 anos). Essas varidveis sdo importantes para evidenciar o tempo de contato
com os xenobidticos agricolas.

No estudo de Godoy et al. (2019), por exemplo, aquela populagdo com danos elevados ao DNA
tinha média de 15 anos de atividade agricola, ou seja, cinco anos a mais que essa apresentada no presente
estudo. Para Bhalli et al. (2009), o tempo de exposicao a pesticidas estd associado positivamente a danos

no DNA em individuos expostos.

Tabela 2: Frequéncia da %DNA para o habito de fumar e uso de bebidas alcodlicas. Teste t de Student entre exposi¢cdo
direta e indireta para cada variavel isoladamente. Teste Qui-quadrado (X?) com agrupamento.

Estilo de vida Médiatdesvio padrao da exposicao Teste t X2
Direta Indireta
Fumante
Sim 11.95+5.23 12.05+4.42 p =0.07 p=0.622
Nao 12.9546.59 9.78+2.96 p =0.06
Consumo de alcool
Sim 14.02+6.23 10.35+3.51 p=0.04 p=0.444
Nao 8.71+4.97 10.29+3.45 p=0.43

Para uma comparagdo do género dos trabalhadores em relacdo do dano ao DNA, nossos
participantes sdo predominantemente do sexo masculino nos grupos estudados, ou seja, exposi¢ao direta
(93%, n = 26 homens, e 7% mulheres, n = 2) e exposicao indireta (84%, n = 21 homens, e 16% mulheres, n =
4). Nesse sentido, inviabilizando uma comparacdo mais equanime, devido as baixas amostragens do sexo
feminino. A razdo de género tem sido comumente investigada, e Cayir et al. (2019), por exemplo,
observaram maior frequéncia de dano ao DNA em mulheres trabalhadoras em area de uso de pesticidas
guando comparadas a homens. Por outro lado, Intranuovo et al. (2018) observaram frequéncia de alguns
fatores de confusdo (sexo, idade e tabagismo) significativamente maior entre os trabalhadores expostos a
pesticidas quando comparados ao grupo controle. Em contrapartida, Bernieri et al. (2019) ndo observaram
diferenca entre grupos de agricultores quanto a idade, tabagismo e ingestdo de alcool.

Nesse prisma, uma das principais limitacoes deste estudo é o pequeno numero de participantes.

Esse viés corrobora com outros estudos dessa natureza (REMOR et al., 2009; SILVA et al., 2014; BERNIERI et
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al., 2019; MARCELINO et al., 2019). A negativa dos donos das propriedades rurais para a entrada da equipe
de pesquisadores para a coleta dos dados e sangue dos trabalhadores foi um dos principais fatores
limitantes. Assim, mais estudos sdo encorajados de modo a ampliar dados de coleta e finalmente contribuir

para elucidar os impactos dos agrotéxicos nas populagdes humanas.

CONCLUSAO

O estudo demonstrou que trabalhadores rurais com exposicdo direta a pesticidas no Sudoeste de
Goias ndo diferem em dano genotdxico daqueles expostos indiretamente. Para a anadlise dos fatores de
confusdo, somente a varidvel relacionada ao consumo de bebidas alcodlicas atrelada a exposicdo de
pesticidas indicou aumento na frequéncia de lesdo ao DNA, enquanto o tabagismo e idade dos
participantes ndo mostraram aumento significativo. Finalmente, considerando o aumento crescente da
liberacdo de agrotdxicos no Brasil, estudos caso-controle, bem como esses de exposicdo direta e indireta,

sao fortemente importantes, de modo a alavancar o reconhecimento do impacto das misturas complexas

de pesticidas nos trabalhadores.
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