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RESUMO

Os pesticidas constituem uma categoria heterogdmeabstancias quimicas especificamente
designadas para o controle de pestes e doencagegetais. A maioria das pessoas sao
inevitavelmente expostas aos pesticidas atravésodi@minacdo ambiental, principalmente
aqueles expostos em seu ambiente de trabalho.@rodmma doenca que pode ser atribuida
a multiplos fatores, incluindo contribuicdo gengtieneio ambiente e estilo de vida. A
exposicdo a pesticidas € um fator ambiental reteyagevido & sua associagdo com o
desenvolvimento da doenca. O genecl codifica uma das principais proteinas de reparo de
DNA, envolvidas no reparo de excisdo de basesenexpd codifica uma proteina envolvida
no reparo por excisdo de nucleotideos, uma dasonesltiormas de reparar lesées no DNA
induzidas pelo cigarro, UV e produtos quimicos. URados de estudos epidemiolégicos
sugerem que polimorfismos em genes de reparo padiéuenciar na suscetibilidade de
alguns tipos de canceres. Foi analisado os polismos Arg°*GIn no gene de reparsccle
Lys"!GIn no gene de repampd em 30 individuos expostos a pesticidas e 15 castrol
(selecionados pela idade, sexo e ndo exposicata @ices pesticidas) pela técnica da PCR-
RFLP. A frequéncia dos gendtipos Arg/GIn paracl e Lys/GIn paraxpd, foi elevada em
ambos os grupos estudados. O teste estatisticoi-dgigdrado indica que a distribuicdo dos
gendtipos parece nao diferir entre os grupos edusi&=2,31 ep= 0,3154 pararcclex’ =
0,048;p = 0,9762 parxpd. Porém, a frequéncia dos gendtipos suscetiveisldwada nos
grupos expostos e controles, determinando a nedeelsside uma analise de instabilidade
cromossOmica e uma orientacéo esclarecida aodhaaloaes expostos a pesticidas.

Palavras-chave: Pesticidas, Cancer, genes de reparo



ABSTRACT

Pesticides constitute a heterogeneous chemicataswdes category specifically assigned for
the control of plagues and illnesses in vegetablée majority of people is inevitably
exposed to pesticides through environmental comatoin, specially agricultural workers.
Cancer is an iliness that can be attributed to iplalfactors, including genetic constitution,
environment and life style. Exposure to pesticidean important environmental factor, due
to its association with disease development. Thee geccl codes for one of the main
proteins of DNA repair mechanisms, the base extisepair, and the gengd codes for a
protein involved in nucleotide excision repair whi@moves damage to the DNA caused by
cigarette smoking, UV and chemical substances. IRestiepidemiological studies suggest
that polymorphism in DNA repair genes can increassceptibility to some types of cancers.
In this work we analyzed the AfJGIn polymorphism inxrccland LyS>'GIn polymorphism

in xpd in 30 individuals exposed to pesticides and 15 cosit(eélected by age, sex and
unexposed to pesticides) through PCR-RFLP. Theuémeges of the Arg/GIn genotype for
xrccl and Lys/GIn forxpd were high in both studied groups. Qui-square sttedil analysis
indicated that genotype distribution did not differtween the studied groups<2,31 and p

= 0,3154 forxrccl and ¥=0,048; p=0,9762 foxpd). We conclude that the high frequency of
susceptible genotypes in both groups determinesndéoessity of chromosomal instability
analysis and enforcement of safety rules aftilization of safety equipment by agricultural
workers in direct contact with pesticides.

Key-words: Pesticides, Cancer, Repair genes.
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INTRODUCAO

Os pesticidas constituem uma categoria heterogé&teasubstancias quimicas
especificamente designadas para o controle despesieencas nos vegetais. Sua aplicacao
tem contribuido significativamente para o aumendopdoducdo agricola. A maioria das
pessoas sdo inevitavelmente expostas aos pestatidags da contaminacdo ambiental, uma
vez que uma grande parte de seus componentes ficameio ambiente por muitos anos,
afetando a agua, o ar, o solo, os alimentos e pasmip danos a saude humana,
principalmente daqueles potencialmente expostosseumambiente de trabalho, incluindo
aplicadores e trabalhadores de fabricas destesapsin®©s trabalhadores rurais expostos aos
pesticidas estdo em contato direto com uma compieisaura de diferentes tipos de
sustancias quimicas que além de serem defensivdsolag, induzem instabilidades
cromossoOmicas, principalmente delecdes, transl@saedganho ou perda de cromossomos
inteiros, contribuindo para o desenvolvimento deceéd (BOLOGNESI, 2003).

O céncer € uma doenca que pode ser atribuida aplosiltfatores, incluindo
contribuicdo genética, meio ambiente e estilo da.vA exposicdo a pesticidas € um fator
ambiental relevante, devido a sua associacao cdesenvolvimento da doenca. Entretanto,
estudos epidemiolégicos que relacionam exposicioesticidas e cancer humano tém
mostrado resultados incertos. Os inseticidas, tidds e fungicidas estdo associados com
cancer hematopoiético, de prostata, pancreas,digadmao, ovario, mama, testiculo, rim,
cérebro e outros (KUSHIK et al., 2005; ALAVANJA @t, 2004). Este risco ndo se restringe
somente a exposi¢ao direta aos pesticigadendo também afetar individuos indiretamente
envolvidos como os familiares de trabalhadoresskUSHIK et al., 2005).

Danos nos cromossomos induzidos por pesticidaseegrar tanto na exposicao
continua como na exposi¢cao descontinua, mas € ativauha exposi¢cdo continua a esta
complexa mistura de substéncias quimicas. Danos aroossomos, cromatides e
micronucleos tém sido detectados na maioria daglestque envolvem genotoxicidade dos
pesticidas através da analise citogenética (BOLOEINEDO3).

Os genesrccl, xrcc3expdsao 0s principais genes responsaveis pelos meaassen
reparo do DNA (SEEDHOUSE et al., 2002).

O genexrccl, localizado no cromossomo 19 q13.2, codifica whaa principais
proteinas de reparo de DNA envolvidas no reparexdesado de bases (BER). Sua transcricao

€ iniciada quando ocorre exposicao a radiacaoaoiéze agentes alquilantes, ocorrendo um
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reparo eficiente de quebra de fita Unica do DNAaFsoteina interage com DNA ligase I,
beta polimerase e poli polimerase (ADP — ribosep gaarticipar do reparo de excisdo de
base. Polimorfismos neste gene podem levar a umenuicdo da capacidade de reparo do
DNA, e assim a predisposicao hereditaria ao apasstd de cancer (HU et a2005).

As células estdo constantemente expostas aos @esdanos causados por espécies
reativas de oxigénio (ROS- “Reactive oxygen spétiésses ROS podem ser originados de
fontes exdgenas e enddgenas. A luz ultravioletaAE\UVB), irradiacdo ionizante e agentes
quimicos sao fontes exdgenas importantes paran@af@o de ROS. J4 os ROS formados
dentro das células podem ser originados do prdpétabolismo celular. Esses ROS podem
ocasionar danos na molécula de DNA provocando werdapde integridade do genoma. Para
reparar esse dano, a célula conta com um mecardemeparo chamado mecanismo de
reparo por excisao de bases (BER) (BERRA; MENCK620 Em humanos, este sistema de
reparo reconhece diferentes tipos de danos e @eanismos especificos para repara-los e
manter a estabilidade gendmica (MIN et al., 2007).

A primeira sindrome humana caracterizada como wtirio de deficiéncia para
uma via de reparo de DNA foi o xeroderma pigmento§¥P), que envolve sete gengpaa
xpg (COSTA et al.,, 2005). O gene do xeroderma pigosnkpd esta localizado no
cromossomo 19 g13.3 e possui 23 éxons e cerca.G@8®pares de bases (WEBER et al.,
1990), sendo seu cDNA composto de 2.400 nucleatideste gene produz uma proteina de
760 aminoacidos com peso molecular de 86.900 daétatividade helicase (SCHAEFFER et
al., 1994).

A proteina XPD é o centro da transcricdo do fHtér a qual esta envolvida com o
reparo por excisdo de nucleotideos NER, do inglésleotide Excision RepaiEste tipo de
reparo € uma das melhores formas para removersles®edDNA, principalmente aquelas
induzidas pelo cigarro, fotoprodutos produzidos gure produtos quimicos. Esta proteina é
absolutamente necessaria para o reparo de exasaocteotideos. Uma vez que uma leséo
no DNA tenha sido reorganizada por proteinas elpes,ia atividade helicase da XPD com
acao reparadora, juntamente com o grupo B heldaseeroderma pigmentoso, faz com que
dupla hélice do DNA se abra para que a area lgsaska ser cortada e a parte danificada do
DNA removida. A isso segue-se a inativacao da trag&o de RNA pela RNA polimerase II.
A atividade doxpd é essencial para a vida, sendo que a total aas@aste gene resulta em
letalidade embrionaria (FRIEDBERG, 2004).

Os polimorfismos em genes de reparo de DNA podetaraé funcdo das proteinas e

a capacidade individual de reparar danos no DNyarido a uma instabilidade genética e
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alguns tipos de canceres como: glioma, bexiga, masafago, pulmao, préstata, pele,
cabeca, pescoco e estdmago. Estudos que relacidarams em genes de reparo de DNA e
cancer tém apresentado resultados nao significafrana alguns genes (TAE et &Q04;
LEE et al., 2002; DELIGEZER; DALAY, 2004; HU et al2005; LOPEZ et al., 2007,
DELIGEZER; AKISIK; DALAY, 2007). Entretanto, a arnigé de multiplos genes pode ajudar
a esclarecer a associagcédo do cancer com tais pbimos e capacidade de reparo do DNA
(GOODE et al., 2002).

A utilizacdo de pesticidas para controlar as doemegs lavouras € um fato inegavel,
porém os cuidados com o seu manuseio sdo neglaglrscO presente trabalho teve como
objetivo analisaas freqiiéncias dos genétipos dos gemesl (Arg*?GIn) e xpd (Lys">'GIn)
em trabalhadores rurais expostos a pesticidagdartunicipios do interior do estado de Séo
Paulo (Bauru, Brauna e Itajobig controles para determinar a suscetibilidade ao
desenvolvimento de cancer. A genotipagem foi radhz pela metodologia PCR-RFLP
(Polismorfismo de comprimento de fragmento de iEgt) e a significancia das frequéncias

encontradas foi feita utilizando o teste do quieyado.
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POLIMORFISMO NOS GENES DE REPARO xrcclexpd E A
SUSCETIBILIDADE AO CANCER

Resultados de varios estudos epidemioldgicos seggue o polimorfismo Arg°Gln
do genexrccl pode influenciar na suscetibilidade de variosgige canceres (KELSEY et al.,
2004).

Duarte et al. (2005) estudaram a frequéncias domq@dismos dos genesrccl e
xrcc3 em um grupo de 300 individuos do sudeste do Bfesih descendéncia européia e
africana) comparando com outras populacdes. O#tadea demonstraram que a freqiéncia
dos genétipos do polimorfismo AfYGIn do genexrccl na populacdo do sudeste brasileiro
com descendéncia européia foi de 43% para Argi40% para Arg/Gin e 17% para GIn/GIn,

e a frequéncia entre os individuos brasileiros d@scendéncia africana foi de 64% para
Arg/Arg, 27% para Arg/Gln e 9% para GIn/GIn.

Seedhouse et al. (2002) encontraram uma diferagodicativa na distribuicdo de
gendtipos do polimorfismo Af§GIn noxrccl entre grupo de pacientes em tratamento com
leucemia mieloblastica aguda e o grupo controlerésenca do alelo Gin indicou um efeito
protetor nos individuos do grupo controle compar@mio pacientes em tratamento.

Tae et al(2004) ndo encontraram associa¢des significantes es polimorfismos do
xrccl: Argt**Trp, Arg?®His e Arg®GIn e o aparecimento de carcinoma de células eszamo
de cabeca e pescoco na populagédo coreana e pacu@etidos deste carcinoma. Estes
mesmos polimorfismos também foram estudados poreLed (2002), que ndo encontraram
associacdo com o risco de cancer gastrico na pgmilaoreana. Kelsey et al. (2004)
observaram uma reducado do risco de desenvolvintmnancer de bexiga entre individuos
homozigotos para o polimorfismo AfgGIn comparados com aqueles com um ou dois alelos
selvagens (Arg/Arg) num estudo de caso-controleuem amostra da populacdo de New
Hampshire.

Smith et al. (2003) encontraram uma fraca assaziagdre o alelo Trp e risco de
cancer de mama, porém verificou-se uma possivelagiio gene-gene entre o alelo Trp do
genexrccl e Met do genexrcc3 associados com o risco deste carcinoma. Este onesm
carcinoma foi estudado por Deligezer e Dalay (2064) um estudo envolvendo os
polimorfismos Arg*Trp e Arg*GIn do generccle nenhuma associacéo foi encontrada.

Hu et al. (2005) estudaram uma possivel interapéfe es polimorfismos Afg*Trp e

Arg**°GIn do genexrccl, cancer de pulmdo e exposicdo ao tabaco e namteseon
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associagfes significantes entre os genotipos diei@tios com o aumento do risco deste
cancer nos pacientes estudados.

Em um estudo envolvendo os polimorfismos &%ksn e Ly<>'GIn do genexpd e o
polimorfismo Arg®°GIn doxrccl, Benjamin et al. (2004) encontraram um aumentoistm
de cancer de prostata quando os genoétipos AsnéASIin/GIn dos genegod e xrccl estavam
presentes. Em um outro estudo envolvendo os gamgAsp’?Asn e Ly€*'Gln) e xrecl
(Arg®*°GlIn), Zhou et al. (2003) concluiram que a associagdre eles é um importante fator
para o aumento do risco de cancer de pulmao.

Polimorfismos em genes envolvidos no mecanismoegaro por excisdao de bases
(BER) podem estar associados com cancer de pubmndma associacao significativa entre o
polimorfismo Arg®°GIn do generccle o risco de cancer de pulmé&o tem sido encontrasla n
estudos epidemiolégicos moleculares (POPANDA et28l04; ZIENOLDDINY et al., 2006;
VOGEL et al., 2004 ). Porém, outros estudos conolonprfismo Arg?®*Gln, demonstraram
qgue a freqUéncia do gendtipo GIn/GIn era maior mp@ controle quando comparado com o
grupo de individuos com céancer de pulméo e assmlgivam que o genoétipo GIn/Gin pode
nao estar contribuindo para o aumento do risco ederd/olvimento de cancer de pulmao
(LOPEZ et al. 2007) .

O estudo de Deligezer, Akisik e Dalay (2007) destmu que nao houve uma
associacdo entre o polimorfismo Af§In do genexrccle a leucemia mieloide cronica, pois
a distribuicdo dos gendtipos Arg/Arg, Arg/Gin e @i era semelhante entre o grupo
controle e o grupo de individuos com leucemia ndel@ronica.

Xing et al. (2002) obtiveram resultados que sugsriruma associacdo entre o
aumento do risco de desenvolvimento de carcinomaélidas escamosas do esbfago e
polimorfismos naxrccl em um estudo de uma amostra da populacdo coresolvemdo os
genesxrccl (Arg™**Trp e Arg*°Gln) expd (Asp**%Asn e Ly<*'GIn).

Shen et al. (2003) encontraram uma associagao engienexrccl com cancer de
bexiga, pois foi possivel verificar que o alelo Gleste gene tem um efeito protetor ao
aparecimento do cancer de bexiga em fumantes.

Polimorfismos no genexpd podem afetar essa capacidade e predispor ao
desenvolvimento de varios tipos de canceres. Sditagrfismos nos éxons 6, 8, 10, 17, 22 e
23 no genexpd tém sido identificados por sequenciamento de DNundno. Trés destes
polimorfismos resultam em aminoacidos mutados. @snprfismos nos codons 199, 201 e
575 s&o raros e nos codons 156, 312, 711 e 75tmdaans (BROUGTON et al., 1996;
SHEN et al. 1998; MOHRENWEISER et al., 2002).
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Dufloth et al. (2005) estudaram o polimorfismo {¥6In do genexpd em 53
mulheres com cancer de mama com historico na @®n38 mulheres com cancer de mama
esporadico, 175 mulheres com historico na famili@ gdo apresentaram cancer de mama e
120 controles sem cancer de mama e sem histonoihdg e ndo encontraram diferencas
estatisticas entre 0s grupos estudados. Outro cesjué mostrou a frequéncia deste
polimorfismo na populacdo brasileira foi realizagon 364 individuos saudaveis separados
por etnia (ancestrais europeus e africanos), erowsfue a freqiéncia deste genotipo foi
significante maior na populacéo branca do que palpgdo negra (CANALLE et al., 2006).

Dois polimorfismos noxpd (Asp**?Asn, éxon 10 e Lys'GIn, éxon 23) tém sido
associados ao cancer de pulméao (DUEL et al., 2BBQLI et al.,2001; SPITZ et al 2001;
HOU et al, 2002; QIAO et al.2002; TANG et al.2002; MATULLO et al, 2003).

Individuos com cancer de pele apresentaram pefmsnema copia do alelo GIn do
Xxpd, que aumenta o risco de desenvolvimento de céee@indarios como o de préstata,
pulméo e mama (BREWSTER et,2004). Segundo Rybicki et al. (2004), o alelo Asrxpld
pode exercer um efeito positivo modesto no riscaaleer de prostata quando duas copias
deste alelo estdo presentes (Asn/Asn), e este éfaiiumentado pelo gendtipo GIn/GIn do
xrccl

Tomescu et al(2001) relataram que o polimorfismo Y&In doxpd, detectado em
um grupo de individuos com melanoma reduz a capdeide reparo do DNA, e concluiram
que tal polimorfismo pode ser a causa do melanoma.

Yeh et al (2005) associaram polimorfismos nos genes de wepacl (Arg**°Gin),
xrcc3 (Th*'Met) e xpd (Lys"'GIn) com o risco de cancer colo retal em uma amodr
populacdo de Taiwan. Os resultados sugeriram dae pslimorfismos podem induzir a este
tipo de cancer, particularmente, o desenvolvimeet@aancer retal em pacientes jovens desta
populacao.

Yang et al. (2005) estudaram uma possivel assacetée os genagtscrl (éxon 1) e
xpd (éxon 22) com o desenvolvimento de oligodendooggis e concluiram que somente o

gltscrlestava associado com o inicio e progresséao dastmoma.

Yu et al. (2004) concluiram que o gendtipo GIn/@im xpd pode ser um fator
contribuinte para o risco de carcinoma de célutasmmosas do esdfago e este risco pode ser
aumentado com a exposicdo ambiental. Entretanmlimorfismo Asp‘?Asn do xpd n&o

contribuiu para o desenvolvimento deste cancer.
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Alguns polimorfismos no genepd ndo estdo relacionados com o risco de
desenvolvimento de cancer. Xing et(@002) obtiveram resultados negativos no estudo de
associacdo entre os polimorfismos Aépasn e Ly$>'GIn doxpd e o risco de carcinoma de

células escamosas do es6fago em uma amostra dagipuhinesa.
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MATERIAL E METODOS

Material

Foram utilizadas 30 amostras de sangue periférimvepientes de individuos
envolvidos no cultivo de laranja, limdo, tomate, ramgo, pimentdo, arroz, flores, café,
abacate, cana de acucar, milho, abacaxi, uva, maratgodao, amendoim, soja, hortali¢as,
feijdo, banana, goiaba, vagem, cenoura, quiabodboah nas regides de Bauru, Bralna e
Itajobi do estado de Sao Paulo.

Na regido de Bauru foram coletadas amostras derdifalbhadores expostos a
pesticidas no laboratério de analises clinicas (LA& Universidade do Sagrado Coracgéo
(USC). Na regido de Brauna foram coletadas amod&ad) trabalhadores rurais e na regiao
de Itajobi de mais cinco individuos, no posto dedsadas cidades.

Todos os individuos forneceram informacdes relata@ habito de fumar, ingestao de
bebida alcodlica e tempo de exposicdo a defensagwgcolas (fungicidas, herbicidas e
inseticidas) e assinaram o protocolo de “consemiion@formado”.

Como grupo controle foram obtidas 15 amostras d#vitluos ndo expostos,
seguindo-se os mesmos procedimentos de coletarevistd. Deste grupotodos sao
funcionarios da Universidade do Sagrado CoracadCjScolhidos de acordo com a idade,
dentro de uma variagdo de mais ou menos dois angsido exposto.

De cada individuo foram coletados 5 ml de sanguefépeo em seringas e

“vacutainers” descartaveis.
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Métodos

Lise de Globulos Vermelhos

Para separar o plasma, o sangue passou por utnéugagdo durante cinco minutos
a 3.000 rpm. A sequir, foi desprezado 1ml do plasnsarestante da amostra foi transferido
para um tubo do tipo falcon de 15 ml estéril adiaindo, posteriormente, a solucdo de lise (9
ml de cloreto de amdnia 0,144 M e 1 ml de bicarbmda amonia 0,01 M) na proporcédo 1 mi
de sangue para 1 ml da solucéo de lise. O maparataneceu em agitacao (60 rpm) durante
25 minutos a temperatura ambiente, seguindo com uaemdrifugagao durante 15 minutos a
3.000 rpm. O sobrenadante foi desprezado, deixapdoas 1 ml de amostra em cada tubo.
Posteriormente, foi acrescentado mais 3 ml da &olde lise, homogeneizando com auxilio
de uma P1000 seguindo centrifugacdo durante 10tosirai3.000 rpm. O sobrenadante foi
desprezado novamente deixando cerca de 1,5 minslegaom homogeneizacdo com auxilio
de uma P1000. Essas amostras foram transferidas uypartubo tipo “eppendorf” estéril
previamente identificado. Em seguida as amostrasapam por centrifugacdo durante 3
minutos a 4.000 rpm e o sobrenadante desprezauis. dsta etapa, foi acrescentado 1 ml da
solugéo de lise com homogeneizagcédo e posterioriftgaicdo durante 3 minutos a 4.000
rpm. O sobrenadante foi novamente desprezado, desteom acréscimo de 1 ml de TKM1,
seguindo a homogeneizacao da solucédo com auxiliondeP1000 e centrifugacdo durante 2
minutos a 3.000 rpm . Feito isso, 0 sobrenadantm&is uma vez desprezado e as amostras

foram armazenadas a —20° C.
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Extracdo de DNA gendmico

Ao “pellet” de glébulos brancos foi adicionado §@iGle TKM-2 e 50ul de SDS 10%
com homogeneizacdo no agitador (Phoenix) por 3relEgu As amostras foram incubadas a
55°C, em banho-maria, durante 1 hora com agitaP&oehix) a cada 10 minutos. Em
seguida, foi adicionado 36@ de NaCl 5M com posterior homogeneizagao e cemgafao
durante 5 minutos a 13.000 rpm. Feito isso, o s@t@nte foi desprezado cuidadosamente e
transferido para um tubo de hemolise estéril, doderecipitado com 2 volumes de etanol
absoluto gelado. O tubo foi vedado com parafilméneertido por varias vezes até a
precipitacdo do DNA. O DNA foi transferido com oxédio de uma P1000 para um tubo tipo
eppendorf estéril previamente identificado, juntateecom 500ul do etanol do tubo de
hemolise e centrifugado a 12.000 rpm por 3 minulbsobrenadante foi desprezado e apos
adicionou 1ml de etanol 70 % gelado. Para finaliaaramostras foram centrifugadas durante
3 minutos a 12.000 rpm e o sobrenadante novandesfgezado. O “pellet” de DNA obtido
por este processo foi deixado a temperatura anebient fim de secar, durante,

aproximadamente, 12 horas.

Diluicdo do DNA

Aos “pellets” de DNA obtidos pela extracéo, foi @dnado 10Qul de agua livre de
DNases e RNases e as amostras foram incubadasiino-tvaria a 55°C durante 10 minutos.

Os “pellets” diluidos foram armazenados a —20°Mat®mento do uso.
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Verificagcdo da qualidade do DNA

Para verificacdo da qualidade do DNA foi realizadaletroforese em gel de agarose
1% e a quantificacao por espectrofotometria, piburia da absorvancia a 260nm. No final as
amostras de DNA foram diluidas com 4gua livre tagkes e RNases até uma concentracdo

de 10ng/ul, para serem utilizadas nas reactes pifiaatao.

Genotipagem

Para a amplificacdo do gemeccl Arg**°GIn, foram usados os “primers” de acordo
com Au et al. (2005):Foward 5- CAAGTACAGCCAGGTCCTAG -3’ eReverse5'-
CCTTCCCTCATCTGGAGTAC —-3'. A desnaturacéo iniciai frealizada a 95°C por 2
minutos, seguida de 35 ciclos com desnaturacad@ Pdr 15 segundos, anelamento a 57°C
por 45 segundos, extensdo a 72°C por 45 segunfilogirmente extensao final a 72°C por 5

min.

Para amplificar o éxon 23 do gerpd (Lys>'Gln) foram sintetizados “primers” de
acordo com Au et al. (2005): foward 5'-
CTGCTCAGCCTGGAGCAGCTAGAATCAGAGGACGCTG- 3 e reverse 5'-
AAGACCTTCTAGCACCACCG-3'. A ciclagem programada nermociclador teve uma
desnaturacao inicial de 95°C por 2 minutos, segdé&ld0 ciclos de 94°C por 15 segundos,
67°C por 30 segundos e 72°C por 45 segundos, ssgigduma extencao final de 72°C por 5

minutos.
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Polimorfismo de comprimento de fragmentos de rest¢éo (PCR-RFLP)

Apoés a PCR foi realizada a digestdo enzimatica fgmentos amplificados para
genotipagem do polimorfismo do gexrecl (Arg>°*°GIn), utilizando a enzimalci | (Figura 1)

e do genexpd(Lys >'GlIn), utilizando a enzimBst! (Figura 2).
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159 pb 89 pb
DNA P 77 Qe ‘,tt SuY ARV A% x Alelo Selvagem (A)

DNA Moy Q@ D QP DI T QN Alelo Selvagem (A)
159 pb 89 pb

Duas bandas: 159 pb; 89 pb: individuo homozigosem mutacéo

89 pb
DNA P 159p0 o “tf N //p Lo Alelo Selvagem (A)

DY D/ \/(/ D/ N

DNA MO 0 0 0T 07 07 07 047 Nelo Mutado (G)
248 pb

Trés bandas: 248 pb; 159 pb; 89 ph: individuo hetezigoto para mutacao

248 pb
DNA P Q@ 0@ Q@@ O I Q* Alelo Mutado (G)

DNA MQu@ Q@ 0 0@ 0 0 0 Alelo Mutado (G)
248 pb

Uma banda: 248 pb: individuo homozigoto para mutaip

| Ponto de corte da enzima de restifgéia DNAs P ou M: patemo ou matemo,
respectivamente.

Figura 1- Genotipagem dxrccl 399 (éxon 10): apos restricdo com a enziMe I, o
fragmento é clivado conforme o sitio de reconhenimea sequéncia de DNA.
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161 b
DNA P Q@i g \,B DT DT D¢ /’(Alelo Selvagem (A)

DNA M@ Qi Qe Qe o e aeAlelo Selvagem (A)

161 pb

Uma banda: 161 pb, individuo homozigoto sem mutég

161 pb
DNA Pl‘x’/"'\‘x//*'\\x/f"‘x/fl‘x’/’l‘x’fl‘x’/”l\,{/‘queIo Selvagem (A)
DNA M \\)(//, \1(/ \)(/ \)(/* L’/ 7Q / ’\\ AIeIO MUtadO (C)
120 pb pb

Trés bandas: 161 pb; 120 pb; 41 p: individuo hetezigoto para mutagéo

120 pb 41 pb
DNA P Q0@ O OO \i/; < Alelo Mutado (C)

AT 1D

DNA MO Qu 0 P 0 0" Alelo Mutado (C)
120 pb 41 pb

Duas bandas: 120 pb e 41 pb: individuo homozigoftara mutacéo

} Ponto de corte da enzima de restrieg6l. DNAs P ou M: paterno
ou materno, respectivamente.

Figura 2- Genotipagem dgpd 751 (exon 23): apos restricdo com a enzisid, o fragmento
é clivado conforme o sitio de reconhecimento naé&ecja de DNA.
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Eletroforese

Os produtos do PCR foram submetidos a eletrofozesegarose 1% em TEB 0.5X
(tampéo tris-EDTA-borajp a 110 volts, amperagem livre, por 50 minutos,ndeao
marcador de peso molecular 1Kb plus. A coloracéodalizada com o brometo de etidio a
5%. A visualizacdo dos fragmentos no gel foi fata um transiluminador UV, sendo as
imagens dos géis fotografadas (foto documentadgéideAlpha Imager EC ) e armazenadas.

Os produtos da restricdo foram submetidos a etetsé em poliacrilamida 6%,
utilizando persulfato de amoénio a 10% , TEMED e TEB(tampao tris-EDTA-borajo Foi
adicionado as amostras azul de bromofenol 1X . @adar de peso molecular utilizado foi o
[0X174 Hae lll digest. A corrida teve duracdo de 6Autus a 70 volts e amperagem livre. A
visualizacdo dos fragmentos de restricdo foi feitagel corado com brometo de etidio sob
luz utravioleta, sendo as imagens fotografadas otdbcumentador de géis (foto

documentador de géis Alpha Imager EC) e armazenadas

Analise estatistica

Para verificar se existe uma diferenca signifi@tdntre os resultados obtidos dos

individuos expostos e controles, foi aplicado tetele qui-quadrado.
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RESULTADOS

Foram realizadas as aplicacfes dos questionadntaale sangue periférico, lise de
glébulos vermelhos, extragcdo de DNA gendmico, \e&@iao da qualidade do DNA através da
eletroforese em gel de agarose e espectrofotomBt@R do gen&rccl 399 e do gengpd
751 e arestricdo dos fragmentos amplificadosrbgiduos expostos e controles.

A Tabela 1 refere-se aos dados de 30 trabalhadarags expostos a pesticidas,
oriundos da aplicacdo de questionarios.Verificoupse 16 trabalhadores aplicam pesticidas

nas lavouras ha mais de 10 anos e 14 trabalhald@re® anos ou menos.
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TABELA 1 - Dados referentes ao tempo na lavoura, tempo deaggb de pesticidas, habito
de fumar, ingestao de alcool e idade do grupo esplissexo masculino.

Individuos Tempo Tempode Idade Fumo* Alcool*
de aplicacdo  (anos)
trabalho de
na pesticidas

lavoura (anos)

(anos)
EO1 53 30 64 - +
EO02 40 40 59 - +
EO3 45 30 58 - +
EO4 40 4 55 + +
EO5 15 15 66 + +
EO6 21 5 36 + +
EO7 8 4 32 - +
EO8 30 30 53 + +
EO9 12 12 33 - +
E10 8 3 26 - +
E11 2 2 24 - -
E12 50 45 62 - +
E13 4 1 23 - +
E14 48 30 57 - -
E15 25 2 43 + +
E16 16 8 26 - -
E17 36 36 56 - +
E18 27 27 45 + +
E19 29 20 42 + +
E20 30 25 44 - +
E21 5 5 17 + -
E22 40 20 54 - +
E23 20 10 49 + +
E24 20 15 54 - +
E25 14 9 27 - -
E26 1 1 21 - -
E27 19 19 33 - +
E28 5 5 27 - +
E29 20 15 40 - -
E30 10 4 37 - -

* (-) néo faz o uso; (+) faz o uso.

A Tabela 2 refere-se aos dados de 15 controlesindws da aplicacdo de

questionarios.
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TABELA 2 — Dados referentes ao tempo na lavoura, temppli@e@do de pesticidas, habito
de fumar, ingestao de alcool e idade do grupo clntto sexo masculino

Individuos Tempo de Tempo de Idade(anos) Fumo* Bebida*
trabalho aplicacdo de
na lavoura pesticidas

Co01 0 0 41 - +
Co02 0 0 57 - +
CO03 0 0 44 + +
Cco4 0 0 24 - -
CO05 0 0 21 + +
CO06 0 0 33 - -
Co7 0 0 27 - -
CO08 0 0 56 + +
C09 0 0 27 - +
C10 0 0 36 + +
Cl1 0 0 19 - -
C12 0 0 52 - +
C13 0 0 49 - +
Cl4 0 0 49 - +
C15 0 0 42 - +

* (-) ndo faz o uso; (+) faz o uso

Com a verificagdo da qualidade do DNA em gel deasgal% (Figura 3), foi possivel
verificar que as amostras EO1 a E16 (exceto a aaB65) e a amostra C11 apresentam-se
aparentemente degradadas em relacdo as demaigvgroente devido ao método de
extracdo de DNA e ao tempo de armazenamento dassasiras a -20°C. Entretanto, esta
aparente degradacdo néo interferiu na positividizdereacdes de PCR dos gexas 751 e
xrcc1399.
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EO01 E02 EO03 EO4 EO5 E06 EO7 E08 E09 E10 E11 E12 E13 E14 E15 E16 E17 E18 E19
e — e NS

C CCREi A . ol )
SN T

E20 E21 E22 E23 E24 E25 E26 E27 E28 CO01 C02 C03 C04 CO05

e EEETTTT

Figura 3- Eletroforese em gel de agarose 1% para verificdgapalidade do DNA extraido.

GENE xrccl

Dos produtos da PCR (Figura 4), os que nao amguiéia na primeira reacao (E02,
EO4, EO6, EO08, E11, E18, E19, C12, C13 e Cl14)nfaepetidos nas reagdes seguintes com
aumento da concentracao final de DNA, de acordozgumantificacdo das amostras
realizada no laboratério de Biologia Molecular dai§io Hemocentro na Faculdade de
Medicina daUnesp (Botucatu)essa forma foi possivel obter a amplificacéo dgrfrento do

genexrccl(248pb) de todos os individuos estudados.
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Plus

e

1Kb g2¢ E25 E24 E23 E22 E21 E20 E19 E18 E17 E16 E15 E14 E13 C-

E02 EO4 EO6 E09 EO8 E10 E11 E12

1 Kb Plus C01 C02 CO03 C04 C05 E29 E07 C-

s

"

-
-
-
— -
-

-
-

cos oy 7 €03 C10 Ci1 Ci2 C13 C14

Figura 4- Eletroforese em gel de agarose 1% dos produtosagd@o em cadeia da polimerase
(PCR) do genearccl (248pb) dos individuos expostos a pesticidas ¢étroles
(C) e controle negativo (sem DNA).

Com as amostras amplificadas, foi possivel reabizegstricdo do fragmento do gene
xrccl1399 clivado com a enzimdci | (Figura 6) e a genotipagem. Um esquema ilustrati
auxilia a interpretacéo desses resultados (Figura 5
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Figura 5- llustracdo esquematica: Poco 01: genotipo selmag(Arg/Arg), fragmentos de
159, 89 pb; Poco 02)endtipo heterozigoto para mutacao (Arg/Gin), fragtas de
248, 159, 89 pb e Poco :03endtipo homozigoto para mutacdGIn/Gin),
fragmento 248 pb.
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X174 E08 E06

R
310pb
271, 281 pb
310pb . v .
274, 281 pb & 234 pb _——
234pb «% 194 pb

194 ph i
o b 118 pb

118 pb
§ 72 pb

72 ph

E14 E15 E16 E29

x174 C01 Co02 Co4 CO5

310 pb

BT, 281 PO Se—
R
234 pb  ——
194 pb

118 pb

X-174 C15 C14 C13 C12 C11 C10 CO3

Figura 6 - Eletroforese em gel de poliacrilamida 6% dos ptoslwda restricdo do gene
xrccl(Arg®®GIn) dos individuos expostos e controles. Marcader peso

molecular: @X174 digest Hae III.
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O gendtipo selvagem (Arg/Arg) foi encontrado en33%p dos individuos expostos e
em 20% dos controles, o genoétipo heterozigoto paraitacao (Arg/Gln) foi encontrado em
50% dos individuos expostos e em 73,33% dos ceastrel 0 gendtipo homozigoto para

mutacdo (GIn/GIn) foi encontrado em 16,66% dos viiolios expostos e em 6,66% dos
controles, sendo assim o0 menos frequente (Figura 7)

73,33%

Porcentagem 40% 33,33%

30%
20%
10%
0%
ArglArg GG
Genotipos

O Expostos B Controles

Figura 7 - Frequéncias dos gendtipos do geroel entre os individuos expostos e controles
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O teste estatistico de qui-quadrado demonstroaqlistribuicdo dos genotipos parece
nao diferir entre os grupos estudados (Tabela 3).

TABELA 3 — Caracteristicas dos individuos expostos e contesteselacao a genotipagem.

Gendtipos Individuos expostos Individuos controles
(%) (%)
Arg/Arg 10 (33,33) 05 (16,66)
Arg/Gln 15 (50) 11 (73,33)
GIn/GlIn 05 (16,66) 01 (6,66)
p=0,3154 ¥ =2,31 n=30 ns
GENE xpd

Dos produtos da PCR (Figura 8), os que ndo amgidia na primeira reagéo (P19,
P21 e P27)) foram repetidos nas reacOes seguiatesaumento da concentragéo final de
DNA, de acordo com a quantificacdo das amostraizada no laboratorio de Biologia
Molecular da Divisdo Hemocentro na Faculdade deitfiea da Unesp (Botucatu). Dessa
forma foi possivel obter a amplificacdo do fragmedb genexpd (161 pb) de todos os

individuos estudados.
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1KbPlus P17 P18 P19 P20 P21 P22 P23 P24 P25 P26 P27 P28 C-

1KbPlus P10 P02 PO5 P15 P16 P03 PO8 PO9 PO6 P11 P13 P14 CO5 P07 C02 CO1 CO04 C-

1KbPlus C06 CO7T C08 CO09 C10

1 Kb Plus - o

Figura 8- Produtos da reacdo em cadeia da polimerase (B€B)on 23 do genepd 751
(161 pb) dos individuos expostos (P) e controlgse(Cntrole negativo (C-).
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Com as amostras amplificadas, foi possivel reabizegstricdo do fragmento do gene
xpd 751 clivado com a enzimBst | (Figura 10) e posterior genotipagem dos indivi&luo

analisados. Um esquema ilustrativo auxilia a imttggéo desses resultados (Figura 9).

m Ly s/Lys Ly s/CGln GIN/Gln
P——
S ——

Figura 9 - llustracdo esquemética: Genotipo selvagem Lys/lissggmento de 161 pb;
Gendtipo heterozigoto para mutacdo Lys/GIn: fragowme 161, 120e 41 pb e
Genotipo homozigoto para mutagan/Gln: fragmentos 120 e 41 pb.
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X 174 RF P12 P13 P14 CO5 P07 C02 CO1 <C04 CO3 PO4 PO1 P17 P18 P25 P22 P20 P23 P24 P28

G S St vt ) St St St & \ ’ o

— o St St | —

X-174 RF PO2 POS

X 174 . coe CO7 C09 CO08 C12 cC11 C10

—

——

194 pb

N bt bt et b

118 pb

72 pb

Figura 10 - Eletroforese em gel de poliacrilamida 6% dos proslata restricdo do éxon 23
do genexpd (Lys">'GIn) dos individuos expostos e controles. Marcatiopeso
molecular: @X174 digest Hae III.
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O gendtipo selvagem (Lys/Lys) foi encontrado enB#@dos individuos expostos e
em 40,0% dos controles. O genoétipo heterozigota pamutacao (Lys/GlIn) foi encontrado
em 50,0% dos individuos expostos e em 53,3% daosates e o gendtipo homozigoto para

mutacédo (GIn/GlIn) foi encontrado em 6,7% dos irdiios expostos e em 6,7% dos controles,
sendo assim o menos frequente (Figura 11).

583,30%

60%

0 50%
50%

40%
Porcentagem 30%
20%

10%

Lys/Glr Lvs/Lv¢

GIn/GIn
Gendtipos

O Expostos B Controles

Figura 11 - Frequéncias dos gendétipos do gepeéencontrados nos grupos expostos e

controles.

O teste estatistico do qui-quadrado demonstrowagligtribuicdo dos genotipos
parece nao diferir entre os grupos estudados (a&hel



TABELA 4 — Caracteristicas dos individuos expostos e contesteselacdo a

genotipagem.
Gendtipos Individuos expostos Individuos controles
(%) (%)
Lys/Lys 13 (43,3) 06 (40)
Lys/GIn 15 (50) 08 (53,3)
GIn/GIn 02 (6,7) 01 (6,7)
p= 0,9762 x°=0,048 n=30 n=15

As Tabelas 5 e 6 mostram o0s genétipos encontraatasog genesrccl e xpdnos
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individuos estudados (expostos e controles), o dahepexposicdo a pesticidas e idades.
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TABELA 5 — Dados referentes ao tempo de aplicacéo de pestiéttlale, genotipos para os
genesxrcclexpd.

Individuos Tempo de Idade (anos)Genotipogxrccl) Genotiposxpd)
aplicacao
de pesticidas
(anos)

EO1 30 64 Arg/Arg Lys/Lys
EO02 40 59 Arg/Arg GIn/GIn
EO3 30 58 GIn/GIn Lys/GIn
EO4 4 55 Arg/GIn Lys/GIn
EO5 15 66 Arg/Gln Lys/GIn
EO6 5 36 GIn/GIn Lys/GIn
EOQ7 4 32 Arg/Arg GIn/GIn
EO8 30 53 Arg/GIn Lys/Lys
EO09 12 33 GIn/GIn Lys/Lys
E10 3 26 Arg/GIn Lys/GIn
E1ll 2 24 Arg/Arg Lys/GIn
E12 45 62 Arg/Arg Lys/GIn
E13 1 23 Arg/GIn Lys/GIn
El4 30 57 GIn/GIn Lys/Lys
E15 2 43 Arg/Arg Lys/Lys
E16 8 26 Arg/GIn Lys/GIn
E17 36 56 Arg/Gln Lys/GIn
E18 27 45 Arg/GIn Lys/Lys
E19 20 42 Arg/Arg Lys/Lys
E20 25 44 Arg/Gin Lys/GIn
E21 5 17 Arg/GIn Lys/GIn
E22 20 54 Arg/GIn Lys/GIn
E23 10 49 Arg/Arg Lys/Lys
E24 15 54 Arg/GIn Lys/Lys
E25 9 27 Arg/Arg Lys/Lys
E26 1 21 Arg/Arg Lys/GIn
E27 19 33 Arg/Gln Lys/Lys
E28 5 27 Arg/Gln Lys/Lys
E29 15 40 GIn/GIn Lys/GIn

E30 4 37 Arg/GIn Lys/Lys




39

TABELA 6 - Dados referentes ao tempo de aplicacéo de pesticaiade, gendtipos para os
genescrcclexpd.

Individuos Tempo de Idade(anos) Gendtipos Gendtipos
aplicacao de (xrccl) (xpd)
pesticidas
(anos)

Co01 0 41 Arg/GIn Lys/Lys
C02 0 57 Arg/Arg Lys/Lys
CO03 0 44 Arg/GIn Lys/Lys
C04 0 24 Arg/Arg Lys/GIn
C05 0 21 Arg/GIn Lys/GIn
C06 0 33 Arg/GIn Lys/GIn
COo7 0 27 Arg/GIn Lys/GIn
C08 0 56 Arg/GIn Lys/Lys
C09 0 27 Arg/GIn Lys/GIn
C10 0 36 Arg/GIn Lys/Lys
Cl1 0 19 Arg/Arg Lys/GIn
C12 0 52 Arg/GIn Lys/GIn
C13 0 49 Arg/GIn GIn/GIn
Cl4 0 49 GIn/GlIn Lys/Lys
C15 0 42 Arg/GIn Lys/GIn

Dentre os individuos expostos, 30% séao heterozgpéwa a mutacdo em ambos 0s
genes Xpd Lys">'GIn exrccl Arg**°GIn). No grupo controle, 40% também apresentam este
gendtipo para ambos 0s genes. Mutacdes nestes gemesntam a suscetibilidade de
desenvolvimento de alguns tipos de canceres gée descutidos a seguir.
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DISCUSSAO

A utilizacdo de pesticidas para controlar as pratmdavoura € um fato inegavel,
porém os cuidados com 0 seu manuseio continuano s@gligenciados pelos aplicadores e
pelo publico que regulamenta o seu uso. Variodaglapontam para ma utilizacdo desses
produtos pelo homem (PAUMGARTTEN et al., 1998).tRefas sdo agentes quimicos que
geram espécies reativas de oxigénio (ROS) no agemipodendo causar danos na molécula
de DNA. Estes danos devem ser reparados pelos genesparo de DNA, que agem por
diversas vias. O gengd faz reparo por excisdo de nucleotideos (NER- ‘#atade excision
repair”), uma das mais importantes vias de repardathos causados por agentes exogenos e
0 genexrccl, reparo por excisdo de bases (BER- “base excisjgain’), primeiro mecanismo
de correcédo de bases (BERRA et al., 2006). Mutaedregienes de reparo de DNA podem
levar a uma falha nestes mecanismos de reparajlrontio para o aparecimento de cancer.
Sendo assim, a genotipagem de individuos exposids ipdicar a freqiiéncia dos genotipos
mais suscetiveis em relacéo aos pesticidas.

Em nosso estudo, a frequéncia do gendtipo mutaditéoentre 0os grupos expostos e
controles para os dois genes estudadpd € xrccl Além disso, 30% dos expostos e 40%
dos controles apresentaram o0 genoétipo heterozigata a mutacdo em ambos os genes de
reparo estudados, levando assim a uma necessidag@nitoramento molecular do grupo
exposto, ja que além do gendtipo mutado essesidhdis estdo expostos aos pesticidas e esta
exposi¢cao pode aumentar o risco de desenvolverecan

Kelsey et al. (2004) relataram que os resultadosali®s estudos epidemiologicos
sugerem que o polimorfismo AfYGIn do genexrccl pode influenciar na suscetibilidade de
alguns tipos de canceres.

O polimorfismo Ly$>’GIn do genexpd tem sido associado ao cancer de pulmao
(DUEL et al., 2000; PALLI et al2001; SPITZ et al 2001; HOU et a) 2002; QIAO et al.
2002; TANG et al.2002; MATULLO et al, 2003). Brewster et a(2004) afirmaram que
pelo menos uma cépia do alelo GIn »gm aumenta o risco de desenvolvimento de canceres
secundérios como o de prostata, pulmdo e mama. Soormet al.(2001) relataram que este
polimorfismo, detectado em um grupo de individuosianelanoma reduz a capacidade de
reparo do DNA, e concluiram que tal polimorfisma@ser a causa do melanoma. Ja Yeh et

al. (2005) associaram este polimorfismo com o riscoaheer colo-retal.
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Em um estudo envolvendo os gempd (Asp**%Asn e Ly<°'GIn) exrccl (Arg**°Gin),
Zhou et al.(2003) concluiram que a associacdo eé® € um fator importante para o
aumento do risco de cancer de pulméo. Xing eR@0D2Z) obtiveram resultados que sugeriram
uma associacdo entre o aumento do risco de d#senegnto de carcinoma de células
escamosas do estfago e polimorfismosgneol em um estudo de uma amostra da populagéo
coreana envolvendo os genescl (Arg"**Trp e Arg*°GIn) expd (Asp**?Asn e Ly$>'GlIn).
Dos individuos expostos analisados, nove apresentanutacdo tanto no genaccl
(Arg®*°GIn), como no gengpd (Lys">'GIn). Benjamin et al. (2004) encontraram associacdo
entre o risco de cancer de pristata e os gendiposAsn e GIn/GIn dos genesxrccl e
Xpd respectivamente.

Em nosso trabalho, 13 individuos sao fumantes.etal. (2005) estudaram uma
possivel interacdo entre os polimorfismos ‘Afrp e Arg®Gln do genexrccl, cancer de
pulmao e exposi¢do ao tabaco e ndo encontraramiagdes significantes entre os genotipos
determinados com o aumento do risco deste caneempacientes estudadoShen et al.
(2003) encontraram uma associacdo entre o gemel com cancer de bexiga, pois foi
possivel verificar que o alelo GIn deste gene temefeito protetor ao aparecimento do
cancer de bexiga em fumantes.

Zhou et al (2003) relataram uma associagcdo entre 0 uso craecacigarro com
cancer de pulmao. O polimorfismo I'y%In do genexpd foi associado em varios estudos ao
cancer de pulméo. Dentre os pacientes que apresentsta mutacdo no gerged cinco
relataram fazer ou ja ter feito uso de cigarro.

Em nosso estudo ndo foi encontrada uma difereggdfisativa entre os gendtipos do
grupo exposto e controle para os gexpbe xrcclem uma avaliacdo inicial de 30 expostos e
15 controles.

O estudo de Deligezer, Akisik e Dalay (2007) destou que n&do houve uma
associacdo entre o polimorfismo AfIn do genexrccle a leucemia mieloide crénica, pois
a distribuicdo dos gendtipos Arg/Arg, Arg/Gin e @&in era semelhante entre o grupo
controle e o grupo de individuos com leucemia nidelacronica.Seedhouse et al. (2002)
encontraram uma diferenca significativa na distgdo de gendtipos do polimorfismo
Arg***GIn no xrccl entre grupo de pacientes em tratamento com leacemeloblastica
aguda e o grupo controle. A presenca do alelo iBtticou um efeito protetor nos individuos
do grupo controle comparado com pacientes em teat'onUm outro estudo realizado por
Duarte et al. (2005) na regido sudeste do estad®fAd Paulo demonstraram que a freqiéncia

dos gendétipos do polimorfismo AfgGIn do genexrccl dessa populacdo com descendéncia
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européia foi de 43% para Arg/Arg, 40% para Arg/@ld7% para GIn/GIn, e a frequiéncia
entre os individuos brasileiros com descendéncieaati foi de 64% para Arg/Arg, 27% para
Arg/GIn e 9% para GIn/GIn. Dufloth et al. (2005ktwdaram a frequéncia do gendtipo
Lys/GIn do genexpd de 86 mulheres com cancer de mama e 295 sem ad@ceama em
uma amostra da populacdo de Campinas, e encontrara alta freqiiéncia deste genaotipo
tanto no grupo exposto como no grupo controle. @estudo que mostrou a frequéncia deste
polimorfismo na populacdo brasileira foi realizaon 364 individuos saudaveis separados
por etnia (ancestrais europeus e africanos), erowsfue a freqiéncia deste genotipo foi
significante maior na populacdo branca do que rmalpgdo negra (Canalle et al., 2006).
Estes estudos demonstram que 0s genétipos Argistedexrccl e Lys/GIn do genepd
sdo comuns na populacéo brasileira estudada aténznto.

Dos individuos expostos analisados, dois sdo hgotws para a mutacao (GIn/GlIn)
no genexpd e dos controles um individuo apresenta esta mut&gaet al. (2004) concluiram
gue o gendtipo GIn/GIn depd pode ser um fator contribuinte para o risco deisama de
células escamosas do esbfago e este risco podarsentado com a exposi¢cdo ambiental.

Os resultados deste trabalho podem ser complententaan o aumento da amostra,
introducéo de um grupo com cancer, analise de ©geaes de reparo e também a realizacdo
da andlise citogenética para avaliagdo da insalbié cromossdémica.
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CONCLUSOES

A prevaléncia dos gendétipos heterozigotos para tagéa Arg/Gin no gengrccl e
Lys/GIn no genepd foi observada em metade dos individuos expostrs @ouco mais da
metade dos individuos controles, sendo portantgenétipos mais frequentes.

O achado de uma frequéncia elevada da mutacaodividimos expostos e controles,
requer outros estudos que envolvam a analise thbilidade cromossémica para dar suporte
aos resultados encontrados. Entretanto, fica etadenimportancia do monitoramento
molecular de popula¢des expostas a mutagénicoscbemm um trabalho educativo relativo a

nocdes de biosseguranca.
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APENDICE A — QUESTIONARIO

Questionario
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Pesquisa: Deteccéo de alteracbes Genéticas por Bgh Molecular

1 Informacdes pessoais:

1.5 Sexo: () feminino ( ) masculino

1.7 Estado Civil: () solteiro ( ) casado) divorciado

1.9 NUMero da DOAGAOD: .......cuuveeeieeiiieeeemiiiiee 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 () néo
2.4 Ha quanto tempo vocé aplica o pesticida naula

3 Dados Complementares

3.1 Vocé é Fumante?
() sim () néo

3.2 Ha qUaNtO tEMPO?.....ceveeeeeiiiiiciii e e e e e e

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

3.4 Fuma cigarro de palha?

() ond: ......



() sim ( ) ndo

(@ 1UT= 1] (013N oo g0 [ F- USSR
3.5 Vocé bebe?

() sim ( ) ndo
3.6 Com que freqUENCIA? .....iiiii i

3.7 HA QUaNLO tEMPO?. ...t e e

4 Histérico Familiar
4.1 Tem Histérico de cancer na familia?
() sim ( ) ndo

4.2 QUAI O PArENEESCO?. .. i e e et e e e e e e e e eeeeeeaenes

4.3 Qual tipo A€ CANCEI?......cceeeeeeeeeiet e e e e e e

4.4 OULIras DOBNGAS: .....ccvvviiiiiiiiie e eeeeee e e e
5 Outras Informacdes
I R OF=Y [ (o0 0T 1S Lo [ 1= ) U

5.2 Carne vermelha (VEZeS/SEMAaNQ):........ o eeeerrrrnnnnnsneeeeeens

() Sim Quali......cciiiieeeeer

( ) Nao

51
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APENDICE B — TERMO DE CONSENTIMENTO

TERMO DE CONSENTIMENTO ESCLARECIDO PARA
PARTICIPACAO EM PESQUISA APLICADA

Eu, endot  sido
satisfatoriamente informado sobre a colaboracagasguisas'lESTUDO DE
POLIMORFISMOS NOS GENES DE REPARO xrccl E xpd EM
INDIVIDUOS EXPOSTOS A PESTICIDAS”, realizadas sob
responsabilidade da Profa Dra. Magaly Machado Sagbesquisadora do
Laboratério de Biologia Molecular da UniversidadeShgrado Coracédo — USC,
localiza na rua Irma Arminda 10-50, bairro Jardina$l- Bauru , com telefone
(14)32357000, concordo em colaborar doando ___endlacthgue periférico para
extracdo de DNA e cultura de células para anatisde nao estarei sujeito a
riscos e encargos. Informo também né&o ter sidosjmmesdo ou obrigado a
participar e que estou livre para recusar minhtgyaacao neste estudo ou para
desistir a qualguer momento. Minha decisdo nata@eadversamente meu
tratamento na clinica ou causar perda de benefiems os quais eu poderei ser
indicado.

Estou também ciente que as responsaveis porrabadho estardo disponiveis
para responder a quaisquer perguntas ou duvidasirde parte. Entendo que
qualquer informacdo obtida sobre mim, serd conéidénEu também entendo
gue meus registros de pesquisa estdo disponiveiggasao dos pesquisadores
e que minha identidade n&o sera revelada em nenhpwhbcacdo dessa
pesquisa. Eu certifico que li ou foi-me lido o texte consentimento e entendi
seu conteudo. Uma copia deste formulario ser-nwergetida. Minha assinatura
demonstra que concordei livremente em participastedeestudo. Por
conseguinte, consinto na publicacéo para propoésikosgificos.

Assinatura do participante da pesquisa:
Data:.....c.ccovvvviiiiiiiiiin,
Eu certifico que expliquei a(o) Sr.(a)

............................................................................. , acima, a natureza,
proposito, beneficios e possiveis riscos associad@sia participacdo nesta
pesquisa, que respondi todas as questdes que am fertas e testemunhei

assinatura acima.
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