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INTRODUCAO

Em estudos epidemioldgicos tem sido evidenciado aumento sistematico de tumores
entre agricultores e individuos relacionados ao manuseio frequente de agrotdxicos (Blair et
al., 2005), estes dados podem estar relacionados o uso extensivo de agrotoxicos, pois sdo
considerados agentes mutagénicos e 0s potenciais responsaveis pelo nimero elevado de casos
tipicamente carcinogénicos (Rodrigues et al., 1999).

A exposicdo a agrotoxicos tem sido apontada por estudos epidemiol6gicos como um
dos fatores ambientais responsaveis pela alta incidéncia de cancer em populacGes rurais
(Stoppelli, 2005). Sendo o cancer uma doenca genética causada por mutacfes em genes
envolvidos no controle do ciclo celular, avaliar as condicdes de exposicao de agricultores a
estes produtos, quanto a genotoxicidade, é de fundamental importancia para que medidas
preventivas possam ser adotadas.

Assim, o presente estudo objetivou avaliar os efeitos genotdxicos de agrotdxicos
utilizando o Teste de Micronucleo em células esfoliadas, incluindo a observacao de alteragdes
indicativas de apoptose (cariorréxis, picnose e cromatina condensada), da mucosa oral de
agricultores do perimetro irrigado de Ponto Novo/BA.

METODOLOGIA

Area de estudo: o estudo foi realizado em Ponto Novo/BA, municipio situado ao norte
do estado da Bahia, na BR-407. A populacdo rural é composta predominantemente por
agricultores que fazem parte do projeto de irrigacdo que dista 1 km da sede do municipio.

Amostra: no grupo amostral do presente estudo foram incluidos 90 individuos
distribuidos em dois grupos: Grupo Exposto (GE), constituido por 45 individuos expostos
ocupacionalmente a agrotoxicos e Grupo Controle (GC), no qual foram selecionados 45
individuos que residem fora do perimetro irrigado e sem histéria de exposicao a agrotdxico.
Ambos 0s grupos amostrais foram compostos por igual namero de homens e mulheres (28
homens e 17 mulheres). Toda amostra foi pareada em relacdo ao género e a idade, ou seja
para cada individuo do grupo exposto houve um no grupo controle do mesmo género e da
mesma faixa de idade.

Caracterizacdo da Amostra: a amostra foi caracterizada pela aplicacdo de questionario
contendo indagacdes a respeito de idade, sexo, ocupacdo atual e anterior, tempo de atividade,
habitos de fumar, ingestdo de bebidas alcodlicas, uso de medicamentos, exposicdo a radiacdo
e a produtos toxicos, tipo e tempo de exposicdo, historico de cancer na familia e uso de
medidas protetoras. Foram considerados fumantes os individuos que fumam cigarros
regularmente por um periodo minimo de um ano ou mais e ndo fumantes 0s que nunca
fizeram uso cigarros, os abstinentes do habito por no minimo cinco anos. Os individuos que
faziam ingestdo de bebidas alcodlicas pelo menos uma vez por semana foram considerados
consumidores deste tipo de bebida.
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Obtencdo do Material para Estudo Citogenético: o material bioldgico utilizado no
estudo foram células da mucosa bucal. Este material foi coletado por raspagem gentil da
mucosa bucal com uso de escova endocervical.

PreparacOes para a Analise Citogenética: o material coletado com auxilio da escova
endocervical foi transferido, por esfregaco, para ldmina de microscopia rigorosamente lavada
e seca contendo duas gotas de soro fisioldgico (NaCl 0,09%). ApoOs secagem a temperatura
ambiente as preparacdes foram submersas em solugdo de metanol/4cido acético (3:1) para
fixacdo. Vinte e quatro horas depois foram coradas com reativo de Shift e fast green a 1% em
alcool absoluto por 1 minuto.

Analise Citogenética: toda analise foi realizada em teste cego com relacdo aos dados
do questionario. Um total de 2.000 células por individuo foi analisado. Os critérios de
identificacdo de micronucleo adotados estdo de acordo com os descritos por Sarto et al.
(1987) e Tolbert et al. (1992): foram considerados micronucleos, estruturas com distribui¢do
cromatinica e coloracdo igual (ou mais clara) a do ndcleo, visualizadas no mesmo plano deste,
com limites definidos e semelhantes aos nucleares, e tamanho até 1/3 do nucleo. Somente
células com citoplasma integro foram computadas. Células apresentando fenémenos
degenerativos do nucleares (picnose, cromatina condensada, cariorréxis e caridlise) também
foram incluidas na contagem.

Analise Estatistica: a analise foi realizada com o uso do teste condicional para
comparacado de propor¢des em situacdes de eventos raros (Braganca-Pereira, 1991).

Aspectos Eticos: a metodologia aplicada para obtencdo das células da mucosa oral néo
é um procedimento invasivo (raspagem superficial da mucosa) e foi realizada com material
(escova endocervical) descartavel que ndo oferece risco de lesdo ou contaminacdo dos
individuos da amostra. Todas as pessoas da amostra foram esclarecidas a respeito da pesquisa
e tiveram total liberdade para ndo participar ou desistir no momento que lhes fosse
conveniente. Aquelas que concordaram em participar do estudo assinaram um Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido. A pesquisa teve inicio apds a aprovacao do projeto pelo
Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Estadual de Feira de Santana (CAAE-
0121.0.059.000-06).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Caracteristicas da amostra: a média de idade dos individuos do GE foi de 25,7 + 9,6 e
do GC de 25,5 + 10,18. Dois individuos (no GE) foram classificados como fumantes,
informam o uso de um a cinco cigarros didrios. A ingestdo de bebidas alcodlicas foi
informada por doze entrevistados do GE, sendo que cinco referiram uso pelo menos uma vez
a cada més, trés informaram consumo de bebida alcodlica uma vez por semana e quatro
relataram ingestdo deste tipo de bebida raramente ou ocasionalmente. A cerveja foi a bebida
alcodlica de consumo mais frequente, apenas um dos individuos afirmou consumir outro tipo
de bebida alcodlica (conhaque). Nenhum entrevistado do GC declarou habito de fumar e/ou
ingestdo de bebida alcodlica. As caracteristicas da amostra estdo sumarizadas na tabela 1.

Grupo
Caracteristicas P Exposto Controle
Média de Idade 25,7+9,6 25,5 + 10,18
Género
Masculino 28 o8

Feminino 17 17
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Habito de fumar

Nao fumantes 43 0
Fumantes 2 0

Consumo de bebida alcodlica
Consumidores 12 0
Nao-Consumidores 33 0

Tabela 1. Caracteristicas dos individuos do grupo exposto e controle

Analise citogenética: um total de 180.000 células foi analisado: 90.000 dos individuos
do GE e igual quantidade para o GC. A figura 1 apresenta fotomicrografias de células que
foram analisadas.

A B C D
Figura 1: Fotomicrografias de preparacfes de células esfoliadas da mucosa oral corada pelo
método Felguen/Fast grenn apresentando micronucleo (A), picnose (B), cromatina
condensada (C) e cariorrex (D).

A analise estatistica comparando a frequéncia de micronucleo e alteracdes
degenerativas do nucleo entre os GC e GE, mostrou que a ocorréncia destes marcadores foi
significativamente maior nos individuos do GE (tabela 2).

Tabela 2. Ocorréncia de alteracBes genética nos grupos amostrais em relacéo a exposicao e a
ndo exposicao a agrotdxicos.

Marcador GC GE Parametros estatisticos
citogenético OBS. ESP. OBS. ESP. GL y? P

MN 59 79,5 100 79,5 1 10,6 <0,01

Picnose 772 719 662 719 1 9,0 <0,01

C.condensada 1512 1823 2134 1823 1 106,1 <0,0001
Cariorrex 2516 19655 1415 19655 1  308,3 <0,0001
OBS = observado; ESP. = esperado; GL = Graus de liberdade

A maior frequéncia de micronlcleo observada nos individuos do GE pode ser
atribuida ao contato ocupacional e/ou ambiental a agrotdxicos, uma vez que 0s dois grupos
ndo diferiram quanto aos demais aspectos, como habito de fumar e ingerir bebidas alcodlicas.
Este resultado confirma o potencial genotoxico dos agrotoxicos, como evidenciado por
diversos autores (Gémez-Arroyo et al., 2000; Pacheco & Hackel, 2001 Martinez et al., 2005).

Além da eficacia na analise de micronucleos, outro relevante aspecto a ser considerado
neste estudo, foi a elevada ocorréncia de picnose, cromatina condensada, cariorréxis e
cariolise no GE. Segundo Tolbert, Shy & Allen (1991), a elevada frequéncia destas alteracfes
nucleares sdo indicativas de injuria celular. Estes dados evidenciam a importancia da
aplicacdo de protocolo diferenciado em tecidos escamativos, caracterizando ndcleos com
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morfologia relacionadas a genotoxidade e citotoxicidade que sdo importantes marcadores da
iniciacdo e promocéo da carcinogénese (Tolbert, Shy & Allen, 1991).

CONSIDERACOES FINAIS

Diante do exposto, os resultados deste estudo corroboram com aqueles que
identificaram acdo danosa dos agrotoxicos sobre o material genético. Desse modo, €
necessario que medidas preventivas como: uso de equipamentos de protecdo pelos
trabalhadores, armazenamento adequado e uso racional dos agrotoxicos sejam adotadas.
Assim tornar o ambiente de trabalho e residencial no campo mais salutar.
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