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INTRODUCAO

A maioria das pessoas esta inevitavelmente exposta
a agrotdxicos, mas os trabalhadores rurais representam
uma classe de destaque, pois sofrem exposicao constante
em seu ambiente de trabalho. Os agrotdxicos sdao forma-
dos por uma complexa mistura de diferentes tipos de sus-
tancias quimicas que, no homem, induzem instabilidades
cromossomicas, principalmente delegdes, translocacoes e
ganho ou perda de cromossomos inteiros, contribuindo
para o desenvolvimento de cancer (Bolognesi, 2003).

0 cancer pode ser atribuido a miltiplos fatores que
incluem contribuicdo genética, meio ambiente e estilo de
vida. Entretanto, estudos epidemioldgicos sobre a relacdo
entre exposicao a agrotoxicos e cancer humano tém mos-
trado resultados incertos. Alguns estudos ja demonstra-
ram uma associacdo entre inseticidas, herbicidas e fungi-
cidas com cancer hematopoiético, de prostata, pancreas,
figado, pulmdo, ovario, mama, testiculo, rim, cérebro e
outros (Alavanja, Hoppin, Kamel, 2004; Kushik, Dharma-
ni, 2005).

A sobrevivéncia de um individuo depende da esta-
bilidade de seu genoma, que resulta ndo s6 de um meca-
nismo de transcricdo preciso, mas também de mecanismos
que reparem os danos que continuamente afetam o DNA
(Alberts et al., 2002). Os genes XRCC1, XRCC3 e XPD sdo os
principais genes responsaveis pelos mecanismos de reparo
do DNA (Seedhouse, 2002)

0 gene XRCC1 codifica uma das principais protei-
nas de reparo de DNA envolvidas no reparo de excisao
de bases (BER). Sua transcricdo é iniciada quando ocorre
exposicao a radiacdo ionizante ou agentes alquilantes e

possiveis danos causados por espécies reativas a oxigénio
(ROS- “Reactive oxygen species”) possibilitando um repa-
ro eficiente do DNA (Hu et al., 2005; Berra, Menck, 2006).

0 gene do xeroderma pigmentoso (XP), por sua vez,
esta envolvido com o reparo por excisao de nucleotideos
(NER). Este tipo de reparo é uma das melhores formas de
remover lesdes no DNA, principalmente aquelas induzidas
pelo cigarro, fotoprodutos produzidos por UV e produtos
quimicos. A atividade do XPD é essencial para a vida, sen-
do que a total auséncia deste gene resulta em letalidade
embrionéria (Friedberg, 2004).

Os polimorfismos em genes de reparo de DNA podem
afetar a funcdo das proteinas e a capacidade individual
de reparar danos no DNA, levando a uma instabilidade
genética e a alguns tipos de canceres como glioma, cancer
de bexiga, mama, esdfago, pulmao, prostata, pele, cabe-
ca, pescoco e estomago. Estudos sobre a relacdo entre
polimorfismos em genes de reparo de DNA e cancer tém
apresentado resultados ndo significativos para alguns ge-
nes (Lee et al., 2002; Tae et al., 2004, ; Deligezer, Dalay,
2004; Hu et al., 2005; Lopez et al., 2007 ; Deligezer, Uki-
sik, Dalay, 2007,). No entanto, a analise de maltiplos ge-
nes pode ajudar a esclarecer a associacdao do cancer com
tais polimorfismos e capacidade de reparo do DNA (Goode,
Ulrich, Potter, 2002,).

Considerando que (i) a utilizacdo de agrotoxicos
para controle de pragas nas lavouras é um fato inegavel;
(i1) os cuidados com o seu manuseio sdo frequentemente
negligenciados e (iii) polimorfismos em genes de reparo
podem favorecer o desenvolvimento do cancer,0 presen-
te trabalho teve como objetivo analisar a presenca dos
polimorfismos Arg399Gln do gene XRCC1 e Lys751Gln do
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gene XPD em trabalhadores rurais expostos aos agrotoxi-
cos de trés municipios do interior do estado de Sao Paulo
(Bauru, Bratna e Itajobi) e em individuos ndo expostos
aos agrotoéxicos.

MATERIAL E METODOS

Este estudo foi previamente aprovado pelo Comité
de Etica em Pesquisa da Universidade Sagrado Coracio -
USC (processo ndmero 115/06 e 116/06). A participacdo
dos individuos na pesquisa foi iniciada apds o preenchi-
mento e assinatura do Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido. Os dados pessoais dos sujeitos da pesquisa,
assim como os referentes a exposicdo a agrotoxicos, foram
coletados através da aplicacdo de questionario.

Este estudo transversal foi realizado em 30 indi-
viduos do sexo masculino expostos a agrotoxicos e 15
individuos ndo expostos, também do sexo masculino, e
escolhidos, de acordo com a idade (variacdo de mais ou
menos dois anos em relagdo ao grupo exposto), seguindo
os mesmos procedimentos de coleta e entrevista.

De cada individuo foram coletados cinco mililitros
de sangue periférico em seringas descartaveis. Em todas
as amostras sanguineas foi realizada a lise de globulos
vermelhos para posterior extracao de DNA genémico utili-
zando cloreto de sédio 5M e alcool etilico. Para verificar a
qualidade das amostras, foram realizadas eletroforese em
gel de agarose 1% e quantificacdo por espectrofotometria
(260 nm). As amostras foram diluidas até uma concentra-
¢do de 10ng/pl, para uso posterior nas reacoes de ampli-
ficacdo.

A reacdo de amplificacdo do gene XRCC1 foi realizada
utilizando: primer foward 5- CAAGTACAGCCAGGTCCTAG -3" e
primer reverse 5- CCTTCCCTCATCTGGAGTAC -3 A ciclagem
programada teve uma desnaturacao inicial de 95°C por dois
minutos, seguida de 35 ciclos: desnaturacdo a 94°C por 15

Tabela 1. Dados referentes a populacdo estudada.

Individuos nao expostos

segundos, anelamento por 45 segundos a 57°C, extensao
por 45 segundos a 72°C e finalmente extensao final por
cinco minutos a 72°C (Au, Salama, Sierra-Torres, 2003).

A amplificacdo do gene XPD, também foi realizada
utilizando: primer foward 5-CTGCTCAGCCTGGAGCAGCTAGA-
ATCAGAGGACGCTG- 3" e primer reverse 5-AAGACCTTCTAG-
CACCACCG-3" A ciclagem programada teve desnaturacdo
inicial de 95°C por dois minutos, sequida de 40 ciclos:
94°C por 15 segundos, 67°C por 30 segundos e 72°C por
45 segundos, seguidos de uma extensao final a 72°C por
cinco minutos (Au, Salama, Sierra-Torres, 2003).

A confirmacdo da amplificacdo do fragmento génico
foi realizada por eletroforese em gel de agarose 1%.

Apos a realizacao da amplificacdo através da reacdo
em cadeia da polimerase (PCR), foi realizada a digestao
enzimatica dos fragmentos amplificados para genotipa-
gem (Restriction Fragment Length Polymorfism-Polime-
rase Chain - RFLP-PCR) do polimorfismo do gene XRCC1
(Arg399Gln), utilizando a enzima Nci I (Promega®) e do
gene XPD (Lys751Gln), utilizando a enzima Pst I (Prome-
ga”). Os fragmentos gerados foram verificados através da
eletroforese em gel de poliacrilamida 6%. Para verificacdo
da existéncia de diferenca significativa entre os resulta-
dos obtidos nos individuos expostos e ndo expostos, foi
aplicado o teste de qui-quadrado considerando o limite
minimo de significancia de 95% (p < 0,05).

RESULTADOS E DISCUSSAQ

A caracterizacdo da populacdo estudada, bem como
os tipos de agrotdxicos usados na lavoura, esta demons-
trada nas Tabelas 1 e 2. E importante ressaltar que apés
avaliacdo da média da idade e do tempo de exposicdo
aos agrotdxicos, foi notado que esses individuos passaram
mais da metade da vida em contato com esses agentes
quimicos (Tabela 1).

Individuos expostos

(n=15) (n=30)

m (dp) m (dp)
Idade (anos) 47,33 (11,29) 45,7 (10,20) 0,321
Tempo de exposicao* (anos) 0 (0) 24,5 (14,39) < 0,05

n (%) n (%)
Brancos 7 (46,66) 10 (33,33) 0,213
Pardos 6 (40) 15 (50) 0,080
Negros 2 (13,34) 5 (16,67) 0,324
Amarelos 0 (0) 0 (0)

m= média; dp=desvio padrdo; * tempo de exposi¢ao aos agrotdxicos.
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Tabela 2. Agrotoxicos utilizados pelos individuos expos-
tos. Classificacdo dos agrotéxicos de acordo com Lei Fede-
ral 7802 de 11,/07/89

n (%) de individuos
que usam ou ja usaram
esse tipo de agrotoxico

Classificacao dos agrotéxicos quanto

a sua acao e grupo quimicos

Inseticidas:
Organofosforados 25 (83,33)
Carbonatos 13 (43,33)
Organoclorados 9 (30)
Piretroides 5 (16,66)
Fungicidas:
Etileno-bis-ditiocarbonatos 6 (20)
Trifenil estanico 2 (6,6)
Captan 4 (13,33)
Hexaclorobenzeno 4 (13,33)
Herbicidas:
Paraguat 6 (20)
Glifosato 30 (100)
Pentacloroofenol 5 (16,66)
Derivados do acido fenoxiacético 20 (66,66)
Dinitrofenois 19 (63,33)
Raticidas 15 (50)
Acaricidas 25 (83,33)
Nematicidas 27 (90)
Molusquicidas 15 (50)
Fundgantes 28 (93,33)

Através da genotipagem do fragmento do gene
XRCC1 399, foi possivel verificar que o genétipo selva-
gem (Arg/Arg) foi encontrado em 33,33% dos individuos
expostos e em 20% dos ndo expostos. 0 gendtipo hetero-
zigoto para a mutacgdo (Arg/Gln) foi encontrado em 50%
dos individuos expostos e em 73,33% dos nao expostos
e o genétipo homozigoto para mutagado (Gln/Gln) foi en-
contrado em 16,66% dos individuos expostos e em 6,66%
dos ndo expostos (Figura 1). Apds a analise estatistica
observamos que a distribuicdo dos genétipos ndo diferen-
ciou os grupos estudados (p = 0,3154 ; x? = 2,31).

Com a genotipagem do fragmento do gene XPD 751,
foi verificada a presenca do genétipo selvagem (Lys/Lys)
em 43,3% dos individuos expostos e em 40,0% dos ndo
expostos. 0 genétipo heterozigoto para a mutacgdo (Lys/
Gln) foi encontrado em 50,0% dos individuos expostos e
em 53,3% dos ndo expostos, e o gendtipo homozigoto
para mutacdo (Gln/Gln) foi encontrado em 6,7% dos indi-
viduos expostos e em 6,7% dos ndo expostos (Figura 2).
Ap6s a analise estatistica observamos que a distribuicdo

Figura 1. Presenca dos genétipos (Arg/Gln, Arg/Arg e
Gln/Gln)- gene XRCC1 nos grupos de individuos nao ex-
postos e expostos aos agrotdxicos.
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Figura 2. Presenca dos genétipos (Lys/Gln, Lys/Lys e Gln/
Gln)- gene XPD nos grupos de individuos ndo expostos e
expostos aos agrotéxicos.
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dos genotipos também ndo diferenciou os grupos estuda-
dos (p = 0,9762 ; x? = 0,048).

Dentre os individuos expostos, observou-se que 30%
deles eram heterozigotos para a mutacdo em ambos os
genes (XPD Lys751Gln e XRCC1 Arg399Gln). No grupo de
ndo expostos, 40% também apresentaram esse genotipo
para ambos os genes.

DISCUSSAO

0 Brasil esta entre os principais consumidores mun-
diais de agrotoxicos. A maior utilizagdo dessas substancias
é na agricultura, especialmente nos sistemas de monocul-
tura, em grandes extensdes, porém os cuidados com o seu
manuseio continuam sendo frequentemente negligencia-
dos pelos aplicadores (Paumgartten, 1998). Nossos dados
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demonstram que os trabalhadores rurais passam grande
parte de suas vidas na lavoura em contato com diferentes
substancias quimicas.

Substancias quimicas podem danificar a molécula de
DNA e estes danos devem ser reparados pelos genes de
reparo de DNA, que agem por diversas vias. Os polimorfis-
mos em genes de reparo do DNA podem levar a uma falha
nesses mecanismos, aumentando o risco para o apareci-
mento de céncer (Berra, Menck 2006).

Em nosso estudo, a presenca do gendtipo mutado
nos genes estudados foi marcante nos dois grupos. Além
disso, 30% dos expostos e 40% dos nao expostos apresen-
taram o genoétipo heterozigoto para a mutacao em ambos
os genes de reparo estudados, levando assim a uma ne-
cessidade do monitoramento molecular do grupo exposto,
ja que além do genotipo mutado esses individuos sofrem
a exposicdo a varias classes de agrotdxicos durante varios
anos, e essa exposicdo pode aumentar o risco de desen-
volver cancer.

Varios estudos confirmam a relacdo entre os poli-
morfismos estudados e o desenvolvimento de alguns tipos
de cénceres.

0 polimorfismo Arg399Gln do gene XRCC1 foi rela-
cionado com a suscetibilidade para desenvolver alguns
tipos de canceres (Kelsey et al., 2004). Outra relacdo foi
encontrada por Xing et al. (2002), que sugeriram uma as-
sociacdo entre o aumento do risco de desenvolvimento de
carcinoma de células escamosas do eséfago e polimorfis-
mos no XRCC1, em um estudo com a populagcdo coreana
envolvendo o gene XRCC1 (Arg194Trp e Arg399Gln) e o
gene XPD (Asp312Asn e Lys751Gln).

0 polimorfismo Lys751Gln do gene XPD tem sido
associado ao cancer de pulmdo, cancer colo-retal e me-
lanoma (Duell et al., 2000; Tomescu et al., 2001; Palli
et al., 2001; Spitz et al., 2001; Hou et al., 2002; Qiao et
al., 2002; Tang et al., 2002; Matullo et al., 2003; Yeh et
al., 2005). Brewster et al. (2004) relata que pelo menos
uma copia do alelo Gln do XPD aumenta o risco de desen-
volvimento de canceres secundarios como o de prostata,
pulmdo e mama .

Os dados encontrados em nosso estudo revelam
que, dos individuos expostos analisados, 30% apresen-
taram mutacao tanto no gene XRCC1 (Arg399Gln), como
no gene XPD (Lys751Gln). A investigacao da frequéncia
desses mesmos polimorfismos aqui estudados revelou que
a associacdo entre eles & um fator importante para o
aumento do risco de desenvolver cancer de pulmao (Zhou
et al., 2003).

Outro estudos realizados na populacdo brasileira
também demonstram que os genétipos Arg/Gln do gene
XRCC1 e Lys/Gln do gene XPD sdo comuns (Zhou, Elledge,
2000; Duarte et al., 2005; Dufloth et al., 2005; Canalle et
al., 2006).
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CONCLUSOES

0 achado de uma porcentagem elevada de mutacoes
em individuos expostos e ndo expostos e o elevado tem-
po de exposicdo a agrotoxicos, requer outros estudos que
envolvam a andlise da instabilidade cromossémica para
dar suporte aos resultados encontrados. Entretanto, fica
evidente a importancia do monitoramento molecular das
populacdes expostas a mutagénicos, principalmente os tra-
balhadores rurais que sdo expostos a agrotoxicos por varios
anos, e também a realizacao de um trabalho educativo re-
lativo as nogdes de biosseguranca aos trabalhadores rurais.
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