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RESUMO

O Parand é considerado um estado brasileiro de referéncia na producdo e
exportacao de graos do pais, mas também utiliza de forma excessiva os agrotoxicos
em suas. A populacdo que mais sofre as consequéncias desse usoO excessivo sao 0S
agricultores que podem apresentar mutacées em genes de desintoxicacdo de
xenobidticos. Nesse estudo foram examinados 10 agricultores expostos
ocupacionalmente aos agrotoxicos e 10 individuos ndo expostos visando a avaliacao
da ocorréncia e frequéncia de polimorfismos no gene GSTP71 exon 5. A técnica de
PCR-RFLP foi a metodologia empregada nesse estudo, entretanto, foi fundamental a
realizacdo da padronizacdo das concentracdes dos reagentes utilizados. Os
resultados mostraram que 10% dos agricultores possuem o genotipo Val-Val, que
esta associado com diminuicdo na atividade enzimatica, podendo gerar acumulo de
xenobibtico ou seus metabdlitos que estao relacionados com danos na molécula de
DNA.

INTRODUGCAO

A partir da Revolucao Verde foram implantadas, no campo, inovagdes agricolas,
como 0s transgénicos e insumos quimicos, e politicas de créditos agricolas
subsidiados, com isencao de tributos fiscais, os quais contribuiram para o aumento
da utilizacdo de agrotoxicos no Brasil associado a extensa area de plantio brasileira
(PIGNATI et al, 2017).

O Brasil é visto como um pais que o mercado de agrotéxicos é pouco restritivo.
Atualmente, ha 42 ingredientes ativos de pesticidas autorizados para
comercializacdo no Brasil, mas que apresentam provavel efeito carcinogénico pela
International Agency for Research on Cancer (IARC). Entre 2013 a 2020, o Parana
consumiu milhares de toneladas de agrotoxicos, principalmente com ingrediente
ativo de Acido Glifosato (RUTHS, STADUTO & COLLA, 2024).
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Os agricultores correspondem a parcela da populacdo que mais esta exposta aos
agrotoéxicos. A exposicdo a essas substancias podem gerar diferentes tipos de
doencas crbnicas, como distlrbios reprodutivos que causam infertilidade, doencas
neurodegenerativas como Alzheimer e Parkinson, desregulacdo enddcrina, autismo,
defeitos congénitos e canceres (MOSTAFALOU & ABDOLLAHI, 2017).

O gene GSTP1 tem sido associado a desintoxicacdo de xenobidticos, como 0s
agrotoéxicos, devido a conjugacao com glutationa, catalisada por diferentes isoformas
de glutationa transferase. Quando o processo de desintoxicacdo € ineficiente, os
subprodutos téxicos podem gerar danos a moléculas intracelulares. A ocorréncia de
polimorfismo nesse gene esta relacionada com a redugdo da desintoxicagdo de
agrotoxicos, causando o acumulo de metabdlitos toxicos no organismo (ALDANA-
SALAZAR et al, 2024). Este estudo teve como objetivo principal observar a
ocorréncia de polimorfismos no gene GSTP1 em trabalhadores rurais.

MATERIAIS E METODOS

No momento da realizagdo da pesquisa, os 20 participantes desse estudo eram
moradores da zona rural dos municipios Centenario do Sul, Cafeara e Guaraci da
Regido Norte Central do Parana. Todos aceitaram participar de forma voluntaria
desse estudo e assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido aprovado
junto ao COPEP/UEM. Os participantes foram divididos em dois grupos: 10
agricultores expostos ocupacionalmente aos agrotéxicos e 10 individuos sem
exposi¢cdo ocupacional aos agrotoxicos. Um questionario foi aplicado. Para a
obtencao de informagdes comportamentais e sociodemografico, e posteriormente foi
realizada, a coleta de sangue para extracdo do DNA usando o BIOPUR Kit Extragao
Mini Spin Plus (Mobius Life), todos as etapas foram realizadas a partir do protocolo
do fabricante.

Para o estudo do polimorfismo genético, inicialmente foi realizada a padronizagéo da
técnica da PCR-RFLP, para a amplificacdo do fragmento de DNA do gene de
desintoxicacdo de xenobibdticos GSTP1, sendo utilizado tampdo de reacdo de
amplificacdo 1X e concentragdes varidveis: de DNA genémico (10 a 100 ng); de
cada primer (1 a 10 pmoles), de MgCl, (1 a 2,0 mM), de cada dNTP 0,1 a 10 uM) e
da enzima Taq DNA Polimerase (0,5 a 2,0 U). As reagcbes de amplificagdo foram
submetidas a 5 minutos de desnaturacao inicial a 94°C, seguidos de 35 ciclos de
30s a 94°C; 30s a 61°C; e 30s a 72°C, e mais 5 minutos de extensao final a 72°C.

O fragmento de DNA amplificado foi observado por meio de eletroforese em gel de
agarose 3%, corado com brometo de etideo. Este fragmento amplificado foi
submetido a clivagem com a enzima de restricdo BsmAl, incubado em banho maria
a 37°C por 3 horas. E o produto da digestao também foi visualizado por meio de
eletroforese em gel de agarose a 3,5%, também corado com brometo de etidio.
Apbs a padronizagdo das concentracées dos reagentes para a técnica da PCR-
RFLP, realizou-se o estudo do polimorfismo genético dos 20 trabalhadores rurais.
Para a analise estatistica, utilizou-se o programa Microsoft Excel e o aplicativo
Jamovi. Os valores de P menor que 0,05 foram considerados significativos.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Em relacdo as informacdes comportamentais e sociodemografico, observa-se que
na Tabela 1, verifica-se que nao houve diferenca significativa na faixa etaria entre os
expostos e 0s ndo expostos ocupacionalmente aos agrotéxicos.
Tabela 1 - Diferenca da faixa etaria entre expostos e ndo expostos

VARIAVEL EXPOSTOS (10) NAO EXPOSTOS OR (95%IC) VALOR

(MEDIA+DP) _(10) DE P
(MEDIA+DP)
IDADE 53,111,189 49,6+13,484 50.5 + 5,3433 0,536

Fonte: Autoras

Entre os trabalhadores rurais expostos ocupacionalmente aos agrotéxicos, 0 sexo
masculino & maioria, correspondendo a 70%. Enquanto que entre os nao expostos,
30% (n=3/10) eram do sexo masculino. A cidade Cafeara apresentou mais
participantes, entre expostos € ndo expostos, correspondendo a 40% (n = 8/20) e os
municipios Centendrio do Sul e Guaraci apresentaram a mesma quantidade de
participantes (n = 6/20), correspondendo a 30% cada.

Em relacdo a etnia, 50% dos trabalhadores expostos eram brancos (n = 5/10) e
pardos (n = 5/10) entre os ndo expostos. No grupo exposto ocupacionalmente, 40%
possuem escolaridade de ensino superior (n = 4/10) enquanto que entre aqueles es
nao expostos ocupacionalmente, 50% tem como escolaridade o Ensino
Fundamental | (n = 5/10). A maioria dos entrevistados, ndo fumam. O uso de alcool
entre os expostos ocupacionalmente aos agrotoxicos foi declarado por 60% (n =
6/10) enquanto que 40% dos trabalhadores nao expostos (n = 4/10), também
consomem bebidas alcodlicas. Mais da metade dos trabalhadores expostos
ocupacionalmente apresentam histérico de cancer na familia (n = 6/10).

A média do tempo de exposicdo entre 0s expostos ocupacionalmente aos
agrotoxicos € foi de 20£14 anos (variacdo entre 10 a 51 anos). Os agrotéxicos
usados por esses agricultores pertencem a classe dos herbicidas e inseticidas das
marcas K-Othrine, Roundup, Triatérico, Glifosato, Triatox e Daiso. E 60% dos
trabalhadores rurais utilizam equipamento de protecao individual (EPI) (n = 6/10),
sendo que a mascara € o equipamento mais utilizado (n = 5/6; 83,33%), seguido por
luvas (n = 2/6; 33,33%). Apenas um patrticipante utiliza todos os EPI.

Apbs a padronizagado da técnica da PCR-RFLP, as seguintes concentragdes: 20 ng
de DNA, 5 pmoles de cada primer, 2 mM de MgCl,, 200 uM de cada dNTP e 0,625 U
da enzima Tag DNA Polimerase foram consideradas étimas para a amplificagdo da
molécula de DNA dos trabalhadores rurais e assim prosseguir para o estudo do
polimorfismo do gene GSTP1, cujo resultado pode ser observado na Tabela 2. A
Tabela 2 mostra que, coincidentemente, 20% (n = 2/10) dos individuos de expostos
e nao expostos, por meio do trabalho, aos pesticidas possuem o genétipo lle-lle,
10% (n = 1/10) apresentam o Val-Val e 70% (n = 7/10) tém lle-Val no gene GSTP1.
Tabela 2 - Distribuicdo percentual dos genétipos observados entre os trabalhadores
rurais expostos e nao expostos ocupacionalmente aos agrotdxicos

GENOTIPO  EXPOSTOS (10) NAO EXPOSTOS (10)
N (%) N (%)
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lle-lle 2 (20%)
lle-Val 7 (70%)
Val-Val 1 (10%)

Fonte: Autoras

CONCLUSOES

A diferenca na faixa etaria entre os dois grupos analisados nao evidenciou diferenca
signficativa, o sexo masculino é maioria entre o0s trabalhadores expostos
ocupacionalmente aos agrotoxicos, onde a metade dos entrevistados possuem
curso superior, mas somente um trabalhador utiliza os EPI de forma adequada,
enquanto que os demais utilizam de forma parcial. Considerando esta situagéo,
associada com o fato de que a média do tempo de exposicao esta em torno de 20
anos e que 80% dos trabalhadores expostos apresentam genétipos polimorficos (lle-
Val e Val-Val). Entdao é bem provavel que estes trabalhadores podem apresentar
risco aumentados para o acumulo de danos na molécula de DNA havendo a
necessidade de orientacées quanto a utilizacdo adequada de EPI para minimizar o
risco de novas alteracées na molécula de DNA, devido ao contato crénico com os
agrotoéxicos.
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