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RESUMO

Os pesticidas sdo substancias quimicas designadas para o controle de
pestes e doencas nos vegetais e sua aplicagdo tem contribuido significativamente
para o aumento da producdo agricola. Os trabalhadores rurais expostos a
pesticidas estdo em contato direto com uma complexa mistura de substincias
quimicas que podem contribuir para o desenvolvimento de céncer. A proteina
XPD esta envolvida com o reparo por excisdo de nucleotideos NER. Este tipo de
reparo € uma das melhores formas para remover lesdes no DNA, principalmente
aquelas induzidas por adutos quimicos. A genotipagem de individuos expostos
pode indicar a freqliéncia dos genotipos mais susceptiveis ao aparecimento de
cancer. No presente trabalho foi analisado o polimorfismo Lys”'GIn no gene de
reparo xpd em 30 trabalhadores rurais expostos e 15 controles. Este
polimorfismo esta associado com um aumento da incidéncia de varios tipos de
canceres. A genotipagem deste fragmento foi realizada por PCR-RFLP ¢ a
restricdo através da enzima Psfl. Foi possivel verificar que de 30 individuos
expostos 50,0% sao heterozigotos para a mutagdo (Lys/Gln), 6,7% homozigotos
(GIn/GIn) e 43,3% apresentaram o genotipo homozigoto tipo selvagem
(Lys/Lys). Dos controles, 53,3% sdo heterozigotos para a mutacdo (Lys/Gln),
6,7% sao homozigotos (GIn/Gln) e 40,0% apresentam o genotipo tipo selvagem
(Lys/Lys). O teste estatistico de qui-quadrado (x* = 0,048; p = 0,9762) indica
que a distribuicao dos gendtipos parece nao diferir entre os grupos estudados.
Porém, o genotipo Lys/GIn foi o mais freqiiente tanto no grupo exposto como
no controle, determinando a necessidade de uma analise da instabilidade
cromossdmica ¢ uma orientacdo esclarecida aos trabalhadores expostos a
pesticidas ( 31 referéncias).

Palavras-chave: cancer, gene xpd, pesticidas



ABSTRACT

Pesticides are chemicals used to control plagues and diseases in
vegetables, and their application have contributed significantly with increased
agricultural production. Rural workers exposed to pesticides are in contact with
a complex mixture of chemicals that may contribute for cancer development.
The XPD protein is involved with repair by excision of NER nucleotides. This
kind of repair is one of the best ways to remove DNA lesions, mainly the ones
induced by chemicals. Exposed individuals genotyping may indicate the
frequency of the most susceptible genotypes to cancer development. In the
present work the polymorphism Lys715GIn was analyzed on the repair gene xpd
in 30 rural workers and 15 controls. This polymorphism is associated with an
increase in the incidence of several kinds of cancers. The genotyping of this
fragment was performed by PCR-RFLP and the restriction, through the enzyme
Pstl. It was possible to check that among the 30 exposed individuals, 50% of
them heterozygotes for mutation (Lys/Gln), 6.7% homozygotes (GIn/Gln) and
43.3% presented the wildtype homozygote genotype (Lys/Lys). Among the
controls, 53.3% are heterozygotes for mutation (Lys/Gln), 6.7% are
homozygotes (GIn/Gln), and 40% presented the wildtype genotype (Lys/Lys).
The chi square statistic test (x2=0.048; p=0.9762) indicates that genotypes
distribution seems not to differ among the studied groups.

However, the Lys/GIn genotype was the most frequent one, both on the
exposed group and on the control one, determining the need for an analysis on
chromosomic instability and guided instruction for the rural workers exposed to
pesticides. (31 references).

Key Words: cancer, xpd gene, pesticides.



DNA

EDTA

NaCl

PCR

P1000

RFLP

RPM

SDS 10%

TEMED

TEB

TKMI

TKM?2

UV

LISTA DE ABRERVIATURAS

Acido desoxirribonucléico.

Acido etilenodiamino tetracético.

Cloreto de sodio

Reacdo em cadeia da polimerase.

Micropipeta de volume ajustavel entre 100 e 1000 pl.
Polimorfismo do tamanho dos fragmentos de restri¢ao.
Rotacao por minuto.

Detergente i6nico dodecil sulfato de sodio.
N,N,N’,N’-Tetramethylethylenediamine.

Tampao tris EDTA borato.

Solucao de hemolise composta por Tris HCI, KCI e MgCl,.
Solugdo para lise de leucocitos composta por Tris HCI, KCI, MgCl,

e EDTA.

Ultra violeta



SUMARIO

INTRODUGAO. ..o 09
POLIMORFISMO NO GENE xpd E A SUSCETIBILIDADE AO CANCER....................... 11
MATERIAL E METODOS. ...t eeeeeeeeeee ettt e et seeeeeeeeeseseeseesesseseeaeeseeseaenns 14
RESULTADOS. ..ottt e et e s ee e e e s s s eeeee e eeseseee s seseeeeeesneseseees 19
DISCUSSOES. .. ettt ettt ettt ettt et es et e et et e e se e et et eseae et et eeeseaeeeseeeeenene 28
CONCLUSOES. ..ttt ettt ettt ettt et et ea e et et e e e e et et ee e eaeae et et eeeeeneeeeees 30
REFERENCIAS. ...ttt ettt eee e e e e ee e e e e e e eeee et s eeeeseeeesseeeeeeeeeen 31
BIBLIOGRAFIA CONSULTADA ... s e e s eeeeneee 36
APENDICES ..ot ee et ettt et et et e e e et et e s e eeeeet et e eeeeseeeee e eeeeeeereaeeeeees 39



INTRODUCAO

Os pesticidas constituem uma categoria heterogénea de substancias quimicas
especificamente designadas para o controle de pestes e doengas nos vegetais. Sua
aplicagdo tem contribuido significativamente para o aumento da produgao agricola.
A maioria das pessoas sdo inevitavelmente expostas aos pesticidas através da
contaminacdo ambiental, uma vez que uma grande parte de seus componentes
ficam no meio ambiente por muitos anos, afetando a 4gua, o ar, o solo, os alimentos
e provocando danos a saude humana, principalmente daqueles potencialmente
expostos em seu ambiente de trabalho, incluindo aplicadores e trabalhadores de
fabricas destes quimicos.

Os trabalhadores rurais expostos aos pesticidas estdo em contato direto com
uma complexa mistura de diferentes tipos de sustdncias quimicas que além de
serem defensivos agricolas, induzem instabilidades cromossdmicas, principalmente
delegdes, translocagdes e ganho ou perda de cromossomos inteiros, contribuindo
para o desenvolvimento de cancer (BOLOGNESI, 2003).

O cancer ¢ uma doenga que pode ser atribuida a multiplos fatores, incluindo
contribui¢do genética, meio ambiente e estilo de vida. A exposicao a pesticidas ¢
um fator ambiental relevante, devido a sua associacdo com o desenvolvimento da
doenca. Entretanto, estudos epidemiologicos que relacionam exposicao a pesticidas
e cancer humano tém obtido resultados incertos. Os inseticidas, herbicidas e
fungicidas estdo associados com cancer hematopoiético, de prdstata, pancreas,
figado, pulmao, ovario, mama, testiculo, rim, cérebro e outros (KUSHIK et al.,
2005). Este risco ndo se restringe somente a exposi¢do direta aos pesticida,
podendo também afetar individuos indiretamente envolvidos como os familiares de

trabalhadores rurais (KUSHIK et al., 2005).



Os polimorfismos em genes de reparo de DNA podem afetar a funcao das
proteinas e a capacidade individual de reparar danos no DNA, levando a uma
instabilidade genética e alguns tipos de canceres como: glioma, bexiga, mama,
esofago, pulmao, prostata, pele, cabega, pescoco e estdbmago. Alguns estudos que
relacionam mutacdes de ponto em genes de reparo e cancer tém apresentado
resultados nao significativos, devido ao pequeno nimero de individuos analisados.
Dufloth et al. (2005) estudaram o polimorfismo Lys”'GIn em uma amostra de 261
mulheres com cancer de mama ou com historico na familia 120 controles, € nao
encontraram diferengas estatisticas entre os grupos estudados. Entretanto, a analise
de multiplos genes podem ajudar a esclarecer a associagdo do cancer com tais
polimorfismos, tempo de exposicao aos pesticidas e capacidade de reparo do DNA
(GOODE et al., 2002).

Danos nos cromossomos induzidos por pesticidas aparecem tanto na
exposicao continua como na exposi¢dao descontinua, mas € cumulativa na exposi¢ao
continua a esta complexa mistura de substancias quimicas. Danos nos
cromossomos, cromatides e micronucleos tém sido detectados na maioria dos
estudos que envolvem genotoxicidade dos pesticidas através da analise citogenética
(BOLOGNESI, 2003).

A utilizagdo de pesticidas para controlar as doengas nas lavouras ¢ um fato
inegavel, porém os cuidados com o seu manuseio sdo negligenciados. O presente
trabalho teve como objetivo analisar as freqliéncias dos gendtipos do gene xpd em
trabalhadores rurais expostos a pesticidas de trés municipios do interior do estado
de Sao Paulo (Bauru, Bratina e Itajobi) e controles para determinar a suscetibilidade
ao desenvolvimento de cancer. A genotipagem foi realizada pela metodologia PCR-
RFLP (Polismorfismo de comprimento fragmento de restri¢ao) e a significancia das

freqiiéncias encontradas foi feita utilizando o teste do qui-quadrado.



POLIMORFISMO NO GENE xpd E A SUSCETIBILIDADE AO
CANCER

A primeira sindrome humana caracterizada como um disturbio de deficiéncia
para uma via de reparo de DNA foi o xeroderma pigmentosum (XP), que envolve
sete genes: XPA a XPG (COSTA, R. et al.,, 2004). O gene do xeroderma
pigmentoso xpd estd localizado no cromossomo 19 q13.3 e possui 23 éxons e cerca
de 54.000 pares de bases (WEBER et al. 1990), sendo seu ¢cDNA composto de
2.400 nucleotideos. Este gene produz uma proteina de 760 aminoacidos com peso
molecular de 86.900 daltons e atividade helicase (SCHAEFFER et al., 1994).

A proteina XPD ¢ o centro da transcricdo do fator ITH, a qual est4 envolvida
com o reparo por excisdo de nucleotideos NER, do inglés Nucleotide Excision
Repair. Este tipo de reparo ¢ uma das melhores formas para remover lesdes no
DNA, principalmente aquelas induzidas pelo cigarro, fotoprodutos produzidos por
UV e adutos quimicos. Esta proteina ¢ absolutamente necessaria para o reparo de
excisdo de nucleotideos.Uma vez que uma lesao no DNA tenha sido reorganizada
por proteinas especificas, a atividade helicase do XPD com agdo reparadora,
juntamente com o grupo B helicase do xeroderma pigmentoso, faz com que dupla
hélice do DNA se abra para que a area lesada possa ser cortada e a parte danificada
do DNA removida. A isso segue-se a inativacdo da transcricdo de RNA pela RNA
polimerase I1. A atividade do xpd ¢ essencial para a vida, sendo que a total auséncia
deste gene resulta em letalidade embrionaria (FRIEDBERG, E.C., 2004).

Polimorfismos nesse gene podem afetar essa capacidade e predispor ao
desenvolvimento de varios tipos de cénceres. Sete polimorfismos nos €xons 6, 8,
10, 17, 22 e 23 no gene xpd tém sido identificados por seqlienciamento de DNA
humano. Trés destes polimorfismos resultam em aminoacidos mutados. Os

polimorfismos nos cddons 199, 201 e 575 sdo raros e nos codons 156, 312, 711 e
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751 sdao comuns (BROUGTON B. C., STEINGRIMSDOTTIR H., LEHMANN
A.R.1996; SHEN M.R., JONES IM., MOHRENWEISER H. 1998;
MOHRENWEISER H.W. et al., 2002).

1GIn em 53 mulheres

Dufloth et al. (2005) estudaram o polimorfismo Lys
com cancer de mama com historico na familia, 33 mulheres com cancer de mama
esporadico, 175 mulheres com histérico na familia que nao apresentaram cancer de
mama e 120 controles sem cancer de mama e sem historico familiar, € nao
encontraram diferencas estatisticas entre os grupos estudados. Outro estudo que
mostrou a freqiiéncia deste polimorfismo na populagdo brasileira foi realizado com
364 individuos saudaveis separados por etnia (ancestrais europeus e africanos), e
mostrou que a freqiiéncia deste gendtipo foi significante maior na populagdo branca
do que na populagdo negra (Canalle et al., 2006).

Dois polimorfismos no xpd (Asp>'*Asn, éxon 10 e Lys”'Gln, éxon 23) tém
sido associados ao cancer de pulmdo (DUEL E.J. et al.,2000; PALLI D. et al.,
2001; SPITZ M.R. et al,, 2001; HOU S.M. et al.,, 2002; QIAO Y. et al.,, 2002;
TANG D. et al., 2002; MATULLO G. et al,, 2003). Zhou et al. (2003) relataram
também uma associagdo entre o uso cronico de cigarro e polimorfismos nos genes
xrcel (Arg”’Gln) e xpd (Asp’*Asn e Lys’”'Gln) com este tipo de cancer.

Individuos com cancer de pele apresentam pelo menos uma copia do alelo
GIn do xpd, que aumenta o risco de desenvolvimento de canceres secundarios como
o de prostata, pulmao e mama (BREWSTER et al.,2004). Segundo Rybicki et al.
(2004) o alelo Asn do xpd pode exercer um efeito positivo modesto no risco de
cancer de prostata quando duas copias deste alelo estdo presentes (Asn/Asn), e este
efeito ¢ aumentado pelo genotipo Gln/Gln do XRCCI1.

Tomescu et al. (2001) relataram que o polimorfismo Lys”'Gln do xpd,
detectado em um grupo de individuos com melanoma reduz a capacidade de reparo

do DNA, e concluiram que tal polimorfismo pode ser a causa do melanoma.



Yeh et al. (2005) associaram polimorfismos nos genes de reparo xrccl
(Arg*’Gln), xrce3 (Thr**'Met) e xpd (Lys”'Gln) com o risco de cancer colo retal
em uma amostra da populacdo de Taiwan. Os resultados sugeriram que estes
polimorfismos podem induzir a este tipo de cancer, particularmente, o
desenvolvimento de cancer retal em pacientes jovens desta populagdo.

Yang et al. (2005) estudaram uma possivel associacdo entre os genes
GLTSCR1 (éxon 1) e xpd (éxon 22) com o  desenvolvimento de
oligodendrogliomas e concluiram que somente o gltscrl estava associado com o
inicio e progressao deste carcinoma.

Yu et al. (2004) concluiram que o genotipo GIn/Gln do xpd pode ser um fator
contribuinte para o risco de carcinoma de células escamosas do esdfago e este risco
pode ser aumentado com a exposi¢ao ambiental. Entretanto, o polimorfismo
Asp’?Asn do xpd ndo contribuiu para o desenvolvimento deste cincer.

Alguns polimorfismos no gene xpd ndo estdo relacionados com o risco de
desenvolvimento de cancer. Xing D et al. (2002) obtiveram resultados negativos no
estudo de associagdo entre os polimorfismos Asp’'*Asn e Lys”'Gln do xpd e o
risco de carcinoma de células escamosas do es6fago em uma amostra da populacao

chinesa.



MATERIAL E METODOS

MATERIAL

Foram utilizadas 30 amostras de sangue periférico provenientes de
individuos envolvidos no cultivo de laranja, limao, tomate, morango, pimentao,
arroz, flores, café, abacate, cana de agucar, milho, abacaxi, uva, maracuja, algodao,
amendoim, soja, hortali¢as, feijdo, banana, goiaba, vagem, cenoura, quiabo e
abobora nas regides de Bauru, Brauna e Itajobi do estado de Sao Paulo.

Na regido de Bauru foram coletadas amostras de 15 trabalhadores expostos a
pesticidas no laboratorio de anélises clinicas (LAC) da Universidade do Sagrado
Coragdo (USC). Na regidao de Brauna foram coletadas amostras de 10 trabalhadores
rurais € na regido de Itajobi de mais cinco individuos, no posto de saude das
cidades.

Todos os individuos forneceram informagdes relativas ao habito de fumar,
ingestdo de bebida alcoolica, habitos alimentares e tempo de exposicdo a
defensivos agricolas (fungicidas, herbicidas e inseticidas) e assinaram o protocolo
de “consentimento informado”.

Como grupo controle foram obtidas 15 amostras de individuos nao expostos,
seguindo-se os mesmos procedimentos de coleta e entrevista. Deste grupo todos
sdo provenientes de Bauru e regido, escolhidos de acordo com a idade, dentro de
uma variacao de mais ou menos dois anos.

De cada individuo foram coletados 5 ml de sangue periférico em seringas e

“vacutainers” descartaveis, conservados com EDTA.



METODOS

ANALISE MOLECULAR

LISE DE GLOBULOS VERMELHOS

Para separar o plasma, o sangue foi centrifugado durante cinco minutos a
3.000 rpm. A seguir, desprezado 1ml do plasma e o restante da amostra transferido
para um tubo do tipo falcon de 15 ml estéril adicionando, posteriormente, a solu¢ao
de lise (9 ml de cloreto de amonia 0,144 M e 1 ml de bicarbonato de amonia 0,01
M) na propor¢do 1 ml de sangue para 1 ml da solucdo de lise . O material
permaneceu em agitacdo (60 rpm) durante 25 minutos a temperatura ambiente,
seguindo com uma centrifugacdo durante 15 minutos a 3.000 rpm. O sobrenadante
fo1 desprezado, deixando apenas 1 ml de amostra em cada tubo. Posteriormente,
acrescentou-se mais 3 ml da solucao de lise, homogeneizando com auxilio de uma
P1000 seguindo centrifugacao durante 10 minutos a 3.000 rpm. O sobrenadante foi
desprezado novamente deixando cerca de 1,5 ml seguindo com homogeneizagao
com auxilio de uma P1000. Essas amostras foram transferidas para um tubo tipo
“eppendorf” estéril previamente identificado. Em seguida, centrifugagdo das
amostras durante 3 minutos a 4.000 rpm e o sobrenadante desprezado. Apds esta
etapa, acrescentou-se 1 ml da solu¢do de lise com homogeneizagdo e posterior
centrifugacdo durante 3 minutos a 4.000 rpm. O sobrenadante foi novamente
desprezado, desta vez com acréscimo de 1 ml de TKMI, seguindo a

homogeneizagdo da solugdao com auxilio de uma P1000 e centrifugacdo durante 2



minutos a 3.000 rpm . Feito isso, o sobrenadante foi mais uma vez desprezado e as

amostras armazenadas a —20° C.

EXTRACAO DE DNA GENOMICO

Ao “pellet” de gldbulos brancos adicionou-se 800 pl de TKM-2 e 50 ul de
SDS 10% com homogeneizagdo no agitador (Phoenix) por 3 segundos. As amostras
foram incubadas a 55°C, em banho-maria, durante 1 hora com agitacao (Phoenix) a
cada 10 minutos. Em seguida, adicionou-se 360 pl de NaCl 5M com posterior
homogeneizagdo e centrifugacdo durante 5 minutos a 13.000 rpm. Feito isso, o
sobrenadante foi desprezado cuidadosamente e transferido para um tudo de
hemolise estéril, onde foi precipitado com 2 volumes de etanol absoluto gelado. O
tubo ¢ vedado com parafilme e invertido por varias vezes até a precipitacdo do
DNA. O DNA foi transferido com o auxilio de uma P1000 para um tubo tipo
eppendorf estéril previamente identificado, juntamente com 500 ul do etanol do
tubo de hemolise e centrifugado a 12.000 rpm por 3 minutos. O sobrenadante foi
desprezado e adicionou-se Iml de etanol 70 % gelado. Para finalizar, as amostras
foram centrifugadas durante 3 minutos a 12.000 rpm e o sobrenadante novamente
desprezado. O “pellet” de DNA obtido por este processo foi deixado a temperatura

ambiente a fim de secar, durante aproximadamente 12 horas.

DILUICAO DO DNA

Aos “pellets” de DNA obtidos pela extragdo, foram adicionados 100 pl de

agua livre de DNases e RNases e as amostras, incubadas no banho-maria a 55°C



(13

durante 10 minutos. Os “pellets” diluidos foram armazenados a —20°C até o

momento do uso.

VERIFICACAO DA QUALIDADE DO DNA

Para verificacdo da qualidade do DNA foi realizada a eletroforese em gel de
agarose 1% e a quantificagdo por espectrofotometria, por leitura da absorbancia a
260nm. No final as amostras de DNA foram diluidas com 4gua livre de DNases e
RNases até uma concentracdo de 10ng/ul, para serem utilizadas nas reagdes de

amplificacgdo.

GENOTIPAGEM

Para amplificar o éxon 23 do gene xpd (Lys'Gln) foram sintetizados
primers de  acordo com Au et al.  (2005): foward @ 5’-
CTGCTCAGCCTGGAGCAGCTAGAATCAGAGGACGCTG- 3’ e reverse 5’-
AAGACCTTCTAGCACCACCG-3’. A ciclagem programada no termociclador
teve uma desnaturacao inicial de 95°C por 2 minutos, seguida de 40 ciclos de 94°C
por 15 segundos, 67°C por 30 segundos e 72°C por 45 segundos, seguidos de uma

extencao final de 72°C por 5 minutos.

RESTRICAO

Apoés a PCR foi realizada a digestdo enzimatica por PCR-RFLP

(polimorfismo de comprimento de restricdo) dos fragmentos amplificados para
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genotipagem do polimorfismo do gene xpd Lys™™ Gln, utilizando a enzima Pst 1.



ELETROFORESE

Os produtos do PCR foram submetidos a eletroforese em agarose 0.9% em
TEB 0.5X (tampao tris-EDTA-borato), a 110 volts, amperagem livre, por 50
minutos, usando o marcador de peso molecular 1Kb plus. A coloracao foi feita com
o brometo de etidio a 5%. A visualizacdo dos fragmentos realizou-se em um
transiluminador UV, sendo as imagens dos géis fotografadas e armazenadas.

Os produtos da restricado foram revelados por eletroforese em poliacrilamida
6%, utilizando persulfato de amoénio a 10% , TEMED e TEB 1X (tampao tris-
EDTA-borato). Foi adicionado as amostras azul de bromofenol 1X e o marcador
de peso molecular utilizado foi 174 Hae III digest. A corrida teve duragdo de 60
minutos a 70 volts e amperagem livre. Para corar o gel utilizou-se brometo de
etidio e a visualizagdo também realizou-se em transiluminador UV, sendo as

imagens fotografadas (foto documentador de géis Alpha Imager EC) e armazenadas

ANALISE ESTATISTICA

Para verificar se existe significancia entre os resultados obtidos dos expostos

e dos controles, foi aplicado o teste de qui-quadrado.



RESULTADOS

Foram realizadas as aplicagdes dos questionarios, coleta de sangue
periférico, lise de globulos vermelhos, extragdo de DNA gendmico, verificacdo da
qualidade do DNA através da eletroforese em gel de agarose e espectrofotometria,
PCR do gene xpd 751 e a restrigdao dos individuos expostos e dos controles.

A tabela 1 refere-se aos dados de 30 trabalhadores rurais expostos a

pesticidas, oriundos da aplicagdo de questionarios.



Tabela 1

Dados referentes ao tempo de trabalho na lavoura, tempo de aplicagcdo de pesticidas, habito de
fumar, ingestdo de alcool, idade e sexo.

Individuo Tempo de Tempo de Idade (anos) Fumo* Alcool* Sexo**
trabalho na aplicagdo
lavoura de pesticidas
(anos) (anos)
EO1 53 30 64 - + M
EO02 40 40 59 - + M
E03 45 30 58 - + M
E04 40 4 55 + + M
EO05 15 15 66 + + M
E06 21 5 36 + + M
EO07 8 4 32 - + M
EO08 30 30 53 + + M
E09 12 12 33 - + M
E10 8 3 26 - + M
Ell 2 2 24 - - M
E12 50 45 62 - + M
E13 4 ~1 23 - + M
El4 48 30 57 - - M
E15 25 2 43 + + M
El6 16 8 26 - - M
E17 36 36 56 - + M
E18 27 27 45 + + M
E19 29 20 42 + + M
E20 30 25 44 - + M
E21 5 5 17 + - M
E22 40 20 54 - + M
E23 20 10 49 + + M
E24 20 15 54 - + M
E25 14 9 27 - - M
E26 1 1 21 - - M
E27 19 19 33 - + M
E28 5 5 27 - + M
E29 20 15 40 - - M
E30 10 ~4 37 - - M

* (-) ndo fumante e ndo ingere alcool; (+) fumante e ingere alcool. ** (M) sexo masculino



A tabela 2 refere-se aos dados de 15 controles, oriundos da aplicacao de

questionarios.

Tabela 2

Dados referentes ao tempo de trabalho na lavoura, tempo de aplicacdo de pesticidas, habito de

fumar, ingestao de alcool, idade e sexo.

Individuo Tempo de Tempo de Idade(anos) | Fumo* Bebida* Sexo**

trabalhona | aplicagdo de

lavoura pesticidas
CO1 0 0 41 - + M
Co02 0 0 57 - + M
C03 0 0 44 + + M
C04 0 0 24 - M
C05 0 0 21 + + M
C06 0 0 33 - - M
Cco7 0 0 27 - - M
Co08 0 0 56 + + M
C09 0 0 27 - + M
C10 0 0 36 + + M
Cl1 0 0 19 - - M
Cl12 0 0 52 - + M
Cl13 0 0 49 - + M
Cl4 0 0 49 - + M
CI15 0 0 42 - + M

* (-) ndo fumante e ndo ingere alcool; (+) fumante e ingere alcool. ** (M) sexo masculino

Com a verificagdo da qualidade do DNA em gel de agarose 1% (Figura 1),

foi possivel verificar que as amostras PO1 a P16, exceto a amostra PO5 apresentam-



se aparentemente degradadas em relagdo as demais, provavelmente devido ao
método de extracdo de DNA e ao tempo de armazenamento dessas amostras a -
20°C. Entretanto, esta aparente degradagdo ndo interferiu na positividade das

reacdes de PCR.

Figura 1. Verificagdo da qualidade das amostras de DNA gendmico total em gel de agarose
1%. A letra P representa o grupo exposto e a letra C refere-se ao grupo controle.
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Dos produtos da PCR (Figura 2), os que ndo amplificaram na primeira reacao
(P19, P21 e P27)) foram repetidos nas reagdes seguintes com aumento da
concentracao final de DNA, de acordo com a quantificagdo das amostras realizada
pela Faculdade de Medicina de Botucatu - Divisdo de Hemocentro . Dessa forma
foi possivel obter a amplificagdo do fragmento do gene xpd (161 pb) de todos os

individuos estudados.

Figura 2. Produtos da reagdo em cadeia da polimerase (PCR) do éxon 23 do gene xpd 751 (161
pb) dos individuos expostos (P) e controles (C).
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Com as amostras amplificadas, foi possivel realizar a restri¢do do fragmento

do gene xpd 751 clivado com a enzima Pst | (Figura 3) e posterior genotipagem dos
individuos analisados.



Figura 3. Eletroforese em gel de poliacrilamida 6% dos produtos da restrigdo do éxon 23 do
gene xpd (Lys”'Gln) dos individuos expostos e controles. Marcador de peso molecular: @X174
digest Hae III.
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O genotipo selvagem (Lys/Lys) foi encontrado em 43,3% dos individuos
expostos ¢ em 40,0% dos controles, o genotipo heterozigoto para a mutagdo
(Lys/Gln) foi encontrado em 50,0% dos individuos expostos e em 53,3% dos
controles e o genotipo homozigoto para mutagao (Gln/Gln) foi encontrado em 6,7%

dos individuos expostos e em 6,7% dos controles, sendo assim o menos freqiiente
(Grafico 1).

Grafico 1 — Freqiiéncias dos gendtipos encontrados nos grupos expostos e

controles.
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DISCUSSAO

A utilizagdo de pesticidas para controlar as pragas da lavoura ¢ um fato
inegavel, porém os cuidados com o seu manuseio continuam sendo negligenciados
pelos aplicadores e pelo publico que regulamenta o seu uso. Varios relatos apontam
para ma utilizacdo desses produtos pelo homem (Paumgartten et al., 1998). A
genotipagem de individuos expostos pode indicar a freqiiéncia dos genotipos mais
susceptiveis ao aparecimento de cancer.

Com a genotipagem do gene xpd (Lys” Gln), foi possivel verificar que de 30
pacientes expostos, 15 sdo heterozigotos para esta mutacdo (Lys/Gln) e dos 15
controles, oito deles também apresentaram este genotipo (Lys/Gln). Este
polimorfismo tem sido associados ao cancer de pulmao (DUEL E.J. et al.,2000;
PALLI D. et al., 2001; SPITZ M.R. et al., 2001; HOU S.M. et al,, 2002; QIAO Y.
et al., 2002; TANG D. et al., 2002; MATULLO G. et al., 2003) e Zhou et al. (2003)
relataram também uma associacdo entre o uso cronico de cigarro com cancer de
pulmao. Dentre os pacientes que apresentaram esta mutacdo cinco relataram fazer
ou ja ter feito uso de cigarro. Brewster et al. (2004), afirmaram que pelo menos
uma copia do alelo Gln do xpd aumenta o risco de desenvolvimento de canceres
secundarios como o de prostata, pulmdo e mama. Tomescu et al. (2001) relataram
que o polimorfismo Lys”'Gln do xpd, detectado em um grupo de individuos com
melanoma reduz a capacidade de reparo do DNA, e concluiram que tal
polimorfismo pode ser a causa do melanoma. Ja Yeh et al. (2005) associaram este
polimorfismo com o risco de cancer colo-retal. Este polimorfismo foi o mais
freqiiente na populacdo estudada, tanto no grupo exposto, como no grupo controle,
o que coincide com o estudo de Dufloth et al. (2005), onde foi encontrado uma alta

freqiiéncia deste genotipo em uma amostra da populacdo da cidade de Campinas.



Dos individuos expostos analisados, dois sdo homozigotos para a mutacao
(GIn/Gln) e dos controles um individuo apresenta esta mutagdo. Dos expostos com
esta mutagdo, um ¢ exposto a pesticidas ha 40 anos e o outro ha apenas quatro,
sugerindo um risco maior ao desenvolvimento de cancer. Yu et al. (2004)
concluiram que o gendtipo GIn/Gln do xpd pode ser um fator contribuinte para o
risco de carcinoma de células escamosas do esofago e este risco pode ser
aumentado com a exposicao ambiental.

Os demais apresentam o alelo homozigoto tipo selvagem (Lys/Lys), nao
apresentando portanto, a mutacdo neste fragmento de gene.

Os resultados desse trabalho podem ser complementados com o aumento no
numero de amostras, a introdu¢ao de um grupo com cancer, com a anélise de outros
genes de reparo como xrcc3 € xpd e também com a realizagdo da citogenética para

analise da instabilidade cromossOmica.



CONCLUSOES

A partir das andlises foi possivel concluir que o genotipo Lys/Gln foi o mais
freqiiente na populacdo estudada, uma vez que apresentou alta incidéncia tanto no
grupo exposto como no grupo controle.

A correlacdo da exposi¢do a pesticidas com o aparecimento do genotipo
mutado (Lys/Gln e GIn/Gln) ndo pode ser estatisticamente estabelecida (X° =
0,048; p = 0,9762), o que sugere a necessidade de outros estudos que envolvam a
analise da instabilidade cromossomica para dar suporte aos resultados encontrados.
Entretanto, fica evidente a importancia do monitoramento molecular de populagdes

expostas a mutagénicos.
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APENDICE

APENDICE A - QUESTIONARIO

Questionario

Pesquisa: Deteccio de alteracoes Genéticas por Biologia Molecular

1 Informacdes pessoais:

1.5 Sexo: () feminino ( ) masculino

1.9 NUmero da DOaga0: .....ccuveeeiuiieeiieceieeeeee e

2 Dados sobre campo de Trabalho
2.1 Ha quanto tempo trabalha na lavoura?

2.3 Utiliza algum tipo de pesticida na lavoura?
()sim ( )nado
2.4 Ha quanto tempo vocé aplica o pesticida na lavoura?

3 Dados Complementares

3.1 Vocé é Fumante?
() sim () nao

3.2 HA qUanto tE€MPO?....cccueeeeeieeeiieeeiieeeieeeetee e e e eree e

( ) outros: ......



3.3 Quantos cigarros fuma por dia?..........cccceeveiieiieniiiinienieeeeeeeenn

3.4 Fuma cigarro de palha?
() sim ( )ndo

QUANLOS POT AIA7....c.eeieiiieiieeieeieete ettt see e et e s e eseeenneens
3.5 Vocé bebe?

() sim ( )nao
3.6 Com que freqliencia? .......cocceoeevieriineeiieniereeie et

3.7 HA QUanto tE€MPO?....ccuveiiiieiiiieeiie ettt

4 Historico Familiar
4.1 Tem Historico de cancer na familia?
() sim ( )nao

4.2 Qual 0 PAreNtESCO?.....cccvrieeiieeeiieeetee et e et e e e e e e e e earee s

4.3 Qual tipo de CANCEI?......ccvieiiieiieiieeie et e

4.4 0Utras DOCNGAS: ......veieeiiiiieeeiiieeeeieee et e et e e e e e e eaaeeeeeaes
5 Outras Informacoes

5.1 Café (COPOS/AIa): .evieeieiiieiieeieeee e

() Sim Quali..ccciiiiiieieeeee e

( ) Nao
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