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EPIGRAFE

A mente que se abre a uma nova idéia, jamais
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RESUMO

Analise da associagdao entre polimorfismos genéticos e a sintomatologia
caracteristica de exposicdo a agrotoxicos em trabalhadores rurais. Alysson Fellipe
Costa Telles, Lagarto-SE, 2017.

Introdugdo: As colinesterases e a Paraoxonase 1 atuam como mediadores do
processo de intoxicagao por organofosforado (OF). Monitorar as atividades destas
enzimas e conhecer a variabilidade genética da populagdo agricola é de grande
importancia na avaliagcdo de possiveis grupos de risco para intoxicagdo por OF.
Objetivo: Investigar associacdo dos polimorfismos genéticos rs1803274 (gene
BChE) e rs662 e rs854560 (gene PON1) com sintomatologia caracteristica de
exposicao a agrotoxicos OF em trabalhadores rurais. Metodologia: Estudo Caso-
controle com abordagem transversal. Composto por 427 pacientes, ambos os
géneros, média de idade de 40,96 (£12,6) anos, divididos em: G1-226 individuos
com presenga de sintomas caracteristicos de intoxicagdo por OF e G2-201
individuos sem presencga de sintomas; foram genotipados para 3 SNPs: rs1803274
(gene BChE), rs662 e rs854560 (gene PON1). Além disso, o0s
parametros socioecondmicos, sociodemograficos, perfil de saude e a atividade de
BChE foram analisados. Para teste de associacdo das variaveis categéricas, foi
utilizado o teste Qui-Quadrado e Exato de Fischer. Para os testes dos modelos
genéticos a Regressao Logistica Binaria foi utilizada no Modelo Aditivo e o Teste
Exato de Fisher e teste Qui-Quadrado nos Modelos Dominante e Recessivo
(p<0,05). Resultados: Associagcdo estatisticamente significante para local de
residéncia com apresentagao de sintomas; entre o rs1803274 e sintomas, no modelo
Recessivo. A fraqueza muscular se mostrou o sintoma mais representativo,
apresentando uma associagao estatistica com o rs1803274, no modelo Aditivo e
Dominante. A atividade de BChE apresentou associagdo com o rs662, no modelo
Recessivo, demonstrando que individuos com este SNP tem maior chance de
apresentar atividade reduzida para esta enzima. Conclusdao: Os resultados
demonstram que os fatores intrinsecos (SNPs) e extrinsecos (local de residéncia)
estudados podem modular o processo de intoxicacdo por OF, aumentando ou

reduzindo a susceptibilidade dos individuos envolvidos.

Descritores: Organofosforado; Saude Ocupacional; Polimorfismos Genéticos;

Butirilcolonesterase; Paraoxonase.



ABSTRACT

Analysis of the association of genetic polymorphisms with characteristic
symptomatology of exposure to pesticides in rural workers. Alysson Fellipe Costa
Telles, Lagarto-SE, 2017.

Introduction: Cholinesterases and Paraoxonase 1 are mediators of poisoning
process by organophosphate (OP). Monitor the activities of these enzymes and know
the genetic variability of the agricultural population is of great importance in the
evaluation of possible risk groups for poisoning OP. Objective: This case-control
study aimed to investigate the association of genetic markers (tag SNPs) in BchE
and PON1 genes with characteristic symptoms of exposure to OP pesticides in rural
workers. Methodology: 427 patients, both sexes, mean age 40.96 years old, divided
into 226 with and 201 without characteristic symptomatology of exposure to
pesticides, were genotyped for three tag SNPs, rs1803274 (BChE gene), rs662
e rs854560 (PON1 gene). Also, socio-demographic and economic parameters were
analyzed. BChE activity was demonstrated, as well as the profile of workers' health
was evaluated. For the test of association of the categorical variables, the Chi-square
test and Fisher's exact test. For the genetic models tests the Binary Logistic
Regression was used in the Additive Model and Fisher's Exact Test and Chi-Square
Test in the Dominant and Recessive Models (p < .05). Results: Association
statistically significant for place of residence with symptoms presentation; between
the rs1803274 and symptoms, in the Recessive model. Muscular weakness was the
most representative symptom, presenting a statistical association with rs1803274, in
the Additive and Dominant model. BChE activity was associated with rs662 in the
Recessive model, demonstrating that individuals with this SNP have a higher chance
of presenting reduced activity for this enzyme. Conclusion: The results demonstrate
that the intrinsic factors (SNPs) and extrinsic (residence) studied can modulate the
process of intoxication by OR, increasing or reducing the susceptibility of the

individuals involved.
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1. INTRODUGAO

O consumo mundial de agrotoxicos vem aumentando com o passar dos anos,
na tentativa de melhorar a produtividade e combater pragas que infestam as
lavouras (1). O trabalhador rural faz uso do que existe de tecnologia, e com isso, usa
os diversos tipos de substancias quimicas para este fim. Dentre os agrotéxicos mais
usados, temos o Organofosforado (OF), tanto pelo facil acesso, quando pelo custo-
beneficio (2—4)

Os OF sao caracterizados por apresentar uma molécula de fésforo em sua
estrutura e, por apresentarem um bom perfil de lipossolubilidade, sao facilmente
absorvidos pela pele e mucosas, tanto a respiratoria quanto a digestiva (2,3). E, uma
vez absorvidos pelo organismo, seus metabdlitos possuem a propriedade de se
ligarem as colinesterases, Acetilcolinesterase (AChE) e Butirilcolinesterase (BChE),
enzimas que tém a fung¢ao de hidrolisar a acetilcolina residual na sinapse nervosa.
Esta ligacao é irreversivel, e inativa as enzimas, provocando acumulo de acetilcolina
da fenda sinaptica, e este evento é responsavel pelos sintomas relacionados ao

Sistema Nervoso (fraqueza muscular, tremores noturnos e convulsées) (4,5).

Os agrotoxicos estdo entre os mais importantes fatores de risco para a saude
da populagdo. A utilizagdo extensiva e as consequentes intoxicagdes, sao
consideradas um grave problema de saude publica, sobretudo entre os
trabalhadores rurais, tornando-os a populacdo mais susceptivel a exposicao e
consequentemente aos riscos de intoxicagdes. Uma vez que o trabalhador esta
exposto aos OF de forma continua nas lavouras, seja de forma direta ou indireta,
este contato deve ser monitorado. Porém, a subjetividade no diagndstico de

intoxicagdes se apresenta como um grave problema de saude publica (6,7).

O monitoramento biolégico consiste na determinagdo do ingrediente ativo ou
seus metabolitos, de sistemas bioldgicos alvo afetados por estas substancias ou de
moléculas, cujo aumento, diminuicdo ou até mesmo a simples presenga em um
determinado meio biolégico refletem um disturbio metabdlico ou fisioldgico

associado direta ou indiretamente a exposicao (8).

Como marcador de intoxicagdo, as atividades das colinesterases séao
mensuradas via ensaios laboratoriais (9). A determinacdo da atividade das

colinesterases AChE e BChE no sangue total e no plasma, respectivamente,
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continua sendo amplamente utilizado para diagnosticar a exposicdo a compostos
OP. E um método de pesquisa rapido, conveniente e barato para determinar a

exposicao a agentes neurotoxicos (10)

Outra enzima que também merece destaque no contexto das intoxicagdes por
Organofosforado é a Paraoxonase 1. Uma vez que esta enzima atua na
metabolizacdo dos OF aos quais o individuo foi exposto, estas substancias nao se
ligardo as enzimas envolvidas no processo sinaptico, no caso, as colinesterases, e
elas poderao concluir suas funcdes perante a acetilcolina residual de forma eficaz,

preservando a fenda sinaptica (11,12).

Além de fatores extrinsecos, como tipo de agrotoxico, dose e via de
exposicado, fatores intrinsecos também estdo envolvidos no contexto das
intoxicagdes por OF(13). A variabilidade genética, por exemplo, é fator determinante
para a instalacdo de possiveis intoxicacdes. Principalmente no que diz respeito aos
polimorfismos do tipo SNP, que sao alteragdes na molécula de DNA em frequéncia
superior a 1% na populagcdo, em que apenas uma base nitrogenada € substituida
(14). Esse tipo de alteragédo pode interferir na estrutura da proteina produzida, ou na

sua eficacia funcional (15,16).

Para os genes que codificam as enzimas estudadas (BChE e PON1), a
literatura descreve uma diversidade de polimorfismos. Os SNPs escolhidos para este
estudo foram selecionados levando em consideracdo a frequéncia com que eles
aparecem na populacido e, consequentemente, a relevancia cientifica e a variedade
de literatura pré-existente nos bancos de dados internacionais (/PUBMED)
classificam o perfil dos pacientes que apresentam estes polimorfismos como
individuos com maior ou menor grau de susceptibilidade. Para a enzima BChE, o
SNP escolhido foi o rs1803274 (17-19) e para a PON1 foram escolhidos os dois
mais frequentes, o rs662 e rs854560 (16,20-23)

O rs1803274 esta relacionado com cerca de 30% de reducgado na atividade da
enzima BChE (17,18,24,25), o rs662 em homozigose para a variante Q reduz a
atividade da Paraoxonase 1 perante o seu principal substrato, o Paraoxon, mas
aumenta com relag&o a outro substrato, o diazoxon(21,26), e o rs854560, quando o
alelo M aparece em homozigose, reduz qualitativamente e quantitativamente a
enzima PON1(26,27). Com isso, temos que esses SNPs sdao moduladores da

resposta perante a intoxicagao por OF, sendo determinantes na manifestagao de
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sintomatologias caracteristicas da exposigdo continuada, atuando como fator de

protecao ou de susceptibilidade a intoxicacéo por OF.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Agrotoxicos

Os agrotoxicos, também chamados de pesticidas, sdo substancias utilizadas
de forma abrangente na zona rural, com o intuito de combater pragas e vetores,
preservando assim as lavouras de possiveis infestagdes (1). Se classificam de forma
padronizada, observando a estrutura quimica do composto e 0 mecanismo de acgao.
As principais classes sdo os Organoclorados, Organofosforados, Carbamatos,

Piretroides, Triazinos e os Neonicotinoides (13).

O Brasil possui uma economia essencialmente agricola e o uso dessas
substancias vem aumentando a medida que a tecnologia ganha mais forca na
producdo, e a competitividade de mercado exige aumento e melhoria das safras
para atender a demanda interna e externa do pais(28) Por esse motivo, o Brasil
ocupa atualmente o primeiro lugar no ranking de consumo de agrotéxicos
mundialmente, posicdo alcangcada desde 2009, e consome cerca de 84% da
producgao latino-americana. O faturamento liquido brasileiro da industria quimica no

ano de 2009 foi equivalente a 6,3 bilhdes de ddlares (29).

O uso de agrotoxicos no territorio brasileiro ndo € uma pratica nova. Teve
inicio em meados dos anos 60, quando o Brasil passou por uma fase de
modernizagdo de sua agricultura, atividade desde sempre muito significativa na
economia do pais(28). Junto com a modernizagdo de maquinas e técnicas, o uso
dos pesticidas aparece como conduta perante o combate a pragas agricolas, e se
tonou pratica rotineira dos trabalhadores rurais, principalmente pelos incentivos
dados pelo Governo Federal, pelo Banco Mundial e por empresas norte-americanas.
Foi a chamada Revolucdo Verde pelos estudiosos da época, e essa denominacéao é
utilizada até hoje para fazer referéncia aquele periodo de investimento tecnoldgico
(29,30).

A medida que a internacionalizacdo da agricultura brasileira acontecia,
principalmente pelo capital externo aqui investido, as praticas com agrotoxicos foram
ainda mais incentivadas, e se tornando, a cada década, mais comuns ao trabalhador
rural. Contudo, ndo houve a preocupacio por parte das multinacionais em qualificar
o trabalhador rural para o uso destes produtos, que eram vendidos na época como

“defensivos agricolas”, e as campanhas promotoras de vendas mostravam apenas
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os aspectos positivos de seu uso. Mediante a exposicdo continuada, e a um
conjunto de casos com sintomatologia semelhante, comegaram a aparecer o0s

primeiros dados a respeito da intoxicagao por agrotoxicos (28,29).

Sergipe aparece no cenario brasileiro com um crescimento similar ao
nacional, no que diz respeito ao uso de agrotéxicos, visto que o Estado possui uma
forte economia agricola (31). Em relagdo ao cultivo predominante, temos o milho
como principal representante da producdo agricola sergipana, com pouco mais de
40% da produgédo, seguido da laranja e demais frutas citricas (15%) e cana-de-
acucar (14%), segundo publicagcédo do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica
(IBGE) em 2012. O ultimo Censo Agropecuario, realizado em 2006, trouxe algumas
informagbes  pertinentes. Foram recenseados 100.606 estabelecimentos
agropecuarios, com cerca de 225.950 pessoas ocupadas com a agricultura no
estado (32).

O Relatério de Vigilancia em Saude de Populagbes Expostas a Agrotoxicos
no Estado de Sergipe, publicado em julho de 2015 pelo Ministério da Saude, traz
algumas informag¢des pertinentes ao uso de agrotoxicos em Sergipe. Houve um
crescimento do consumo de pesticidas nos ultimos anos, sem aumento proporcional
na area de uso para plantio. Isto reflete 0 aumento da produtividade, traduzido pela
capacidade de produzir mais na mesma area cultivada. Neste documento, o perfil da
agricultura sergipana é definido como prioritariamente familiar, e esta populagéao é
caracterizada como portadora de fragilidades socioecondmicas e culturais, tais como
baixa escolaridade e pouca instrucdo, que podem estar influenciando no uso

incorreto dos agrotéxicos (31).
2.2. Agrotoxicos Organofosforados (OF).

Um estudo epidemioldgico nacional (33) demonstra uma prevaléncia no uso
do agrotoxico do tipo Organofosforado (OF) pelas comunidades agricolas brasileiras,
cujos principais representantes s&do o Malation, o Paration e o Dimetoato. Esta
realidade também é retratada por outros estudos em nivel internacional (1,5,34,35).
Os OFs sao compostos quimicos, de facil acesso e baixo custo, que compdem um
vasto grupo de ésteres organicos com um atomo de fosforo em sua estrutura, e que,
em contato com o homem e com o ambiente, podem acarretar uma série de reagdes

indesejaveis(10).
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Devido a sua lipossolubilidade, os Organofosforados podem ser absorvidos
pelo organismo por trés vias: cutanea, respiratoria e digestiva, esta ultima nos casos
de uso para suicidio ou causas acidentais(3,10). Uma vez absorvidos pelo
organismo, os compostos passam pelo processo de biotransformagao, dividido em
duas fases. No primeiro momento, o organismo forma conjugados polares com os
OF, introduzindo moléculas como a hidroxila (-OH), a carboxila (-COOH), amina (-
NH2) ou sulfila (-SH) a estrutura quimica dos mesmos. Em seguida, ocorre o
processo de detoxicagdo, onde ha a inclusdo de substratos endogenos (Sulfatos,
acetatos, aminoacidos ou glucuronidas), que conferem um perfil hidrossoluvel a

essas moléculas, e propicia uma correta excre¢&o via sistema urinario(36).

Figura 1: Estrutura de um agrotoéxico do tipo Organofosforado.

Fonte: WOREK et al, 2016
2.3. Intoxicagao por OF e Risco Ocupacional.

O mecanismo de agdo de um agrotoxico do tipo OF é bastante abrangente.
Ele pode causar reacdes topicas e superficiais, tais como as dermatites e rinites, por
um contato direto com a substancia, ou causar efeitos sistémicos, provenientes da
sua biotransformacao. E perante esta variedade de sinais e sintomas, a sequéncia e
severidade dos eventos dependem da toxicidade do pesticida, da dose a qual o

individuo foi exposto, e da via de exposigao(10).

As principais sintomatologias relatadas em estudos com trabalhadores rurais
estdo ligadas ao Sistema Nervoso Central (dor de cabega, tontura, visédo turva, Boca
seca, fadiga, tremores, agitagao/ irritabilidade), ao Sistema Respiratério (tosse, crise
alérgica, coriza) ou relacionadas a pele e mucosas (Sudorese, coceira, irritacédo na
pele, petéquias e processos alérgicos) (30,33,34). Em casos mais agressivos, 0s
agrotoxicos podem estar associados a varios tipos de cancer, e até mesmo induzir

aberragdes cromossOmicas(37).

Os mais frequentes relato sistémico incluem sintomas nicotinicos,
muscarinicos e centrais, especialmente aqueles sobre a fungdo motora. Exemplos

comuns destes sintomas sado a fraqueza muscular, tremores e convulsées(30).
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Sabe-se que o principal neurotransmissor dos humanos é a Acetilcolina, descrita
pela primeira vez por Otto Loewi em 1921(38). Apds a sinapse na jungao
neuromuscular, cessado o estimulo nervoso, permanece nessa regidao certa
quantidade de acetilcolina residual, que deve ser hidrolisada em Colina + Acetato
(Acido Acético), proporcionando ao musculo o retorno ao estado de relaxamento
apos ser estimulado pela molécula de acetilcolina, mantendo a homeostase do
sistema muscular esquelético. Quem realiza esta funcdo s&o duas enzimas
homodlogas, chamadas de Acetilcolinesterase (AChE) e Butirilcolinesterase (BChE)
(4,5,10).

Ocorre que os compostos OF, uma vez absorvidos, apresentam a
propriedade de inibir as duas colinesterases através de uma ligacao irreversivel que
inativa as colinesterases e resulta em um acumulo de acetilcolina nas terminagdes
nervosas, estimulando demasiadamente a musculatura, e promovendo os sinais e

sintomas relatados(9,17).

Em condicdo pura, os organofosforados s&o fracos inibidores de
colinesterases. Porém, apos a biotransformacdo desses compostos no figado, séo
produzidos metabdlitos muito téxicos, ligados a um grupamento polar (radical
hidroxila, amina, carboxila ou tiol) através de reagbes de oxidagdo, redugdo ou
hidrolise, e esses metabdlitos levam a denominagdo de analogos oxidativos. Em
seguida, os metabdlitos polares sao conjugados com substratos enddgenos
(glucuronida, sulfatos, aminoacidos e acetatos), formando produtos hidrossoluveis, e

que serao excretados pela urina(36).

Apesar de o uso dos equipamentos de protegao individual (EPI'S) ser pratica
conhecida, abrangendo luvas, mascaras, boné, avental e botas, dentre outros,
estudos diversos apontam que o perfil de baixa escolaridade dos trabalhadores
rurais contribui bastante para o deficiente entendimento da necessidade e da forma
de usar esses mecanismos de protecdo, bem como a falta de treinamento por parte
dos proprietarios das terras (1,39—41), que além de fornecer os materiais, tém por
obrigacao ensinar os funcionarios a usa-los corretamente, de acordo com a Norma
Regulamentadora n 31 do Ministério do Trabalho e do Emprego, que aborda a

Segurancga e Saude no Trabalho na Agricultura, Pecuaria e Silvicultura (42).

Nesse contexto, ainda na década de 80, o Ministério da Saude, fazendo uso

de suas atribui¢cdes, viu a necessidade de criar um sistema integrado, que pudesse
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notificar os casos de intoxicagdes gerais, inclusive no que diz respeito aos
agrotoxicos, que posteriormente foi denominado de SINITOX (Sistema Nacional de
Informagdes Toxico-Farmacoldgicas). Nesse sistema, que é vinculado a Fundagao
Oswaldo Cruz — FIOCRUZ, informagdes tais quais género, idade, tipo de agente
toxico, circunstancias de intoxicagdo e vias de ocorréncia seriam registrados para
fins epidemioldgicos e posteriores agcdes de saude publica. Este sistema possui
carater de notificacdo facultativa aos médicos que recebem os casos em seus
consultorios, fato que gera irregularidades nas estatisticas geradas por este sistema.

A ultima atualizagao deste banco de dados data do ano de 2013.(6)

Outro fato que afeta as estatisticas apresentadas pelo SINITOX foi
apresentado em um estudo realizado em 2009, que fala sobre a padronizagdo dos
dados notificados pelos Centros de Informagéo e Assisténcia Toxicoldgica (CIATSs),
distribuidos pelos municipios do pais. Foram distribuidos 20 casos clinicos
hipotéticos para os Centros, que foram orientados a proceder a notificagdo no
SINITOX. A divergéncia dos dados entre os CIATs foi grande, visto que as variaveis
do estudo eram as mais passiveis de analise subjetiva: o agente toxico envolvido, a

circunstancia da ocorréncia e a via de exposi¢ao/intoxicagao(7).

Nos anos de 2011 e 2012, os agrotoxicos aparecem como terceiro e quarto
lugares, respectivamente, no que diz respeito as principais causas de intoxicagdo no
SINITOX. Dentre as intoxicagbes por agrotoxico, temos a origem ocupacional na

terceira e segunda posi¢cdo, na mesma sequéncia (43).

Quadro 1. Principais causas de intoxicagao notificadas no SINITOX nos anos de
2011 e 2012.

2011

2012

1° Medicamentos (n=30249)

1° Medicamentos (n=27008)

2° Domissanitarios (n=11557)

2° Drogas de abuso (n= 7999)

3° Agrotoxicos (n= 7560)

3° Domissanitarios (n= 7987)

4° Drogas de abuso (n=6787)

4° Agrotéxicos (n= 6098)

5° Produtos Quimicos Industriais
(n=6201)

5° Produtos Quimicos Industriais
(n=5015)

(Fonte: SINITOX, 2013).
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Quadro 2: Principais formas de intoxicagao por agrotoxicos notificadas no SINITOX
nos anos de 2011 e 2012. (Fonte: SINITOX, 2017).

2011 2012
1° Suicidio (n=2305) 1° Suicidio (n=1903)
2° Acidente Individual (n= 1216) 2° Qupacional (n=1172)
3° Ocupacional (n = 1146) 3° Acidente Individual (n= 1149)

(Fonte: SINITOX, 2013).

Também contribuindo para as informacgdes sobre intoxicagdes no pais, o
SINAN (Sistema de Informagdo de Agravos de Notificagdo), érgéo vinculado
diretamente ao Ministério da Saude, a partir de janeiro de 2011 tornou obrigatéria
(compulsoria) a notificagdo dos casos em toda a federagdo. Ambos os sistemas
trazem dados alarmantes sobre a casuistica em questdo, apesar de serem dados

apenas estimados(6).

A problematica da subnotificacdo, ndo diferente de outros sistemas de
informacgéo nacionais, € frequente em todo o pais, seja falta de padronizagdo das
equipes responsaveis pelos registros a nivel estadual, pela insuficiéncia de centros
de notificagdo para atender todo o territério nacional, pela falta de acesso as
comunidades rurais para este servigo, pela ndo obrigatoriedade de registro no
SINITOX, ou pela ndo obrigatoriedade no SINAM até o ano de 2010.(6,7)

Além disso, o que se torna perceptivel ao analisar os dados notificados é que
sdo informagbes pertinentes a intoxicagdes agudas, que se referem a contato
recente com o agrotéxico. As intoxicagdes crénicas, caracterizadas pela exposigao a
longo prazo, permanecem sem uma epidemiologia concreta para ser analisada,
devido a escassez de dados, o que torna o evento da subnotificagdo ainda maior e

mais preocupante no que diz respeito a saude do trabalhador rural (6).

A populacgéo se expde, seja por forma direta, durante o manuseio e aplicagao
do produto, ou indireta, através do contato do trabalhador com seus familiares ou
pela ingestao de alimentos contaminados. A Organizagdo Pan Americana de Saude
— OPAS - indica que para cada caso registrado de intoxicagdo por agrotoxicos,

cerca de cinquenta casos ocorreram sem notificagdo ou foram notificados de
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maneira equivocada. Visto que ndo se torna necessario manipular o composto
quimico para que uma possivel intoxicacdo aconteca, a realidade € bem mais
alarmante e preocupante do que os dados refletem. Por conta disto, alguns estudos
ja classificam a intoxicagdo por OF como um problema de Saude Publica no
mundo(34,44).

2.4. Biomarcadores de Intoxicagao por OF

Apesar de os marcadores de funcdo hepatica fornecerem algumas
informagdes pertinentes ao diagndstico de intoxicagédo por OF, pois todo xenobidtico
absorvido pelo organismo € metabolizado no figado, as dosagens das atividades das
colinesterases ainda s&o os testes laboratoriais de escolha no monitoramento da
intoxicagcdo por OF (45). Isso porque as enzimas hepaticas - TGO (Transaminase
Glutadmica Oxalacética) e TGP (Transaminase Glutamica Piruvica), por exemplo -
sao marcadores inespecificos, visto que qualquer outra situagao pode alterar os
dados laboratoriais hepaticos, como as hepatites, cirrose e esteatose hepaticas,

dentre outros(22).

Pela afinidade que as colinesterases possuem com a acetilcolina, elas se
tornam um marcador mais especifico e de maior representatividade nos quadros de
intoxicacdo por OF(9), e inclusive s&o utilizadas pelo Ministério da Saude no
monitoramento dos agentes de saude que aplicam inseticidas e outros pesticidas de

uso nas comunidades(46).

Sao duas as colinesterases presentes em nosso organismo, e que realizam a
hidrolise da acetilcolina residual. A Acetilcolinesterase (ACHE), também chamada de
colinesterase verdadeira ou eritrocitaria, se apresenta como a enzima com maior
especificidade para o substrato acetilcolina (22). Esta presente na membrana do
eritrécito, possui uma meia vida por volta dos 33 dias, e esta direcionado para casos
de intoxicagdo crbnica, onde o individuo se expde a longo prazo, mesmo a
pequenas doses do OF (17,23,47).

A segunda enzima envolvida no processo de hidrélise dos OF é a
Butirilcolinesterase (BChE), multifuncional presente no figado, plasma, péncreas e
intestino delgado (4). Além de suas fungdes colinérgicas, esta enzima esta
associada a hidrolise de outros ésteres, como a butirilcolina, anestésicos locais,

algumas drogas (cocaina e heroina) e outros medicamentos(48). A meia vida desta
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enzima € de 7 a 12 dias, e por isso a BChE é utilizada para monitorar quadros
agudos de intoxicacdo, ou seja, aqueles cujo contato foi recente e os sintomas se
manifestaram rapidamente(23,49). Além disso, a BCHE esta relacionada com o
indice de massa corpérea e tendéncias a obesidade. Esta relagcdo com metabolismo
e ganho de peso esta possivelmente ligada a Grelina, um hormdnio peptideo que
atua estimulando o apetite e a obesidade, e que é desativado pela hidrélise
promovida pela BCHE. Ou seja, BCHE e Grelina atuam de forma inversamente
proporcional na circulagdo(50,51). Outros estudos (16,52,53), sugerem interferéncias
dos niveis séricos de BCHE em diversas patologias, como por exemplo a

dependéncia de cocaina e diabetes mellitus, respectivamente.

Essas enzimas possuem estrutura quimica semelhante (cerca de 54% da sua
sequéncia de aminoacidos é idéntica), visto que hidrolisam o mesmo substrato,
consequentemente realizando fungédo semelhante (9). Porém, a acetilcolinesterase
apresenta um melhor desempenho na hidrolise da acetilcolina, e a
butirilcolinesterase atua melhor sobre a butirilcolina, uma droga sintética similar a
acetilcolina. Um estudo realizado na Espanha classifica o perfil de atividade de
BChE como um método mais sensivel, se comparado a AChE, pois esta enzima é
inativada mais rapidamente pela intoxicacdo por OF, e a AChE por sua vez é
classificada como mais confiavel, se comparada ao perfil de BChE, pela sua maior
especificidade ao substrato (22). Realizando uma analise quantitativa, temos que o
corpo humano contém cerca de 10 vezes mais BChE do que AChE, sendo estes
valores superiores em todos os tecidos do corpo, exceto nos musculos e no cérebro,

onde a AChE esta presente de forma predominante (17,18).

Além das colinesterases, a Paraoxonase 1 (PON1) também esta associada
com a intoxicagao por OF. Caracterizada por ser também uma hidrolase, de carater
calcio dependente, e que atua em diversos substratos, inclusive sobre a
metabolizagdo dos organofosforados,. Juntamente com a PON2 e a PON3, compde
a familia das Paraoxonases, que sao produzidas no figado(12). Elas recebem este
nome por conta de seu principal substrato in vitro, que é o paraoxon (26,54).

Apesar de possuirem estrutura e fungdo semelhantes, visto que compdem a
mesma familia de enzimas, elas diferem quanto ao substrato nos quais atuam, e nos
locais onde podem ser encontradas. A PONZ2 é encontrada apenas nos tecidos, se

caracterizando como uma enzima intracelular estrita, enquanto a PON1 e a PON3
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sdao encontradas predominantemente no plasma, associadas ao HDL. Quanto ao
substrato em que atuam, a PON1 tem afinidade pelos Organofosforados e algumas
medicacgoes, enquanto a PON2 e a PON3 tem afinidades para lactonas. As trés

enzimas possuem carater antioxidante, sendo a mais potente delas a PON3(55,56).

A PON1 merece destaque no contexto das intoxicagdes por Organofosforado
porque, uma vez que esta enzima atua na metabolizacdo dos OF aos quais o
individuo foi exposto, estas substancias ndo se ligardo as enzimas envolvidas no
processo sinaptico, no caso, as colinesterases, e elas poderao concluir suas fungdes

perante a acetilcolina residual de forma eficaz, preservando a fenda sinaptica(11).

Paralelo a este evento, a PON1 também esta correlacionada com o estresse
oxidativo, atuando juntamente com o colesterol de alta densidade (HDL), acoplando-
se a esta molécula, e reduzindo as taxas de producdo de radicais livres pelo
organismo, inclusive durante a metabolizacdo dos OF. Sabe-se que nas
lipoproteinas de baixa densidade, como o LDL (Low Density Lipoprotein) e o VLDL
(Very Low Density Lipoprotein), encontramos menos de 5% da atividade da PON1, e
que o HDL possui uma estrutura chamada Apolipoproteina A-lI que € responsavel
pela afinidade com a PON1, além de conferir a estabilidade que a enzima precisa
para exercer suas fungdes (56). Além disso, pode prevenir o acumulo de lipideos na
Lipoproteina de Baixa Densidade (LDL) e se relaciona com a Doenga da artéria
Cardtida, onde pacientes que apresentam essa patologia possuem niveis reduzidos
desta enzima(55).

Ainda sobre a PON1, esta enzima ainda possui propriedades durante o
processo inflamatoério, atuando como proteina negativa de fase aguda. Com isso,
tem-se que os niveis de PON1 tendem a estarem mais baixos em pacientes com
processos inflamatérios, processo inversamente proporcional ao que acontece com

a Proteina C reativa, que é um marcador positivo de inflamagao (56).
2.5. Variabilidade Genética

Além dos fatores extrinsecos que podem trazer prejuizos a populagéo
exposta aos OF, tais como grau e tempo de exposi¢cdo, uso de Equipamentos de
Protecdo Individual (EPI's) e habitos e comportamentos adequados dos
trabalhadores agricolas, temos que fatores intrinsecos também podem estar

interferindo no mecanismo das intoxicagdes (13). A variabilidade genética que a
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populagcdo apresenta, e a presenca de genodtipos polimorficos pode ser um fator
determinante para apresentacdo de sintomas caracteristicos, e podem tornar o
individuo mais ou menos susceptivel para as possiveis reagdes pos-exposi¢ao (57).
Um estudo realizado na Espanha em 2005 afirma que individuos expostos a
mesmos niveis de OF, durante os mesmos periodos, podem ou nao apresentar

sintomas e que a susceptibilidade individual é determinante neste processo(45).

As enzimas envolvidas no processo de hidrélise dos OFs sio proteinas
produzidas através da traducdo do RNA, que recebe a informagao do DNA presente
no nucleo para proceder a sintese protéica (38). Levando-se em conta o alto grau de
variabilidade genética que a populacdo em geral possui, e que isso reflete
diretamente na manifestagao fenotipica, temos que a genética se apresenta como

fator determinante para os individuos (58,59).

As alteracbes genéticas, que sdo mudangas na sequéncia referéncia do DNA,
se apresentam em duas formas, caracterizadas pela frequéncia com que ocorrem na
populagcdo, e pelo grau de acometimento da saude dos individuos que as

apresentam (14). As definigcdes sdo apresentadas no quadro abaixo.

Quadro 3: Diferengas entre Mutacéo e Polimorfismo.

Mutacgoes Polimorfismos

Frequéncia: < 1% da populagao. Frequéncia: > 1% da populagao.

Grau de acometimento: ndo estao

Grau de acometimento: ligadas a _ . _
ligadas diretamente a patologias, mas

processos patogénicos, onde a , , .
juntamente com interagoes

presenca da mesma caracteriza uma , , .
ambientais, podem representar maior

doencga especifica.
¢ P ou menor susceptibilidade a doengas.

Fonte: BALASUBRAMANIAN et al, 2004.

Dentre os mecanismos de polimorfismos que ocorrem no ser humano,
destacamos os Polimorfismos de Nucleotideo Unico, os SNPs (do inglés, Single
Nucleotide Polymorphism), caracterizado pelo DECS (Descritores em Ciéncias da
Saude) como uma “Variagao nucleotidica unica em sequéncia genética, que ocorre

com frequéncia apreciavel na populagao” (60).
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Em outras palavras, € uma alteragao do tipo substituicdo de apenas uma das
bases nitrogenadas (Adenina, Timina, Citosina e Guanina) que compdem a cadeia
de nucleotideos, em determinado cédon, e pode interferir na transcricado génica, na
estabilidade do mRNA, no evento genético chamado Splicing (remogao dos introns e
juncdo dos éxons), na estrutura da proteina produzida, ou na sua eficacia funcional
(14-16,58).

Cada uma das enzimas descritas como marcadores de intoxicagdo é produto
da codificagdo de genes diferentes. O gene da AChE esta localizado no
cromossomo 7, e possui seis éxons, que sao as regides codificadores de proteina
(17,47). A BChE é codificada por um gene localizado no brago longo do
cromossomo 3, possuindo quatro éxons (15,17,61). Ja a PON1 é codificada por um
gene presente no brago longo do cromossomo 7, e possui 9 éxons
(54,55)(12,54,55).

Com relagao aos SNPs mais frequentes, o rs1803274, também chamado de
Variante K, esta presente no gene que codifica a enzima Butirilcolinesterase (BChE),
mais precisamente no Exon 4, e é caracterizado pela substituicdo de uma Guanina
por uma Adenina usando o formato de transi¢do (troca de purina por purina). Esta
mudanga na sequéncia do gene ocorre no codon 539, e resulta na produgao de uma
Treonina (Thr) ao invés de uma Alanina (Ala) (15,57). Estudos sugerem uma
reducdo de cerca de 30% na atividade desta enzima quando o polimorfismo esta
presente em homozigose (17,18,24,25), e este comprometimento da atividade
enzimatica caracteriza o alto risco do portador deste polimorfismo quando exposto a

compostos do tipo Organofosforado. (48).

Conhecer o fator genético de sua populagado na padronizagao dos valores de
referéncia para as colinesterases principalmente sobre a BChE, é de grande
importancia para a compreensao do processo de intoxicacdo por OF. Com isso,
tende-se a aumentar a acuracia e um correto diagnéstico de casos de intoxicagao
por OF e cita inclusive a verificagcdo de sensibilidade a succinilcolina, principal

substrato da BChE e usada em procedimentos cirurgicos (9).

Estudo realizado na Espanha apresenta este SNP como uma limitacdo ao uso
da BChE como marcador de intoxicagdo aguda por OF, pois a redugéo da atividade

na enzima pode ser atribuida simplesmente a um fator intrinseco, de origem
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genética, e ndo se tratar de uma exposigao ocupacional com subsequente processo

toxicologico (34).

E importante ressaltar que, apesar da relevancia no mecanismo de
metabolizagcdo da acetilcolina residual, e de também ser inibida pelos OF, para
estudos genéticos, nao se tornam tao viaveis as analises com os SNPs do gene que
codifica a enzima acetilcolinesterase (AChE). De acordo com o banco de dados
genéticos EXAC — Exome Aggregation Consortium — que lista as alteracées na
sequéncia do DNA observadas e as frequéncias em diversas populagdes no mundo,
as variantes da enzima ACHE sdao raras, e s6 ocorrem em heterozigose (17). Além
disso, a molécula de AChE possui um maior grau de conservagao entre as espécies
e, quando os SNPs estdo presentes em casos raros, ndo estao correlacionadas com
perda de fungdo da enzima, nem ha relatos de patologias que tenham como causa a

presenca deste polimorfismo(9).

O rs662, presente no gene que codifica a enzima PON1, é caracterizado pela
substituigdo de uma Adenina por uma Guanina pelo formato de transi¢cao (troca de
purina por purina), originando uma Arginina (Arg) ao invés de uma Glutamina (GlIn)
no codon 192. O rs854560, por sua vez, se caracteriza pela substituicido de uma
Timina por uma Adenina, pelo formato de transversao (troca de purina por

pirimidina), e que vai originar o aminoacido Leucina ao invés de uma Metionina (54).

A Paraoxonase 1 esta relacionada principalmente com o metabolismo do
Paraoxon, sendo o efeito destes polimorfismos também relacionados a este
composto. Para o rs662, a genotipagem é representada por Q192R, onde o alelo Q
(alelo selvagem) em homozigose confere uma menor atividade para esta enzima, e
o alelo R (alelo polimérfico) na mesma condigédo, confere uma atividade cerca de
nove vezes maior (21,26). Com relagdo a um segundo substrato, o Diazoxon, o perfil

é inverso. O alelo Q confere uma melhor atividade que o alelo R (27).

Em relacdo ao rs854560, a representacao é dada por M55L, onde o alelo M
(alelo selvagem) em homozigose confere uma menor atividade enzimatica e o alelo
L (alelo polimérfico) em homozigose aumenta este parametro enzimatico(26). Ainda
sobre o0 rs854560, sabe-se que o alelo M esta relacionado com a reducéo dos niveis
séricos de PON1, ou seja, um individuo M55M apresenta alteragbes qualitativas e

quantitativas relacionadas a esta enzima (24,27,62).
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Como cada populagdo tem seu perfil de descendéncia, para estudos
genéticos deve-se analisar o perfil de ancestralidade dos individuos estudados, pois
as frequéncias alélicas variam de acordo com o perfil encontrado. No Brasil, por
exemplo, estudos apontam trés principais descendéncias: Africana, Européia e, em
menor proporgédo, a Norte-Americana. As proporgdes de ancestralidade variam de
acordo com a regiao do pais (63,64).

2.6. Polimorfismos genéticos e intoxicagao por OF

Diversos estudos correlacionam a atividade da BChE com a exposicdo a OF
em populacbes expostas, dentre elas a dos trabalhadores rurais, buscando
confirmar a associagao significativa entre estes eventos (3,4,30,34,35). Com relagéo
aos polimorfismos, existem trabalhos que avaliam os trés polimorfismos escolhidos
neste estudo, correlacionando a presenga destes com um maior grau de
susceptibilidade a intoxicagao por OF, ou caracterizando-os com carater protetivo
(9,19,45,47,54,57,62).

Dessa forma, os trés polimorfismos apresentados (rs1803274, rs662 e
rs854560) podem estar associados ao aparecimento de sintomas decorrentes da
exposicdo por OF, modulando a resposta do individuo perante a intoxicagao.
Portanto, podemos inferir que o fator genético, pode ser determinante da
susceptibilidade para intoxicagdo por OF (3,22,62,65).
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3. Objetivos
Objetivo Geral

Investigar associagao dos polimorfismos genéticos rs1803274 (gene BChE) e
rs662 e rs854560 (gene PON1) com sintomatologia caracteristica de exposi¢cao a

agrotoxicos OF em trabalhadores rurais.
Objetivos Especificos

» Descrever a frequéncia das variaveis relacionadas aos sintomas

caracteristicos de exposig¢ao a agrotoxicos OF em trabalhadores rurais;

+ Determinar a atividade da enzima BChE, indicador biologico de intoxicagao

por OF, em trabalhadores rurais;

* Analisar a associagdo entre a atividade da enzima BChE encontrada nos
trabalhadores e os polimorfismos genéticos rs1803274 (gene BChE) e rs662
e rs854560 (gene PON1).



30

4. Metodologia

Este estudo é caracterizado como caso-controle, com abordagem transversal
e faz parte da continuidade de um projeto de pesquisa “guarda-chuva” iniciado em
2013 pelo Nucleo de Pesquisa e Atencdo a Saude do Trabalhador (NUPAST),
intitulado “Analise de indicadores de saude e marcadores de risco a exposicao a
agrotoxicos nos trabalhadores das lavouras da laranja nas regides de maior
producao do estado de Sergipe”.

41. Populagao alvo

Foram selecionados trabalhadores rurais adultos de areas rurais da regiao
Centro-Sul de Sergipe.

4.2, Calculo amostral

O caélculo amostral teve por objetivo conseguir uma amostra minima que
fosse representativa para esta populacdo, considerando a diversidade de
propriedades estimada, um erro amostral de 5% e um intervalo de confianga de
95%.

A amostra é composta por 427 individuos que concordaram em participar do
estudo, apés o preenchimento do TCLE (Termo de Consentimento Livre e

Esclarecido).

4.3. Critérios de inclusao
e Trabalhadores rurais, homens e mulheres maiores de 18 anos.
e Trabalhadores rurais que tiveram contato direto e/ou indireto com o
agrotoxico OF, independente do periodo de uso.

4.4. Critérios de exclusao
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e Trabalhadores rurais que NAO tiveram contato direto e/ou indireto com

o agrotoxico OF.

4.5. Organizacao e operacionalizagao dos eventos de coleta

O evento de coleta foi realizado nas Unidades Basicas de Saude na
proximidade geografica com a moradia dos trabalhadores rurais das regides
selecionadas.

O evento foi agendado aos sabados para evitar dias uteis e para nao
comprometer o trabalho do voluntario. Foram evitados sabados imediatamente
anteriores ou posteriores a feriados para garantir adesdo do maximo possivel de

voluntarios.
4.6. Coleta de dados

A equipe participante da coleta de dados da pesquisa foi composta de alunos
de graduagao e alunos da pés-graduacao, divididas em quatro estagdes:
| - Estacdo TCLE;

Il - Estacéo de entrevista;
[l - Estagdo de coleta de sangue.

A estacdo TCLE foi composta por alunos de graduacdo, cuja fungao foi
garantir aos participantes a completa compreensao dos objetivos da pesquisa, das
etapas a serem cumpridas, dos beneficios gerados e as consideragbes éticas do
estudo. O documento TCLE, apds aceitacdo pelo trabalhador, foi devidamente
assinado. Em seguida, o mesmo foi efetivamente incluido na pesquisa e seguiu para

as demais estacgdes.

A segunda etapa do estudo com os trabalhadores agricolas foi o
preenchimento do questionario eletrdnico, aplicados por pesquisadores treinados e
calibrados que participavam do projeto. Foram abordados os aspectos socio-
demograficos destes trabalhadores, tais como idade, género, grau de instruc¢ao, local
de residéncia, perfil socioecondmico, etnia e atividade profissional. A presenca de
sinais e sintomas que poderiam estar ligados com a intoxicagdo por agrotdxicos
também foi contemplada no questionario, em uma abordagem simples, que fosse do
entendimento do trabalhador. Através do auto-relato nos questionarios, foi possivel

dividir os trabalhadores em dois grupos:

- G1 (226): Estudo - com sintomas caracteristicos de exposi¢ao aos OF;
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- G2 (201): Controle - sem sintomas caracteristicos de exposi¢ao aos OF.

Em seguida os mesmos foram encaminhados para a coleta de sangue.
Utilizando materiais esterilizados e descartaveis, e a metodologia de coleta a vacuo,
profissionais devidamente capacitados realizaram as coletas de sangue em tubos
contendo o anticoagulante EDTA, e tubos sem aditivos para obtencao de soro para a

determinacao da atividade enzimatica da BChE.

O sangue foi coletado preferencialmente no sistema venoso antecubital,
regidao anatbmica de forma triangular, anterior ao cotovelo, limitada pelo musculo
pronador redondo e pelo musculo braquiorradial. Entretanto, em caso de limitacao
anatdbmica do paciente, foi feita a coleta em outro vaso venoso em membro superior.
As amostras foram levadas para processamento e analise nos laboratérios
conveniados das prefeituras das cidades estudadas para a realizagdo de exame
laboratorial com o objetivo de determinar a atividade da BChE. Apds a coleta de

sangue foi oferecido um lanche aos trabalhadores participantes.

Em seguida, as amostras foram centrifugadas a 3000 rpm, por 10 minutos,
para facilitar a separacao da série leucocitaria, formada por células nucleadas, por

possuirem material genético em seu interior.

Todos os participantes foram encaminhados para a estagao de exame clinico
durante uma segunda abordagem pela equipe onde receberam os resultados dos
exames laboratoriais. Os trabalhadores que apresentarem alteracbes na atividade
da BChE comprovadas pelos exames laboratoriais foram encaminhados para o
profissional médico do trabalho para tratamento e acompanhamento, através do
Centro de Referéncia em Saude do Trabalhador (CEREST).

4.7. Determinagao da atividade da Colinesterase Plasmatica (BChE)

O método empregado para dosagem de colinesterase plasmatica foi o
cinético colorimétrico (Bioclin®). Os valores das colinesterases inferiores aos valores
de referéncia (Homens: 5600 - 11200 U/L e para Mulheres: 4200 - 10800 U/L) s&o
indicadores de uma exposigcdo e/ou intoxicagcdo por pesticidas inibidores de

colinesterases, como os organofosforados.

4.8. Extragao, purificagao e quantificagdao do DNA.
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A primeira etapa, foi a extragdo do DNA, consiste na lise das membranas
bioldgicas e purificagcdo do material genético, e foi realizada pela técnica de Extragao
por Coluna de Silica da marca Invitrogen ®. Nesse tipo de extragdo, apods a solugao
de lise ser adicionada a amostra, o DNA ¢ liberado do envoltério nuclear, e se liga a
coluna, que possui afinidade pelo mesmo. Uma vez preso a coluna de silica, se
realizam duas lavagens para purificar o material genético, de forma que no final do
procedimento, s6 reste o DNA na amostra, sem os demais constituintes da célula ou
possiveis contaminantes. Em seguida, uma substancia eluente quebra a ligagao
entre o DNA e a coluna de silica, e o material genético, entdo, esta purificado e

pronto para a segunda etapa.

Uma vez extraido e purificado, a préxima etapa foi a quantificagdo do DNA,
através de espectrofotometria, que consiste na utilizacdo de comprimentos de onda

para a quantificacdo de volumes minimos de DNA.
4.9. Real Time PCR

A técnica escolhida para avaliacido da presenca ou auséncia dos SNPs foi o
PCR em tempo real. A genotipagem das amostras foi realizada utilizando primers
(oligonucleotideos iniciadores) especificos para os SNPs pesquisados e sondas
Tagman para marcar as reagdes com fluorescéncia. Os desenhos dos primers ja
estavam previamente desenvolvidos pela empresa Thermo Scientific ®, e foram
adquiridos juntamente com as respectivas sondas, também previamente
padronizadas. A sequéncia dos primers esta representada no quando 04. Os
primers marcam a regidao de interesse que se deseja pesquisar no DNA estudado,
possuindo uma sequéncia iniciadora para a direcdo 5’ — 3’ para o primer Foward, e
outra para o primer Reverse, na direcado 3-5, ja que as fitas tém que possuir
nucleotideos que sejam complementares. Uma vez reconhecendo a regido
complementar no DNA presente na amostra, o primer se liga a mesma, e a DNA
polimerase, enzima responsavel pela replicacdo do material genético, inicia o

procedimento de duplicacéo das fitas.

Quadro 4. Sequéncia do desenho dos primers adquiridos para os SNPs.

SNP Sequéncia dos Primers

rs1803274 | AATCCTGCTTTCCACTCCCATTCTGIC/TITTCATCAATATTTCCTGTAAAATAT
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rs662 TAAACCCAAATACATCTCCCAGGATICITIGTAAGTAGGGGTCAAGAAAATAGTG

rs854560 | GCCAGTCCATTAGGCAGTATCTCCA[AITIGTCTTCAGAGCCAGTTTCTGCCAGA

Fonte: Thermo Scientific.

O fundamento da técnica de PCR em tempo real consiste justamente em
simular in vitro a replicagdo do DNA que ocorre in vivo, com oscilagdes de
temperatura que promovem a desnaturagdo da fita dupla de DNA (£ 95°C),
formando duas fitas simples, o anelamento dessas fitas com os primers e a posterior
extensdo (x 60°C), onde uma fita gerara duas outras fitas, e a cada ciclo, essa
replicagcdo ganha um carater logaritmico. Ao final de 40 ciclos, teremos milhares de
copias do fragmento de DNA testado. A cada replicagdo, um sinal fluorescente é
liberado pela sonda, que esta acoplada ao primer, e esse sinal é captado pelo
equipamento e transformado em informacéao alélica, que no caso deste estudo, é
representada pela presencga dos gendtipos estudados. O equipamento utilizado foi o
7500 Standard da Thermo Scientific ®.

4.10. Aspectos Eticos / Biosseguranga

Este projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade
Federal de Sergipe sob o numero CAAE: 12988313.6.0000.5546, de acordo com a
Resolugao MS/CNS 466/ 2012 do Conselho Nacional de Saude (CNS). Para a
entrevista, cada paciente forneceu autorizagcdo prévia através de assinatura apés
consentimento livre e esclarecido. Todas as informagdes coletadas sdo confidenciais
de modo que os nomes das pacientes entrevistadas ndo aparecem em nenhum
relatério ou artigo.

As amostras de sangue dos pacientes receberam adequado armazenamento,
seguindo protocolo préprio, cada qual contendo um cédigo correspondente, somente
acessado pelos pesquisadores responsaveis. Os questionarios dos pacientes foram
arquivados em local restrito, apenas disponibilizados para os pesquisadores
responsaveis. A identidade dos pacientes foi devidamente preservada, uma vez que
codigos foram utilizados para fins de rotulagao.

4.11. Organizagao e tabulagao dos dados coletados

Os dados coletados na estagcdo de anamnese em formularios eletrénicos
foram migrados eletronicamente para planilhas do tipo Microsoft® excel® 2011 for
MAC versao 14.3.2 no formato (xIsx). Para migracdo dos dados coletados na
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estacdo de coleta de sangue, onde obtivemos os resultados dos exames de sangue
, posteriormente a coleta os valores obtidos foram tabulados em planilha do tipo
Microsoft® Excel® 2011 for MAC versdo 14.3.2 no formato (xIsx) utilizando dupla
digitagdo e posterior “data compare”, desta forma checando a consisténcia da
migragao.

Este trabalho foi dividido entre as analises descritivas, analise de variaveis
continuas e categdricas, na qual foram analisados as caracteristicas
sociodemograficas e econbmicas (faixa etaria, género, cor da pele, local de
residéncia, grau de instrugdo e classe socioeconémica - segundo o Critério de
Classificacao Econdmica Brasil — CCEB, da Associacao Brasileira de Empresas de
Pesquisa — ABEP - APENDICE C), indicadores de sintomas caracteristicos de
intoxicagdo por OF, atividade da enzima BChE (dado categorizado) e genotipagem

dos trabalhadores rurais para os SNPs estudados.
4.12. Anadlises estatisticas

A andlise estatistica foi realizada através dos softwares:

(1) IBM® - Statistical Package for the Social Science — SPSS® versao 21 —
para iOS X. As variaveis categodricas foram expressas em numeros absolutos e
percentual. Para teste de associagao das variaveis categéricas, foi utilizado o teste
Qui-Quadrado e Exato de Fischer. A variavel continua foi expressa em média +
desvio padrdo. Para os testes dos modelos genéticos a regressao logistica binaria
foi utilizada no Modelo Aditivo e o Teste Exato de Fisher e teste Qui-Quadrado nos
Modelos Dominante e Recessivo.

(2) Haploview 4.2 onde foram calculadas as frequéncias alélicas e genotipicas
dos polimorfismos estudados e o desequilibrio de ligagdo entre os dois SPNs do
gene PON1.

Em todos os testes o nivel de significancia adotado foi de 5% com intervalo de

confianga de 95%.
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5. RESULTADOS

A populagcao estudada se caracterizou predominantemente por individuos do
género masculino (72,4%), com média de idade de 40,96 anos (12,64 anos), e
residem em sua maioria na zona rural (72,4%). Apesar da maioria relatar que tem
pelo menos o ensino fundamental | completo, considerado, portanto, alfabetizado
(54,6%), o percentual de analfabetos é representativo (45,4%), o que pode refletir o
baixo grau de instrugdo desta populagdo. Com relagdo ao perfil socioecondmico,
60,3% dos individuos relataram ter uma renda igual ou inferior a um salario minimo,
caracterizando-se como integrantes das classes menos privilegiadas. Quanto a cor

da pele, 82,5% dos individuos se declararam pardos ou negros (Tabela 01).

Tabela 01. Frequéncia de distribuicdo absoluta e percentual dos
trabalhadores rurais de acordo com as variaveis

N (%)
Feminino 118 27,6
Género
Masculino 309 72,4
Local de Zona Rural 301 724
Residéncia Zona Urbana 115 27,6
Nao

If:r ) d;O Alfabetizado 189 454
¢ Alfabetizado 227 54,6
<1 salario 251 60,3

minimo

Renda Familiar .
>1 salario 165 307

minimo
Pardos / Negros 343 82,5

Corde Pele
Outros 73 17,5
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Os trabalhadores rurais foram avaliados quanto aos indicadores de saude, em
referéncia aos principais sintomas originados da exposicdo aos OFs. A fraqueza
muscular foi o sintoma mais frequente (n=193) dentre os relatados, seguido em

ordem decrescente por tremor noturno (n= 88) e convulsdes (n=15) (Tabela 02).

Tabela 02. Frequéncia de distribuigcao absoluta e relativa dos
trabalhadores rurais, com relacao a presenca de sintomas.

N (%)

Fraqueza Sim 193 46,4
Muscular Nao 223 53,6
Tremor Noturno Sl o 212
Nao 328 78,8

Convulsoes Sim 15 3.6
Nao 401 96,4

A presenca de sintomas foi mais frequente nos trabalhadores que residem na
zona rural (56,5% x 43,5%) com OR=1,30 (1,03 - 1,64) sendo o local de residéncia
rural associado a presencga de sintomas (p=0,018). Quanto a presenca de sintomas
e o grau de instrugao foi encontrada uma associagao estatisticamente significante
(p=0,018) e um OR=1,66 (1,12-2,45), como descrito na Tabela 03.

Tabela 03: Tabela de associagao entre as variaveis socioecondmicas e a presenga de
sintomatologia caracteristica da exposigao ao OF.

G1(n=220) G2 (n=196) Valorde p Odds Ratio
N (%) N (%)
. Feminino 59 50 59 50 .

e Masculino 167 54 142 46 {0 )
Local de Zona Rural 170 77,3 131 66,8 0.018(* 1,30 (*)
Residéncia  Zona Urbana 50 22,7 65 33,2 018() (1,03-1,64)

Nao
Graude  pobetizado O . 102 %2 oor1ey %0
Instrugdo  Ajopetizado 133 60,5 94 48 (1,12-2,45)
= :n;?r'sgo 139 632 112 571
Renda Familiar 1 salario 0,209 (*) )
>aan 81 36,8 84 429
minimo
'LardOS/ 180 53,1 163 46,9
Cor de Pele eqros 0,719 (*) )
Outros 40 54,7 33 453

(*) Pearson qui-Quadrado (p<0,05).
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Apenas 14 individuos apresentaram a atividade da enzima BChE reduzida,
correspondendo a 4% da populagado total avaliada. Nessa associagao nao foram
encontradas diferengas significantes entre os grupos, apesar de 50% dos
trabalhadores em que a atividade enzimatica estava reduzida relatarem presenca da

sintomatologia (Tabela 04).

Tabela 04. Frequéncia de distribuicao absoluta e relativa dos trabalhadores rurais,
com relagao a determinacao da atividade da colinesterase plasmatica (BChE).

G1(Estudo) G2(Controle) Valorde p
Atividade de o o
BChE N (%) N (%)
Normal 182 54,5 152 45,5 0741
Reduzida 7 50 7 40 ’

(*) Pearson qui-Quadrado (p<0,05).

A comparacado entre as frequéncias alélicas da amostra e da populacéo
Yoruba, escolhida como referéncia pelo perfil de ancestralidade (63,64,66,67) dos

trabalhadores rurais deste estudo, estao representadas na Tabela 05.

Tabela 05. Distribuicao das frequéncias alélicas da
amostra e da populagao Yoruba.

Sk e
Alelos ;'élica Alélica
(Yoruba)

rs1803274 T 0,18 0,16

C 0,82 0,84

rs662 c 0,48 0,21

T 0,52 0,79
T 7 *

rs854560 0, (*)
A 0,3 (*)

(*) Nao foi encontrado frequéncia para esse rs na populagao Yoruba

Os polimorfismos nos genes BCHE (rs1803274) e PON1 (rs662 e rs854560)
apresentaram-se em equilibrio de Hardy-Weinberg. Os alelos mais frequentes no
grupo que apresentou sintomas caracteristicos de intoxicagdo por OF para cada
polimorfismo foram: Alelo T para o polimorfismo rs662; Alelo T para o polimorfismo
rs 854560 e Alelo C para o polimorfismo rs 1803274. Para os dois SNPs do gene
PON1(rs662 e o rs854560) o desiquilibrio de ligagao foi r2=17.
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Os resultados da genotipagem dos trabalhadores rurais foram representados
em valores percentuais de frequéncia dos gendtipos. Com relagdo ao rs1803274,
SNP da BChE, a maioria dos integrantes desta pesquisa ndo apresentou o alelo
polimorfico, correspondendo a 64,9% de gendtipos apenas com o alelo selvagem.
Ao proceder a genotipagem para o rs662, verificou-se a presenga de 49,8% de
individuos heterozigotos para este polimorfismo, e para o rs854560, os resultados
mostraram maior frequéncia de individuos portadores do alelo selvagem em

homozigose (48,1%), seguido do gendtipo heterozigoto (41,3%).

A associacao entre os gendtipos e os grupos estudo e controle esta descrita
pela Tabela 06, utilizando o modelo aditivo-dominante-recessivo. Onde verificou-se
uma relagdo estatisticamente significante para o rs1803274 (p=0,041) e um OR=
1,53 (1,02-2,29), no modelo recessivo (Tabela 06).

Tabela 06. Associagao entre os genétipos nos modelos Aditivo-Dominante-Recessivo e a presenga/
auséncia de sintomas.

Tag SNP as:::i'i: do G“:‘;Z‘:'it’o Alelos  GIN(%) G2N(%) valordep Odds Ratio
rs1803274 c Aditivo TT 7(3,2) 9(4,6)
CT 60(27,4)  69(35,6) 0,121® “)
ccC 152(69,4)  116(69,8)
Dominante TT 7(3,2) 9(4,6) 0,448 (*)
CT+CC  212(96,8) 185(954) )
Recessivo  TT+CT 67(306)  78(402) oo 40) () 1,525 (*)
cc 152(69,4)  116(59,8) ’ (1,02-2,30)
rs662 T Aditivo cC 44(19.6)  49(24,6)
CT 114(50,7)  97(48,7) 0,431® “)
TT 67(29,8)  53(26,6)
Dominante CcC 44(19,6) 49(24,6) 0,208 (*) )
CT+TT  181(80,4) 150(75.4)
Recessivo CC+CT 158(70,2) 146(73,4) 0,473 (*)
T 67(29,8)  53(26,6) )
rs854560 T Aditivo AA 101(45,9)  99(50,5)
AT 99(450)  73(37,2) 0,230® ¢)
TT 20(9,1) 24(12,2)
Dominante AA 101(45,9)  99(50,5) 0,348 (*)
AT+TT  119(54,1)  97(49,5) )
Recessivo ~ AA+AT  200(90,9) 172(87,8) 0,296(*)
TT 20(9,1) 24(12,2) )

(*) Pearson qui-Quadrado

) Modelo de Regresséo Logistica Binaria

Este estudo, também testou a associagédo entre os gendtipos e os sintomas
de forma independente. A fraqueza muscular apresentou associagdo significante
com o polimorfismo rs1803274, no modelo aditivo para o alelo associado C (p=
0,021) e no modelo dominante (p= 0,014) com um Odds Ratio de 5,44 (1,20 — 24,63)
(Tabela 07).
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Tabela 07. Associacdo entre os genoétipos nos modelos Aditivo-Dominante-Recessivo e o sintoma

“Fraqueza Muscular”.

N(%) N(%)
Tag SNP Alel.o Moc!e.lo Alelos (Stei) e valorde p Odds Ratio
associado Genético Fraqueza Fraqueza
Muscular Muscular
rs1803274 C Aditivo T 2(1,1) 12(5,6)
CT 53(28,3) 71(32,9) 0,021® )
CcC 132(70,6) 133(61,6)
Dominante T 2(1,1) 12(5,6) 0,014 (%) 5,441 (*)
CT+CC 185(98,9) 204(94,4) (1,20-24,6)
Recessivo ~ TT+CT 55(29,4)  83(384) 0,057(*)
CcC 132(70,6) 133(61,6) )
rs662 T Aditivo CC 41(21,4) 51(23,0)
CT 100(52,1) 107(48,2) 0,732® )
T 51(26,6) 64(26,8)
Dominante CC 41(21,4) 51(23,0) 0,693(*)
CT+TT 151(78,6) 171(77,0) )
Recessivo CC+CT 141(73,4) 158(71,2) 0,608(*)
TT 51(26,6) 64(28,8) )
rs854560 T Aditivo AA 85(45,2)  110(50,7)
AT 86(45,7)  83(38,2) 0,303® )
T 17(9,0) 24(11,1)
Dominante AA 85(45,2) 110(50,7) 0,271(*)
AT+TT  103(54,8) 107(49,3) )
Recessivo AA+AT 171(91,0)  193(88,9) 0,502(*)
T 17(9,0) 24(11,1) )

(*) Pearson qui-Quadrado

§) Modelo de Regresséao Logistica Binaria
(**) Odds Ratio: 5,441.

Tremor noturno e convulsdo ndo apresentaram associacdo com nenhum dos

gendtipos em nenhuma das condigdes testadas como descrito nas Tabelas 08 e 09.

Tabela 08. Associagdo entre os gendtipos nos modelos Aditivo-Dominante-Recessivo e o sintoma

“Tremor Noturno”.

Alelo mais Modelo

N(%)

N(%)

Tag SNP frequente Genético Alelos TN Sim TN Nao valorde p
rs1803274 C Aditivo T 3(3,5) 11(3,5)
CT 23(27,1) 101(31,8) 0,704®
ccC 59(69,4) 206(64,8)
Dominante TT 3(3,5) 11(3,5) 1,000(**)
CT+CC 82(96,5) 307(96,5)
Recessivo  TT+CT 26(30,6) 112(35,2) 0,424(*)
ccC 59(69,4) 206(64,8)
rs662 T Aditivo ccC 14(16,1) 78(23,9)
CT 48(55,2) 159(48,6) 0,288
T 25(28,7) 90(27,5)
Dominante ccC 14(16,1) 78(23,9) 0,122(*)
CT+TT 73(83,9) 249(76,1)
Recessivo = CC+CT 62(71,3)  237(72,5) 0,822(*)
T 25(28,7) 90(27,5)
rs854560 T Aditivo AA 43(50) 152(47,6)
AT 35(40,7) 134(42,1) 0,915®
T 8(9,3) 33(10,3)
Dominante AA 43(50) 152(47,6) 0,699(*)
AT+TT 43(50) 167(52,4)
Recessivo  AA+AT 78(90,7) 286(89,7) 0,776(*)
T 8(9,3) 33(10,3)

(*) Pearson qui-Quadrado
(**) Exato de Fisher

® Modelo de Regresséao Logistica Binaria



Tabela 09. Associacao entre

sintoma “Convulsao”.

os genoétipos

nos modelos Aditivo-Dominante-Recessivo e o

Convulsao Convulsdao

Tag SNP :!::qou:‘:tl: Gh:?\?:ifo Alelos Sim Nao valor de p
N(%) N(%)
rs1803274 C Aditivo T 0(0) 14(3,6)
CT 2(14,3) 122(31,4) 0,264®
cc 12(85,7) 253(65,0)
Dominante T 0(0) 14(3,6) 1,000(**)
CT+CC 14(100) 375(96,4)
Recessivo TT+CT 2(14,3) 136(35) 0,153(**)
cc 12(85,7) 253(65)
rs662 T Aditivo cc 3(21,4) 89(22,3)
CT 5(35,7) 202(50,5) 0,410®
T 6(42.,9) 109(27,3)
Dominante cC 3(21,4) 89(22,3) 1,000(**)
CT+TT 11(78,6) 311(77,8)
Recessivo = CC+CT 8(57,1) 291(72,8) 0,227(**)
T 6(42,9) 109(27,2)
rs854560 T Aditivo AA 7(46,7) 188(48,2)
AT 7(46,7) 162(41,5) 0,868®
T 1(6,6) 40(10,3)
Dominante AA 7(46.,7) 188(48,2) 0,907(*)
AT+TT 8(53,3) 202(51,8)
Recessivo  AA+AT 14(93,3) 350(89,7) 1,000(*)
T 1(6,7) 40(10,3)

(*) Pearson qui-Quadrado
(**) Exato de Fisher

® Modelo de Regresséo Logistica Binaria
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A atividade de BChE também foi relacionada com os gendtipos, e apresentou

associagao estatisticamente significante para o SNP rs662, polimorfismo presente

no gene da PON1 no modelo genético recessivo. Ndo houve diferenca estatistica

entre este parametro e os sintomas avaliados de forma isolada (Fraqueza muscular,

Tremor Noturno e Convulsées), como apresentado na Tabela 10.

Tabela 10. Associagdo entre os genétipos nos modelos Aditivo-Dominante-Recessivo e atividade da

BChE.
Alelo Modelo BChE BChE .
LELJEL L associado Genético Alelos Normal Reduzida VELTL LIRS
rs1803274 C Aditivo T 13(4,0) 0(0)
CT 96(29,8) 8(57,1) 0,085® )
cc 213(66,1)  6(42,9)
Dominante TT 13(4,0) 0(0) - 1
CT+CC 309(96,0) 14(100) 1,000 () ¢)
Recessivo TT+CT 109(3,9) 8(57,1) -
cc 213(66,1)  6(42,9) 0,088(™) ©)
rs662 T Aditivo CcC 73(21,9) 2(14,3)
CT 161(48,3) 4(28,6) 0,093® )
T 99(29,7) 8(57,1)
Dominante CcC 73(21,9) 2(14,3) - :
CT+TT 260(78,1) 12(85,7) 0.742() ©)
Recessivo CC+CT 234(70,3) 6(42,9) 0,039 (*") 3,152 (%)
T 99(29,7) 8(57,1) ’ (1,07-9,32)
rs854560 T Aditivo AA 161(49,8) 7(50)
AT 128(39,6) 6(42,9) 0,912® )
TT 34(10,5) 1(7.1)
Dominante AA 161(49,8) 7(50) . 1
AT+TT  162(50,2) 7(50) 0.991() ¢)
Recessivo ~ AA+AT  289(89,5)  13(92,9) . :
TT 34(10,5) 1(7,1) 1,0000) t)

(*) Pearson qui-Quadrado
(**) Exato de Fisher

8

Modelo de Regresséo Logistica Binaria
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6. Discussao

A populagdo estudada mostrou um perfil semelhante a outros estudos com
trabalhadores rurais (1,22,30), composto em sua maioria por trabalhadores do
género masculino. No entanto, a presenga de sintomas relacionados a exposi¢cao a
OF, verificado entre homens e mulheres ndo demonstrou diferenca estatisticamente

significante.

A faixa etaria mais frequente corresponde a de adultos jovens, com média de
idade de 40,96 anos (+12,64 anos) onde verifica-se a preferéncia pela méo de obra
na qual ha um maior desempenho fisico devido as atividades desenvolvidas na

agriculturar

O local de residéncia foi associado a presenga de sintomas (p=0,018), uma
vez que a maioria dos trabalhadores rurais dessa amostra moram na zona rural e a
sintomatologia foi mais frequente nesse grupo com OR=1,30 (1,03 - 1,64). Esta
situagdo € resultado da agricultura familiar predominante da regido centro-sul de
Sergipe. Os resultados estdo de acordo com um estudo anterior (68), que ao avaliar
uma populagdo jamaicana de trabalhadores rurais, encontrou uma associagao
significativa para os individuos que moravam mais proximo do local de trabalho. Esta
relacdo se deve, provavelmente, ao fato de que, uma vez aplicados nas lavouras, os

OF podem se dispersar, quando veiculados pelo ar, por exemplo (69).

Neste estudo, observou-se que a maioria dos integrantes foi considerado
alfabetizado (54,6%). Este achado diverge de trabalhos anteriores (1,30,39,68),
onde a populacdo estudada € majoritariamente analfabeta. A porcentagem de
analfabetos encontrada (45,4%), pode refletir o baixo nivel de instrucdo desta
populagcdo. A associacdo dessa variavel e os sintomas foi estatisticamente
significante (p=0,011), com OR:1,66(1,12-2,45), essa caracteristica pode estar
relacionada a dificuldade de interpretacdo dos dados nos rétulos dos OF e,

consequentemente, o mau uso deles (69).

Entre os individuos considerados alfabetizados muitos relataram ter apenas o
ensino fundamental | completo, o que demonstra que mesmo dentre os
alfabetizados, podemos encontrar deficiéncias cognitivas que impedem a correta
assimilagao de informagdes e correto procedimento (70,71). A UNESCO (United

Nations Educational, Scientific and Cultural Organization) agrupa estes individuos
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em uma categoria denominada “Analfabetos Funcionais”, onde o nivel de

escolaridade dos mesmos esta abaixo de quatro anos (72).

Com relagao a classe socioeconémica dos trabalhadores rurais que compdem
a amostra do estudo, a maioria deles pertence as classes menos favorecidas, com
uma renda igual ou inferior a um salario minimo. O papel que os indicadores
socioeconbémicos desempenham sobre a exposigdo a agrotoxicos, apontam
evidéncias acerca de sua relevancia para a avaliagao de riscos do uso de pesticidas
no meio rural. Apesar de outros estudos afirmarem a relacdo desta variavel com
intoxicagbes por OF (34,39), ndo foi encontrada associagcdo com relevancia

estatistica para esta variavel.

A populacado estudada é na sua maioria negro ou pardo (82,5%). Nao houve
associagao significativa quando foi testada a associagdo desta variavel e a
sintomatologia caracteristica de intoxicagao por OF, resultado similar ao encontrado
em outro estudo (35). Por conta da predominéncia de negros e pardos na regiao
nordeste do Brasil, baseado em estudos anteriores em nivel nacional (66,67), a
populacdo de referéncia escolhida para comparagdo de frequéncia genotipica e

alélica foi a Yoruba, representativa da origem africana.

Os relatos de sintomatologia abordaram trés sintomas relacionados ao
sistema nervoso central, dentre os quais a fraqueza muscular apresentou a maior
frequéncia (193/46,6%), semelhante a um estudo com uma populagdo do sul do
Brasil (30). A sensacdo de fraqueza muscular esta intimamente ligada a
fisiopatologia da intoxicagdo por OF, onde ndo ha relaxamento da sinapse nervosa,
visto que a acetilcolina residual ndo é hidrolisada da maneira adequada (2). A
hiperestimulacdo na fenda sinaptica confere a sensagdao de que o musculo esta

sempre em atividade, traduzida em Fraqueza Muscular (9,17).

Uma analise em nivel molecular explica melhor a predominancia da fraqueza
como principal sintoma. A redugao na atividade das colinesterases contribui para a
reducdo na ativacdo das caspases, enzimas que liberam o citocromo C da
mitocdndria para o citosol, iniciando o processo de apoptose. Logo, as células que
deveriam passar por este processo de morte programada permanecem funcionais,
mesmo de forma deficiente. Consequentemente, estas células geram baixa
quantidade de energia (ATP — Adenosina Trifosfato) e de radicais livres decorrentes

da respiragao celular. A baixa energia, associada a presencga de células velhas no



44

tecido muscular conferem a sensacado de fraqueza nos individuos expostos a OF
(73).

Tremor noturno, espasmos durante o sono, aparece também como um dos
sintomas caracteristicos, porém em um numero menor de trabalhadores (88/21,2%).
A convulsdo foi o sintoma com a menor frequéncia entre os auto-relatos dos
entrevistados (15/3,6%). Uma provavel causa para estes indices € o fato de estes
sintomas se apresentarem de forma inconsciente, o que dificulta o aparecimento por

auto-relato.

A atividade de BChE esteve alterada em apenas 14 trabalhadores rurais, néo
apresentando associagao significante com presenca de sintomas caracteristicos de
intoxicagdo por OF. Esse achado talvez se deva ao fato da BChE ser um marcador
de intoxicagdo aguda, e nesse estudo nédo foi levado em consideragéo o tempo do
ultimo contato com o OF no momento da coleta de sangue. O resultado obtido nessa
populagdo pode indicar a necessidade de um estudo longitudinal, que realize o
monitoramento da BChE no periodo pré e pds exposi¢cido, para se obter os valores
basais da colinesterase do trabalhador rural, como realizado em um outro
estudo(35). Segundo estudos, o valor de referéncia com intervalos muito grandes de
normalidade podem mascarar uma alteracdo de atividade de BChE, caso nao se
tenha um valor basal deste parametro (9,23,34). A representatividade dos dados
pode melhorar de forma significativa a visualizagdo da real situagdo destes

individuos.

Para o rs1803274, temos que o alelo C foi o mais frequente, tanto no grupo
estudo quanto no grupo controle, sendo que a maior parte dos trabalhadores rurais
apresentou este alelo em homozigose (64,9%). Achados semelhantes foram vistos
em outros estudos na Coldbmbia e Espanha (9,45,57). A ordem de frequéncia
genotipica em todos estes estudos é de CC>CT>TT, similar aos achados do
presente estudo, e que reforcam a hipotese de dominancia observada pelo alelo C

em todas as populagdes destes estudos.

Sanchez, em seu trabalho com adultos expostos a inibidores de colinesterase
na Coldbmbia, achou em 84% de seus genotipos a presengca do alelo C, e
demonstrou a relagédo entre o gendtipo e a atividade da enzima, encontrando uma
associagao significativa (p< 0,001)(9). Gbmez-Martin, em seu estudo na Espanha,

usou a populagdo européia (caucasiana) como referéncia, pelo seu perfil de
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ancestralidade, e ainda assim encontrou a mesma frequéncia alélica que o presente
estudo (C=0,82; T=0,18)(57). Os resultados de frequéncia alélica encontrados no
presente estudo reforcam a hipoétese do carater dominante do alelo C, nas diversas

populagdes estudadas (9).

No cruzamento (CT+TT vs CC - modelo recessivo para o alelo C), o gendétipo
CC foi associado a sintomatologia (p=0,041), com OR= 1,53 (1,02-2,29). A maioria
dos estudos associa esta variavel com a atividade da enzima BChE, ndo com
sintomatologia propriamente dita(17,18,24,25).

Com relacédo ao rs662, o alelo T foi o mais frequente, se apresentando em
heterozigose para a maioria do grupo estudo (50,7%), seguindo a seguinte
sequéncia: CT>TT>CC. Dois estudos, um na Turquia e outro na China, demonstram
outra ordem de apresentacdo genotipica (TT>CT>CC), provavelmente pelos
diferentes perfis de ancestralidade que estas populacbes possuem em relacdo a
brasileira. Porém, o alelo T é o mais frequente, tanto neste estudo, quanto nos

continentes europeu e asiatico.(26,54).

Nao foi encontrada associacdo entre a presenga do polimorfismo rs662 e a
sintomatologia caracteristica de intoxicacdo por OF. Resultado semelhante foi
encontrado por Hernandez et al em um estudo realizado com trabalhadores rurais na
Espanha (p=0,994) (65). Nesse mesmo estudo, foi testado a associacdo da
sintomatologia e outros trés polimorfismos, sem resultados estatisticamente
significantes. Um estudo na China, com uma populagédo exposta ao OF, também n&o
encontrou associagéao significativa entre este SNP e os sintomas (p= 0,4996)(26).

Com isso, pode-se inferir que o rs662 modula a resposta ao OF dependente
de substrato, conforme apresentado em um estudo realizado em Cingapura(27),
com trabalhadores expostos a OF, onde foi testada a eficiéncia da enzima PON1
para os dois substratos, o paraoxon (metabdlito do paration — inseticida e acaricida
OF) e o diazoxon (metabdlito do diazinon — inseticida OF). Para o paraoxon, os
alelos R (rs662) e do alelo L (rs854560), ambos representando os alelos
polimérficos, aumentaram a atividade enzimatica, enquanto que para o diazoxon foi
o inverso: o alelo Q (rs662) e o alelo M (rs854560), que representam os alelos
selvagens, foram os responsaveis pelo aumento da atividade da Paraoxonase.
Porém, apesar dos achados perante os substratos, estes SNPs n&do parecem estar

associados com a presenca de sintomas.(27) .
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O alelo T foi associado a sintomatologia no polimorfismo rs854560, e o alelo A
foi o0 mais frequente, apresentando a ordem de frequéncia genotipica de AA>SAT>TT.
Frequéncia semelhante foi encontrada em uma populagado de chineses (26), apesar
do adverso perfil de ancestralidade entre as populagbes. Os dois estudos, ao
correlacionar este SNP com exposi¢cao a OF e, consequentemente, a manifestagao
de sintomas, ndo encontraram relagao significativa. Um outro trabalho desenvolvido
na Espanha(65), com trabalhadores rurais (n= 102) mostrou a associagdo entre
sintomas e genotipos, porém, nao foi encontrado associagao significante entre as
variaveis (p = 0,989) (65).

Nao foram encontrados, até o momento, outros estudos em que testaram a
associagao entre os sintomas de forma independente e os geno6tipos. Nesse estudo,
as variaveis correspondentes aos sintomas foram testadas separadamente, sendo
que a fraqueza muscular, apresentou associagao estatisticamente significante com o
rs1803274, SNP da BChE, no modelo aditivo para o alelo associado C (p= 0,021) e
no modelo dominante (p= 0,014) com um Odds Ratio de 5,44 (1,20 — 24,63),
aumentando a chance desses individuos para a presenca de fraqueza muscular.
Esta relagao fica evidenciada pela divisdo satisfatéria entre os grupos com e sem
fraqueza muscular (193 e 223, respectivamente), o que torna a analise estatistica
mais representativa neste contexto. O tremor noturno e as convulsbes n&o estao
com grupos pareados, devido a dificuldade de obter esses dados por auto-relato
(sintomas inconscientes), o que pode ter atuado como fator de confusdo para estes
dois parametros, prejudicando a analise efetiva dos dados. Fraqueza muscular
entdo, se apresentou como um parametro eficiente para correlacionar com o
gendtipo da BChE, concordando com um estudo anterior que defende o efeito

aditivo com predominancia do modelo dominante para este polimorfismo (9).

Nessa populacao de trabalhadores rurais quando foi analisada a associacao
entre a atividade de BChE e os gendtipos, essa foi estatisticamente significante para
o polimorfismo rs662 (gene PON1), no modelo recessivo (p =0,039) e o OR= 3,152
(1,07 — 9,32) para o genotipo TT e a atividade de BChE diminuida. Em outras
palavras, quem apresenta este gendtipo tem maior probabilidade de apresentar
reducao da atividade da BChE. Como a Paraoxanase esta envolvida no processo de
hidrélise dos OF, podemos inferir que modificacbes em sua estrutura, como por
exemplo, um polimorfismo, compromete seu desempenho fisioldgico. Uma vez que

os OF nado estdo sendo metabolizados corretamente, vai haver ligacdo destes
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compostos com a enzima BChE, e como consequéncia, este individuo apresentara

niveis reduzidos de atividade enzimatica.

Estudos adicionais que consideram a abordagem de tag SNPs de outros
genes candidatos sao necessarios para entender melhor a influéncia genética
associada a intoxicagao por OF e seus sintomas, assim como a necessidade de um
estudo longitudinal, que monitore a BChE no periodo pré e pds exposi¢ao, para se

obter os valores basais da colinesterase do trabalhador rural exposto aos OF.
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7. CONCLUSAO

Os resultados demonstram que os fatores intrinsecos (SNPs) e extrinsecos
(local de residéncia) avaliados podem modular o processo de intoxicagao por OF,
aumentando ou reduzindo a susceptibilidade dos individuos envolvidos. O
polimorfismo rs1803274 (gene BChE), no modelo genético recessivo, apresentou
uma associagédo estatisticamente significante quando relacionado a sintomatologia
caracteristica de intoxicagcdo por OF nos trabalhadores rurais. Avaliado de forma
independente, a fraqueza muscular se destacou como maior representatividade

dentre os sintomas, associada ao SNP rs1803274 nos modelos aditivo e dominante.

A atividade de BChE esteve diminuida em apenas 14 trabalhadores rurais,
nao apresentando associagao significante com presenga de sintomas caracteristicos
de intoxicac&o por OF. Porém, quando foi testada a associagao entre a atividade de
BChE e os gendtipos, essa foi estatisticamente significante para o rs662 (gene

PON1), no modelo recessivo.

Um estudo de carater longitudinal podera expressar melhor esta relagao,
correlacionando com os valores basais da BChE e estimando a perda de atividade
poOs-exposi¢cdo ao OF. Assim como, a analise de SNPs de outros genes candidatos
sdo necessarios para entender melhor o fundo genético relacionado a intoxicagéo
por OF.
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Apéndice B — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE)

Titulo da pesquisa: Analise de indicadores de saude e marcadores de risco a exposigao a agrotdxicos nos trabalhadores das lavouras da
laranja nas regides de maior produgéo do Estado de Sergipe

Endereco:
UNIVERSIDADE FEDERAL DE SERGIPE
. Rua Padre Alvares Pitangueira, n® 248 — Centro. Lagarto-SE.

CEP 49.400-000 - Fone: +55 (79) 2105-6537

Eu, , hatural de , RG: ,
CPF: , estado civil , morador a rua
, entendo que estou sendo convidado(a) para participar do
projeto de pesquisa intitulado, Analise de indicadores de saide e marcadores de risco a exposigado a agrotoxicos nos trabalhadores
das lavouras da laranja nas regides de maior producgao do Estado de Sergipe.

As informagbes existentes neste documento sdo para que eu entenda perfeitamente os objetivos da pesquisa e para saber que a minha
participagdo € espontanea. Eu entendo que a recusa, por minha parte, em continuar a participar desta pesquisa em qualquer momento
ocorrera sem penalidades para a minha pessoa. Se durante a leitura deste documento houver alguma duvida, eu entendo que deverei fazer
perguntas aos pesquisadores para que eu possa entender perfeitamente do que se trata.

Eu entendo que este projeto esta sendo desenvolvido por profissionais e pesquisadores empenhados na em um melhor entendimento das
condigdes de trabalho dos citricultores e condigbes que envolvem a intoxicagao por uso de agrotdxicos, e que os resultados serdo publicados
e divulgados preservando a identificagdo dos participantes. Autorizo aos responsaveis do estudo a utilizar os meus registros de histérico
medico atual e pregresso, resultados de exames laboratoriais feitos nesta pesquisa, a qualquer tempo durante a pesquisa, sabendo que
estes serdo divulgados somente preservando minha identificagdo, da mesma forma os casos positivos de intoxicagdo serdo encaminhados
ao CIATOX (Centro de Informagéo e Investigagcdo Toxicoldgica (Ciatox) do Hospital de Urgéncia de Sergipe Governador Jodo Alves Filho
(HUSE)),localizado a Avenida Tancredo Neves, s/n, bairro Capucho, CEP: 49080-470, Aracaju/SE, e respeitando-se a demanda do servigo,
receberao atendimento prioritario.

Eu entendo que serei submetido a coletas de amostras de sangue, para exames bioquimicos para avaliagdo de intoxicagdo por
organofosforados (colinesterases), marcadores de lesdo hepatica (fosfatase alcalina (FA), aspartato transferase (AST), alanina transferase
(ALT), e gama glutamil transferase (y-GT); marcadores bioquimicos de fungdo pancreatica (glicemia,amilase pancreatica e lipase) e
hemograma completo. Também sera realizada extragcdo de material genético (DNA) de minhas células e analisados marcadores genéticos
para intoxicagao por organofosforados (rs854560, rs662 e rs1803274). Eu entendo que a coleta da amostra se fara no dia em que eu assinar
este termo e que ndo terei custos financeiros referentes a esta pesquisa. Entendo que os objetivos desta pesquisa sdo: avaliar indicadores
de saude (Bioquimicos) e marcadores de risco (Genéticos, Ambientais e Comportamentais) a exposi¢cdo aos agrotéxicos no trabalhadores
das lavouras da laranja nas regides de maior produgéo do estado, que reine os municipios de Lagarto, Boquim, Salgado, Tomar do Ger,
Umbauba, Itabaianinha, Araua e Cristinépolis — SE.

Li e compreendi todas as informag¢des que foram passadas a mim sobre a minha participagédo neste projeto de pesquisa. Também a mim foi
dada a oportunidade de discutir e fazer perguntas. Todas as minhas perguntas foram respondidas satisfatoriamente. Concordo
voluntariamente com a minha participagao neste estudo. Receberei uma copia assinada deste formulario de consentimento informado. Minha
concordancia em participar deste estudo nado retira nenhum dos meus direitos legais, no caso de negligéncia ou ma pratica de qualquer
pessoa ou instituicdo que esteja envolvida neste estudo. Poderei também a qualquer momento durante a pesquisa pedir minha retirada do
trabalho sem nenhuma penalidade. Apds a autorizagéo para a realizagdo desta pesquisa junto ao Comité de Etica em Pesquisa (CEP), o
pesquisador abaixo nominado vem, por meio deste termo, assumir o compromisso de que a identidade das pessoas envolvidas entrevistadas
seja mantida em absoluto sigilo e anonimato. Além disso, vem garantir que todas as informag¢des e amostras bioldgicas coletadas serao
utilizadas estritamente para a realizagdo do projeto de pesquisa e elaboragdo de publicagbes e artigos cientificos, e demais materiais
relativos a este projeto, mantendo-se confidenciais, e ainda as amostras bioloégicas serdo armazenadas em freezer -80°C com chave, no
laboratério do NUPAST da UFS, durante o periodo de realizagdo da pesquisa , sendo descartado apds o término da mesma.

Data: /) Assinatura:

Testemunha:

Testemunha:

Pesquisadora - Profa. Dra. Claudia Cristina Kaiser — Pesquisadora responsavel
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Apéndice C — Questionario Sé6cio Econémico e Ocupacional..

QUESTIONARIO GERAL
IDENTIFICACAO
1. Numero do voluntario (conforme o cracha):
2. Data de nascimento: _____ /___/
3.  Género ()M ()F
4. Endereco (localizacdo):
5.  Grau de instrugao:

( ) Até fundamental I incompleto ( ) Até Fundamental II Incompleto ( ) Até Médio Incompleto
( ) Até Superior Incompleto ( ) Até Superior Completo

Estado Civil

( ) Casado/unido estavel ( ) Solteiro ( ) Viuvo/Separado/Divorciado

Condicio Do Entrevistado

( ) Proprietario/Produtor ( ) Cénjuge ( ) Filho/Filha ( ) Genro/Nora ( ) Cunhado/Cunhada

( ) Irmdo/Irma ( ) Trabalhador

Local de residéncia

( ) Estabelecimento ( ) Comunidade Rural ( ) Municipio

( ) Outro Municipio. Qual?

Perfil socioeconémico - formulario ABEP-CCEB 2015

Grau de instrucio do chefe da familia

10.
11.
12.

13.
14.

Quantidade
2 4 ou +

(0] 1 3

Banheiros 0 3 7 10 14
Empregados domesticos 4] 3 7 10 13
Automéveis 0 3 5 8 X1
Microcomputador o 3 6 8 11
Lava louca o 3 6 6 6
Geladeira o 2 3 5 5
Freezer 0 it 4 B 6
Lava roupa 0 2 4 B 5
DvDo o 1 3 4 B
Micro-ondas 0] 2 4 4 4
Motocicleta 0 1 3 3 3
Secadora roupa 0 2 2 2 2

Analfabeto / Fundamental | incompleto

Fundamental | completo / Fundamental 1l incompleto
Fundamental Il completo / Médio incompleto

Medio completo f Superior incompleto

L8]
1
2
4
Superior completo =

Servigos publicos
M3o Sim
Agua encanada o 4
Rua pavimentada 0 2

( ) Até 32 série do fund. ( ) 42 série do fundamental (primario completo) ( ) Fund. Completo (antigo ginasio) ( )
Médio completo (antigo colegial) ( ) Superior completo ( ) Superior incompleto

DIAGNOSTICO BIOLOGICO

Auto relato de etnia:

( ) Pardo ( ) Negro ( ) Branco ( ) indio ( ) Amarelo
Esta em tratamento médico? ( ) SIM ( ) NAO

Fraqueza muscular? ( ) SIM ( ) NAO
Tremor noturno? ( )SIM ( ) NAO
Convulsées? ()SIM ()NAO



15.

16.

17.

18.

19.
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CONTATO COM O VENENO

Ja teve contato com veneno agricola (aplicou, entrou na lavoura recém-pulverizada, fez o preparo, lavou
roupas e instrumentos de aplicacao)?

( ) nunca ( ) direto ( ) indireto

Ja sofreu intoxicacdo com agrotéxico "veneno"? ( ) NAO ( ) SIM, Quando foi?

Apés aplicar o produto o(a) senhor(a) sentiu sintomas? Referir os sintomas agudos. (nauseas, vomitos,
dor de cabega) ( ) SIM ( )NAO

Quais os sintomas presentes? O que o senhor sentiu quando aconteceu?

( )Dor de cabega ( )Tontura/vertigens ( )Tremores ( )Salivagdo ( )Nausea ( )VOomito

( ) Taquicardia ( ) Tosse ( ) Irritabilidade ( ) Alergia ( ) Falta de ar/dispneia ( ) Formigamento

( )Irritagdo ocular( ) Outro(s):

Qual a frequéncia desses sintomas?

( ) Nunca ( ) Umavez ( ) Mais de umavez ( ) Sempre
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Anexo C - Critério de Classificagdo Econémica no Brasil - ABEP
(Associagao Brasileira de Empresas de Pesquisa)

Critério de Classificacdo Economica Brasil

ABE
g . | OCritério de Classificagdo Econdmica Brasil, enfatiza sua
o ———— funcao de estimar o poder de compra das pessoas e
ssaaclagle hraskein e ampresee de Jeswlss | paailias urbanas, abandonando a pretens3o de classificar
a populacdo em termos de “classes sociais”. A divisao de

mercado definida abaixo €, exclusivamente de classes

economicas.
SISTEMA DE PONTOS
Posse de itens
0 1 2 3 40u+
Televisio em cores 0 2 3 4 5
Radio 0 1 2 3 -
Banheiro 0 2 3 4 4
Automovel 0 2 4 5 5
Empregada mensalista 0 2 4 4 4
Aspirador de po 0 1 1 1 1
Maquina de lavar 0 1 1 1 1
Videocassete efou DVD 0 2 2 2 2
Geladeira 0 2 2 2 2
Freezer (aparelho independente 0 1 1 1 1
ou parte da geladeira duplex)
u de | fe de fami
Analfabeto / Primario incompleto 0
Primario completo / Ginasial incompleto 1
Ginasial completo / Colegial incompleto 2
Colegial completo / Superior incompleto 3
Superior completo 5
CORTES DO CRITERIO BRASIL
A1 30-34 1
A2 25-20 5
B1 21-24 e}
B2 17-20 14
C 11-16 36
D 8-10 N
E 0-5 4
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