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RESUMO

KOHLS, V.N.G. Polimorfismo de CYP2C9: estudo da relacdo do uso de
agrotoxicos com o desenvolvimento de doencas em agricultores do Espirito
Santo. 2020. 141f. Dissertacdo (Mestrado em Biotecnologia— Programa de POs-
Graduacdo em Biotecnologia, UFES, Espirito Santo. Brasil.

O Brasil é o lider do ranking mundial em consumo de agrotdxicos. O uso
indiscriminado de agrotoxicos associado a falta de informacao técnica sobre o uso
do mesmo e dos equipamentos de protecao individual (EPI), podem colocar em risco
a saude tanto do agricultor como das pessoas que ndo estdo em contato direto com
a lavoura, como familiares e até mesmo consumidor final do produto agricola. A
superfamilia Citocromo P450 (CYP) tem sido o foco da maioria das pesquisas
farmacogenéticas recentes e, nesse contexto, o gene CYP2C9 se destaca por
codificar a enzima CYP2C9, extremamente importante para a metabolizacdo de
diversas substancias enddgenas e xenobidticos especificos. Dentre os principais
xenobidticos sob investigagcdo na atualidade estdo os agrotdxicos (e potenciais
causadores de doencas em humanos). Seu uso indiscriminado associado a falta de
informacao técnica acerca do manuseio seguro e da utilizacdo dos equipamentos de
protecdo individual (EPI) pode colocar em risco a saude do agricultor. Com base
nesta hipotese, delimitou-se como objetivo geral deste trabalho verificar o risco do
uso dos agrotdxicos para o desenvolvimento de doengas e sua correlacdo com dois
importantes polimorfismos de CYP2C9 em lavradores residentes na regidao Sul do
estado do Espirito Santo, Brasil. Para este fim, determinou-se a frequéncia alélica de
CYP2C9*1 (alelo selvagem), CYP2C9*2 (rs1799853) e CYP2C9*3 (rs1057910) em
304 amostras de sangue periférico de individuos expostos ou ndo expostos aos
agrotoxicos por meio da técnica de PCR em tempo real. Os dados de frequéncia
alélica obtidos nesta pesquisa foram semelhantes aos de outros trés estudos
brasileiros, tendo os alelos *1 e *3 figurado como os de maior e menor ocorréncia,
respectivamente. Os diferentes genétipos de CYP2C9 foram divididos em classes de
acordo com a capacidade de metabolizagdo da referida enzima: normal ou “A”
(*1/*1), intermediaria ou “B” (*1/*2, *1/*3) e lenta ou “C” (*2/*2, *2/*3 e *3/*3). Foram
encontradas associacdes significativas entre os gendtipos de CYP2C9 e o
surgimento de doencas/sintomas somente em agricultores que utilizaram
agrotéxicos. Surpreendentemente, o0s resultados obtidos demonstraram que 0s
metabolizadores normais sdo mais suscetiveis ao desenvolvimento de alguma
doenca/sintoma em relacdo aos individuos metabolizadores “B” e “C”. Ainda nos
metabolizadores “A”, notou-se uma correlacdo com alteracbes na pressao arterial,
doencas cardiovasculares e doencas renais, ao passo que para os metabolizadores
intermediérios foi observada uma associacdo com o surgimento de déficit de atencéo
e abortamentos. Nenhum resultado estatisticamente significante foi verificado para
0s metabolizadores lentos. Nossos resultados indicam que os agricultores do sul do
estado do Espirito Santo que utilizaram agrotoxicos desenvolveram/apresentaram
alteracGes na pressdo arterial, doencas cardiovasculares e renais, além de aborto e
déficit de atencdo, de maneira dependente e correlacionada ao gendtipo de CYP2C9
gue possuem.

Palavras-chave: CYP2C9. Agricultores. Agrotoxicos. Glifosato. Doencas
cardiovasculares.



ABSTRACT

KOHLS, V.N.G. Polymorphism of CYP2C9: study of the relationship of the use of
pesticides with the development of diseases in farmers in Espirito Santo. 2020.
144 pages. Dissertation (Master in Biotechnology) - Postgraduation Biotechnological
Programme, UFES, Espirito Santo. Brazil.

Brazil is the leader of the world ranking in consumption of pesticides. The
indiscriminate use of pesticides associated with the lack of technical information on
the use of the same and of personal protective equipment (PPE), can put the health
of both the farmer and people who are not in direct contact with the crop, such as
family members, at risk and even final consumer of the agricultural product. The
Cytochrome P450 (CYP) superfamily has been the focus of most recent
pharmacogenetic research and, in this context, the CYP2C9 gene stands out for
encoding the CYP2C9 enzyme, extremely important for the metabolism of several
endogenous substances and specific xenobiotics. Among the main xenobiotics under
investigation today are the pesticides (and potential causers of diseases in humans).
Its indiscriminate use associated with the lack of technical information about safety,
handling, and the use of personal protective equipment (PPE) can put place the
farmer's health at risk. Based on this hypothesis, the general objective of this work
was to verify the risk of the use of pesticides for the development of diseases and its
correlation with two important CYP2C9 polymorphisms in farmers living in the
southern region of the State of Espirito Santo, Brazil. For this purpose, the allele
frequency of CYP2C9 *1 (wild allele), CYP2C9 *2 (rs1799853) and CYP2C9 *3
(rs1057910) in 304 samples of peripheral blood from individuals exposed or not
exposed to pesticides were determined by real-time PCR technique. The allele
frequency data obtained in this research were similar to those of three other brazilian
studies, with the *1 and *3 alleles being the most and least occurring, respectively.
The different CYP2C9 genotypes were divided into classes according to the
metabolism capacity of that enzyme: normal or “A” (*1/1), intermediate or “B” (*1/*2,
*1/*3) and slow or “C” (*2/*2,*2/*3 and *3/*3). Significant associations were found
between CYP2C9 genotypes and the appearance of diseases/symptoms only in
farmers who used pesticides. Surprisingly, the results obtained demonstrated that
normal metabolizers are more susceptible to the development of some
diseases/symptom in relation to metabolic “B” and “C” individuals. Still in the “A”
metabolizers, was noted a correlation with changes in blood pressure, cardiovascular
diseases and kidney diseases, while for the intermediate metabolizers an association
was observed with the appearance of attention deficit and abortions. No statistically
significant results were found for slow metabolizers. Our results indicate that farmers
in the southern State of Espirito Santo who used pesticides developed/presented
changes in blood pressure, cardiovascular and kidney diseases, in addition to
abortion and attention deficit, in a dependent and correlated manner to the CYP2C9
genotype they have.

Keywords: CYP2C9. Farmers. Pesticides. Glyphosate. Cardiovascular diseases.
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1 INTRODUCAO

O Brasil € o lider do ranking mundial em consumo de agrotdxicos. Este uso
excessivo estad diretamente relacionado a atual politica agricola do pais que visa
alavancar a produtividade no meio rural, no mercado internacional, de forma a
aumentar a disputa com outros grandes produtores (JOBIM et al., 2010). Desta
forma, a venda de agrotdxicos vem crescendo em grande escala nos ultimos anos,
passando de US$ 2 bilhdes em 2001 e alcancando valores de US$ 9,56 bilhdes em
2016. Segundo o Sindicato Nacional da Industria de Produtos para Defesa Vegetal,
no ano de 2016 mais de 460.000 toneladas de venenos foram jogadas nas lavouras
(IBAMA 2017; INCA, 2018).

Indiferente aos grandes movimentos de conscientizagdo sobre a toxicidade dos
pesticidas, o Brasil segue como o0 maior consumidor de produtos agrotoxicos no
mundo, alcancando niveis alarmantes quanto ao prejuizo ambiental em decorréncia
da contaminacé&o dos solos e da agua (INCA, 2018).

Segundo estudo de Bombardi (2017), foram notificados ao Ministério da Saude
25.106 mil casos de intoxicacbes por agrotdxicos de uso agricola. Entre 2007 e
2014, uma média de 3.125 casos por ano e de 8 intoxicacOes por dia. Destas
intoxicacdes, 1.066 casos foram registrados no estado do Espirito Santo (ES). Foi
observado ainda, 1.186 mortes no pais entre 2007 e 2014 decorrentes do uso de
agrotoxicos, o que gera uma média de 148 mortes por ano. Considerando os casos
de tentativa de suicidios usando agrotoxicos, tem-se um valor de 9.584 casos no
pais, entre 2007 e 2014.

O uso indiscriminado de agrotoxicos associado a falta de informacé&o técnica sobre o
uso do mesmo e dos equipamentos de protecéo individual (EPI), podem colocar em
risco a saude tanto do agricultor como das pessoas que nado estdo em contato direto
com a lavoura, como familiares e até mesmo consumidor final do produto agricola
(PIGNATI et al., 2017).

Estudo realizado pelo Plano Territorial de Desenvolvimento Rural Sustentavel
(PTDRS) em 2009 apontou que o principal problema do trabalhador rural no
Territorio do Caparao - ES é a saude, pelo fato do uso indiscriminado e inadequado
de agrotoxicos na monocultura de café, pela insalubridade do local de trabalho,
gerando assim uma elevada contaminacdo dos alimentos e da dgua de consumo,

colocando em risco a saude desse trabalhador (PTDRS, 2017).
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Em relacdo aos agricultores, estes sdo expostos de diversas formas aos agrotoxicos,
tanto pela manipulagdo direta (preparo das “caldas”, aplicacdo dos produtos) quanto
através de armazenamento inadequado, do reaproveitamento das embalagens, da
contaminacdo da agua e do contato com roupas contaminadas (INCA, 2010). Nesse
sentido, estudos indicam que os trabalhadores rurais possuem um risco
significativamente maior de desenvolver doengas. (MIRANDA-FILHO, 2012).

A exposicdo aos agrotdxicos pode ocorrer pelas vias digestiva, respiratoria, dérmica
ou por contato ocular (THUNDIYIL et al., 2008), podendo determinar quadros de
intoxicagdo aguda, subaguda e crbnica, fato que potencializa a continuidade da
pratica como um problema de saude.

Os mecanismos pelos quais o0 agrotoxico desencadeia suas reacbes sao
diversificados e dependentes da classe quimica em questdo. Recentemente uma
das alteracdes descrita na literatura como relacionada a exposi¢cao aos agrotdxicos €
a epigenética, importante na modulacdo da expressdo dos genes e com potencial
transmissdo para as futuras geracOes. Trata-se principalmente da metilacéo
diferencial nas ilhas CPGs presentes nas regides promotoras dos genes e alteracdes
do empacotamento do DNA pela acetilacdo das histonas e metilacdo das caudas de
lisina das histonas (PLAAT et al., 2018; ROTHSTEIN et al., 2017).

O primeiro relato da associacdo de agrotdéxicos com o surgimento de cancer foi
apresentado ha cerca de 50 anos com relacdo a maior prevaléncia de cancer de
pumdo e pele nos agricultores que usam inseticidas em campos de uva
(JUNGMANN, 1966; ROTH, 1958; THIERS et al.,, 1967). Desde entdo, diversos
estudos sdo realizados com o intuito de melhor compreender a relagdo dos
agrotoxicos com a incidéncia de diferentes tipos de tumores (BRASIL et al., 2018).
Muitos dos agrotéxicos utilizados na agricultura como organofosforados,
carbamatos, malationa, diazinona e mais recentemente o glifosato, ja foram
classificados como provaveis carcinogénicos para humanos pela Agéncia
Internacional de Pesquisa em Cancer (GUYTON, 2015). Entre eles se destacam a
malationa, diazinona e principalmente o glifosato, que s&o autorizados e
amplamente usados no Brasil até como inseticidas em campanhas de saude publica
para o controle de vetores, além do uso na agricultura (VAN MAELE-FABRY et al.,
2011; INCA, 2018).

Estudos epidemiolégicos e de saude dos trabalhadores da zona rural vem

mostrando que a alta exposicdo aos agrotoxicos esta relacionada a diferentes tipos
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de neoplasia, como cancer de mama, cancer de préstata, cancer de pulméo, cancer
cerebral, cancer colorretal, cancer testicular, cancer de pancreas, cancer esofagico,
cancer de estdbmago, cancer de pele e linfoma nao-Hodgkin (ALAVANJA AND
BONNER, 2012; JAGA E DHARMANI, 2005; WEICHENTHAL et al., 2010).

Diante deste contexto, o0 projeto pretende verificar principalmente qual é o papel (se
existe associacdo do wuso de agrotoxicos com o desenvolvimento de
doencas/sintomas) dos agrotoxicos no desenvolvimento de doencas/sintomas em
agricultores do Sul do Espirito Santo devido ao uso diario dos mesmos em seu
ambiente de trabalho, e avaliar se existe associa¢céo da presenca ou surgimento (ou
agravamento) de doencas com o0s polimorfismos no gene CYP2C9, que € que
codifica a enzima CYP2C9 (membro da familia de proteinas Citocromo P450),

extremamente importante para a metabolizacdo de xenobidticos.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 SISTEMA CITOCROMO P450

Citocromo P450 pertence a um grupo de enzimas conhecidas como
monooxigenases, as quais incorporam um atomo de oxigénio em substratos
organicos (MARTINUS et al., 2000). As enzimas do citocromo P450 (CYPs),
integram uma superfamilia de enzimas do tipo heme. Elas sdo encontradas nos
cinco reinos bioldgicos, possivelmente, indicando que as P450s podem ter evoluido
a partir de um ancestral comum (ITO et al., 2008).

A superfamilia das CYPs tem sido o foco da maioria das pesquisas
farmacogenéticas da atualidade. Isso € devido ao fato delas representarem as mais
importantes enzimas de fase 1 e por serem responsaveis pelo metabolismo de
substancias enddgenas e xenobidticos, incluindo mais de 60% de todas as

medicac¢des geralmente utilizadas (ZHOU et al., 2008).

Célula

Reticulo
Reticulo endoplasmatico
endoplasmatico

Nucleo

Complexo
enzimatico

cyp
NADPH — P450
oxirredutase

substrato

Bicamada lipidica [*' % 7,"
do reticulo { h, ‘ OO

endoplasmatico

Figura 1: Localizagdo das CYPs na célula (Adaptado de Brunton; Parker, 2008).

A Figura 1 descreve estrutura e local das CYPs que estdo encaixadas na bicamada
lipidica do reticulo endoplasmatico (RE). A maioria das enzimas esta localizada na
superficie citoplasmatica do RE. Uma segunda enzima, a NADPH-citocromo P450
oxirredutase, transfere elétrons para a CYP que oxida substratos xenobidticos, na

presenca do oxigénio, muitos dos quais séo hidrofdbicos e solubilizados no RE. Uma
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unica espécie de NADPHCYP oxirredutase transfere elétrons para todas as
isoformas CYPs no RE (Brunton; Parker, 2008).

Essas enzimas diferem umas das outras na sua sequéncia de aminoacidos, na
regulacdo por inibidores e agentes indutores e na especificidade das reacfes que
catalisam. As enzimas P450 possuem propriedades espectrais singulares e, quando
reduzidas e ligadas ao monoxido de carbono apresentam um composto rosado (dai
o “P” de pink, rosa), com absorcdo de luz maxima no comprimento de onda 450
nanometros (HANG et al., 2003).

A nomenclatura para as isoenzimas do CYP450 é baseada no agrupamento das
enzimas e genes em familias e subfamilias com o prefixo CYP designando citocromo
P450 (mammalian cytochrome P450). As familias séo identificadas por um ndmero
arabico (exemplo: CYP2) e as subfamilias sdo indicadas por uma letra (CYP2D). A
enzima individual é caracterizada por um algarismo arabico, como em CYP2D6
(POOLSUP et al., 2000).

Membros anicos das subfamilias representam um gene em particular (CYP2D6, por
exemplo). Um asterisco seguido de um numero designa o alelo (*1 e *2, dois alelos).
O alelo *1 é conhecido como o tipo-selvagem (wild-type) e denota atividade
enzimatica normal (ROGERS et al., 2002).

Existem pelo menos 57 genes CYP em humanos e aproximadamente o mesmo
namero de pseudogenes, 0s quais estdo agrupados em 18 familias e 44 subfamilias
de acordo a similaridade das suas sequéncias (ZANGER et al.,, 2008). O figado
contém a maior quantidade das CYPs, sendo que elas também sdo expressas no
trato gastrointestinal e em pequenas propor¢cdes nos pulmdes, rins e sistema
nervoso central (NEVE, INGELMAN-SUNDBERG, 2008).

O mecanismo da oxidacdo das substancias pelo sistema do citocromo P450 envolve
um complexo ciclo, porém o efeito final global da reacéo € simples. Em geral, reacao
catalisada pelas enzimas do citocromo P450 apresentam a seguinte estequiometria
(POOLSUP et al., 2000):

RH + NADPH + O2 + H - ROH + NADP + H20
Esta reacdo exige a presenca do substrato (“RH”) da enzima P450, de oxigénio

molecular (Oz2), NADPH e uma flavoproteina (NADPH-P450 redutase). O ferro heme

se liga ao oxigénio no sitio ativo da CYP, onde a oxidacdo dos substratos ocorre.
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Elétrons séo cedidos pela enzima NADPH-P450 redutase e seu co-fator, NADPH. O
metabolismo de um substrato pela CYP consome uma molécula de Oz e produz um
substrato oxidado e uma molécula de agua (Figura 2) (MARTINUS et al., 2000;
HANG et al., 2003).

Produto [ROH) &

Y

Figura 2 - Ciclo catalitico de CYP450. Fonte: HANG, et al., 2003.

A Figura 2 demonstra que o P450, que contém ferro na forma férrica (Fe3*),
combina-se com uma molécula de medicamento (RH), recebe um elétron da
NADPH-P450 redutase, que reduz o ferro a Fe2*, combina-se com 0 oxigénio
molecular, um proton e um segundo elétron (da NADPH-P450 redutase ou do
citocromo b5) para formar um complexo Fe2*OOH-RH. Esse complexo combina-se
com outro proton, produzindo agua e um complexo oxeno férrico (FeO)3*-RH. O
(FeO)3* extrai um &tomo de hidrogénio do RH, com formacao de um par de radicais
livres de vida curta, liberacdo do xenobidtico oxidado (ROH) do complexo e
regeneracdo da enzima P450 (HANG, et al., 2003).

Entre as diversas reacdes feitas pelas CYPs em mamiferos, estdo a N-
desalquilacdo, O-desalquilacdo, hidroxilacdo aromatica, N-oxidacdo, S-oxidac&o,
desaminacdo e desalogenacdo (BRUNTON, PARKER, 2008). As CYPs estdo
envolvidas no metabolismo de xenobidticos, componentes alimentares, além da

sintese de substancias enddégenas derivadas do colesterol (horménios esteroidais e
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acidos biliares). As CYPs que metabolizam xenobiéticos possuem a capacidade de
metabolizar um grande numero de moléculas estruturalmente diferentes. Isto é
devido as multiplas formas de CYPs e a capacidade de uma unica CYP metabolizar
substratos estruturalmente diferentes. Um Unico composto pode ser metabolizado
por varias CYPs e CYPs podem metabolizar um Unico composto em varias posi¢ces
(HANG, et al., 2003).

Esta versatilidade das CYPs é devida ao seu grande e fluido sitio de ligacdo ao
substrato, ocorrendo a um custo de relativa diminuicdo nas taxas de catalisagdo. A
grande especificidade de substratos das CYPs é uma das razbes para a alta
frequéncia de interacbes medicamentosas. Quando dois medicamentos que Sao
metabolizados pela mesma CYP s&o administrados em conjunto, eles competem
pelo sitio ativo da enzima. Isto pode resultar na inibicdo do metabolismo de um ou
ambos os medicamentos, levando ao aumento dos niveis plasmaticos. Para
medicamentos com um pequeno indice terapéutico, uma elevada concentracao
plasmatica pode causar toxicidade e interagcdes medicamentosas sdo as principais
causas de reacOes adversas aos medicamentos (ADRs, adverse drug reaction)
(BRUNTON, PARKER, 2008).

De acordo com Lynch et al. (2007), o conhecimento do fenotipo de resposta ao
medicamento deve ser aplicado para evitar as interagcbes medicamentosas que
podem resultar em alteraces no metabolismo das enzimas CYP450. Em individuos
considerados metabolizadores lentos (PMs, poor metabolizer), as ADRs podem ser
agravados com a adicdo de um inibidor das enzimas do citocromo na sua terapia.
Medicamentos que causam interagcdes metabolicas com o P450 sdo referidos como
inibidores ou indutores.

Os polimorfismos das enzimas do citocromo P450 tém um grande efeito nas
variagbes das respostas a medicamentos utlizados no tratamento de muitas
doencas tais como: depressdo, psicoses, cancer, doencas cardiovasculares e
gastrointestinais, dor, epilepsia, entre outras, sendo que estas enzimas Ss&o
responsaveis por cerca de 80% de todo o metabolismo de fase 1 (INGELMAN-
SUNDBERG, et al., 2007).

Conforme pode ser observado na figura 3, as enzimas CYP2C9, CYP2C19 e
CYP2D6 sédo responsaveis pelo metabolismo de mais de 40% dos 200

medicamentos mais prescritos nos Estados Unidos (ZANGER et al., 2008).
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Figura 3 - Percentual de CYPs responsaveis pelo metabolismo de fase 1 dos 200 medicamentos mais
prescritos nos EUA. Fonte: ZANGER et al., 2008.

Os metabolitos dependentes do citocromo P450 (CYP) do é&cido araquiddnico (AA),
como o0s acidos epoxieicosatriendicos e o acido 20-hidroxieicosatetraendico, servem
como segundos mensageiros de varios hormonios e fatores de crescimento e
desempenham papéis fundamentais na regulacdo da funcdo vascular, renal e
cardiaca (KONKEL, 2011). Praticamente todas as principais isoformas CYP
metabolizantes de AA aceitam uma variedade de outros acidos graxos
poliinsaturados (PUFA), incluindo os &acidos linoléico eicosapentaendico (EPA) e
docosahexaenoico (DHA), como substratos alternativos eficientes.

Os metabdlitos desses PUFAs alternativos também provocam profundos efeitos
biologicos. As enzimas CYP respondem a alteracdes no comprimento da cadeia e na
estrutura de ligacdo dupla de seus substratos, com mudancas notaveis na regido e
estereosseletividade da formacdo do produto (KONKEL, 2011). A ligacdo dupla
6mega-3 que distingue EPA e DHA de suas contrapartes 6mega-6 fornece um local
de epoxidacéo preferido para os membros das subfamilias CYP1A, CYP2C, CYP2J
e CYP2E. As enzimas CYP4A (que funcionam predominantemente como AA-
hidroxilases) mostram atividades amplamente aumentadas (w-1) -hidroxilase em
relacdo ao EPA e DHA.

Tomados em conjunto, esses achados indicam que as vias de sinalizagdo
dependentes do CYP sdo altamente suscetiveis a alteragdes na biodisponibilidade
relativa dos diferentes PUFAs e podem fornecer novas informacdes sobre os

complexos mecanismos que relacionam os &cidos graxos alimentares essenciais ao
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desenvolvimento de doencgas cardiovasculares (KONKEL, 2011).

2.2 GENE CYP2C9

O gene CYP2C9 (Citocromo P450, familia 2, subfamilia C, polipeptideo 9) é
expresso principalmente no figado, em niveis que sédo os mais elevados entre as
enzimas CYP2C, e representa cerca de 20% de todas as CYPs hepaticas
(INGELMANSUNDBERG, et al., 2007). A enzima CYP2C9 é uma proteina de 490
aminoacidos, codificada pelo gene CYP2C9 que possui 8 éxons e esta localizado no
cromossomo 10 (10g23.33). Este gene possui 50.346 pares de bases. Até o
momento, cerca de 41 variacOes alélicas foram identificadas para CYP2C9 (NCBI,
2020). Os substratos da CYP2C9 geralmente sdo acidos fracos com um hidrogénio
aceptor (ZANGER et al., 2008).

Esta enzima estd envolvida no metabolismo de aproximadamente 10% dos
medicamentos incluindo alguns com pequeno indice terapéutico. Seus substratos
incluem os hipoglicemiantes orais, anti-inflamatérios ndo esteroidais, diuréticos,
anticonvulsivantes, inibidores de angiotensina Il, antidepressivos, anticoagulantes
orais (como a warfarina) entre outros (DALY et al., 2017). Além disso, esta enzima
estd4 envolvida no metabolismo de substratos enddgenos como o acido araquiddnico
e o linolénico (INGELMAN-SUNDBERG et al., 2007; ZHOU et al., 2008).

A respeito das variacdes genéticas, € bem conhecido o fato dos polimorfismos de
CYP2C9 apresentarem consequéncias funcionais na farmacocinética in vitro e in
vivo, na resposta terapéutica e ADRs. Dentre as variantes descritas para este gene,
parece que apenas os alelos *2 e *3 determinam seu comportamento polimorfico
(Ingelman-Sundberg et al., 2007). As variacfes alélicas *4 e *5 sédo pouco freqlientes
e arelevancia clinica das mesmas ainda é pouco conhecida (KIM et al., 2009).

A primeira variacdo alélica identificada foi o CYP2C9*2, que apresenta um
polimorfismo de base unica (SNP, Single Nucleotide Polymorphisms) na posicao
430C>T (éxon 3), que causa uma troca de aminoacido (Argl44Cys) provocando
uma diminuicdo de aproximadamente 20 a 30% da atividade enzimatica de CYP2C9.
O alelo CYP2C9*3 apresenta um SNP no éxon 7 (1075A>C), o que também leva a
uma troca de aminoacido (lle359Leu), podendo causar uma reducdo de 70% da
atividade enzimatica de CYP2C9 (ZHOU et al., 2008).

As frequéncias dos alelos CYP2C9*2 e CYP2C9*3 variam entre diferentes
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populagcdes (Tabela 1). Kirchheiner e Brockmoller (2005) relatam que os alelos *2 e
*3 estdo presentes principalmente em caucasianos (11% e 7% respectivamente)
enquanto que em africanos, a frequéncia € menor (4% e 2% respectivamente). Em

asiaticos, a frequéncia do alelo *3 é de 3% e o alelo *2 néo foi encontrado.

Tabela 1 - Frequéncias (%) alélicas para CYP2C9 em diferentes populacfes

Alelos
Populacdes Referéncia
*2 *3
Africa Oriental 4,3 1,2 Sistonen et al. (2009)
Norte da Africa 13,4 10,2 Sistonen et al. (2009)
Europa 13,1 6,7 Sistonen et al. (2009)
Oeste da Asia 8,6 9,0 Sistonen et al. (2009)
Sul da Asia 0,6 3,0 Sistonen et al. (2009)
Norte da América 1,5 3,0 Sistonen et al. (2009)
Ameérica Central 7,0 4,0 Sistonen et al. (2009)
Ameérica do Sul 57 4,4 Sistonen et al. (2009)
Brasil 8,6 6,5 Vianna et al. (2004)

Os alelos *2 e *3 afetam a depuracéo de diferentes medicamentos tais como: S-
acenocumarol, S-warfarina, glimepirida, tolbutamida, losartana, celecoxibe,
diclofenaco, ibuprofeno, tenoxicam, fluvastatina e fenitoina (KIRCHHEINER,
BROCKMOLLER, 2005).

O alelo *3 parece ter um maior efeito na farmacocinética do que o alelo *2. Para a
maioria dos substratos, individuos heterozigotos com um alelo *3 tém
aproximadamente 50% da depuracdo do alelo normal e homozigotos *3 tem uma
reducdo de 5 a 10 vezes da depuracdo. Para o alelo *2, foi detectado um efeito
significativo na depuracdo dos medicamentos S-warfarina, acenocumarol,
tolbutamida e celecoxibe. Isto sugere que existe uma diferenca na especificidade de

substrato para as enzimas codificadas pelos alelos *1 (selvagem), *2 e *3. Desse
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modo, os polimorfismos de CYP2C9 sdo clinicamente significantes e também
substrato dependentes (INGELMAN-SUNDBERG et al., 2007).

De acordo com Zanger et al. (2008), estudos tém demonstrado a significancia clinica
dos alelos *2 e *3 para a maioria dos substratos ja mencionados. Os autores
exemplificam que individuos que possuem alelos *2 e *3 tiveram maiores incidéncias
de reacdes adversas aos medicamentos como hipoglicemia (devido ao uso de
hipoglicemiantes), sangramentos gastrointestinais (decorrentes da utilizacdo de anti-
inflamatorios ndo esteroidais) e severa hemorragia (relacionada ao tratamento com
warfarina), onde a resposta anticoagulante também depende de variantes no gene
da vitamina K epoéxido redutase.

O antagonista de vitamina K, warfarina, € o anticoagulante oral mais prescrito para o
tratamento de tromboembolismo venoso e das tromboses arteriais. Este
anticoagulante é caracterizado por um pequeno indice terapéutico que varia muito
entre os pacientes. A warfarina inibe a enzima vitamina K epoxido-redutase
codificada pelo gene VKORCL1 (SINGH et al., 2007).

No metabolismo da warfarina os alelos *2 e *3 codificam enzimas que apresentam
aproximadamente 12% e 5%, respectivamente, da capacidade enzimatica normal.
Desse modo, ambos os alelos tém um efeito substancial na depuracdo deste
medicamento. Individuos homozigotos para o alelo *3 mostraram uma reducéo de
90% na eliminagdo da S-warfarina em comparagcdo com homozigotos para o alelo
selvagem (ZHOU et al., 2008).

Recentemente, foi descrito que a Citocromo P450 (CYP) 2C9, enzima que é o
produto do gene polimorfico CYP2C9, é responsavel pelo catabolismo de diversos
farmacos e xenobioticos, influenciando fortemente o surgimento do cancer (DALY et
al., 2017).

A proteina CYP2C9 estd intimamente ligada a metabolizagcdo de substancias
especificas (anti-inflamatorios, anticoagulantes, entre outros), e a sua inibicdo pode
levar a quadros importantes de doencas causadas pelo acumulo de toxinas.
Conforme ja descrito, o gene codificante CYP2C9 é altamente polimorfico e mais de
27 polimorfismos ja foram descritos em suas regides reguladoras e codificantes
(KING et al., 2004; VIANNA-JORGE et al., 2004; PERINI et al., 2005, PERINI et al.,
2008; DALY et al., 2017). Duas dessas variantes, CYP2C9*2 (C430T) e CYP2C9*3
(A1075C) tém sido extensamente investigadas nos ultimos anos (KING et al., 2004;
VIANNA-JORGE et al., 2004; PERINI et al., 2005, PERINI et al., 2008; DALY et al.,
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2017).

A influéncia do ambiente no aparecimento de doencas, em especial no cancer, €
frequentemente estudada através da avaliacdo da metilacdo global do DNA
(COLLOTTA et al.,, 2013). Relatos da literatura afirmam que niveis globais de
metilacgdo do DNA estdo inversamente associados aos niveis sanguineos de
poluentes organicos persistentes (POPs) e xenobidticos ambientais que se
acumulam principalmente no tecido adiposo (COLLOTA et al., 2013; KIM et al.,
2010).

Um grande nimero de polimorfismos genéticos em genes responsaveis por codificar
enzimas da familia das Citocromo P450 tém sido descritos e caracterizados. Novos
estudos tém demonstrado que individuos afetados podem perder a atividade das
enzimas P450 ou possuir maior ou menor atividade enzimética de acordo com a
presenca de certas variantes alélicas. Esses individuos podem ter um risco
aumentado em desenvolver efeitos adversos a alguns medicamentos ou doencas
associadas a exposicdo aos xenobitticos, principalmente cancer (SAMSEL,
SENEFF, 2013a; SAMSEL, SENEFF, 2013b; SAMSEL, SENEFF, 2015).

Diversos artigos correlacionam a exposicdo aos agrotoxicos e sua associacdo ao
risco aumentado de cancer de prostata, pele, puim&o, mama, cabeca e pescoco,
leucemia linfoblastica aguda, mieloma multiplo e sua importante modulagdo por
polimorfismos genéticos das enzimas Citocromo P450 (KRAJINOVIC et al., 1999;
MCDUFFIE et al., 2001; DE ROOS et al, 2005; ERIKSSON et al., 2008;
TIMOFEEVA et al., 2009; ALAVANJA, 2012; KUMAR et al., 2014; HE, FENG, 2015;
VAZQUEZ et al., 2017; BAl et al., 2017).

2.3 GLIFOSATO E CYP2C9

A familia P450 de enzimas CYP tem um design de assinatura caracterizado como
FGXGRHXCxG (também conhecido como CXG), com dois e, frequentemente, trés
residuos de glicina altamente conservados (SYED, MASHELE, apud GUNATILAKE,
SENEFF, ORLANDO, 2019). Este design estad localizado no centro de ligacdo de
ferro ao heme, e a sintese do heme também ¢é interrompida pelo glifosato através da
sua inibicdo competitiva da glicina como substrato a reacéo catalisada pela acido -
aminolevulinico sintase. O glifosato também interfere a sintese do heme, porgue foi

demonstrado que ele blogueia o primeiro passo da via que utliza a glicina como
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substrato para sintetizar o anel pirrol, um componente basico do heme, sendo que a
deficiéncia do heme pode levar a supressdo das CYPs em geral (Kitchen, Witt,
Rieck, apud GUNATILAKE, SENEFF, ORLANDO, 2019). A quelacéo de ferro pelo
glifosato também pode prejudicar a biodisponibilidade do ferro. Recentemente, foi
descrito que o glifosato destréi enzimas CYP450 através do ataque ao seu centro
heme assim como interferéncia direta através da nitrosilacdo de seu centro ativo
(p450) (SAMSEL, SENEFF, 2015).

Outrossim, foi demonstrado que o agrotoxico glifosato inibe a atividade da enzima
CYP2C9 de microssomos de figado humano (ABASS, TURPEINEN e PELKONEN,
2009; ELMADANI et al., 2011.).

As enzimas CYP também dependem do cofator NADPH, que desempenha um papel
essencial na divisdo do dimero de oxigénio para adicionar um Unico atomo de
oXxigénio ao substrato. Um residuo de glicina altamente conservado forma uma
ligacdo de hidrogénio da cadeia principal com fosfato no local de ligacdo ao FMN
(mononucleotideo de flavina) da proteina acessoria, citocromo P450 redutase,
necessaria para a atividade catalitica de todas as enzimas CYP (ZHAO et al, apud
GUNATILAKE, SENEFF, ORLANDO, 2019). Tanto as enzimas CYP quanto a CYP
redutase possuem locais de ligacdo ao NADP (H), uma molécula fosforilada. O
NADP (H) é sintetizado no figado a partir do triptofano, um produto direto da via do
shiguimato que o glifosato interrompe (FUKUWATARI, SHIBATA; BIEFER,
VASUDEVAN, ELKHAL apud GUNATILAKE, SENEFF, ORLANDO, 2019). Portanto,
nao surpreende que tenha sido demonstrado que o glifosato suprime altamente a
atividade da enzima CYP no figado de ratos (HIETANEN, LINNAINMAA, VAINIO
apud GUNATILAKE, SENEFF, ORLANDO, 2019).

Além disso, foi descrito que o agrotoxico glifosato interfere na fungcéo enzimatica das
CYPs impedindo a detoxificacdo de mudltiplos outros agentes carcinogénicos,
aumentando seu potencial carcinogénico (SAMSEL, SENEFF, 2015), sendo que as
evidéncias da carcinogenicidade do glifosato sdo convincentes e multifatoriais
(ABASS, TURPEINEN, PELKONEN, 2009; SWANSON et al.,, 2014; MESNAGE et
al., 2015; SAMSEL, SENEFF, 2015). Samsel e Seneff (2015) observaram que o
glifosato também pode estar relacionado a morte da flora intestinal em mamiferos,
além da capacidade de quelagem de metais essenciais em vias metabdlicas
importantes no organismo como o Manganés (Mn), além da sua possivel ligacdo

com o surgimento do linfoma nao-hodgkin (GUYTON, 2015).
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2.4 USO DE AGROTOXICOS

O uso de agrotoxico na agricultura familiar comecgou a se difundir principalmente nos
ultimos trinta anos, e o Brasil, est4 entre os maiores consumidores de agrotoxicos no
mundo. Em 2008, o Brasil ultrapassou os Estados Unidos e assumiu 0 posto de
maior mercado mundial de agrotoxicos (ABRASCO, 2012; CASAL, et al., 2014).

A populacdo analisada de agricultares alegou fazer uso de diversos praguicidas nas
lavouras. Além do glifosato (praguicida mais utilizado), destacamos, dentre as varias
substancias, as que tiveram maiores relatos de uso, foram elas: flutriafol,
ciproconazol e tiametoxam.

O flutriafol, nome quimico: (RS)-2,4-difluoro-a-(1H-1,2,4-triazol-1-ylmethyl)
benzhydryl alcohol, € um praguicida pertencente a classe dos fungicidas com a
classificagdo toxicolégica Ill. Possui aplicacdo foliar nas culturas de aveia, banana,
meldo, soja e trigo; aplicacdo no solo na cultura do café; e aplicacdo em sementes
de trigo (ANVISA, 2003).

O ciproconazol, nome quimico: (2RS,3RS;2RS,3SR)-2-(4-chlorophenyl)-3-
cyclopropyl-1-(1H-1,2,4-triazol-1- yl)butan-2-ol, assim como o flutriafol, pertence a
classe dos fungicidas com a classificagcéo toxicologica especifica para cada produto,
conforme art. 38 da Resolucéo da Diretoria Colegiada — RDC n° 294, de 29 de julho
de 2019. A sua aplicagcdo na agricultura é foliar nas culturas de algodéo, alho, arroz,
aveia, café, cevada, crisantemo, eucalipto, figo, girassol, goiaba, maca, melancia,
meldo, milho, péssego, soja, sorgo, trigo e uva; aplicacdo no solo na cultura de café;
aplicacdo através de tratamento industrial de propagulos vegetativos (mudas) antes
do plantio na cultura de cana-de-acUcar; e aplicacdo no sulco de plantio na cultura
de cana-de-acUcar (ANVISA, 2019).

O tiametoxam, nome quimico: 3-(2-chloro-1,3-thiazol-5-ylmethyl)-5-methyl-1,3,5-
oxadiazinan-4-ylidene(nitro)amine, € um praguicida pertencente a classe dos
Inseticidas, com a classificacdo toxicolégica Ill. A sua aplicacdo na agricultura é no
solo nas culturas de abacaxi, abobrinha, alface, amendoim, arroz, batata, berinjela,
café, cana-de-acucar, citros, feijdo-vagem, fumo, macd, maméo, melancia, meldo,
morango, pepino, péssego, pimentdo, repolho, tomate e uva; aplicacdo em
sementes de alface, algoddo, amendoim, arroz, aveia, batata, cebola, cevada, feijao,
girassol, meldo, milho, pastagem, soja, sorgo, tomate e trigo; aplicacao foliar nas

culturas de alface, algodéo, alho, alho-poré, agrido, amendoim, arroz, aveia, batata,
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berinjela, cana-de-agucar, cebola, cebolinha, cevada, citros, coentro, crisantemo,
ervilha, feijdo, figo, fumo, girassol, ma¢cd, mamé&o, mandioca, manga, melancia,
meldao, milho, morango, palma forrageira, pastagem, pepino, pimentdo, repolho,
rosa, soja, sorgo, tomate, trigo e uva; aplicacdo no tronco de citros; aplicacdo por
imersdo de pedunculos de abacaxi e de mudas de eucalipto; aplicacdo em
tratamento de mudas na bandeja antes do plantio nas culturas do fumo e melao;
aplicacdo no solo, em sulco de plantio e através de tratamento industrial de
propagulos vegetativos (mudas) antes do plantio na cultura de cana-de-agUcar; e
aplicacéo em sulco de plantio na cultura de milho (ANVISA, 2019).

Para a Associacdo Brasileira de Saulde Coletiva, 0 processo produtivo agricola
brasileiro esta cada vez mais dependente dos agrotdxicos. Os residuos toxicos estdo
presentes em muitos produtos alimenticios, principalmente nos alimentos
processados que tém como ingredientes os derivados de trigo, milho e soja,
provocando o aumento da inseguranca alimentar para o mercado consumidor
(ABRASCO, 2012).

Entre os mais contaminados, estdo os alimentos in natura, registrando-se que 0s
vegetais e frutas disponiveis no mercado apresentam um aspecto agradavel, embora
contenha em sua pelicula externa grande quantidade de agrotoxicos utilizados para
sua producao (PARA, 2014). O uso de defensivos agricolas em grande escala afeta
a saude da populagdo e o0 meio ambiente, gerando contamina¢do do solo, do ar, da
agua, das nascentes e dos aquiferos (EMBRAPA, 2011).

Grande parte dos agrotoxicos aplicados na agricultura tende a escoar principalmente
nas aguas superficiais e subterraneas, além de ficarem dispersos na atmosfera. S&o
varios os fatores de degradacdo ambiental que ocorre com a dispersao de
agrotéxicos no ambiente, um dos principais problemas apresentados € a
mineralizagdo completa da molécula ou geradores de metabdlitos e produtos de
degradacdo (EMBRAPA, 2011).

A agricultura familiar € responsavel pela producdo de diferentes géneros
alimenticios, que atendem as necessidades dos consumidores e da prépria familia.
As praticas para 0 autoconsumo e a comercializagdo se mantém, principalmente, no
ambito da agricultura familiar e vém representando estratégias importantes de
geracdo de renda e de seguranca alimentar e nutricional para os agricultores e
também para os consumidores (BADALOTTI, RENK, FILIPPIN, 2007).

E nessa perspectiva da seguranca alimentar e de minimizacdo dos efeitos dos
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agrotoxicos sobre a saude que os agricultores respeitam o periodo de caréncia
referente a aplicacdo de agrotoxicos, compreendido como o numero de dias entre a
Ultima aplicacdo e a colheita. Este periodo é estabelecido de acordo com as
informacdes do fabricante disponiveis nos rotulos das embalagens de cada produto,
recomendado e certificado pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(EMBRAPA, 2010).

Tal como foi relatado pelos agricultores familiares, o periodo de caréncia, qguando do
uso de agrotoxicos, tem sido observado na producéo de alimentos, pois reconhecem
como essencial o cumprimento deste tempo para que o alimento ndo contenha
guantidade elevada de residuos, tornando-se prejudicial a saide. A comercializacao
dos produtos agricolas, cujo indice de agrotoxicos esta acima do permitido,
caracteriza comercializacdo de alimentos de forma ilegal e, por isso, € necessario
levar em consideracdo o periodo de caréncia para a comercializagdo e 0 consumo
(ABRASCO, 2012).

Em relagcdo aos riscos de trabalhar com agrotdxicos, todos os produtores rurais
entendem que ha periculosidade. A pratica do uso de equipamento de protecédo
individual é seguida parcialmente pelos trabalhadores, relatando que a indevida
utilizacdo dos equipamentos de protecdo individual se da pelo desconforto térmico e
dificuldade de locomocdo. Por essas razdes, apesar do perigo que representa, é
comum deparar-se com trabalhadores rurais sem o0 uso de equipamentos durante a
aplicacdo e manuseio desses produtos (MORI et al., 2015).

A aplicacdo de agrotoxicos requer equipamentos que propiciem a seguranca do
trabalhador, no entanto, ainda séo frequentes as aplicagcbes com pulverizador costal.
Essa técnica expde de forma direta o agricultor pelo contato do equipamento com o
corpo e pelo tempo durante o qual o produtor fica exposto ao agrotoxico,
especialmente considerando a frequéncia de aplicacdo que pode chegar a oito
vezes por més. A aplicacdo realizada com tratores diminui parcialmente os riscos de
intoxicacdo, pois os trabalhadores ficam em uma posicdo mais afastada dos
agrotéxicos se comparada a situacdo de uso de pulverizadores costais (ABRASCO,
2012; LONDRES, 2011).

Quanto a seguranca, constatou-se que o0s agricultores nem sempre utilizam
equipamento de protecdo individual. Percebe-se que ha uma preocupacéao e cuidado
com a saude no momento da aplicacdo desses produtos, porém, ndo sdo todos os

agricultores que usam prote¢cdo como preconiza a Embrapa (2003), ao recomendar o
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uso de mascaras protetoras, 6culos, chapéu de abas largas, macacdo com mangas
compridas e avental impermeavel. Um estudo semelhante realizado por Bohner,
Araujo e Nishijima (2013), no municipio de Chapec6-Santa Catarina, também indicou
gue nem todos os agricultores usam equipamento de protecdo individual quando
realizam aplicacdo de agrotoxicos.

O Censo Agropecuério de 2017 (IBGE, 2017) mostrou um aumento significativo na
guantidade de estabelecimentos que comecaram a usar agrotoxicos, traduzidos no
aumento de 20,4% no numero de lugares. Além disso, ficou evidente no estudo um
aumento similar em agricultores analfabetos que passaram a aplicar produtos
agrotoxicos no campo.

Os produtores que usavam agrotoxicos e eram alfabetizados somam-se em 69,6 %,
com ensino fundamental, no maximo. Dentre esses, 30,6% afirmaram ter recebido
orientacdo técnica sobre a aplicacdo do produto. Ja dentre os analfabetos cerca de
89% deles declararam nunca ter ouvido as orientacdes técnicas (IBGE, 2017). De
certa forma, essa falta de instrugcdo acaba resvalando na preocupacéao, para além do
proprio produto em si, sobre a manipulagdo dos agrotoxicos.

2.5 DOENCAS CAUSADAS POR AGROTOXICOS

A Agéncia Internacional para Pesquisa do Cancer (International Agency for
Research on Cancer, IARC) publicou um estudo em marco de 2015 (GUYTON,
2015) classificando o glifosato como um “provavel agente cancerigeno”.

Em dezembro de 2017, Robert Tarone, matematico estatistico da Agéncia de
Protecdo Ambiental Americana, publicou um artigo que refutava o estudo da IARC,
gue, segundo ele, haviam falsificacbes nos dados. O artigo do cientista (TARONE,
2017) via a classificacdo da IARC sobre o glifosato como incompleta e defeituosa,
em que o autor salientava que os esforcos para a prevencéo do cancer deveriam ser
cientificamente fundamentados em relacdo ao potencial cancerigeno dos produtos
suspeitos. Enquanto o relatério da IARC afirmava que o glifosato poderia ser um
grande perigo, o artigo de Tarone contrapunha a probabilidade de desenvolvimento
de cancer apés a exposicdo ao referido agrotoxico. O painel da IARC, descreveu
Tarone, deu destague a resultados positivos no que diz respeito a provavel
carcinogenicidade do glifosato em estudos com roedores, em detrimento dos

resultados negativos.
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Recentemente, Geoffrey Kabat (2017) publicou um artigo no site da Forbes
comentando o0 caso. Para ele, as revelacbes de Tarone (2017) sobre a publicacdo
da IARC foram um alivio, pois cientistas e agéncias deveriam ser transparentes e
imparciais. Além disso, apontou para as questbes de alto risco envolvidas, como
recompensas financeiras e outros conflitos de interesses obscuros.

Apesar do conflito de interesses descrito acima, a Agéncia Internacional de Pesquisa
sobre o Cancer (IARC) classificou o glifosato como “provavel agente cancerigeno” e
o estado da Califérnia seguiu o exemplo, listando-o como um “provavel agente
cancerigeno” que requer rotulagem.

Em um periodo de menos de um ano, de agosto de 2018 a junho de 2019, trés
processos bem-sucedidos na California envolvendo um nexo de causalidade entre a
utilizacdo de glifosato e o surgimento de linfoma ndo-Hodgkin resultaram em
indenizagbes de mais de dois bilhdes de dolares americanos. Isso causou uma
gueda dréastica no valor das acdes de uma das maiores empresas de farmacos do
mundo, uma vez que a mesma adquiriu outra grande empresa de prdutos agricolas
pouco antes de esses processos serem litigiosos. Em julho de 2019, a Austria se
tornou o primeiro pais europeu a proibir o glifosato para todos os usos (Avramova
apud GUNATILAKE, SENEFF, ORLANDO, 2019).

A literatura mostra associacdo das neoplasias do sistema nervoso central (SNC)
com a ocupacdo, acometendo trabalhadores da industria petroquimica, lavradores e
embalsamadores com maior incidéncia que outras profissbes sem exposicao
guimica (ALAVANJA, 2005; CLAPP, 2006; LEE et al., 2005; NICHOLS; SORAHAN,
2005). Em relagdo aos tumores cerebrais, os trabalhos de Remontet e colaboradores
(2003) e Baldi e colaboradores (2011), observaram uma incidéncia maior de
meningioma e mais recentemente ao glioma em individuos expostos a aditivos
agricolas. Somado a estes, trabalhos mais recentes também sugerem o risco de
tumor cerebral em associacdo a exposicdo a pesticidas em populacbes com
proximidade de culturas agricolas (CHEN et al, 1998), no entanto, as vias
moleculares que estabelecem esta associacdo ainda nédo foram definidas.

Em uma perspectiva brasileira, o estudo epidemioldgico de Miranda-Filho e
colaboradores (2014), realizado na regido agricola do estado do Rio de Janeiro,
também observou uma maior tendéncia na mortalidade por céancer ao longo do
tempo entre individuos expostos aos agrotdxicos.

Os agrotdxicos usados na agricultura (inseticidas, herbicidas, fungicidas) e no
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ambiente domeéstico (raticidas, moluscocidas, fumigantes) estdo associados a efeitos
graves a saude, causando intoxicagdes agudas e cronicas (ABRASCO, 2012).

Os sintomas relacionados as intoxicacdes agudas ocorrem de forma rapida, logo
apés a exposicdo, ocasionando dores de cabeca, sangramento nasal, fraqueza,
tontura, espasmos musculares, nduseas e voémitos. Ja os sintomas crénicos surgem
apés meses, anos ou décadas de exposicdo e podem estar relacionadas com o
desenvolvimento de vérias doencas, incluindo efeitos neurotéxicos, lesbes hepaticas
e renais, dentre outras (LONDRES, 2011; ABRASCO, 2012).

Os impactos nos processos produtivos da agricultura familiar de maior relevancia
para a saude humana e ambiental sdo as poluicées, contaminacdes ambientais e as
intoxicacdes agudas e crbnicas relacionadas a aplicacdo de agrotoxicos, visto que
nem sempre as praticas produtivas sdo coerentes com as preocupacdes do impacto
ambiental ou expressam viséo de sustentabilidade (ABRASCO, 2012).

A agricultura familiar tem se apresentado, historicamente, como uma forma de
organizacdo dos meios de producdo e um modo de vida fundamental para a
reproducgao social dos agricultores (BADALOTTI, RENK, FILIPPIN, 2007).

Este cenario evidencia a relevancia que assumem as questdes relativas ao uso e
manuseio de agrotoxicos nesta regiao, reforcando-se que inadequacdes neste
campo podem, a médio e longo prazo, gerar niveis de contaminacao do ambiente de
dificil reversdo, com consequente implicacdo na saide humana (EPAGRI, 2014).

A exposicdo a agrotéxicos aliada ao uso indiscriminado dos mesmos, é explicitado
na literatura como responsavel por diversos sintomas, doencas fisicas e emocionais.
Os sintomas frequentes causados por intoxicacbes agudas s&o identificados por
nauseas, cefaléia, irritabilidade, desorientacdo, dores no peito, vertigem, taquicardia,
fadiga, tontura, irritacdo na pele, olhos, mucosas e dificuldade respiratoria
(MENEGAT, FONTANA, 2010; MASCARENHA, PESSOA, 2013).

Em relacdo a intoxicacdo crénica, os efeitos emergem da exposi¢cdo continuada, em
longo prazo. Os sintomas iniciam tardiamente e S840 expressos por
comprometimentos irreversiveis, na maioria dos casos. Neste contexto, destaca-se o
surgimento de céancer em agricultores, com origem nos sistemas digestorio,
reprodutor masculino, imunologico, enddcrino, tegumentar, respiratério e urinario
(ANDREOTTI et al., 2009; MIRANDA, 2015).

A literatura enfatiza outros agravos a saude, relacionada a exposicdo e intoxicagao

crbnica aos agrotoxicos, revelados em doencas cardiovasculares, morbidade
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respiratoria, doenca de Parkinson, transtornos da visdo, ansiedade, depressao,
confusdo mental, hipertenséo arterial e efeitos neurologicos diversos, dentre eles,
suicidio (BENACHOUR, SERALINI, 2008; FAREED, et al., 2013; ALBUQUERQUE,
et al., 2015; FURLONG, et al., 2015; SEKHOTHA, MONYEKI, Sibuyi, 2016; CONTI
et al.,2018).

Os estudos que correlacionam o surgimento de doencas e 0 uso de agrotoxicos
ainda sdo inconsistentes, observando-se que ainda existem controvérsias quanto a
incidéncia em relacdo a populacdo de andlise (BARRY et al., 2012). Sendo assim,
acredita-se que o padrdo epidemiolégico do surgimento de doengas associado ao
uso de agrotoxico depende da soma de varias variaveis, entre elas: a populacdo de
estudo, presenca de alteracdes genéticas de sindromes hereditarias e base quimica
dos agrotéxicos em exposi¢cdo (BARRY et al., 2012).

Uma pesquisa da Universidade do Texas se empenhou em evidenciar outro efeito do
glifosato: O estudar como o mesmo afetava as abelhas. O artigo descreve uma
experiéncia que expods abelhas a concentracfes de glifosato utilizadas comumente
em plantacfes e jardins. ApoOs trés dias, eles observaram que o herbicida reduziu
significativamente a microbiota intestinal saudavel dos insetos. Assim como 0s seres
humanos, as abelhas precisam de um ecossistema de bactérias existindo no seu
trato digestivo e o que glifosato faz € matar algumas dessas bactérias, levando a um
desequilibrio que reduz a capacidade do inseto de se defender de infecces e,
consequentemente, morrendo (MOTTA, RAYMANN, MORAN, 2018). Oito espécies
dominantes de bactérias saudaveis nas abelhas foram expostas e, delas, quatro
foram descritas como menos abundantes. Snodgrassella alvi, a espécie mais
atingida, é muito importante para processar os alimentos das abelhas e as
defenderem contra patdogenos (MOTTA, RAYMANN, MORAN, 2018). Cerca de
metade das abelhas com um microbioma saudavel continuavam vivas depois de oito
dias de exposicdo, ao passo que um décimo das que tiveram microbiomas alterados
conseguiram se manter vivas. A descoberta do artigo leva a discussédo proposi¢oes
jA admitidas como absolutas e serve de apoio para diversas criticas que estédo diante
do agrotéxico mais popular do mundo, h& quatro décadas no mercado.

Um artigo publicado na revista PLOS Medicine, da Universidade da Califérnia em
Davis (EUA), pediu uma intervengdo governamental imediata com o banimento do
organofosforados, inseticidas amplamente utilizados, assim como o glifosato. Em

uma exposicdo pré-natal, segundo os autores do artigo, leva a uma desordem no
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desenvolvimento neuroldgico. A exposicdo de mulheres gravidas a niveis baixos de
pesticidas organofosforados estd ligada a um desempenho baixo na aprendizagem
dos nascidos, além de um déficit de memoria e atencdo (HERTZ-PICCIOTTO et. al.,
2018). Esses produtos s&o usados originalmente no controle de insetos em
shoppings, escolas, campos de golfe e fazendas, matando as pragas.

As pessoas acabam entrando em contato com esses produtos quimicos na comida,
na agua e no ar. A pesquisa ainda afirma que os pesticidas organofosforados séo
detectados na maioria das pessoas. O produto foi projetado para afetar o sistema
central, o que leva a crer que atacar o sistema neurolégico dos humanos nao
deveria ser supresa, mas apenas 0 passo seguinte (HERTZ-PICCIOTTO et. al,
2018). Depois dos limites que foram determinados para o uso dos organofosforados,
sua exposicao de fato reduziu, mas os autores alertam que isso ndo € suficiente.
Depois de mais de 30 estudos epidemiol6gicos e ensaios experimentais em animais
e culturas de células, o artigo € determinante: a exposicdo aos organofosforados
antes do nascimento, ainda que nos niveis admitidos como seguros pelos 6rgaos
regulamentadores, estd diretamente associada a uma deficiéncia no
desenvolvimento cognitivo, comportamental e social (HERTZ-PICCIOTTO et. al,,
2018).

Outro indicio dos efeitos nocivos de agrotdéxicos € que 0s mesmos acometem 0S
adolescentes: um estudo recente analisou a relagéo entre a exposi¢céo a pesticidas e
o desenvolvimento de depressdao em adolescentes. O estudo observou 529 jovens
de 11 a 17 anos da regido do Andes, Equador, incluindo jovens trabalhadores em
lavouras da regido. A equipe da pesquisa mediu niveis da enzima acetilcolinesterase
(AChE) no sangue, inibida pela toxicidade de alguns agrotoxicos. De acordo com a
pesquisa, a enzima € presente em estruturas neurais e também influencia as
sinapses no cérebro. Foi constatado que os adolescentes tinham menor atividade de
AChE e apresentavam mais sintomas ligados a depressao, com efeito acentuado em
meninas e adolescentes menores de 14 anos (SUAREZ-LOPES et. al., 2019).
Comprovando os efeitos nocivos do glifosato, uma pesquisa da Universidade
Estadual de Washington provou os impactos do herbicida nas geracbes posteriores
aquelas expostas ao agrotdoxico. A pesquisa de uma equipe liderada por Michael K.
Kinner, professor da universidade estadunidense, reuniu filhotes de animais
expostos ao agrotoxico. No experimento, fémeas prenhes ficaram expostas entre o

oitavo e décimo quarto dia de gestacdo. A dose escolhida foi metade da que,
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acreditava-se, nao causar efeito nocivo a saude. Isso de fato foi visto, pois ndo foram
registrados efeitos nocivos aparentes sobre os pais ou a primeira geragao de filhotes
(KINNER et. al.,, 2019). O quadro mudou quando se observou a segunda e terceira
geracdes. No caso da segunda, houve aumentos significativos em doencas de
testiculos, ovarios, glandulas mamarias, além de obesidade. Ja sobre os animais
machos da terceira geracdo, o estudo observou um aumento de 30% nas doencas
na prostata, que representa o triplo da populacédo de controle. A respeito das fémeas
do mesmo grupo, 0 aumento de 40% acometeu por meio de doencas renais, isto &,
qguatro vezes a populacdo de controle (KINNER et. al, 2019). Esse fenébmeno,
nomeado pela pesquisa por “generational toxicology” (KINNER et. al., 2019), tem
aumentado com os anos de uso de fungicidas, pesticidas, entre outras substancias.
O artigo vé como preocupante a capacidade do glifosato (e outros agentes toxicos
ambientais) em impactar as futuras geracdes, igualmente importante a toxicologia da
exposicao direta (KINNER et. al., 2019).

Além disso, no ambiente terrestre, o glifosato é principalmente biodegradado em
acido aminometilfosfénico (AMPA) gquando metabolizado por bactérias nos solos
(figura 4) e pode causar varios problemas toxicolégicos quando absorvido. O AMPA
€ muito mais persistente no solo que a substancia original e o mesmo pode ser
lixiviado para as aguas subterrdneas e transformar-se em formaldeido, que é

carcinogénico e neurotoxico (BOHRER, 2000).
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Figura 4 — Converséao de glifosato em AMPA. Fonte: MENDONGCA, 2018.

Recentemente, uma importante pesquisa (CONTI et al.,, 2018) descreveu o
aparecimento de sintomas depressivos relacionado a utlizagdo de agrotoxicos
(especialmente glifosato em combinacdo com outros pesticidas) em trabalhadores
rurais do sul do estado do Espirito Santo. Esse mesmo grupo de pesquisadores
publicou outro importante estudo (ARCHANJO et al.,, 2017) em que descreveram a

correlagdo do uso de agrotdxicos e o aparecimento de sintomas como ardor na pele,
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presenca de catarro, diarreia, dispnéia e salivacdo. Além disso, foi demonstrado que
0 numero de sintomas relatados pelas mulheres foi maior que nos homens e que o
uso de tabaco, agrotoxico, ser mulher, pior salde autor-relatada e presenca de
doenca crénica sdo fatores de risco para sintomas depressivos (ARCHANJO et al.,
2017).

De acordo os estudos citados acima, observamos que os agrotoxicos tém a
capacidade de causar diversas doencas e, portanto, nota-se uma necessidade
urgente em se verificar se esse potencial lesivo esta relacionado a alteracdes
polimdrficas de genes importantes na metabolizagdo de xenobidticos. Foi com esse
objetivo que resolvemos avaliar dois importantes polimorfismos de CYP2C9 em
cerca de 300 agricultores da regido sul do estado do Espirito Santo, expostos e ndo
expostos aos agrotdxicos. Outrossim, um outro objetivo foi verificar a relacdo desses
mesmos polimorfismos com o surgimento de doencas/sintomas (43 variaveis

analisadas ao todo), de acordo com a utilizacdo ou ndo desses xenobidticos.
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3 JUSTIFICATIVA

A utilizacdo de agrotdxicos estd relacionada ao surgimento de doencas, e, desse
modo, identificar corretamente os fatores capazes de influenciar essa associacao,

em especial aqueles de natureza genética, abre caminhos para a prevencao.
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4 OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GERAL
Verificar a existéncia de associacdo entre 0 uso de agrotoxicos e o desenvolvimento
de doencas em lavradores da regido Sul do estado do Espirito Santo, e sua

associacéo com os polimorfismos em CYP2CO9.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Determinar a frequéncia alélica de CYP2C9*1, CYP2C9 *2 e CYP2C9*3 em uma
populacdo amostral de agricultores espirito-santenses expostos e ndo expostos a
agrotoxicos;

- Determinar a frequéncia de metabolizadores normais (A), intermediarios (B) e
lentos (C) segundo os gendtipos de CYP2C9 na populagdo de estudo;

- Verificar a existéncia de associacdo entre o perfil metabolizador de CYP2C9 e o

surgimento de doencas vinculadas ao uso constante de agrotoxicos.
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5 MATERIAL EMETODOS

5.1 PERCURSO METODOLOGICO

O publico-alvo do projeto consistiu em agricultores de cidades ao sul do estado do
Espirito Santo com exposicdo didria e constante aos agrotoxicos, em especial ao
composto glifosato.

Em relacdo aos aspectos éticos, este trabalho foi submetido ao Comité de Etica em
Pesquisa (CEP) vinculado a Universidade Federal do Espirito Santo e aprovado com
0 numero de parecer 3.378.510 e foram seguidas as resolucbes do Conselho
Nacional de Saude n° 466 (de 12 de dezembro de 2012) e n° 510 (de 07 de abril de
2016). Descrevemos como uma referéncia sucinta os critérios de inclusdo no estudo:
homens e mulheres maiores de 18 anos, moradores do Sul do estado do Espirito
Santo e que atuavam como lavradores na regido. Outrossim, os critérios de
exclusédo: individuos que nao tiveram condigcdes cognitivas para compreender a
pesquisa, aqueles que se recusarem a participar e nas situacbes em que nao foi
possivel a identificacdo do local de residéncia ou a ocupacéo.

A principio, foi realizada a aplicagcdo de um questionario (ANEXO 1) a cada
voluntario, e em seguida, a coleta de sangue. Com o questionario, foram obtidas
informacdes importantes como: idade, sexo, habito tabagista e\ou etilista, tempo de
trabalho no campo, uso de agrotdxicos e a presenca de possiveis doencas/sintomas,
destacando-se: irritacdo ocular, lesbes na pele/alergias, queimaduras na pele,
nauseas/ansia de vomito, catarro, dor abdominal, diarreia, digestdo dificil, chiados,
sibilos, asma, inflamacdes gastricas, doencas hepaticas, alteracdes na pressao
arterial, infertilidade, lacrimejamento, tonturas/vertigens, tosse, falta de ar/dispneia,
visdo turva, tremores, vomitos, dor nas articulacdes, hepatite, artrose/osteoporose,
doencas renais, doencas respiratorias, déficit de atencdo, abortamentos, dor de
cabeca, suor excessivo, salivacdo, agitacaol/irritabilidade, formigamento, miose,
caimbras, dor no corpo/musculatura, depressao, doencas cardiovasculares, cancer,
palpitacdo cardiaca, lesdo em glandulas salivares, malformacgdao e hiperatividade.
Apoés a coleta de sangue, foi realizada a 12 extracdo de DNA e depois realizada
genotipagem dos voluntarios para os polimorfismos *2 (rs1799853) e *3 do gene
CYP2C9 (rs1057910). Com esse levantamento, foi possivel realizar a associacao

entre o surgimento de doencas e o uso de agrotoxicos segundo 0s gendtipos para
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os polimorfismos de CYP2C9 escolhidos. Foram analisadas 304 amostras de DNA
extraido de sangue de lavradores moradores da regido Sul do estado do Espirito

Santo subdivididos em dois grupos:

SIM - Agricultores que utilizam agrotoxicos (caso\teste);

NAO - Agricultores que n&o utilizam agrotéxicos (controle).

O material coletado (sangue) foi transportado em gelo e levado ao laboratério onde
foi extraido o material genético (DNA).

A reacdo em cadeia da polimerase (PCR) em tempo real para a andlise de CYP2C9
foi realizada segundo o protocolo descrito por Perini (2009) no laboratério de
Genética Molecular da Universidade Estadual da Zona Oeste (UEZO), no estado do

Rio de Janeiro.

5.2 POPULACAO DE ESTUDO

O estudo foi baseado em andlise genotipica do DNA extraido das amostras de
sangue de lavradores moradores da regidao Sul do Estado do Espirito Santo.

A mesorregido Sul Espirito Santense € a segunda mais populosa do estado,
formada pela unido de 22 municipios, 0s quais estdo agrupados em trés
microrregides, com seus respectivos municipios, a saber: Alegre (Alegre, Divino de
Sé&o Lourenco, Dores do Rio Preto, Guacui, Ibatiba, Ibitirama, Irupi, lina e Muniz
Freire), Cachoeiro de Itapemirim (Apiaca, Atiio Vivacqua, Bom Jesus do Norte,
Cachoeiro de Itapemirim, Castelo, Jerdbnimo Monteiro, Mimoso do Sul, Muqui, S&o
José do Calcado e Vargem Alta) e Itapemirim (Itapemirim, Marataizes e Presidente
Kennedy) (IBGE/CIDADES, 2015).

A extensdo territorial do Sul Capixaba é de 8.844,17 km2, o que corresponde a
19,19% da area estadual total (IBGE/CIDADES, 2015). Quanto a populacdo sul
capixaba, o numero de residentes no estado é de 565.934 pessoas, sendo que
72,35% residem em area urbana, enquanto 27,65 residem no meio rural (IBGE,
2015).

Uma vez analisada sob o aspecto do desenvolvimento social, medido pelo IDH, a
regido apresenta desempenho inferior a média do estado (IBGE/CIDADES, 2015)

influenciada muito mais pela variavel educacdo do que pelo nivel de renda ou
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expectativa de vida da populacdo. Em relacdo ao rendimento familiar, houve um
agravamento da situac&o traduzido pelos dados oficiais apresentados pelo governo
do estado do Espirito Santo, em 2009, que mostraram elevado percentual de
familias dos municipios da regido com renda mensal familiar de até 2 salarios
minimos (IBGE, 2009).

Os dados supracitados mostram a necessidade de atencdo a populacédo do Territério
Sul Capixaba, com a apresentacdo de uma proposta de estudo das condi¢cbes de
salude e a correlacdo desta varidvel com o uso de agrotoxicos e o surgimento de

doencgas de acordo com o polimorfismo de CYP2C9 em agricultores desta regido.

5.3 EXTRACAO DE DNA

A extracdo e a purificacdo do DNA foram realizadas por meio de kit comercial
Qiagen®, seguindo o seguinte protocolo: 200 ul de amostra (temperatura ambiente,
15-25°C) foram transferidos para o tubo de microcentrifuga, e, foram adicionados 20
bl de proteina do kit Qiagen® e 200 pl de tampdo AL (tampdo de lise) e foram
misturados no vortex por 15 segundos.

Em seguida, essa mistura foi incubada a 56°C durante 10 minutos, centrifugada por
1 minuto a 1500 rpm e foi adicionado 200 pl de etanol (96-100%) e, na sequéncia,
misturado no vortex por 15 segundos.

Apoés isso, centrifugou-se novamente por 1 minuto a 1500 rpm, e, em seguida,
transferiu-se a mistura para a coluna com o tubo coletor de 2 ml, que foi centrifugada
a 8000 rpm durante 1 minuto. Apés essa etapa, descartou-se o filtrado e reutilizou-se
o tubo coletor, visto que o0 DNA estava contido na coluna.

Em seguida, adicionou-se 500 pl de tampdo AWL1 (tampéo de limpeza) na coluna e,
em seguida, centrifugou-se a 8000 rpm durante 1 minuto e descartou-se o filtrado, e,
o tubo coletor foi reutilizado, visto que o DNA estava contido na coluna.

Apés esta etapa, adicionou-se 500 pl de tampdo AW2 (tampéo de limpeza) na
coluna e centrifugou-se a 14000 rpm por 3 minutos. Em seguida, a coluna de
centrifugacao foi colocada em um microtubo de 1,5 ml e o tubo coletor (que contém
o filtrado) foi descartado. Adicionou-se 200 pl de tampédo AE (tampéo de eluicéo) e,
em seguida, o material foi incubado a temperatura ambiente (15-25°C) durante 1
minuto e, apods isso, centrifugado a 8000 rpm durante 1 minuto.

Por dltimo, a coluna foi descartada, visto que o DNA estava contido no microtubo.
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5.4 PCR EM TEMPO REAL PARA AVALIACAO DE POLIMORFISMOS DE CYP2C9

Os polimorfismos de CYP2C9 foram identificados pela técnica de PCR em tempo
real conforme descrito anteriormente por Perini e colaboradores (2009). Ensaios
TagMan® validados (Applied Biosystems, EUA) foram utilizados para discriminar os
alelos CYP2C9 * 2 (rs1799853) e CYP2C9 * 3 (rs1057910).

Para ambos os ensaios, as reacdes de PCR em tempo real foram realizadas em um
volume final de 10 pl contendo 30 ng de DNA, 1X Tagman Universal Master Mix
(Applied Biosystems, EUA), 1X de cada ensaio especifico e H20 g.s.p.

As condi¢ces da PCR foram: desnaturacéo inicial a 95°C por 10 minutos, seguida de
40 ciclos de desnaturacdo a 92°C por 15 segundos e anelamento a 60°C por 1
minuto. Todas as amostras foram analisadas no aparelho Fast 7500 Real-Time
System (Applied Biosystems, EUA). Os gendtipos foram determinados por meio da
andlise dos graficos de discriminacdo alélica (allelic discrimination plot), conforme

ilustrado nas Figuras 5 e 6.

Allelic Discrimination Plot
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Figura 5 — Grafico de discriminacao alélica (allelic discrimination plot) para analisede CYP2C9*2. Fonte:
Préprio autor, 2020.
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A figura 5 demonstra um modelo de placa de discriminagcéo alélica em pontos, onde
observa-se a quantidade de individuos homozigotos selvagens (pontos vermelhos),
heterozigotos variantes para o alelo *2 (pontos verdes) e homozigotos variantes para

o alelo *2 (pontos azuis).

Allelic Discrimination Plot
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Figura 6 - Gréafico de discriminagao alélica (allelic discrimination plot) para analise de CYP2C9*3.
Fonte: Proprio autor, 2020.

A figura 6 demonstra um modelo de placa de discriminacéo alélica em pontos, onde
observa-se a quantidade de individuos homozigotos selvagens (pontos azuis),
heterozigotos variantes para o alelo *3 (pontos verdes) e homozigotos variantes para
o alelo *3 (pontos vermelhos).

De acordo com os alelos verificados em cada amostra, os individuos foram
classificados em diferentes categorias no que tange a inferéncia de sua capacidade

de metabolizagao:
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Categoria Metabolizacéo Genotipo(s)
Normal *1/*1 (homozigoto selvagem)
B Intermediaria 1/*2; *1/*3
C Lenta *2[*2; *2/*3; *3/*3

5.5 METODOLOGIA DE ANALISE DE DADOS

Os dados obtidos foram utilizados para verificar a existéncia de associacédo entre o
uso de agrotoxicos e os polimorfismos em CYP2C9 com o surgimento de doencas.
Foi realizado um amplo estudo descritivo das variaveis disponiveis com a
apresentacdo de diversas tabelas de contingéncia simples e de dupla entrada, bem
como alguns graficos que facilitaram a visualizagdo da distribuicdo dos dados.

Para andlise estatistica bivariada foram aplicados o teste Qui-quadrado e, quando
necessario, o teste exato de Fisher, com margem de erro de 5%.

Ambas sdo técnicas estatisticas que visam testar a independéncia entre duas
variaveis categoricas (hipotese nula - Ho) por meio das tabelas de contingéncia 2x2.
Em sintese: a hipotese nula (Ho) considerada é que as variaveis sao independentes.
A diferenca entre os dois testes, portanto, trata-se da quantidade amostral: uma vez
que o teste Qui-quadrado possui a exigéncia de um tamanho amostral minimo, o
teste exato de Fisher trabalha de forma mais ampla (neste sentido), sendo assim um
teste mais robusto. Ao se aplicar o teste Qui-quadrado para verificar a relacdo entre
duas variaveis categoricas, € necessaria uma quantidade minima de observacdes
para que o mesmo possua poder estatistico. A teoria sugere que se deve ter um
minimo de 5 observacdes em cada casela da tabela de contingéncia entre as duas
variaveis. Sendo assim, se ndo for obtido esse valor minimo, as conclusées do teste
nao serdo precisas. Os dois testes fornecem um p-valor que permite que seja
rejeitada ou ndo a hipétese nula. Nesse estudo trabalhou-se com teste de hipotese
com nivel de confianca de 0,05. Sendo assim, se p-valor<0,05, rejeitou-se a hipétese
nula, ou seja, assumiu-se a interpretacdo de que ha evidéncias que as variaveis ndo
séo independentes (existe a influéncia de uma no comportamento da outra). Para a
realizacdo das analises foi utilizado o software livre R version 3.6.1. O software pode
ser obtido no site https://cran.r-project.org/bin/windows/base/.

Além disso, ressalta-se que todos os resultados obtidos derivam da andlise bivariada

entre 0 “uso de agrotéxico” e “aparicdo de um determinado sintoma“ para cada grupo


https://cran.r-project.org/bin/windows/base/
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de gendtipo. Sendo assim, todos os agricultores (teste: agricultores que utilizam
agrotéxicos e controle: agricultores que ndo utilizam agrotoxicos) de cada grupo de
gendtipo estdo incluidos nas analises. O objetivo final é verificar se existe
associagao entre o “uso de agrotoxico” e a “aparicdo de um determinado sintoma”
para agricultores de acordo com os grupos de gendtipos (A, B e C). Em relacéo a
avaliacdo da variavel referente a quantidade de sintomas, foram criadas classes de
mesma amplitude e foi utilizada a metodologia descrita por Morettin e Bussab
(2010).

A frequéncia alélica e genotipica dos genes investigados foi determinada por
contagem direta dos alelos. O teste exato de Fisher, no formato de Fisher-Freeman-
Halton (FREEMAN et al.,, 1951), foi usado para comparacdo da distribuicdo dos
alelos e dos genétipos CYP2C9 da populacdo estudada nos diferentes subgrupos e
para comparacdo com frequéncias j& descritas em outras popula¢des. Os intervalos
de confianca (95%) para os percentuais de frequéncias foram calculados pela
estimativa da probabilidade de parametros multinomiais. O teste Qui-quadrado de
Pearson (X2) de aderéncia foi usado para comparar as fregiiéncias observadas e as

esperadas pelo equilibrio de Hardy-Weinberg (HWE).



46

6 RESULTADOS

Este trabalho procurou encontrar possiveis associacdes entre o uso diario de
agrotoxicos e o surgimento de diversos sintomas e doencas em lavradores do sul do
Espirito Santo, além de avaliar a possivel associacdo da presenca dos sintomas/
doencas com a presenca de polimorfismos no gene CYP2C9, que codifica a enzima
hepatica CYP2C9, uma das responsaveis pelo metabolismo de substancias
endoégenas e xenobidticos. Para estudar a referida associacdo, foi aplicado um
guestionario (ANEXO |) para cada agricultor contendo uma lista de 43
sintomas/doencas que 0s mesmos poderiam apresentar, e foram analisadas 304
amostras de DNA dos referidos trabalhadores.

Nesse conjunto amostral foram pesquisadas duas variantes polimérficas do gene
CYP2C9 (*2 e *3), sendo que ambas as variantes ocorrem em regioes codificantes
do gene (éxons) e conferem uma atividade reduzida para as isoformas da referida
enzima.

Os gendtipos dos agricultores desse estudo foram divididos em homozigotos e
heterozigotos variantes (*1/*2, *1/*3, *2/*2, *2/*3, *3/*3), além do gendtipo selvagem
*1/*1, o qual ndo possui nenhuma das duas alteracdes investigadas (*2 ou *3).
Foram calculadas as frequéncia alélicas e genotipicas na populacdo estudada,
conforme pode ser observado nas Tabelas 2 e 3.

A Tabela 2 apresenta a frequéncia de cada gendtipo. Observamos que o gendtipo
mais frequente € o *1/*1 (0,645), seguido do *1/*2 (0,224) e do *1/*3 (0,092). Os
genotipos *2/*2 e *2/*3 apresentararam a mesma frequéncia (0,016) e o gendtipo
*3/*3 foi 0 de menor ocorréncia (0,007).

Tabela 2 - Frequéncia dos gendtipos na populagdo estudada (N=304)

Genotipos n Frequéncia
*1/*1 196 0,645
*1/*2 68 0,224
*1/*3 28 0,092
*2/*2 5 0,016
*2/*3 5 0,016
*3/*3 2 0,007

N: numero total de individuos; n: subtotal de amostras; Frequéncia=n/N
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A Tabela 3 apresenta a frequéncia de cada alelo do gene CYP2C9 (*1, *2 e *3). O
alelo *1 (N=488) apresentou a maior frequéncia dentre os alelos analisados (0,803),
seguido do alelo *2 (N=83) que apresenta frequéncia muito inferior (0,137) e o alelo

*3 (N=37) que apresentou a menor frequéncia dos trés (0,061).

Tabela 3 - Frequéncia alélica na populacdo estudada (N=608)

Alelo n Frequéncia
*1 488 0,803
*2 83 0,137
*3 37 0,061

N: nimero total de individuos; n: subtotal de amostras; Frequéncia=n/N

As frequéncias alélicas e genotipicas foram utilizadas para analise de adesdo ao
equilibrio de Hardy-Weinberg. Foi observado com base na frequéncia dos genotipos
para CYP2C9, que o teste X2 apresentou um p-valor superior a 0.05, logo, podemos
afirmar que a populacédo deste estudo estd em equilibrio de Hardy-Weinberg.

Todos os resultados obtidos a seguir derivam da analise bivariada entre o uso de
agrotoxico e aparicdo de um determinado sintoma para cada grupo de genotipo.
Sendo assim, todos os agricultores (teste: agricultores que utilizam agrotdxicos e
controle: agricultores que NAO utilizam agrotéxicos) de cada grupo de gendtipo
estdo incluidos nas analises. O objetivo final € saber se existe associacdo entre o
uso de agrotoxicos e a aparicdo de um determinado sintoma em agricultores de

acordo com o genotipo que possuem (A, B e C).

Para a andlise de associacdo, 0s genétipos foram separados por atividade de

metabolizacdo da seguinte maneira:

e Individuos *1/*1: METABOLIZADORES “NORMAIS” (CONTROLE): “A”
e Individuos *1/%2; *1/*3: METABOLIZADORES INTERMEDIARIOS: “B”
e Individuos *2/*2; *2/*3; *3/*3: METABOLIZADORES LENTOS: “C”

Pela Tabela 4, podemos observar que a maioria, ou seja, 72,01% dos trabalhadores

entrevistados sdo do género masculino e 27,99% sao do género feminino.



Tabela 4 - Género dos trabalhadores rurais

Género Feminino Masculino Total
Freq. Freq. Freq. Freq.
Absoluta | Relativa Absoluta Relativa
(%) (%)
75 27,99 193 72,01 268
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As Tabelas 5 e 6 representam a idade média em relacdo ao tempo de trabalho (em

anos) como agricultor rural, envolvendo tanto os trabalhadores que usam
agrotoxicos quanto 0s que nao usam agrotoxicos.

De acordo com as Tabelas 5 e 6 (que representam o numero total de individuos e o
percentual relativo dos mesmos, respectivamente), observamos que existe uma
concentracao de agricultores com idade entre 34 a 50 anos e com tempo de trabalho
como agricultor de 26 a 50 anos, com numero total de individuos nesta interseccéo

de 86, que representa 32,21% do total de agricultores.

Tabela 5 - Distribuicdo do tempo de ocupagdo (em anos) em relacédo a faixa

etaria na populacdo de estudo

Faixa etaria Tempo de ocupacao (em anos)
la?25 26 a 50 51a’75 76 a 100
18 a 33 49 12 5 6
34 a 50 29 86 7 9
51 a 67 10 30 12 10
68 a 84 0 0 1 1

Tabela 6 - Distribuicdo do tempo de ocupacgdo (em anos) em relacdo a faixa

etaria na populacdo de estudo em percentual (%)

Tempo agricultor (em anos)
Idade 1a25 26 a 50 51a75 76 a 100 Total
18 a 33 18,35% 4,49% 1,87% 2,25% 26,97%
34 a 50 10,86% 32,21% 2,62% 3,37% 49,06%
51 a 67 3,75% 11,24% 4,49% 3,75% 23,22%
68 a 84 0,00% 0,00% 0,37% 0,37% 0,75%
Total 32,96% 47,94% 9,36% 9,74% 100%
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A primeira analise foi feita com relacdo a quantidade de sintomas apresentados
pelos agricultores, comparando os trabalhadores que usam agrotoxicos e 0s que

nao usam agrotoxicos.

Tabela 7 - Quantidade de Sintomas Apresentados pelos Agricultores

Classe gendétipo Uso de agrotéxico Numero Sintomas
A SIM 1974
NAO 190
B SIM 955
NAO 97
C SIM 141
NAO 14

Na tabela acima (tabela 7) temos a informacdo de como se comportou a quantidade
de sintomas dos agricultores quando separamos 0S mesmos por classe de genotipo
e uso de agrotoxico. A partir desta andlise podemos ter a impressdao de um certo
indicio de que agricultores expostos a agrotoxicos apresentam uma quantidade
maior de sintomas, porém ocorre pois 0 niumero de agricultores que trabalham com
agrotoxicos € muito maior do que namero de agricultores que nao trabalham com
agrotéxicos (numero absoluto).

Essa informac&o pode ser melhor verificada na Tabela 9, em que observamos a
frequéncia de uso do total de agrotdxicos na populacdo estudada: cerca de 90,27%

dos agricultores utilizam agrotéxicos e apenas 9,03% nao utilizam agrotoxicos.

Tabela 8 - Quantidade de trabalhadores rurais que utilizam agrotoxicos

Usa Usam agrotoxicos N&o usam agrotoxicos | Total
agrotoxico | Fregq. Freq. Freq. Freq.
Absoluta | Relativa Absoluta | Relativa
(%) (%)
272 90,97 27 9,03 299

Em seguida, na tabela 9, temos a frequéncia do uso de cada tipo de agrotéxico,

disso temos que os agrotdxicos mais utilizados sdo o glifosato (79,66%), o flutriafol
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(32,85%), o tiametoxam (26,91%) e o ciproconazol (22,34%). Esses sao os
agrotoxicos que mais de 20% dos produtores rurais afirmam utilizar. Além disso,
temos os agrotoxicos que sdo utilizados por poucos produtores rurais.

Essas percentagens sdo observadas visto que os agricultores utilizam mais de um

tipo de agrotoxico concomitantemente.

Tabela 9 - Frequéncia de uso dos agrotoxicos

Glifosato 23 79,66 59 20,34 290
Ciproconazoltriadimenol | 61 22,34 212 77,66 273
Mancozebe 5 1,83 268 98,17 273
Tebuconazol 1 0,37 272 99,63 273
Azoxistrobina 18 6,59 255 93,41 273
Usaciproconazol 39 14,23 235 85,77 274
Flutriafoltiofanatometicul | 6 2,20 267 97,80 273
0

Usaflutriafol 90 32,85 184 67,15 274
Azoxistrobinaciproconaz | 18 6,59 255 93,41 273
ol

Oxicloreto de cobre 8 2,93 265 97,07 273
Fenpropatrina 7 2,56 266 97,44 273
Abamectina 5 1,82 269 98,18 274
Fosfeto de aluminio 6 2,20 267 97,80 273
Imiracloprido 18 6,59 255 93,41 273
Lambdacialotrina 4 1,47 269 98,53 273
Tiametoxam 74 26,91 201 73,09 275
Oxifluorfem 4 1,48 266 98,52 270

2.4 — D-dimetilamina 21 7,72 251 92,28 272
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A seguir, na tabela 10, vamos observar como se comporta a média da quantidade de

sintomas de acordo com a classe de metabolizadores (A, B e C).

Tabela 10 - Média de Sintomas Apresentados pelos Agricultores

Classe gendétipo Uso de agrotéxico Média do Nimero Sintomas
A SIM 11,41
A NAO 11,17
B SIM 11,36
B NAO 12,125
C SIM 12,82
C NAO 14

Interessantemente, quando observamos a média de quantos sintomas cada uma

dessas classes de agricultores apresentaram (tabela 10), notamos valores muito
parecidos para todos eles (sendo que esses dados também estdo de acordo com o

que foi descrito na tabela 7). Logo, concluimos com essas analises que, em relacdo

a média do numero de sintomas apresentados pelos agricultores de acordo com sua

classe respectiva de gendtipos, ndo existe diferenca entre aqueles agricultores que

usam agrotéxicos quando comparado aos que ndo usam agrotoxicos.

Dada essa andlise inicial, vamos observar como se comportam algumas variaveis

comportamentais como o0 consumo de bebidas alcodlicas e uso de tabaco para as

diferentes classes de gendtipos (tabela 11).



Tabela 11 — Uso Bebida alcodlica / Tabaco
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Classe Bebida alcodlica
Genotipo Total
Bebe Ja bebeu e ndo bebe Nunca
atualmente atualmente bebeu
A 79 (42,24%) 43 (22,99%) p P
, ' (34,77%) | (100%)
27 93
B 44 (47,31%) 22 (23,65%) (29,04%) | (100%)
C 5 (41,67%) 2 (16,66%) 5 (41,67%) (135%)
Classe Uso de tabaco
Genotipo Total
Fuma Ja fumou e ndo fuma Nunca
atualmente atualmente fumou
135 135
0, 0,
A 15 (8,02%) 37 (21,51%) (70.47%) | (100%)
72 72
0, 0,
B 7(7,61%) 13 (15,29%) (77,10%) | (100%)
1 (8,33%) 2 (18,18%) 9 (75,01%) | 9 (100%)

Podemos observar na tabela 11 que ndo ha evidéncias de que o gendtipo tenha

alguma associacdo com o0s habitos dos agricultores, uma vez que esses habitos

apresentam distribuicdo muito similar para cada um dos genétipos.

Voltando as analises com relagcdo aos sintomas apresentados pelos agricultores,

vamos observar o fato de os agricultores apresentarem (ou ndo) sintomas de acordo

com a classe de gendtipo (tabela 12).

Tabela 12 - Classe de genotipos / Presenca de Sintomas

Classe gendtipo Apresentou sintomas
: ~ Total
Sim | Nao
A 185 (96,86%) 6 (3,14%) 191 (100%)
B 90 (94,74%) 5 (5,26%) 95 (100%)
C 12 (100%) 0 (0,00%) 12 (100%)

Ao observarmos a tabela acima (tabela 13) podemos constatar que ha evidéncias de

gue a apresentacao de sintomas ndo esta associada com a classe de genétipo do

agricultor, uma vez que as colunas “Sim” e “Nao

praticamente

se distribuem de maneira

para as 3 classes de gendtipos. Sendo assim surge a

necessidade de voltarmos a analisar o uso de agrotoxico (tabela 13):
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Tabela 13 — Uso de Agrotéxicos / Presenca de Sintomas

Agrotéxico Apresentou sintomas
: Total
Sim N&o
Sim 258 (96,27%) 10 (3,73%) 268 (100%)
N&o 25 (96,15%) 1 (3,85%) 26 (100%)

E ao observarmos o resultado dessa analise (tabela 13), reforcamos o resultado que
encontramos anteriormente. Apresentar (ou ndo) sintomas se comporta de maneira
similar para agricultores que se expde ou ndo se expde aos agrotoxicos. Podemos
observar também como a quantidade de sintomas se comporta se verificarmos o

grafico de barras a seguir (figura 7):

Frequéncia da quantidade de sintomas apresentados pelos agricultores

N ‘
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Quantidade de sinfomas
Figura 7 Frequéncia da quantidade de sintomas apresentados pelos agricultores.
Fonte: Proprio autor, 2020.
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Nesta figura, observamos uma barra para a quantidade de sintomas apresentados
por cada agricultor e vemos que ndo ha um padrdo de quantidade que mais se repita
(figura 7).

A partir dessas analises realizamos uma classificacdo dessa quantidade de sintomas
da seguinte forma: até 10 sintomas recebeu a denominagédo I’; entre 10 e 20
sintomas recebeu a denominacao ‘II’; e acima de 20 sintomas recebeu a
denominagdo ‘lIl'. Para realizar a avaliagdo da variavel referente a quantidade de
sintomas, criamos classes de mesma amplitude e utilizamos a metodologia descrita

por Morettin e Bussab (2010).
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Sendo assim temos a seguinte distribuicdo dessas denominacdes (tabela 14):

Tabela 14 - Distribuicdo do namero individuos por grupo de sintomas
I Il 1]
149 114 35

Fizemos essa classificagdo no intuito de observarmos se a quantidade de sintomas
apresentados pelos agricultores possui associagdo com 0 uso de agrotoxico.

Portanto, vamos observar a tabela de frequéncia (tabela 15):

Tabela 15 - Quantidade de sintomas / Uso de agrotéxicos

p-valor
. _ p-valor
Genotipo A (Qui- .
(Fisher)
guadrado)
Quantidade de sintomas
Agrotéxico
I Il M
Sim 89 63 21 0,7443 0,6768
Nao 9 5 3
Genotipo B
Quantidade de sintomas
Agrotéxico
I Il [l
Sim 41 34 9 0,389 0,5481
N&o 3 5 0
Genotipo C
Quantidade de sintomas
Agrotéxico
I Il M
Sim 5 4 2 0,466 1
N&o 0 1 0

Para testarmos a independéncia das variaveis foram utlizados os testes qui-
guadrado e o teste exato de Fisher.

Observamos por meio do p-valor de ambos os testes que nao temos evidéncias para
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rejeitar a hipotese nula de que as variaveis sdo independentes. Dessa maneira
concluimos que a quantidade total de sintomas apresentados pelos agricultores ndo
possui associagcdo com 0 uso ou ndo de agrotoxicos.

Feita essa analise, vamos nos voltar para a pergunta fundamental do projeto: “existe
associacao entre o uso dos agrotoxicos e o aparecimento de sintomas especificos
de acordo com os gendtipos analisados comparativamente?”

Portanto, para responder tal pergunta teriamos que observar a frequéncia do uso de
agrotéxico e a apresentacdo de todos os 43 sintomas para cada uma das classes de
genodtipo. Basicamente, foram construidas 3 tabelas de frequéncia para cada
sintoma/doenca de acordo com o gendtipo e uso (ou ndo) de agrotoxicos. Apos a
construcdo das tabelas de frequéncia foram utilizados os teste qui-quadrado e teste
exato de Fisher para testar a hipétese nula de que as variaveis sao independentes a
um nivel de significancia de 0,05.

Resumidamente, os resultados apresentados foram interpretados da seguinte forma:
Se o p-valor do teste for menor que seu nivel de significancia nos rejeitamos a
hipétese nula, caso o contrario, ndo temos evidéncias para rejeitar a hipétese nula e,

portanto, consideramos as variaveis como sendo independentes.

Abaixo segue a analise para o sintoma “Irritagdo ocular”:

Tabela 16 - Analise para o sintoma “Irritagao ocular”

Genotipo A
Agrotoxico Irritacdo ocular p-valor
sim N Qui-quadrado Fisher
Sim 89 84
NE 3 9 0,9275 0,8025
Genotipo B
Agrotéxico Irritacdo ocular p-valor
Sim N Qui-quadrado Fisher
Sim 52 32
NZo 6 5 0,7264 0,7054
Genotipo C
Agrotéxico Irritacdo ocular p-valor
Sim NA&oO Qui-quadrado Fisher
Sim 5 6
N&o 0 1 1 1
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Portanto ndo rejeitamos a hipotese nula de independéncia a um nivel de confianca

de 95%. Ou seja, 0 uso de agrotdxico ndo tem associagdo com 0 aparecimento de

irritacdo ocular para pessoas do gendtipo A, B e C.

Segue a analise para o sintoma “Lesdes na pele e alergias”:

Tabela 17 - Analise para o sintoma “Les6es na pele e alergias”

Gendbtipo A
Lo Lesdes na pele e p-valor
Agrotoxico alergias
Sim NA&O Qui-quadrado Fisher
Sim 61 112 0,2385 0,1887
N&o 9 8
Genotipo B
Agrotoxico LesOes na pele e p-valor
alergias
sim N Qui-quadrado Fisher
Sim 28 55 0,9139 1
N&o 6 2
Gendtipo C
Agrotoxico Lesdes na pele e p-valor
alergias
Sim N Qui-quadrado Fisher
Sim 6 5
N&o 0 1 ! 1

Portanto ndo rejeitamos a hipétese nula de independéncia a um nivel de confianca

de 95%. Ou seja, 0 uso de agrotdxico ndo tem associagcdo com 0 aparecimento de

lesBes na pele e alergia para pessoas do genétipo A, B e C.



Segue a andlise para o sintoma “Queimaduras na pele”:

Tabela 18 - Analise para o sintoma “Queimaduras na pele”
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Genotipo A
AQrotéxico Queimaduras na p-valor
pele
Sim N Qui-quadrado Fisher
ﬁl';’) 228 11454 0,8902 1
Genoétipo B
Agrot6xico Queimaduras na p-valor
pele
sim NAO Qui-quadrado Fisher
Sim 18 66
N&o 2 6 . 1
Genotipo C
Lo Queimaduras na p-valor
Agrotoxico pele
Sim NA&oO Qui-quadrado Fisher
;i[“ i g 0,5465 0,25
ao

Portanto ndo rejeitamos a hipotese nula de independéncia a um nivel de confianca

de 95%. Ou seja, 0 uso de agrotdxico ndo tem associacdo com 0 aparecimento

gueimaduras na pele para pessoas do gendtipo A, B e C.



Segue a andlise para o sintoma “Nausea e ansia de vémito”:

Tabela 19 - Analise para o sintoma “Nausea e ansia de vomito”

Genotipo A
Lo Nausea e ansia de p-valor
Agrotoxico A
vOmito
Sim N Qui-quadrado Fisher
Sim 73 100 0,7694 0,6184
N&o 6 11
Genotipo B
- Nausea e ansia de p-valor
Agrotoxico A
vOmito
) . Qui-quadrado Fisher
Sim Nao
Sim 34 50 0,1313 0,0740
N&o 6 2
Gendtipo C
Adrotéxico Nausea e ansia de p-valor
9 vomito
Sim N Qui-quadrado Fisher
Sim 5 6
N&o 1 . 1

Portanto ndo rejeitamos a hipotese nula de independéncia a um nivel de 0,05. Ou
seja, 0 uso de agrotdxico ndo tem associacdo com o aparecimento de Nausea e

ansia de vomito para pessoas do gendtipo A, B e C.
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Segue a anadlise para o sintoma “Catarro”:

Tabela 20 - Analise para o sintoma “Catarro”

Genotipo A
Agrotéxico Catarro p-valor
. 5 Qui-quadrado Fisher
Sim Nao
Sim 67 106 0,6216 0,6024
Nao 5 12
Genotipo B
Agrotoxico Catarro p-valor
Sim NA&O Qui-quadrado Fisher
Sim 33 ol 0,8311 0,7096
N&o 4 4
Genotipo C
Agrotoxico Catarro p-valor
. 5 Qui-quadrado Fisher
Sim Nao
Sim 6 5
N&o 1 0 ! !

Portanto ndo rejeitamos a hipotese nula de independéncia. Ou seja, o uso de
agrotoxico ndo tem associacdo com o aparecimento de Catarro para pessoas do

gendtipo A, B e C.



Segue a analise para o sintoma “Dor abdominal”:
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Tabela 21 - Andlise para o sintoma “Dor abdominal”

Genotipo A
Agrotéxico Dor abdominal p-valor
. . Qui-quadrado Fisher
Sim Nao
Sll’n 69 104 1 1
N&o 7 10
Genotipo B
Agrotoxico Dor abdominal p-valor
Sim NA&O Qui-quadrado Fisher
Sim 40 44
N&o 4 4 1 1
Genotipo C
Agrotoxico Dor abdominal p-valor
. . Qui-quadrado Fisher
Sim Nao
Sim 5 6
N&o 1 0 1 1

Portanto ndo rejeitamos a hipdtese nula de independéncia. Ou seja, 0 uso de

agrotoxico ndo tem associagdo com o aparecimento de dor abdominal para pessoas

do gendtipo A, B e C.
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Segue a anadlise para o sintoma “Diarreia”:

Tabela 22 - Analise para o sintoma “Diarreia”

Genotipo A
Agrotéxico Diarreia p-valor
. 5 Qui-quadrado Fisher
Sim Nao
Sim 71 102
Nao 7 10 1 1
Genotipo B
Agrotoxico Diarreia p-valor
Sim NA&O Qui-quadrado Fisher
Sim 32 52 0,2907 0,2509
N&o 1 7
Genotipo C
Agrotoxico Diarreia p-valor
. 5 Qui-quadrado Fisher
Sim Nao
Sim 3 8
N&o 0 1 ! !

Portanto ndo rejeitamos a hipotese nula de independéncia. Ou seja, o uso de
agrotoxico nao tem associacdo com o aparecimento de diarréia para pessoas do

gendtipo A, B e C.
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Segue a analise para o sintoma “Digestao dificil”:

Tabela 23 - Anadlise para o sintoma “Digestao dificil”

Genotipo A
Agrotéxico Digestéo dificil p-valor
. 5 Qui-quadrado Fisher
Sim Nao
Sim 57 116
N&o 6 11 1 1
Genotipo B
Agrotoxico Digestao dificil p-valor
Sim NA&O Qui-quadrado Fisher
Sim 26 o8 0,4909 0,429
N&o 1 7
Genotipo C
Agrotoxico Digestao dificil p-valor
. 5 Qui-quadrado Fisher
Sim Nao
Sim 5 6
N&o 0 1 ! !

Portanto ndo rejeitamos a hipotese nula de independéncia. Ou seja, o uso de
agrotoxico nao tem associagcdo com o aparecimento de irritagcdo ocular para pessoas

do gendtipo A, B e C.
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Segue a andlise para o sintoma “Chiados/sibilos”:

Tabela 24 - Andlise para o sintoma “Chiados/sibilos”

Genotipo A
Agrotéxico Chiados/sibilos p-valor
. 5 Qui-quadrado Fisher
Sim Nao
Sim 27 146 1 0,7356
N&o 3 14
Genotipo B
Agrotoxico Chiados/sibilos p-valor
Sim NA&O Qui-quadrado Fisher
Sim 14 70 0,4599 0,6026
N&o 0 8
Genotipo C
Agrotoxico Chiados/sibilos p-valor
. 5 Qui-quadrado Fisher
Sim Nao
Sim 2 9
N&o 0 1 ! !

Portanto ndo rejeitamos a hipotese nula de independéncia. Ou seja, o uso de
agrotoxico ndo tem associagdo com o aparecimento de “chiados/sibilos” para

pessoas do gendtipo A,Be C.
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Segue andlise para o sintoma “asma’:

Tabela 25 - Analise para o sintoma “Asma”

Genotipo A
Agrotéxico Asma p-valor
. 5 Qui-quadrado Fisher
Sim Nao
Sim 15 158 0,1272 0,07319
N&o 4 13
Genétipo B
Agrotoxico Asma p-valor
Sim NEO Qui-quadrado Fisher
Sim 9 & 0,7249 1
N&o 0 8
Gendtipo C
Agrotoxico Asma p-valor
Sim NA&O Qui-quadrado Fisher
Sim 2 9
N&o 0 1 . .

Portanto nao rejeitamos a hipotese nula de independéncia a um nivel de
significancia de 0,05. Ou seja, 0 uso de agrotoxico ndo tem associagdo com o

aparecimento de asma para pessoas do genétipo A, B e C.
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Segue a anadlise para o sintoma “Inflamacgdes gastricas”:

Tabela 26 - Analise para o sintoma “Inflamag6es gastricas”

Genotipo A
Agrotoxico Inflfamq(;oes p-valor
gastricas
Sim N Qui-quadrado Fisher
Sim 38 135 0,6918 0,5439
N&o 5 12
Genotipo B
Agrotoéxico Inflf';lmggoes p-valor
gastricas
Sim NEO Qui-quadrado Fisher
Ei[“ 310 574 0,3493 0,2589
ao
Genotipo C
Lo Inflamacbes p-valor
Agrotoxico géstricas
: ~ ui-quadrado isher
Sim N&ao S Sl ST
Sim 2 9
N&o 0 1 s 1

Portanto ndo rejeitamos a hipétese nula de independéncia. Ou seja, 0 uso de
agrotéxico ndo tem associacdo com o0 aparecimento de inflamacgdes gastricas para

pessoas do gendtipo A,Be C.



Segue a anadlise para o sintoma “Doencgas hepaticas”:

Tabela 27 - Anélise para o sintoma “Doencas hepaticas”
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Genotipo A
Agrotéxico Doencas hepaticas p-valor
. . Qui-quadrado Fisher
Sim Nao
Sim 19 154 0,8105 1
Nao 1 16
Genotipo B
Agrotdxico Doencas hepaticas p-valor
Sim NA&O Qui-quadrado Fisher
Sim 9 75 0,7249 1
N&o 0 8
Genotipo C
Agrotoxico Doencas hepéticas p-valor
. . Qui-quadrado Fisher
Sim Nao
Sim 4 7
N&o 0 1 1 1

Portanto ndo rejeitamos a hipotese nula de independéncia. Ou seja, o uso de

agrotoxico nao tem associagdo com o aparecimento de Doengas hepaticas para

pessoas do gendtipo A,Be C.



Segue a anadlise para o sintoma “Alteragdes na pressao arterial:
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Tabela 28 - Andlise para o sintoma “Alteragdes na pressao arterial”

Genotipo A
AQrotéxico Alter:a(;oes na p-valor
pressdo arterial
Sim N Qui-quadrado Fisher
Sim 48 133 0,003717 0,003055
N&o 1 7
Genotipo B
Agrotéxico Alter?goes na p-valor
pressao arterial
Sim NEG Qui-quadrado Fisher
Sim 25 59 1
N&o 2 6
Genotipo C
Lo Alteracdes na p-valor
APIEIREe pressao arterial
Sim NA&oO Qui-quadrado Fisher
N&o 1 0

Portanto nao rejeitamos a hipdtese nula de independéncia para pessoas com O

gendtipo B e C. Ja para pessoas do genétipo A temos evidéncias para rejeitar a

hipétese de que “Alteragbes na pressdo arterial” é independente do uso de

agrotoxico.



Segue a andlise para o sintoma “Infertilidade”:

Tabela 29 - Analise para o sintoma “Infertilidade”
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Genotipo A
Agrotéxico Infertilidade p-valor
. 5 Qui-quadrado Fisher
Sim Nao
Sim 3 168
N&o 0 17 1 1
Genotipo B
Agrotoxico Infertilidade p-valor
Sim NA&O Qui-quadrado Fisher
Sim 0 83 0,1434 0,08791
N&o 1 7
Genotipo C
Agrotoxico Infertilidade p-valor
. 5 Qui-quadrado Fisher
Sim Nao
Sim 1 10
N&o 0 1 ! !

Portanto ndo rejeitamos a hipotese nula de independéncia. Ou seja, 0 uso de

agrotoxico nao tem associagdo com o aparecimento de infertilidade para pessoas do

gendtipo A, B e C.
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Segue a anadlise para o sintoma “Lacrimejamento:

Tabela 30 - Analise para o sintoma “Lacrimejamento”

Genotipo A
Agrotéxico Lacrimejamento p-valor
. 5 Qui-quadrado Fisher
Sim Nao
Sim 42 131 0,753 0,7663
Nao 3 14
Genotipo B
Agrotdxico Lacrimejamento p-valor
Sim NA&O Qui-quadrado Fisher
Sim 21 63 0,27 0,2061
Nao 4 4
Genotipo C
Agrotoxico Lacrimejamento p-valor
. 5 Qui-quadrado Fisher
Sim Nao
Sim 3 8
N&o 0 1 1 1

Portanto ndo rejeitamos a hipotese nula de independéncia. Ou seja, o uso de
agrotoxico ndo tem associacdo com o aparecimento de lacrimejamento para

pessoas do gendtipo A,Be C.
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Segue andlise para o sintoma “Tonturas”:

Tabela 31 - Analise para o sintoma “Tonturas”

Genotipo A
Agrotéxico Tonturas p-valor
. . Qui-quadrado Fisher
Sim Nao
Sim 84 88
N&o 8 9 ! 1
Genotipo B
Agrotoxico Tonturas p-valor
Sim NA&O Qui-quadrado Fisher
Sim 39 45 0,91 0,7231
N&o 3 5
Genotipo C
Agrotoxico Tonturas p-valor
. . Qui-quadrado Fisher
Sim Nao
Sim 6 5
N&o 0 1 1 1

Portanto ndo rejeitamos a hipotese nula de independéncia. Ou seja, o uso de

agrotoxico ndo tem associagcdo com 0 aparecimento de tonturas para pessoas do

gendtipo A, B e C.
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Segue a anadlise para o sintoma “Tosse”:

Tabela 32 - Andlise para o sintoma “Tosse”

Genotipo A
Agrotéxico Tosse p-valor
. 5 Qui-quadrado Fisher
Sim Nao
Sim 3 100 0,2161 0,1954
Nao 4 13
Genotipo B
Agrotoxico Tosse p-valor
Sim NA&O Qui-quadrado Fisher
Sim 39 45 0,91 0,7231
N&o 3 5
Genotipo C
Agrotoxico Tosse p-valor
. 5 Qui-quadrado Fisher
Sim Nao
Sim 6 5
N&o 1 0 ! !

Portanto ndo rejeitamos a hipotese nula de independéncia. Ou seja, 0 uso de
agrotoxico ndo tem associacdo com 0 aparecimento de tosse para pessoas do

gendtipo A, B e C.
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Segue a anadlise para o sintoma “Falta de ar”:

Tabela 33 - Analise para o sintoma “Falta de ar”

Genotipo A
Agrotéxico Falta de ar p-valor
. 5 Qui-quadrado Fisher
Sim Nao
Sim 46 127 0,3191 0,2558
Nao 7 10
Genotipo B
Agrotoxico Falta de ar p-valor
Sim NA&O Qui-quadrado Fisher
Sim 22 62
N&o 2 6 ! !
Genotipo C
Agrotoxico Falta de ar p-valor
. 5 Qui-quadrado Fisher
Sim Nao
Sim 3 8 0,7119 0,3333
N&o 1 0

Portanto ndo rejeitamos a hipotese nula de independéncia. Ou seja, o uso de
agrotoxico ndo tem associagcdo com o aparecimento de falta de ar para pessoas do

gendtipo A, B e C.



73

Segue a anadlise para o sintoma “Visao turva”:

Tabela 34 - Analise para o sintoma “Visao turva”

Genotipo A
Agrotéxico Viséao turva p-valor
. 5 Qui-quadrado Fisher
Sim Nao
Sim 60 113 0,8656 0,7922
N&o 5 12
Genotipo B
Agrotoxico Visao turva p-valor
Sim NA&O Qui-quadrado Fisher
Sim 28 56 0,5773 0,4422
N&o 4 4
Genotipo C
Agrotoxico Viséo turva p-valor
. 5 Qui-quadrado Fisher
Sim Nao
Sim 4 7
N&o 0 1 ! !

Portanto ndo rejeitamos a hipotese nula de independéncia. Ou seja, o uso de
agrotoxico nao tem associagdo com o0 aparecimento de visdo turva para pessoas do

gendtipo A, B e C.
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Segue andlise para o sintoma “Tremores”:

Tabela 35 - Analise para o sintoma “Tremores”

Genotipo A
Agrotéxico Tremores p-valor
. 5 Qui-quadrado Fisher
Sim Nao
Sim 44 129 0,2666 0,1642
Nao 7 10
Genotipo B
Agrotoxico Tremores p-valor
Sim NA&O Qui-quadrado Fisher
Sim 27 o7 0,4522 0,4272
N&o 1 7
Genotipo C
Agrotoxico Tremores p-valor
. 5 Qui-quadrado Fisher
Sim Nao
Sim 3 8 0,7119 0,3333
N&o 1 0

Portanto ndo rejeitamos a hipotese nula de independéncia. Ou seja, 0 uso de
agrotoxico ndo tem associacdo com o0 aparecimento de tremores para pessoas do

gendtipo A, B e C.
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Segue a anadlise para o sintoma “Voémitos”:

Tabela 36 - Analise para o sintoma “Voémitos”

Genotipo A
Agrotéxico Vémitos p-valor
. 5 Qui-quadrado Fisher
Sim Nao
Sim 64 109 0,4009 0,3044
Nao 4 13
Genotipo B
Agrotoxico Vémitos p-valor
Sim NA&O Qui-quadrado Fisher
Sim 29 55 0,8783 0,7127
N&o 2 6
Genotipo C
Agrotoxico Vomitos p-valor
. 5 Qui-quadrado Fisher
Sim Nao
Sim 3 8 0,7119 0,3333
N&o 1 0

Portanto ndo rejeitamos a hipotese nula de independéncia. Ou seja, o uso de
agrotoxico ndo tem associagdo com 0 aparecimento de vomitos para pessoas do

gendtipo A, B e C.



Segue a anadlise para o sintoma “Dor nas articulagdes”:

Tabela 37 - Analise para o sintoma “Dor nas articulagées”
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Genotipo A
Agrotéxico DIBI7 [1E paEer
articulacoes
Sim N Qui-quadrado Fisher
Sim 85 88
N&o 8 9 ! 1
Genotipo B
Agrotéxico DO (L T
articulacoes
: - Qui-quadrado Fisher
Sim Nao
Sim 42 42 0,7598 0,7145
N&o 3 5
Gendtipo C
Lo Dor nas p-valor
AYEUE articulagdes
Sim N Qui-quadrado Fisher
Sim 5 6
Nao 1 0 . 1

Portanto ndo rejeitamos a hipétese nula de independéncia. Ou seja, 0 uso de

agrotéxico ndo tem associacdo com o aparecimento de dor nas articulagdes para

pessoas do gendtipo A,Be C.
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Segue a anadlise para o sintoma “Hepatite”:

Tabela 38 - Andlise para o sintoma “Hepatite”

Genotipo A
Agrotéxico Hepatite p-valor
. 5 Qui-quadrado Fisher
Sim Nao
Sim 16 157 1 0,6665
Nao 2 15
Genotipo B
Agrotdxico Hepatite p-valor
Sim NA&O Qui-quadrado Fisher
Sim 8 6 0,07838 0,05176
N&o 3 5
Genotipo C
Agrotoxico Hepatite p-valor
. 5 Qui-quadrado Fisher
Sim Nao
Sim 0 11 0,003892 ]
N&o 0 1

Portanto ndo rejeitamos a hipétese nula de independéncia. O resultado apresentado
pelo teste qui-quadrado néo traz significancia estatistica devido ao baixo numero de
observacdes. Ou seja, 0 uso de agrotdéxico ndo tem associagcdo com o aparecimento

de hepatite para pessoas do gendtipo A, B e C.
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Segue a anadlise para o sintoma “Artrose/osteoporose”:

Tabela 39 - Andlise para o sintoma “Artrose/osteoporose”

Genotipo A
Agrotéxico Artrose/osteoporose p-valor
. . Qui-quadrado Fisher
Sim Nao
Sim 17 156 0,9236 1
Nao 1 16
Genotipo B
Agrotdxico Artrose/osteoporose p-valor
Sim N0 Qui-quadrado Fisher
Sim 5 78
N&o 0 8 1 1
Genotipo C
Agrotéxico Artrose/osteoporose p-valor
. . Qui-quadrado Fisher
Sim Nao
Sim 1 10
N&o 0 1 1 1

Portanto ndo rejeitamos a hipdtese nula de independéncia. Ou seja, 0 uso de

agrotoxico nao tem associagdo com 0 aparecimento de artrose/osteoporose para

pessoas do gendtipo A,Be C.



Segue a anadlise para o sintoma “Doengas renais”:
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Tabela 40 - Andlise para o sintoma “Doencgas renais”

Genotipo A
Agrotéxico Doencas renais p-valor
. 5 Qui-quadrado Fisher
Sim Nao
Sim 38 135 0,06536 0,02635
Nao 0 17
Genotipo B
Agrotoxico Doencas renais p-valor
Sim NA&O Qui-quadrado Fisher
Sim 22 62 0,6692 0,6742
N&o 1 7
Genotipo C
Agrotoxico Doencas renais p-valor
. 5 Qui-quadrado Fisher
Sim Nao
Sim 2 9
N&o 0 1 ! !

Portanto ndo rejeitamos a hipotese nula de independéncia para pessoas do genotipo

B e C. No entanto, temos evidéncias para rejeitar a hipétese nula de independéncia

entre 0 aparecimento de doencas renais e uso de agrotoxico para pessoas com 0

gendtipo A.



Segue a anadlise para o sintoma “Doengas respiratérias”:

Tabela 41 - Analise para o sintoma “Doencas respiratérias”
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Genotipo A
Agrotéxico DS el
respiratérias
Sim N Qui-quadrado Fisher
Sim 23 150 0,8978 0,709
N&o 3 14
Genotipo B
Agrotoxico SEAE p-valor
respiratérias
: - Qui-quadrado Fisher
Sim Nao
Sim 14 70
N&o 1 7 1 1
Gendtipo C
Lo Doencas p-valor
AU respiratorias
Sim N Qui-quadrado Fisher
Sim 1 10
Nao 0 1 s 1

Portanto ndo rejeitamos a hipétese nula de independéncia. Ou seja, 0 uso de

agrotéxico ndo tem associacdo com o aparecimento de doencgas respiratorias para

pessoas do gendtipo A,Be C.



Segue andlise para o sintoma “Déficit de atengao”:

Tabela 42 - Anadlise para o sintoma “Déficit de atengao”
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Genotipo A
Agrotéxico Déficit de atencéao p-valor
. 5 Qui-quadrado Fisher
Sim Nao
Sim 15 157 0,4455 0,2099
Nao 3 14
Genotipo B
Agrotdxico Déficit de atencao p-valor
Sim NA&O Qui-quadrado Fisher
Sim 5 9 0,01782 0,020081
N&o 3 5
Genotipo C
Agrotéxico Déficit de atencéao p-valor
. 5 Qui-quadrado Fisher
Sim Nao
Sim 2 9
N&o 0 1 1 1

Portanto ndo rejeitamos a hipotese nula de independéncia para pessoas do genétipo

A e C. No entanto, temos evidéncias para rejeitar a hipétese nula de independéncia

entre 0 aparecimento de déficit de atencdo e o uso de agrotoxico para pessoas do

gendtipo B.



Segue a anadlise para o sintoma “Abortamentos”:
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Tabela 43 - Anadlise para o sintoma “Abortamentos”

Genotipo A
Agrotéxico Abortamentos p-valor
. 5 Qui-quadrado Fisher
Sim Nao
Sim 10 163
Nao 1 16 1 1
Genotipo B
Agrotoxico Abortamentos p-valor
Sim NA&O Qui-quadrado Fisher
Sim 2 82 0,0007 0,00409
N&o 3 5
Genotipo C
Agrotoxico Abortamentos p-valor
. 5 Qui-quadrado Fisher
Sim Nao
Sim 1 10
N&o 0 1 ! !

Portanto ndo rejeitamos a hipotese nula de independéncia para pessoas do genotipo

A e C. No entanto, temos evidéncias para rejeitar a hipétese nula de independéncia

entre abortamentos e o uso de agrotoxico para pessoas do genétipo B.
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Segue a anadlise para o sintoma “Dor de cabecga”:

Tabela 44 - Analise para o sintoma “Dor de cabec¢a”

Genotipo A
Agrotéxico Dor de cabeca p-valor
. 5 Qui-quadrado Fisher
Sim Nao
Sim 114 59 0,4233 0,2981
Nao 9 8
Genotipo B
Agrotdxico Dor de cabeca p-valor
Sim NA&O Qui-quadrado Fisher
Sim 54 30 0,2981 0,4615
Nao 4 4
Genotipo C
Agrotéxico Dor de cabeca p-valor
. 5 Qui-quadrado Fisher
Sim Nao
Sim 7 4
N&o 1 0 1 1

Portanto ndo rejeitamos a hipotese nula de independéncia. Ou seja, o uso de
agrotoxico nao tem associagdo com o0 aparecimento de dor de cabeca para pessoas

do gendtipo A, B e C.
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Segue andlise para o sintoma “Suor excessivo™:

Tabela 45 - Andlise para o sintoma “Suor excessivo”

Genotipo A
Agrotéxico Suor excessivo p-valor
. 5 Qui-quadrado Fisher
Sim Nao
Sim 65 108 0,3764 0,3005
Nao 4 13
Genotipo B
Agrotoxico Suor excessivo p-valor
Sim NA&O Qui-quadrado Fisher
Sim 28 56
N&o 3 5 ! !
Genotipo C
Agrotoxico Suor excessivo p-valor
. 5 Qui-quadrado Fisher
Sim Nao
Sim 7 4 0,8599 0,4167
N&o 0 1

Portanto ndo rejeitamos a hipotese nula de independéncia. Ou seja, o uso de
agrotoxico nao tem associagdo com o0 aparecimento de suor excessivo para pessoas

do gendtipo A, B e C.
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Segue a andlise para o sintoma “Salivagao”:

Tabela 46 - Andlise para o sintoma “Salivagao”

Genotipo A
Agrotéxico Salivacédo p-valor
. 5 Qui-quadrado Fisher
Sim Nao
Sim 30 143 0,8052 0,7422
Nao 2 15
Genotipo B
Agrotdxico Salivacédo p-valor
Sim NA&O Qui-quadrado Fisher
Sim 7 77 0,8794 1
N&o 0 8
Genotipo C
Agrotéxico Salivacao p-valor
. 5 Qui-quadrado Fisher
Sim Nao
Sim 3 8
N&o 0 1 1 1

Portanto ndo rejeitamos a hipotese nula de independéncia. Ou seja, 0 uso de

agrotoxico ndo tem associacdo com 0 aparecimento de salivacdo para pessoas do

gendtipo A, B e C.
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Segue a anadlise para o sintoma “Agitagao/irritabilidade”:

Tabela 47 - Andlise para o sintoma “Agitagaol/irritabilidade”

Genotipo A
Agrotéxico Agitacaol/irritabilidade p-valor
Qui- Fisher
Sim Nao quadrado
Sim 70 103 0,8763 0,7981
N&o 6 11
Genétipo B
Agrotoxico Agitacao/irritabilidade p-valor
Qui- Fisher
Sim Nao quadrado
Sim 26 o8 0,1578 0,1136
N&o 5 3
Genétipo C
Agrotoxico Agitacao/irritabilidade p-valor
Qui- Fisher
Sim Nao quadrado
Sim 3 8 0,7119 0,3333
N&o 1 0

Portanto ndo rejeitamos a hipotese nula de independéncia. Ou seja, o uso de
agrotoxico ndo tem associagcdo com 0 aparecimento de agitacao/irritabilidade para

pessoas do gendtipo A,Be C.
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Segue a anadlise para o sintoma “Formigamento”:

Tabela 48 - Anadlise para o sintoma “Formigamento”

Genotipo A
Agrotéxico Formigamento p-valor
. 5 Qui-quadrado Fisher
Sim Nao
Sim 82 91 0,2439 0,2043
N&o 5 12
Genotipo B
Agrotoxico Formigamento p-valor
Sim NA&O Qui-quadrado Fisher
Sim 33 ol 0,2642 0,2501
N&o 1 7
Genotipo C
Agrotoxico Formigamento p-valor
. 5 Qui-quadrado Fisher
Sim Nao
Sim 5 6
N&o 0 1 ! !

Portanto ndo rejeitamos a hipotese nula de independéncia. Ou seja, 0 uso de
agrotoxico ndo tem associagcdo com o aparecimento de formigamento para pessoas

do gendtipo A, B e C.



Segue anadlise para o sintoma “Miose”:

Tabela 49 - Analise para o sintoma “Miose”
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Genotipo A
Agrotéxico Miose p-valor
. 5 Qui-quadrado Fisher
Sim Nao
Sim 9 164
Nao 1 16 1 1
Genotipo B
Agrotoxico Miose p-valor
Sim NA&O Qui-quadrado Fisher
Sim 3 81 0,7825 0,3095
N&o 1 7
Genotipo C
Agrotoxico Miose p-valor
. 5 Qui-quadrado Fisher
Sim Nao
Sim 0 11 0,003892 ]
N&o 0 1

Portanto ndo rejeitamos a hipétese nula de independéncia. O resultado apresentado

pelo teste qui-quadrado néo traz significancia estatistica devido ao baixo numero de

observacdes. Ou seja, 0 uso de agrotdéxico ndo tem associagdo com 0 aparecimento

de miose para pessoas do genétipo A, B e C.
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Segue a andlise para o sintoma “Caimbras”:

Tabela 50 - Analise para o sintoma “Caimbras”

Genotipo A
Agrotéxico Caimbras p-valor
. 5 Qui-quadrado Fisher
Sim Nao
Sim 107 66 0,6468 0,6032
Nao 9 8
Genotipo B
Agrotoxico Caimbras p-valor
Sim NA&O Qui-quadrado Fisher
Sim 49 35
N&o 5 3 ! !
Genotipo C
Agrotoxico Caimbras p-valor
. 5 Qui-quadrado Fisher
Sim Nao
Sim 5 6
N&o 0 1 ! !

Portanto ndo rejeitamos a hipotese nula de independéncia. Ou seja, 0 uso de
agrotoxico ndo tem associacdo com 0 aparecimento de caimbras para pessoas do

gendtipo A, B e C.



Segue a analise para o sintoma “Dor no corpo”:

Tabela 51 - Analise para o sintoma “Dor no corpo”
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Genotipo A
Agrotéxico Dor no corpo p-valor
. 5 Qui-quadrado Fisher
Sim Nao
Sim 124 49 0,1831 0,1624
Nao 9 8
Genotipo B
Agrotdxico Dor no corpo p-valor
Sim NA&O Qui-quadrado Fisher
Sim 56 28 0,9316 1
N&o 6 2
Genotipo C
Agrotéxico Dor no corpo p-valor
. 5 Qui-quadrado Fisher
Sim Nao
Sim 8 3
N&o 1 0 1 1

Portanto ndo rejeitamos a hipotese nula de independéncia. Ou seja, o uso de

agrotoxico ndo tem associacdo com O aparecimento de dor no corpo para pessoas

do gendtipo A, B e C.
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Segue a analise para o sintoma “Depressao”:

Tabela 52 - Analise para o sintoma “Depressao”

Genotipo A
Agrotéxico Depressao p-valor
. 5 Qui-quadrado Fisher
Sim Nao
Sim 24 149 0,9511 0,7144
Nao 3 14
Genotipo B
Agrotdxico Depressao p-valor
Sim NA&O Qui-quadrado Fisher
Sim 14 70 0,9155 0,6242
N&o 2 6
Genotipo C
Agrotoxico Depressao p-valor
. 5 Qui-quadrado Fisher
Sim Nao
Sim 2 9
N&o 0 1 ! !

Portanto ndo rejeitamos a hipotese nula de independéncia. Ou seja, o uso de
agrotoxico ndo tem associacdo com o aparecimento de depressao para pessoas do

gendtipo A, B e C.
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Segue a andlise para o sintoma “Doengas cardiovasculares”

Tabela 53 - Anadlise para o sintoma “Doencgas cardiovasculares”

Genotipo A
Agrotoxico DS e
cardiovasculares
Sim N Qui-quadrado Fisher
Sim 11 161 0,04308 0,03319
Nao 4 13
Genotipo B
Agrotoxico DEENEES p-valor
cardiovasculares
: - Qui-quadrado Fisher
Sim Nao
Nao 1 7
Gendtipo C
Lo Doencas p-valor
Agrotoxico cardiovasculares
Sim N Qui-quadrado Fisher
Sim 3 8
Nao 0 1 1 1

Portanto ndo rejeitamos a hipétese nula de independéncia para pessoas do genotipo

B e C. No entanto, temos evidéncias para rejeitar a hipétese nula de independéncia

entre o aparecimento de doencas cardiovasculares e 0 uso de agrotéxico para

pessoas do gendtipo A.



93

Segue a andlise para o sintoma “Cancer”:

Tabela 54 - Analise para o sintoma “Céancer”

Genotipo A
Agrotéxico Cancer p-valor
. 5 Qui-quadrado Fisher
Sim Nao
Sim 4 169 0,9334 0,3774
Nao 1 16
Genotipo B
Agrotoxico Cancer p-valor
Sim NA&O Qui-quadrado Fisher
Sim 3 81 0,7825 0,3095
N&o 1 7
Genotipo C
Agrotoxico Cancer p-valor
. 5 Qui-quadrado Fisher
Sim Nao
Sim 0 11 0,003892 ]
N&o 0 1

Portanto ndo rejeitamos a hipétese nula de independéncia. O resultado apresentado
pelo teste qui-quadrado néo traz significancia estatistica devido ao baixo numero de
observacdes. Ou seja, 0 uso de agrotdéxico ndo tem associagcdo com o aparecimento

de cancer para pessoas do gendtipo A, B e C.



Segue andlise para o sintoma “Palpitagcéo cardiaca”:

Tabela 55 - Andlise para o sintoma “Palpitacdao cardiaca”

Genotipo A
Agrotéxico Palpitacdo cardiaca p-valor
. 5 Qui-quadrado Fisher
Sim Nao
Sim 31 142 0,8091 0,5234
Nao 4 13
Genotipo B
Agrotdxico Palpitacdo cardiaca p-valor
Sim NA&O Qui-quadrado Fisher
Sim 14 70 0’33 0,162
N&o 3 5
Genotipo C
Agrotoxico Palpitacdo cardiaca p-valor
. 5 Qui-quadrado Fisher
Sim Nao
Sim 4 7
N&o 0 1 1 1

Portanto ndo rejeitamos a hipotese nula de independéncia. Ou seja, o uso de
agrotoxico ndao tem associagdo com o0 aparecimento de palpitacdo cardiaca para

pessoas do gendtipo A,Be C.



Segue a anadlise para o sintoma “Lesdo em glandulas salivares”:

Tabela 56 - Andlise para o sintoma “Lesao em glandulas salivares”

Genotipo A
AQrotéxico Leséo em glandulas p-valor
salivares
Sim N Qui-quadrado Fisher
Sim 11 162 0,7345 0,3275
Nao 2 15
Genotipo B
Agrotéxico Lesao em glandulas p-valor
salivares
: - Qui-quadrado Fisher
Sim Nao
Sim 3 81 0,7825 0,3095
N&o 1 7
Gendtipo C
Lo Lesdo em glandulas p-valor
AU salivares
Sim N Qui-quadrado Fisher
Sim 0 11 0,003892 ]
N&o 0 1

Portanto ndo rejeitamos a hipétese nula de independéncia. O resultado apresentado
pelo teste qui-quadrado ndo traz significancia estatistica devido ao baixo niumero de

observagdes. Ou seja, 0 uso de agrotdéxico ndo tem associagdo com o aparecimento

de lesbes em glandulas salivares para pessoas do genétipo A, B e C.



Segue a anadlise para o sintoma “Malformacao”:
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Tabela 57 - Anélise para o sintoma “Malformacgao”

Genotipo A
Agrotéxico Malformacéo p-valor
. . Qui-quadrado Fisher
Sim Nao
Sim 1 172
N0 0 17 . 1
Genotipo B
Agrotdxico Malformacéo p-valor
Sim NA&O Qui-quadrado Fisher
Sim 2 82
N&o 0 8 1 1
Genotipo C
Agrotéxico Malformacao p-valor
. . Qui-quadrado Fisher
Sim Nao
Sim 1 10
N&o 0 1 1 1

Portanto ndo rejeitamos a hipotese nula de independéncia. Ou seja, o uso de

agrotoxico ndo tem associacdo com o aparecimento de malformacdo para pessoas

do gendtipo A, B e C.
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Segue a anadlise para o sintoma “Hiperatividade”:

Tabela 58 - Analise para o sintoma “Hiperatividade”

Genotipo A
Agrotéxico Hiperatividade p-valor
. 5 Qui-quadrado Fisher
Sim Nao
Sim 17 155 1 0,6821
Nao 2 15
Genotipo B
Agrotdxico Hiperatividade p-valor
Sim NA&O Qui-quadrado Fisher
Sim 5 7 0,8788 0,3539
N&o 1 5
Genotipo C
Agrotoxico Hiperatividade p-valor
. 5 Qui-quadrado Fisher
Sim Nao
Sim 3 8 0,7119 0,3333
N&o 1 0

Portanto ndo rejeitamos a hipotese nula de independéncia. Ou seja, 0 uso de
agrotoxico ndo tem associacdo com o0 aparecimento de hiperatividade para pessoas
do gendtipo “A”, “B” e “C”.

Resumidamente (e de maneira a facilitar a compreensao dos resultados descritos
neste estudo), através das andlises estatisticas, observamos correlacdes
significantes (P<0,05) entre o uso de agrotdxicos e 0s seguintes sintomas/doencas

para cada grupo de gendtipos (“A”, “B” e “C”):



Tabela 59 - Sintese dos Resultados Significantes

Doenca/Sintoma Grupo p-valor (Qui- p-valor (Fisher)
quadrado)
Alteracdes na A 0,003717 0,003055
presséo arterial
Doencas A 0,04308 0,03319
cardiovasculares
Doencas renais A 0,06536 0,02635
Déficit de B 0,01782 0,020081
atencao
Abortamentos B 0,0007 0,00409
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Entretanto, para os sintomas/doencas: cancer, miose, lesdo em glandulas salivares,

hepatite, o0s resultados apresentados pelo

teste Qui-quadrado nao

trazem

significncia estatistica devido ao baixo niumero de observacfes. Sendo assim, esta

pesquisa ndo foi capaz de evidenciar a existéncia de associacdo entre o uso de

agrotoxicos e 0 aparecimento desses sintomas/doencas em individuos com os

genotipos “A”, “B” e “C” na populacao de estudo.
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7 DISCUSSAO

Os resultados apresentados neste trabalho demonstram que os agricultores do sul
do estado do Espirito Santo que utilizaram agrotoxicos desenvolveram/apresentaram
alteracGes na pressdo arterial, doencas cardiovasculares e renais, além de aborto e
déficit de atencdo, de maneira dependente e correlacionada ao gendétipo de CYP2C9
gue possuem. Destaca-se entre 0s agrotoxicos utilizados pelos agricultores
capixabas o glifosato. Segundo Gress (2015), o glifosato inibe o crescimento das
plantas por interferéncia na producdo de aminoacidos arométicos essenciais por
inibicdo da enzima 5- enolpiruvilshikimato-3-fosfato sintase (EPSPS). Essa enzima
catalisa a formacdo de 5-enolpiruvilshikimato-3-hospitalto a partir de
fosfoenolpiruvato (PEP) e shikimato-3-fosfato, responsaveis pela biossintese do
corismato, intermediario na biossintese de fenilalanina, tirosina e triptofano, auséncia
esta, que em mamiferos pode explicar a toxicidade sistémica relativamente baixa
para o glifosato [dose letal mediana oral (LD50) para ratos 4.320 mg / kg, coelhos
3.800 mg / kq].

Conforme descrito anteriormente, no ambiente terrestre, o glifosato € principalmente
biodegradado em &cido aminometilfosfénico (AMPA) quando metabolizado por
bactérias nos solos e pode causar varios problemas toxicoldgicos quando absorvido.
O AMPA é muito mais persistente no solo que a substancia original. O mesmo pode
ser lixiviado para as aguas subterraneas e transformar-se em formaldeido, que é
carcinogénico e neurotoxico (BOHRER, 2000). De acordo com o estudo com animais
em ratos Sprague — Dawley, aproximadamente 35 a 40% da dose administrada foi
absorvida pelo trato gastrointestinal, e a urina e as fezes foram rotas igualmente
importantes de eliminacdo ap6s uma dose oral (10 mg / kg). Estudos em animais
indicaram que praticamente nenhum metabolito toxico de glifosato foi produzido
guando administrado por via oral e que havia pouca evidéncia de atividade
metabdlica com essencialmente 100% da carga corporal de glifosato relacionada ao
composto original.

Outro problema dos herbicidas a base de glifosato é a presenca de N-
nitrosoglifosato (NNG) como contaminante (0,1 ppm), que €& uma substancia
altamente cancerigena (BOHRER, 2000). A substancia NNG pode ser formada
também no solo, na agua ou no organismo humano quando o glifosato se combina

com nitratos e nitritos. Os adubos quimicos nitrogenados sdo importantes fontes de
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nitratos e os alimentos convencionais produzidos com esses adubos possuem
maiores teores dessas substancias (BOHRER, 2000).

O (¢lifosato € uma molécula de glicina com um grupo metil-fosfonil ligado ao atomo
de nitrogénio. Como analogo da glicina, pode-se esperar que a glicina seja
deslocada em pontos aleatérios no processo de sintese de proteinas, com
consequéncias desconhecidas. Varios aminoacidos produzidos sinteticamente,
analogos estruturais proximos de aminoacidos naturais, podem ser incorporados
erroneamente nos peptideos (RUBENSTEIN, RODGERS et al. apud SAMSEL,
SENEFF, 2016).

Existem 20 aminoacil-tRNA sintetases Unicas no sistema ribossémico, cada uma das
guais reconhece especificamente um aminoacido, de acordo com o coédigo do DNA.
Curiosamente, ndo parece haver nenhum mecanismo de leitura de correcao para o
sistema ribossémico. Uma vez que um analogo de aminoacido burla o processo de
reconhecimento, ndo ha mecanismo para abortar a traducdo e descartar uma
sequéncia peptidica produzida erroneamente (RODGERS, SHIOZAWA, apud
SAMSEL, SENEFF, 2016).

Uma citacdo direta de Rodgers (2002) deixa isso bem claro: "Certos analogos
estruturais dos aminoacidos proteicos podem escapar a deteccdo pela maquinaria
celular para sintese proteica e tornar-se mal incorporados na crescente cadeia
polipeptidica de proteinas para gerar proteinas ndo nativas".

O (¢lifosato, na verdade, € uma glicina N-substituida; isto €, uma unidade peptidica.
Se o glifosato for incorporado incorretamente em um peptideo em construcédo, ele
podera interferir na desmontagem do peptideo defeituoso, levando ao acumulo de
cadeias peptidicas curtas ndo degradadas, com consequéncias desconhecidas no
sangue ou nas células que abrigam essas proteinas defeituosas (SAMSEL,
SENEFF, 2016).

Se o0 (¢lifosato substituir a glicina nas sequéncias peptidicas em construcédo, é
provavel que os resultados sejam catastroficos em varios niveis. A evidéncia de que
o glifosato interfere com os papéis da glicina como substrato, e também suprime a
sintese de glicina, implica que o glifosato possa ser absorvido no lugar da glicina e
posteriormente incorporado em um peptideo durante a sintese proteica (SAMSEL,
SENEFF, 2016).

Trabalhos anteriores de Samsel e Seneff (2016) apresentaram uma revisao da

literatura sobre diversas proteinas biologicamente importantes que contém regides
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ricas em glicina ou residuos conservados/invariantes de glicina. A evidéncia suporta
a probabilidade de que vérias doencas e condicdes atualmente em ascenséo
possam ser causadas pela interrupcdo dos residuos conservados de glicina,
geralmente de maneira que seriam previstas com base nas propriedades fisicas do
glifosato.

As correlagdes entre o uso de glifosato e o recente aumento alarmante de varias
doencas modernas sao impressionantes, como apresentado em por Swanson
(2014). Estes incluem obesidade, diabetes, doenca renal terminal, insuficiéncia
renal, autismo, doengca de Alzheimer, deméncia, doenca de Parkinson, esclerose
multipla, infeccdo intestinal, doenca inflamatéria intestinal, acidente vascular
cerebral, leucemia, cancer de tireoide, cancer de figado, cancer de bexiga, cancer de
pancreas e cancer de rins. Outro estudo, analisando dados de humanos e animais,
revelou um crescimento no nuimero de distarbios em recém-nascidos que estao
relacionados ao aumento da utilizacdo de glifosato nas lavouras (HOY, SWANSON,
SENEFF, 2015).

Estes incluem doencas cardiacas congénitas, distirbios da pele, distirbios génito-
urinarios, distirbios do sangue, distirbios metabdlicos e pulmonares. Os trabalhos
anteriores de Samsel e Seneff (2016) foram capazes de explicar algumas das
patologias ligadas ao glifosato, predominantemente por seus poderosos efeitos
guelantes, seus efeitos adversos nas bactérias intestinais benéficas, sua
interferéncia no fornecimento de nutrientes cruciais (em muitos casos derivados da
via do shiquimato) e a supresséo das enzimas do citocromo P450 no figado.

Neste estudo, foram observadas correlagdes entre o desenvolvimento de doencas
cardiovasculares e alteracbes na pressao arterial em individuos pertencentes ao
grupo de metabolizadores normais “A” para CYP2C9. De acordo com Samsel e
Seneff (2016), pode-se prever que a sintese de sulfato pela oxido nitrico sintetase
endotelial (eNOS) e a remocao de sulfato de moléculas sulfatadas bioativas sejam
prejudicadas pelo glifosato para a substituicdo da glicina em locais criticos na eNOS
e nas arilsulfatases. A eNOS também depende de glicina conservada para a sintese
de oOxido nitrico e a sintese prejudicada de oOxido nitrico leva a hipertensdo, o que
poderia explicar as correlagbes com as cardiopatias encontradas no presente
estudo.

Assim, torna-se aparente que, se o0 glicina for substituida pelo glifosato, a eNOS

funcionard mal em ambos o0s seus papéis de produzir sulfato ou 6xido nitrico. Isso
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terd efeitos patologicos generalizados relacionados a hemdlise excessiva (anemia),
suprimento insuficiente de sulfato de colesterol aos tecidos e producéo insuficiente
de O6xido nitrico (NO), levando a constricdo vascular e hipertensdo (SAMSEL,
SENEFF, 2016).

Recentemente, foi demonstrado em testiculos de ratos e células de Sertoli que o
glifosato interrompe as fungbes reprodutivas masculinas ao desencadear a morte
celular mediada por canal Cat**-voltagem dependente do tipo L (CAVALLI et al.,
2016). Em particular, foi demonstrado que o glifosato a 360 ppm levou a uma
diminuicdo importante no influxo de 4°Ca**, enquanto 0 mesmo a 36 ppm induziu um
aumento na captacdo de 4°Ca**, um efeito atribuido ao glifosato e parcialmente
impedido pelo Ca**-voltagem dependente do tipo L, antagonista do canal nifedipina
10 Imol / I, indicando assim que a interrupcao na homeostase do Ca** desempenha
um papel critico nos efeitos toxicos dos herbicidas a base de glifosato (HBG)
(CAVALLI et al., 2016).

Mais de 20 anos atras, foi demonstrado que o glifosato aumentou a permeabilidade
da membrana mitocondrial a prétons e Ca**, sugerindo desde cedo um mecanismo
para o efeito toxico dos HBGs por uma acao quelante catiénica (OLORUNSOGO,
1990). No trabalho de Gress (2015), foi abordado especificamente essas hipéteses
para investigar o mecanismo potencial pelo qual o glifosato pode ser arritmogénico
nos tecidos cardiacos de mamiferos. Nos tecidos ventriculares de ratos e coelhos,
Gress (2015) observou os efeitos do glifosato na eletrofisiologia in vitro.

Além disso, foi realizado um estudo complementar em tecidos ventriculares de ratos,
usando agentes farmacolégicos para aumentar a corrente de Ca**-voltagem
dependente do tipo L por BAY K 8644 (BECHEM, HOFFMANN, 1993) ou o conteudo
intracelular de Ca** por ouabaina, um inibidor de Na* / K*-ATPase (PASDOIS et al.,
2007), antes da infuséo de glifosato. Os resultados encontrados por Gress (2015) se
ajustam a hipotese de diminuicdo da captacdo de Ca** como a possivel
consequéncia de uma acdo quelante catidnica (CAVALLI et. al., 2013;
OLORUNSOGO, 1993) para explicar os efeitos cardiotdxicos do glifosato.

Em outro estudo in vivo utilizando camundongos realizado pela Fiocruz em parceria
com a Anvisa (2019), foram observados (durante o sacrificio) um aumento na
incidéncia de cardiomiopatia nas fémeas expostas a 100, 500 e 1.000 ppm de
glifosato. Também foi observado um aumento significativo no niamero de mortes

embriondrias, na incidéncia de fetos com malformacéo cardiaca (defeito no septo
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interventricular e outras anomalias do coragédo). O tracado eletrocardiografico
demonstrou alteragdes em 20% dos casos, com taquicardia sinusal, alteragcOes
inespecificas do seguimento ST e da onda T, com bradicardiae arritmias
ventriculares (ANVISA, 2019).

Os efeitos cardiovasculares dos agrotoxicos observados em nosso estudo podem
também estar correlacionados intimamente com o metabolismo da vitamina K,
conforme descrito anteriormente (ZANGER et al., 2008; SINGH et al., 2007), pois se
0 mecanismo de coagulacdo for alterado, pode-se observar consequéncias no
sistema cardiovascular que podem ser prejudiciais ao corpo humano.

Curiosamente, a bula de um dos produtos a base de glifosato produzido por uma
grande empresa de agortdxicos e produtos agricolas, deixa claro que o herbicida
causa efeitos cardiovasculares sérios em situagdes onde ocorrem intoxicagoes: “O
suporte cardiovascular é essencial, pois um chogue intratavel tem sido a primeira
‘acusa’ de morte em intoxicagdes por glifosato”. Além desta constatacdo por parte da
empresa, intrigantemente observamos o erro gramatical, onde citam “acusa’ ao
invés de “causa”’. Além disso, na referida bula (glifosato), sobre os mecanismos de
toxicidade, eles descrevem que “ndo se conhece o mecanismo de toxicidade
especifico para humanos”.

No entanto, eles citam que “Tem sido proposto o desacoplamento da fosforilagdo
oxidativa que é uma via metabdlica que utiliza energia libertada pela oxidagdo de
nutrientes de forma a produzir trifosfato de adenosina (ATP)”. Além disso, eles
descrevem que, em baixas concentragcbes ndo toxicas ele causa efeito de
desregulacdo sobre a enzima Aromatase em células de placenta humana in vitro,
reduzindo a atividade da enzima aromatase e reduzindo a expressdo da proteina
StAR (proteina de regulacdo rapida da esteroidogénese), 0 que sugere que O
glifosato possa causar efeitos deletérios sobre os mecanismos de esteroidogénese,
com sérias consequéncias nos mecanismos hormonais no corpo humano.
Resssaltamos que, se o (lifosato exerce efeitos na sintese de hormonios,
principalmente aqueles responsaveis pela regulacdo da pressao arterial, seus efeitos
no sistema cardiovascular/alteracdo da pressao arterial serdo evidentes.

Igualmente, uma outra informacdo muito importante citada na bula do glifosato sobre
a toxicidade crénica do mesmo é que ndo é considerado carcinogénico, porém, €
suspeito de ser um desregulador enddcrino. A exemplo da 21-hidroxilase, codificada

pelo gene CYP21A2, que recentemente foi descrita por estar envolvida na sintese
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de alguns hormonios esteroides, incluindo o cortisol e a aldosterona (NEVES CRUZ
et al., 2019), sugerimos que, se o glifosato inibe a enzima CYP2C9 e, considerando
gue a mesma possa também estar envolvida na sintese de horménios esteroidais,
conseguimos entender como o glifosato possui uma acédo na regulacdo endocrina e,
ao mesmo tempo, sua influéncia direta nas alteracdes da presséo arterial dos
agricultores que foram observadas neste estudo. Além disso, foi descrito
recentemente que na deficiéncia da 21-hidroxilase, existe um espectro de
manifestacdes clinicas, que incluem desde uma perda acentuada de sal até o 6bito
(MINISTERIO DA SAUDE, 2017), corroborando a hipétese acima descrita.
Outrossim, o0s acidos epoxieicosatriendicos (EETs), bem como o acido 19-
hidroxieicosatetraendico e o0 acido 20-hidroxieicosatetraendico (19-HETE e 20-
HETE) s@o os principais produtos do &cido araquidénico do metabolismo da
monooxigenase do citocromo (CYP) P450 no rim. Entre as diversas atividades
biologicas dos EETs renais (NATARAJAN, 2003), a inibicdo da reabsorcédo de sédio
no tubulo coletor proximal e cortical, bem como a regulacéo das trifosfatases renais
de Nap / Kp-adenosina sdo as que sugerem principalmente um papel dos EETs na
pressdo arterial (MAKITA et al., 1994; CAPDEVILA et al., 2007).

Em modelos animais, 0 excesso de sal na dieta leva a formacdo aumentada de EET
e aumentos nos niveis urinarios de EET. Esses achados sdo acompanhados e
possivelmente atribuiveis a uma regulacdo positiva do contetdo renal de CYP2C e
aumento da atividade (MAKITA et al, 1994; ZHAO et al.,, 2003), sugerindo uma
resposta adaptativa da formacao renal de EET ao excesso de sal na dieta. Além
disso, a incapacidade de regular positivamente a atividade renal do CYP2C tem sido
associada a hipertensédo sensivel ao sal em ratos (MAKITA et al., 1994; LICLICAN et
al., 2009).

Demonstrou-se que o CYP2C9 é uma epoxigenase importante que participa da
biossintese de EET no rim humano (ENAYETALLAH et al.,, 2006). Entre as varias
variantes alélicas do CYP2C9 identificadas, o CYP2C9*2 e o CYP2C9*3 séo de
interesse especial, pois afetam regibes funcionalmente importantes da enzima.
CYP2C9*2 (Argl44Cys) e CYP2C9*3 (lle359-Leu) levam a diminuicdo da funcéo
enzimatica (ZHOU et al., 2009). Muito recentemente, foram observadas diferencas
relacionadas ao gendtipo CYP2C9 na atividade da renina plasmética (PRA) e nos
niveis plasmaticos de aldosterona em pacientes hipertensos (DONNER et al., 2009).

Foi proposto que a atividade reduzida do sistema renina-angiotensina-aldosterona
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(RAAS) em portadores do CYP2C9*3 possa refletir uma reducdo na sintese do EET,
levando ao aumento da atividade do canal epitelial renal de sbédio (ENaC) e
reabsorcdo de sodio e, portanto, hipertensédo sensivel nesses individuos (DONNER
et al., 2009). Consequentemente, as variantes do CYP2C9 aparecem cOomo novos
candidatos para a base genética da regulacdo da presséo arterial sensivel ao sal e
da hipertensdo (BARLASSINA et al.,, 2007), corroborando os resultados obtidos
neste estudo.

Também foi encontrado no presente estudo correlagdo entre o uso de agrotéxicos e
o0 surgimento de doengas renais para o grupo de metabolizadores normais “A” de
CYP2C9. Nossos resultados sdo corroborados pelos estudos de Seneff (2019), em
gue foi descrito que o glifosato, mesmo sem os formuladores adicionados, possui um
mecanismo insidioso de toxicidade Unico que envolve a substituicdo errbnea do
aminoacido codificador glicina durante a sintese protéica. Isso leva a ruptura de
proteinas que sado criticas para a desintoxicacdo e remocdo de outros produtos
guimicos ambientais, fazendo com que sejam muito mais nefrotéxicos do que seriam
normalmente. A nefropatia causada pelo glifosato e a desidratagcdo apresenta um
caminho de exploracdo para futuras pesquisas sobre essa crise global de saude
entre trabalhadores agricolas.

As andlises estatisticas das tendéncias das doencas mostraram que varias doencas
cronicas estdo aumentando em incidéncia nos Estados Unidos nas Ultimas duas
décadas, acompanhando o aumento dramatico no uso de glifosato nas culturas
principais. Corroborando os resultados encontrados neste trabalho, destacamos o
trabalho de Swanson et al. (2014) que demonstra correlagdes entre 0 aumento no
uso de glifosato e doenca renal em estagio terminal.

Em nosso estudo, observamos que os agricultores classificados como
metabolizadores intermediérios (B) e que utilizaram agrotoxicos, apresentaram em
demasia o sintoma “déficit de atencdo” quando comparados com os agricultores que
nao utilizaram agrotoxicos. Apesar de ndo encontrarmos na literatura uma correlacao
direta com esse sintoma, observamos que diversos pesquisadores tém encontrado
correlagdes entre a utilizacdo de agrotoxicos e surgimento de doengas como autismo
e Alzheimer, que poderiam ser, em Ultima analise, uma consequéncia (ou estar
correlacionado) ao sintoma “déficit de atengdo”. Um dos mecanismos envolvidos no
surgimento dessas doencas € a capacidade do glifosato quelar metais. Um estudo

recente sobre gado leiteiro dinamarqués investigou a composicdo mineral no soro de
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bovinos alimentados com racdo onde se foi ultilizado o glifosato (KRUGER et
al.,2013) em que foi identificado uma deficiéncia acentuada em dois minerais:
cobalto sérico e manganés (Mn) sérico.

Todos os bovinos de oito fazendas diferentes apresentavam grave deficiéncia de
Mn, além de quantidades mensuraveis de glifosato na urina. Na Australia, apos duas
temporadas de altos niveis de natimortos em bovinos, verificou-se que todos os
bezerros mortos eram deficientes em Mn (MCLAREN et al., 2007).

De acordo com Samsel e Seneff (2015), Mn é um dos 14 oligoelementos essenciais
no organismo humano. O Mn desempenha papé€is essenciais na protecdo
antioxidante, sintese de glutamina, desenvolvimento 0sseo e motilidade
espermatica, entre outros. Notavelmente, a deficiéncia de Mn pode explicar muitas
das patologias associadas ao uso do glifosato, destacando-se o autismo e a doenca
de Alzheimer, assim como o déficit de atencdo (este uUltimo observado neste estudo).
A incidéncia de autismo e a doenca de Alzheimer tém aumentado a uma taxa
alarmante nas ultimas duas décadas, acompanhando o aumento do uso de glifosato
nas culturas de milho e soja nos Estados Unidos. Embora a correlagdo néo
signifigue necessariamente a causa, de 1995 a 2010 (SWANSON et al., 2014), as
taxas de autismo na primeira série na escola publica se correlacionam quase
perfeitamente (P = 0,997) com a aplicacao total de glifosato nas culturas de milho e
soja e essa correlacdo notavel requer uma investigacdo experimental adicional.
Esses disturbios neurolégicos também estdo associados ao comprometimento
mitocondrial (NAPOLI, WONG, GIULIVI, 2013; ROSSIGNOL, FRYE, 2012;
SWERDLOW, BURNS, KHAN, 2010; YAO et al., 2009) e ao excesso de glutamato e
amoénia no cérebro, (ADAMS et al., 2011; GHANIZADEH, 2013; SHIMMURA et al.,
2011) levando a uma encefalopatia cronica de baixo grau (SEILER, 2002; SENEFF
et al., 2013).

Além da deficiéncia de Mn, que esta criticamente associada a essas patologias,
como comentado anteriormente, o acido aminometilfosfébnico (AMPA) pode ser
lixiviado para as aguas subterraneas e transformado em formaldeido, que é
neurotoxico (BOHRER, 2000). Esses dados encontrados na literatura que
correlacionam o glifosato ao surgimento de doencas neuroldégicas podem estar
associado ao sintoma/doenga “déficit de atengc&o” encontrado no presente estudo
para o grupo de metabolizadores intermediarios “B” (*1/*2, *1/*3) da CYP2C9.

No presente estudo ndo foram encontradas correlacdes entre o0 uso de agrotdxicos e
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os polimorfismos em CYP2C9 com o surgimento de cancer, porém, na literatura
encontramos VAarios estudos que nos mostram evidéncias do contrario ao encontrado
neste trabalho. Um trabalho publicado por Samsel e Seneff (2015) faz uma reviséo
de diversas pesquisas correlacionando o glifosato ao surgimento de diversos tipos
de cancer. Segundo Samsel e Seneff (2015), o glifosato provoca o surgimento de
tumores, suprimindo enzimas cruciais na cadeia de transporte de elétrons, como por
exemplo a succinato desidrogenase e a fumarato hidratase. Além disso, o glifosato
guela o manganés, reduzindo sua biodisponibilidade, sendo que o manganés é um
importante catalisador do Mn-SOD (superéxido dismutase), que protege as
mitocondrias dos danos oxidativos, que podem, consequentemente, causar
mutacdes no DNA. O glifosato também prejudica o metabolismo da frutose, devido
ao acumulo de PEP (fosfoenolpiruvato) apds o bloqueio da via do shiquimato. Isso
leva & sintese de varios acuUcares de cadeia curta que sdo conhecidos por serem
agentes glicantes altamente potentes, como metilglioxal e glioxalato.

Também segundo Samsel e Seneff (2015), o glifosato é prontamente nitrosilado e o
nitrosil glifosato € conhecido por ser extremamente toxico e carcinogénico. As vias
microbianas convertem o glifosato em sarcosina, um marcador conhecido para
cancer de prostata, provavelmente devido a sua forma nitrosilada. Um aspecto
muitas vezes esquecido da toxicidade do glifosato € sua interferéncia com enzimas
que tém glicina como substrato, devido a semelhanca estrutural de ambos. Os
compostos fendlicos sdo desintoxicados pelas bactérias intestinais através da
conjugacao de glicina para produzir produtos como o hipurato (SAMSEL, SENEFF,
2015). As bifidobactérias sdo importantes para o papel que desempenham na
protecdo desses xenobibticos através dessa conjugacdo (SAMSEL, SENEFF, 2015).
O hipurato reduzido esta ligado as doencas de Crohn e a doenca inflamatdéria
intestinal, que mostram tendéncias epidemiolégicas que correspondem ao aumento
do uso de glifosato nas culturas principais e que estdo ligadas ao risco aumentado
de diversos tipos de cancer, principalmente o linfoma ndo Hodgkin (SAMSEL,
SENEFF, 2015).

O linfoma também tem sido associado ao glifosato através de estudos de exposicéo
ambiental em ambientes agricolas. Varios estudos, in vitro e in vivo, mostraram que
o glifosato danifica o DNA, um passo direto para a tumorigenicidade (SAMSEL,
SENEFF, 2015). Estes estudos foram realizados em ouricos do mar, peixes,

camundongos e varios tipos de células humanas in vitro. Além disso, criangcas na
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Malasia que vivem perto de arrozais tém evidéncias de danos em seu DNA devido
ao agrotéxico glifosato (SAMSEL, SENEFF, 2015).

Diversos estudos epidemiol6gicos apoiam fortemente as correlacdes entre o
glifosato e surgimento de canceres multiplos, com tendéncias ascendentes
extremamente bem combinadas em varias formas de céancer, acompanhadas do
aumento do uso de glifosato nas culturas de milho e soja. Embora essas fortes
correlacbes ndo possam provar causalidade, as evidéncias biologicas sdo fortes o
bastante para apoiar mecanismos que provavelmente estdo envolvidos na
carcinogénese, o que pode explicar as correlagbes observadas através de
argumentos cientificos plausiveis (SAMSEL, SENEFF, 2015).

Neste estudo foram encontradas correlacbes entre o uso de agrotdxicos e a
ocorréncia de abortos na populagdo de agricultores analisada para o grupo “B” de
gendtipos de CYP2C9 (metabolizadores intermediarios). O estudo de Swanson et al.
(2014) apresentou dados relevantes que podem corroborar nossos resultados. Ainda
segundo Swanson et al (2014), as propriedades desreguladoras endocrinas do
glifosato podem levar a problemas reprodutivos, tais como infertilidade, aborto
espontaneo, defeitos congénitos e alteracbes no desenvolvimento sexual. Fetos,
lactentes e criancas sdo especialmente suscetiveis porque estdo continuamente em
crescimento e passando por alteragcbes hormonais. Sabe-se que para um
crescimento e desenvolvimento ideais, é crucial que seu sistema hormonal esteja
funcionando corretamente e ha relatos crescentes de glifosato (e formulacfes a base
de glifosato) causam disfuncéo sexual, baixo peso ao nascer, menos nascimentos e
esterilidade em animais de laboratdrio, animais de fazenda e humanos (SWANSON,
2014). Estes estudos corroboram os resultados observados no presente trabalho,
em que foi encontrada correlacdo entre o uso de agrotdxicos (em destaque o
glifosato) e o surgimento de abortos nas mulheres agricultoras consideradas como
metabolizadoras intermediarias “B”, assim como outras doengas/sintomas, de acordo
com o gendtipo de CYP2C9 em questao.

Dentre os estudos brasileiros sobre CYP2C9, destacam-se as analises realizadas
por Vianna-Jorge et al. (2004), Perini et al. (2008) e Suarez-Kurtz et al. (2012), em
gue sao descritas as frequéncias dos alelos *1, *2 e *3. Ressaltamos que as
frequéncias obtidas neste trabalho (Tabelas 2 e 3) estdo de acordo com o que ja foi
descrito para a populacdo brasileira pelos referidos autores. O estudo de Suarez-

Kurtz et al. (2012) revela a distribuicdo da frequéncia dos alelos de CYP2C9 na
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populacdo brasileira em geral (diferenciados entre raca/cor). O estudo de Vianna-
Jorge et al. (2004) demonstra o nivel pronunciado de mistura na populagéo tri-
hibrida brasileira, com raizes amerindias, europeias e africanas e o estudo de Perini
et al. (2008) mostra a distribuicdo de CYP2C9 em uma populacdo nativa e nao
nativa brasileira com ascendéncia japonesa. Neste comparativo, podemos observar
as semelhancas entre as frequéncias alélicas de CYP2C9 nos diferentes estudos,
onde o alelo *1 possui uma frequéncia relativamente maior do que os demais alelos,
seguido pelo alelo *2 e por fim o alelo *3 que possui a menor frequéncia de todos.
Surpreendentemente, o0s resultados obtidos nesse estudo demonstraram que
individuos classificados como metabolizadores normais “A” para a enzima CYP2C9
(*1/*1) (e que utilizaram agrotoxicos) sdo mais suscetiveis a desenvolver alguma
doenca/sintoma em relacdo aos individuos portadores das variantes polimérficas dos
grupos de metabolizadores “B” (*1/*2, *1/*3) e “C” (*2/*2, *2/*3 e *3/*3) nos
agricultores do Espirito Santo analisados.

Conforme descrito anteriormente, todos os genotipos foram divididos em classes de
acordo com a capacidade de metabolizacdo da referida enzima. Na classe dos
metabolizadores intermediarios (B), foi observada correlagdo com o surgimento de
déficit de atengdo e abortamentos e ja na classe dos metabolizadores normais (A),
notou-se correlacdo com alteracdes na presséo arterial, doencas cardiovasculares e
doencas renais. Pelo fato do gendtipo A (*1/*1) ser pertencente ao grupo dos
metabolizadores normais para CYP2C9, sendo o mais presente na populacéo
mundial, € necessario investigar a razado para tais associacdes com 0s sintomas
apresentados acima. Diferentemente, ndo foi encontrada correlagdo com o
surgimento de sintomas/doencas na classe de metabolizadores lentos (C) que
utilizaram agrotoxicos. Sabe-se que o glifosato possui a capacidade de inibir a
enzima CYP2C9 de diferentes formas, através da substituicdo do aminoacido glicina
durante a traducdo da proteina e através da sua capacidade queladora de metais
(SENEFF, 2019). A CYP2C9 possui um centro heme de ferro, e 0 mesmo é quelado
pelo herbicida, inativando a enzima (SAMSEL, SENEFF, 2016).

Com base nos resultados encontrados neste estudo, sugerimos que as variantes
polimorficas de CYP2C9 poderiam gerar enzimas com estruturas tridimensionais
distintas, possivelmente levando a uma prote¢céo natural contra efeitos inibidores do
glifosato . Neste sentido, em um contexto de exposicdo a agrotoxicos,

metabolizadores B e C teriam vantagem em relacdo aos individuos A: os primeiros
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manteriam certo um nivel de atividade enzimatica, embora ndo 6timo, gracas a uma
menor afinidade entre as versdes polimorficas da enzima e o xenobidtico. Ja 0s
metabolizadores normais apresentariam atividade nula ou residual tendo em vista os
mecanismos ora citados de inibicao.

Até o presente momento ndo foram descritas enzimas metabolizadoras (incluindo
todas as CYPs) que possuam a capacidade de metabolizar o glifosato em
mamiferos, o que teoricamente tornaria o produto inerte dentro do organismo.
Porém, metabdlitos secundéarios do glifosato gerados por bactérias presentes no solo
e na flora intestinal, assim como o glifosato em si (SAMSEL, SENEFF, 2016),
possuem elevada toxicidade, e os mesmos poderiam ser absorvidos junto com o
herbicida, fator este que poderia acarretar o surgimento de doencas.

De acordo com os resultados obtidos neste estudo, e com as informag¢des acima
descritas obtidas da literatura, desenvolvemos algumas hipéteses que deverdo ser
comprovadas em um futuro préximo. Primeiramente, € descrito na literatura que o
glifosato inibe a enzima CYP2C9 (KITCHEN, WITT, RIECK, apud GUNATILAKE,
SENEFF, ORLANDO, 2019) e, dessa maneira, 0s xenobioticos que ela metabolizaria
se acumulam gerando efeitos toxicos (nefro e cardiotoxicidade, aborto e déficit de
atencdo). NOs nos questionamos se existe diferenca das enzimas polimorficas (de
acordo com sua estrutura) em que de acordo com o polimorfismo uma proteina
alterada seria produzida e o glifosato teria maior ou menor afinidade pela mesma.
Por exemplo, poderiamos imaginar que: 0s agrotdxicos possuiriam uma maior
atracdo as enzimas dos agricultores com o gendtipo “A” (normais) do as enzimas
dos agricultores do gendtipo “B” (intermediarios). Além disso, nés questionamos se
0s agrotoxicos poderiam se ligar de maneira diferencial as CYPs polimérficas e inibi-
las diferencialmente. No presente estudo observamos que os agricultores com o0s
gendtipos “A” e “B” (metabolizadores normais e intermediérios) foram os mais
afetados, enquanto os agricultores com os gendtipos “C” (metabolizadores lentos)
foram protegidos.

Em sintese, perguntamos: serd que o glifosato possuiria 0 potencial de inibir
diferencialmente as isoformas de CYP2C9? Pois nossos resultados sugerem que
diferentes gendtipos de CYP2C9 estédo relacionados (ou podem contribuir) com o
surgimento de doencas cardiacas e renais, aborto e déficit de atencdo em
agricultores que utilizam agrotdxicos no estado do Espirito Santo.

Outrossim, desenvolvemos uma segunda hip6tese, que € complementar a hipotese
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acima discutida: os agricultores que sao classificados com o gendtipo “A” (ou
metabolizadores normais) e aqueles do gendtipo “B” (metabolizadores
intermediarios) dependeriam mais da enzima CYP2C9 e, quando a mesma fosse
inibida pelos agrotoxicos, os xenobidticos que ela metabolizaria se acumulariam de
maneira abundante no organismo causando doencas. Diferentemente, os individuos
com o gendtipo “C”, por serem metabolizadores lentos, seriam menos dependentes
(ou mais "independentes”) da CYP2C9 e, dessa maneira, quando a mesma fosse
inibida pelos agrotdéxicos ndo causaria problemas graves nos agricultores. Essa
hipétese poderia seria mais compreensivel se observassemos alguma via
metabdlica redundante em relacdo a atividade de CYP2C9, ou seja, uma via
secundaria de metabolizacdo que poderia ser reforcada na auséncia da enzima em
estudo, como uma espécie de via “substituta”.

Ademais, desenvolvemos uma terceira hipétese, que é complementar as duas
hipéteses discutidas anteriormente: poderia uma determinada isoforma de CYP2C9
possuir maior atividade catalitica? Neste caso, pessoas gque expressam mais esta
determinada isoforma possuiriam maior resisténcia (ou maior sensibilidade) a
toxicidade e consequentemente maior resisténcia (ou maior sensibilidade) a
desenvolver doencas (apesar dos alelos *2 e *3 serem conhecidos por gerar
enzimas com atividade reduzida em relacéo a *1). Dessa maneira pergunta-se: uma
determinada isoforma de CYP2C9 poderia conferir maior resisténcia (ou maior
sensibilidade) ao desenvolvimento de doencas, visto que o polimorfismo do gene
poderia gerar uma proteina com diferengca estrutural em uma determinada regido
que resultaria em diferenca no reconhecimento do substrato, afetando a cinética de
hidrolise do mesmo? Ou seja, o polimorfismo poderia gerar uma enzima que
possuisse alteracbes em seu sitio ativo e, dessa maneira, apresentaria uma
diferente taxa de metabolizacdo? Ressaltamos que, segundo esta hipétese, essa
taxa de metabolizacdo poderia ser aumentada ou diminuida, de acordo com a
isoforma em questéo.

No caso especifico deste estudo, os individuos com o0s gendtipos/isoformas
considerados “normais” “A” e “intermediarios” “B” foram os mais afetados, enquanto
0s gendtipos/isoformas considerados “lentos” “C” foram os mais protegidos. Sendo
assim, verificar a estabilidade e a eficiéncia das diferentes isoformas de CYP2C9
frente ao glifosato seria muito interessante e importante para compreender 0s

resultados obtidos neste trabalho.



112

Alternativamente as trés hipoteses anteriores (e, conforme salientado anteriormente
que, até o momento, ndo foi descrito na literatura que alguma CYP seja capaz de
metabolizar o glifosato), n6s nos perguntamos se a metabolizacdo do glifosato
poderia gerar algum composto toxico. Pois se isso ocorresse entdo quem foi
classificado com o gendtipo de CYP2C9 “normal“ “A” e “intermediario” “B” geraria o
composto toxico em maior quantidade o que causaria as doengas cardiovasculares e
renais, aborto e déficit de atencdo, enquanto quem ¢é classificado como
metabolizador “lento” “C” ndo produziria o composto téxico, e consequentemente,
ndo desenvolveria as doencas. Segundo esta hipétese o polimorfismo de CYP2C9
geraria diferentes enzimas com diferentes taxas de metabolizacdo dos pesticidas e
seus produtos “toxicos”. Sendo assim, uma atividade diferente de CYP2C9 geraria a
alta toxicidade dos pesticidas e a alta sensibilidade dos agricultores considerados
metabolizadores normais “A” e intermediarios “B”.

Neste contexto, foi citado recentemente na literatura que as impurezas
toxicologicamente relevantes descritas do glifosato sdo o N-nitrosoglifosato e o
AMPA/formaldeido (ANVISA, 2018). Em concordancia com a Organizacdo das
Nacdes Unidas para a Alimentacao e a Agricultura (FAO), Nota Técnica da Fiocruz e
a Autoridade Europeia para a Seguranca Alimentar (EFSA), a ANVISA mantém em
0,001 g¢g/Kg o limite maximo de N-nitrosoglifosato para os produtos a base de
glifosato. Conforme descrito anteriormente (BOHRER, 2000), o AMPA pode ser
convertido em formaldeido e o mesmo é considerado uma substancia carcinogénica
e neurotoxica para os seres humanos, classificada no Grupo 1 pela IARC, e a Anvisa
determina que o limite méximo de residuo seja diminuido de 1,3g/Kg para 1,0g/Kg
de glifosato (ANVISA, 2018).

Apesar de nbés ndo encontrarmos correlacdo entre o surgimento de cancer nos
agricultores e a utlizacdo de agrotdxicos, nés encontramos associagdo com o
sintoma “déficit de atencao” naqueles considerados metabolizadores intermediarios
“‘B” e gue usaram agrotoxicos, o que poderia estar correlacionado a presenca da
substancia neurotoxica formaldeido nos mesmos.

Diferentemente, foi citado na bula do glifosato que o Unico metabdlito excretado
encontrado em pequenas quantidades seria 0 acido aminometilico fosfénico (AMPA).
Foi descrito que a microinjecdo de AMPA no ndcleo de trato solitario (NTS) de ratos
nao anestesiados promove hipertenséo, bradicardia e vasoconstricdo nos leitos

renal, mesentérico e aodrtico, sendo que neste, uma subsequente vasodilatacdo €&
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observada para doses acima de 5 picomolar de AMPA (DIAS et al.,, 2003).
Considerando que o acido aminometilico fosfénico (AMPA) é o principal metabdlito
do glifosato excretado em mamiferos, e, se 0 mesmo causa alteracoes
cardiovasculares, podemos entdo compreender o motivo pelo qual os agricultores
que sao 1*/1* (metabolizadores normais) apresentaram mais problemas cardiacos,
visto que nesses individuos o AMPA causaria os referidos efeitos cardiovasculares.
Os agricultores considerados metabolizadores intermediarios “B” e lentos “C”
estariam, entdo, protegidos desses efeitos nocivos do AMPA sobre o sistema
cardiovascular (dos mesmos).

Geralmente, quando se usa clinicamente a Farmacogenética para aconselhar um
paciente em que se estuda a variabilidade interindividual na resposta aos
medicamentos devida a fatores genéticos, a base conceitual utilizada esta de acordo
com esta ultima hipétese (descrita acima), e citamos como exemplo a converséo de
codeina em morfina, em que a conversdo muito rapida gera toxicidade (MARCOLIN,
2004). Nessa logica, a conversdao do agrotéxico em um produto toxico pode ser
minimizada por uma ac&o mais lenta do seu metabolismo. Ocorre que néo foi
encontrado na literatura evidéncias de que a enzima CYP2C9 seria capaz de
metabolizar o glifosato. Curiosamente, na bula do glifosato descreve-se que, em
mamiferos, 0 mesmo & pobremente absorvido pela via oral, ndo é metabolizado e é
excretado principalmente inalterado e que aproximadamente (70-80)% da dose
administrada € eliminada nas fezes e (20-30)% na urina, nas primeiras 72 horas.
Além disso, o Unico metabolito excretado, encontrado em pequenas quantidades
seria 0 &cido aminometilico fosfénico (AMPA). Eles ainda descrevem que menos de
1% da dose absorvida permaneceu principalmente no figado, intestino delgado e
NOS 0SS0S e que experiéncias em humanos sugerem que a meia vida do glifosato é
de (2-3) horas. A absorcdo dérmica foi baixa em modelo experimental in vitro para
pele humana (2,3%) e esta baixa absorcdo foi confirmada também em estudos em
macacos. Outrossim, descrevem que o glifosato ndo tem potencial de acumulacao e
ndo foi detectavel no leite de vaca ou nos ovos de galinhas.

Recentemente, foi descrito que os produtos de degradacdo do glifosato variam
segundo o tipo de cultura em que o ingrediente ativo é aplicado, e conforme ja
descrito, o residuo mais comum é o Acido Aminometilfosfénico (AMPA), sendo que o
mesmo possui toxicidade semelhante ao glifosato. Para algumas plantas

geneticamente modificadas com o gene do tipo GATHRA ou GAT, ainda nédo
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autorizadas no Brasil, outros dois residuos estdo presentes: o N-acetil-glifosato e N-
acetil-AMPA, e segundo a ANVISA, a toxicidade destes Ultimos ndo € maior que a do
glifosato (ANVISA, 2018).

Nas plantas ndo resistentes ao glifosato, segundo a EFSA, este ingrediente ativo € o
Unico residuo encontrado nas folhas. Nas raizes e tubérculos, o glifosato e 0 AMPA
podem ser encontrados em niveis semelhantes, geralmente muito baixos. Para
plantas resistentes ao glifosato com as alteracfes genéticas CP4-EPSPS ou GOX
(ainda ndo comercializadas no Brasil) ou ambas, os residuos de glifosato e AMPA
foram considerados relevantes pela EFSA, tanto para as folhas como para graos
(ANVISA, 2018). Para as plantas com alteracdes genéticas do tipo GAT (ainda nao
comercializadas no Brasil), o principal residuo foi o N-acetil-glifosato. Assim, a
Anvisa define que, para fins de conformidade de limites méaximos de residuos (LMR),
deverdo ser avaliados para as culturas com a modificacdo do tipo GAT os residuos
glifosato + N-acetil-glifosato. Para todas as demais culturas, apenas o residuo de
glifosato deve ser avaliado. Como plantas com a modificacdo do tipo GAT nédo séao
comercializadas no Brasil, devera ser incluida na monografia do glifosato apenas o
LMR para residuos de glifosato. Ainda, a Anvisa devera avaliar a pertinéncia de
inclusdo do AMPA nos LMR definidos na monografia do glifosato se houver a
autorizacao de uso de plantas com modificagdes genéticas do tipo GOX.

Para avaliagdo do risco dietético, ndo ha informacdo suficiente para cada cenario de
aplicacdo (pré-emergéncia, pdés-emergéncia ou dessecacdo) e pode-se observar
grande variacdo nas concentracdes do glifosato e seus metabolitos encontrados nas
culturas (ANVISA, 2018). Portanto, para avaliagdo do risco dietético, a Anvisa define
gue os residuos deverdo ser expressos a partir da somatoria dos residuos de
glifosato + AMPA para todas as culturas, exceto para aquelas que eventualmente
sejam comercializadas no Brasil com a alteracdo do tipo GAT. Para estas, 0s
residuos devem ser expressos na somatoéria de glifosato + AMPA + N-acetil-glifosato
+ N-acetil-AMPA. Vale destacar que o Programa de Andlise de Residuos de
Alimentos (PARA) ja implantou, com base no Parecer Técnico de Reavaliacdo (PTR)
n® 19/2017, o monitoramento de residuos de glifosato+AMPA nas suas andlises de
residuos (ANVISA, 2018). Conforme essas espécies geneticamente modificadas
ainda nao foram comercializadas no Brasil, esses residuos toxicos ndo possuem
correlagdo com o presente estudo, no entanto, num futuro proximo, oS mesmos

deverdo ser investigados se causam problemas a saude dos agricultores e da



115

populacdo em geral.

Chegamos a conclusdo que este estudo envolve um grau de complexidade bem
maior e, de maneira a compreender quais fatores contribuiriam para explicar os
mecanismos envolvidos na toxicidade dos agrotoxicos no organismo humano sao
necessarias hipéteses mais complexas. A inibicdo da CYP geralmente ndo é uma
inibicdo direta, mas ocorre através de competicdo com outro substrato (MARCOLIN,
2004), ou seja, enquanto a CYP estaria metabolizando o glifosato, outro substrato
toxico ndo estaria sendo metabolizado, que se acumularia e causaria doencas.
Nesse caso, 0 composto prejudicial ndo seria o glifosato, mas outro agente toxico
gue estaria também presente no sangue dos seres humanos. Ocorre que a CYP2C9
estd envolvida no metabolismo de diversas substancias, dentre elas muitos
medicamentos, incluindo os hipoglicemiantes orais, anti-inflamatérios néo
esteroidais, diuréticos, anticonvulsivantes, inibidores de angiotensina I,
antidepressivos, anticoagulantes orais (como a warfarina) entre outros (DALY et al.,
2017).

Além disso, esta enzima estd envolvida no metabolismo de substratos enddgenos
como o acido araquidénico e o linolénico (INGELMAN-SUNDBERG et al.,, 2007,
ZHOU et al., 2008), e, sendo assim, teriamos que entender que outras substancias
também poderiam estar presentes no sangue de seres humanos e que poderiam
causar a toxicidade observada neste estudo. E sabido que as CYPs também
participam de metabolismo de esterdides e outros metabdlitos enddgenos
(MARCOLIN, 2004), e é possivel que a lentificacdo desta metabolizagdo também
possa causar problemas, por competicdo com o substrato.

De qualquer forma, deve-se pesquisar mais profundamente o mecanismo de acéo
dos agrotéxicos no corpo humano para que se possa confirmar qual dessas
hipoteses realmente explicaria os resultados que obtivemos neste estudo. As
andlises estatisticas sdo essenciais para elaborar o desfecho de qualquer pesquisa
relevante e, neste contexto, pretende-se realizar analises estatisticas adicionais
visando saber se os agricultores fumantes e os etilistas teriam um risco maior de
desenvolver esses (e outros) sintomas/doengcas cumulativamente. As perspectivas
deste trabalho também incluem verificar se aqueles agricultores que utilizam
agrotéxicos ha mais tempo poderiam desenvolver mais sintomas/doencas, assim
como se a ocupacao parental (se os pais ja trabalhavam com pesticidas) e a nutricdo

sdo fatores que influenciariam/contribuiriam para o surgimento de doencas.
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Além disso, a pergunta seguinte torna-se extremamente relevante: se os agricultores
gue manipulam diretamente 0s agrotdxicos possuem um risco maior de desenvolver
diversos sintomas/doencas, qual seria o nivel de risco para a populacdo em geral
gue se alimenta com baixas dosagens de agrotoxicos diariamente na agua e nos
alimentos? Sabe-se que o0s alimentos contém resquicios dos agrotoxicos
(ABRASCO, 2012). Se a populacdo em geral recebe baixas dosagens diérias de
agrotoxicos nos alimentos (e na agua), poderia, consequentemente, correr um maior
risco de desenvolver doencas cardiovasculares, renais e até abortamentos de
acordo com seus genotipos?

Essas perguntas sdo muito importantes e devemos realizar um esforco maior para
gue se busque o esclarecimento dessas questdes, que deverdo ser respondidas em
estudos posteriores. Os préximos passos dessa pesquisa deverdo incluir a avaliacéo
do polimorfismo de CYP2C9 na populacdo em geral e verificar se existe correlagéo
com os sintomas/doencas conforme observado nos agricultores do sul do Espirito
Santo. E, além disso, avaliar outras doencas que ainda ndo foram investigadas,
como o autismo, que conforme observado pela Dra. Stephanie Seneff poderia ser
causado pela exposicdo aos agrotoxicos (SENEFF et al., 2013). Além disso,
pergunta-se: as pessoas da populacdo em geral que sdao fumantes e etilistas teriam
um risco maior de desenvolver esses sintomas/doencas?

Uma das alternativas dos caminhos futuros dessa pesquisa seria identificar outros
genes e polimorfismos que tenham papel importante no desenvolvimento de
doencas (com avaliacdo de risco individual), em uma metodologia que utilize ndo so
grupos de agricultores, mas também de pessoas da populacdo em geral. Em um
primeiro momento, devemos estudar a exposicdo aguda e cronica dos agricultores
tabagistas e etilistas e, em um momento posterior, 0 esfor¢co seria 0 de pesquisar
sobre a exposicdo crbnica a que estdao submetidos os cidaddos em geral que
igualmente fazem uso de tabaco e bebidas alcodlicas.

Em resumo, o desenvolvimento de doencas € um evento de carater multifatorial,
cada um deles com um peso especifico, e que, somados, contribuem para o
surgimento das mesmas. Acreditamos que o0 uso de agrotdxicos realmente seja um
fator de risco de grande peso e, dessa forma, este estudo mostra-se muito
importante para o fornecimento de dados relacionados ao surgimento de doengas
em consequéncia da exposicdo continua aos agrotdxicos pela populacdo capixaba

de acordo com polimorfismo em CYP2C9 que os agricultores possuem. Salientamos
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gue a importancia deste estudo reside no numero de individuos envolvidos (cerca de
300 individuos) e, além disso, no grande numero de sintomas/doencas analisados
(43 sintomas/doencas), sendo uma das iniciativas necessarias sobre um tema de
bastante impacto na saude humana na atualidade.

Outrossim, este estudo ressalta a importancia que deve ser dada a
manipulagdo/utilizagdo dos agrotoxicos, visto que 0s mesmos podem causar
doencas e isso esta seriamente associado a responsabilidade das empresas
produtoras desses insumos em apoiar a esse grupo de pessoas que, expostas aos
pesticidas, necessitam de constante acompanhamento e amparo. Além disso, 0
recolhimento de embalagens vazias, vale ressaltar, deve ser um dos objetivos que
norteiam uma logistica cuidadosa.

Ademais, para minimizar os problemas causados pelo uso constante de agrotdxicos,
€ necessario treinamentos e sensibilizacdo dos produtores, com intuito de aumentar
a adesdo ao uso dos equipamentos de protecdo individual, uma vez que este
recurso é o principal meio adotado para evitar problemas toxicolégicos tanto para o
homem quanto para o meio ambiente. Com este objetivo em mente, nds formulamos
um protocolo de seguranca para a manipulacdo de agrotdéxicos (ANEXO II) em que
descrevemos: as medidas de protecdo pessoal; primeiros socorros; instrugdées em
caso de acidentes; procedimentos de lavagem, armazenamento, devolucéo,
transporte e destinagdo de embalagens vazias e restos de produtos improprios para
utilizacdo ou em desuso; precaucdes para 0 manuseio seguro; precaucdes para
guem lava a roupa dos agricultores; telefone do Disque-Intoxicacdo (ANVISA) para
notificar o caso e obter informacgdes especializadas sobre o diagnéstico e tratamento
em caso de intoxicacao por agrotoxicos. Ressaltamos que essas informacdes foram
escritas de maneira simplificada em formato de mensagem de texto que foi enviada
via aplicativo de “WhatsApp” aos agricultores de diversas comunidades participantes
do estudo. Nosso objetivo, no futuro, sera aprimorar essa ferramenta de divulgacao
dos cuidados que devem ser seguidos pelos agricultores e atingir 0 maior nimero de
pessoas possivel.

Este estudo ressalta a importancia de serem realizadas pesquisas mais robustas e
abrangentes em seres humanos no que diz respeito ao mecanismo de
atuacao/efeito dos agrotoxicos, em especial o glifosato. Nossos resultados
demonstram que os agricultores do sul do estado do Espirito Santo que utilizaram

agrotoxicos desenvolveram/apresentaram alteracdes na pressdo arterial, doencas
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cardiovasculares e renais, além de abortos e déficit de atengdo, de maneira
dependente e correlacionada ao gendtipo de CYP2C9 que possuem.

Destacamos, ainda, a importancia de se continuar estudando os efeitos dos
agrotoxicos sobre a saude da populacdo brasileira e mundial, assim como sua
correlagcdo com os polimorfismos de CYP2C9, visto que o fator mais preocupante é
gue a primeira causa de morte por doencas no mundo deve-se a problemas
cardiovasculares (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2018). Nesse contexto faz-se
a pergunta: seriam 0S agrotdxicos o0s responsaveis por contribuir para a principal
causa de morte por doengcas no mundo atualmente? Devemos ter em mente que o
objetivo principal de se responder essa pergunta € a obrigacdo de alertar as pessoas
sobre o0s perigos aos quais sdo submetidas ao se alimentar com agrotoxicos
residuais presentes nos alimentos e na agua consumidos diariamente e com efeitos

cumulativos prejudiciais a satde humana.
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8 CONCLUSAO

Realizamos uma analise comparativa das frequéncias dos principais alelos de
CYP2C9 com os obtidos em 3 diferentes estudos brasileiros e verificamos
semelhancas entre as frequéncias das variantes alélicas observadas neste estudo e
as obtidas nos estudos referidos anteriormente. O alelo *1 possui uma frequéncia
relativamente maior do que os demais alelos, seguido pelo alelo *2 e, por fim, o alelo
*3 que possui a menor frequéncia em todos os estudos. Outrossim, realizamos a
andlise de frequéncia genotipica para identificar se a populagdo estudada esta ou
nao de acordo com o equilibrio de Hardy-Weinberg, e, de acordo com os resultados
obtidos, podemos afirmar que a populacdo deste estudo esta em equilibrio de
Hardy-Weinberg.

Demonstramos que individuos que utilizam agrotoxicos e séo classificados como
metabolizadores normais “A” para a enzima CYP2C9 (*1/*1) sdo mais suscetiveis a
desenvolver alguma doenca/sintomas em relacdo aos individuos portadores das
variantes polimoérficas dos grupos de metabolizadores “B” (*1/*2, *1/*3) e “C” (*2/*2,
*2/*3 e *3/*3). Notamos, ainda, que nos metabolizadores intermediarios “B” (que
utilizam agrotoxicos) foi observada correlagdo com o surgimento de déficit de
atencdo e abortamentos e nos metabolizadores normais “A” (que utilizam
agrotéxicos) notou-se correlacdo com alteragdes na pressdo arterial, doencas
cardiovasculares e doencas renais. Diferentemente, ndo foi encontrada correlacéo
com o surgimento de sintomas/doengas na classe de metabolizadores lentos “C”.
Finalmente, com base nos resultados apresentados neste trabalho, verificamos que
0os agricultores do sul do estado do Espirito Santo que utilizaram agrotoxicos
desenvolveram/apresentaram alteracbes na  pressdo  arterial, doencas
cardiovasculares e renais, além de aborto e déficit de atencdo, de maneira
dependente e correlacionada ao gendtipo de CYP2C9 que possuem. Destacamos,
ainda, a importancia de se continuar estudando os efeitos dos agrotdxicos sobre a
saude da populacdo brasileira e mundial e sua correlacdo com os polimorfismos de
CYP2C9 com o objetivo principal de alertar as pessoas sobre 0s perigos aos quais
estdo submetidas ao se alimentar com agrotdxicos residuais presentes nos
alimentos e na agua consumidos diariamente e com efeitos cumulativos prejudiciais
a saude humana. O significado clinico do polimorfismo de CYP2C9 frente ao

glifosato deveréa ser confirmado em estudos posteriores.
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QUESTIONARIO
POLIMORFISMO DE CYP2C9: ESTUDO DA RELACAO DO USO DE

AGROTOXICOS COM O DESENVOLVIMENTO DE DOENCAS EM
AGRICULTORES DO ESPIRITO SANTO

1. Nome:

2. Localidade:

3. Telefone:

4. Data de nascimento:

5. ldade:_ .

6. Sexo:

7. Tempo como agricultor:

8. Usa agrotoxicos na Lavoura?

9. Se sim, quais?
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10. Fumante?

( ) Nunca fumou;

( ) Ja fumou e ndo fuma atualmente;
( ) Fuma atualmente.
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11. Consome bebida alcodlica?

( ) Nunca bebeu;

( ) Ja bebeu no passado e atualmente ndo bebe;
( ) Bebe atualmente.

12. Apresenta ou ja apresentou algum desses sintomas abaixo?
Irritac&o ocular: ( )sim( )nao

LesGes na pele/Alergias: )sim () nao
Queimaduras na pele: )sim () nao
Nauseas/ansia de vomito: )sim () ndo
Catarro: )sim () nao
Dor abdominal: )sim () ndo
Diarréia: )sim () nao
Digestao dificil: )sim ( ) nao

Chiados sibilos: )sim () nao

Asma: )sim ( ) nao
Inflamac6es gastricas: )sim ( ) nao
Doencas hepéticas: )sim () nao

Alteracdes na pressao arterial: )sim ( ) nao

Infertilidade: )sim () nao
Lacrimejamento: )sim ( ) néo
Tonturas/Vertigens: )sim () nédo
Tosse: )sim ( ) nao
Falta de ar/Dispnéia: )sim () ndo
Viséo turva: )sim () nao
Tremores: )sim ( ) nao
Vomitos: )sim ( ) nao
Dor nas articulagdes: )sim () nao
Hepatite: )sim () nao
Artrose/Osteoporose: )sim () nao

Doencas renais: )sim () nao

Doencas respiratorias: )sim () nado
Déficit de atencéo: )sim () nao

Abortamentos: )sim () néo

e N e e N e T T e e T T T T e e e e T e e e e e T e e e e T

Dor de cabeca: )sim () nao



Suor excessivo:
Salivagéo:
Agitacao/Irritabilidade:
Formigamento:

Miose:

Caimbras:

Dor no corpo/Musculatura:
Depresséo:

Doencgas cardiovasculares:
Cancer:

Palpitacédo cardiaca:

Lesédo em glandulas salivares:

Malformagéo:

Hiperatividade:

e e T e e e T e e T e e T )

) sim (
) sim (
) sim (
) sim (
) sim (
) sim (
) sim (
) sim (
) sim (
) sim (
) sim (
) sim (
) sim (

) sim (

) ndo
) ndo
) ndo
) ndo
) ndo
) ndo
) ndo
) ndo
) ndo
) ndo
) ndo
) ndo
) ndo

) ndo
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ANEXO I

PROTOCOLO DE SEGURANCA NA MANIPULACAO DE AGROTOXICOS

1 — MEDIDAS DE PROTECAO PESSOAL:

/Protecéo dos olhos: 6culos de seguranca ou viseira.

Protecdo da pele: macacéo ou calca e camiseta de mangas compridas, luvas para
protecdo quimica e sapato de seguranca.

Protecdo respiratéria: mascara contra particulados (poeira total).

2 - PRIMEIROS SOCORROS:

Muito importante: em com a pele o produto pode causar irritagdo com ardéncia,
vermelhiddo e coceira. Em caso de contato com os olhos, o produto pode causar
lesbes graves. Em caso de ingestdo pode causar irritacdo do trato gastrointestinal,
nausea, vomito, diarréia. Se inalado pode causar irritacdo do trato respiratorio
superior, edema pulmonar e dificuldade respiratéria. Nos casos mais graves de
intoxicacao, pode ocorrer: reducdo da quantidade de urina, aumento da temperatura
corporal.

/Procure logo um servico médico de emergéncia levando a embalagem, rétulo, bula
e/ou receituario agronémico do produto.

¢Ingestdo: se engolir o produto, ndo provoque vOmito. Caso o vémito ocorra
naturalmente, deite a pessoa de lado. Ndo dé nada para beber ou comer.

/0Olhos: em caso de contato, lave com muita agua corrente durante pelo menos 15
minutos. Evite que a 4gua de lavagem entre no outro olho.

Pele: em caso de contato, tire a roupa contaminada e lave a pele com muita agua

corrente e sabdo neutro. Inalagdo: se o produto for inalado (“respirado”), leve a

pessoa para um local aberto e ventilado.
A pessoa gue ajudar deveria proteger-se da contaminacdo usando luvas e avental

impermeaveis, por exemplo.

3-INSTRUCOES EM CASO DE ACIDENTES:

«Isole e sinalize a area contaminada.
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Contate as autoridades locais competentes e a Empresa responsavel por fabricar
o produto através do telefone de Emergéncia registrado na embalagem do produto.
v Utilize Equipamento de Protecdo Individual - EPI (macac&o impermedvel, luvas e
botas de borracha, 6culos protetor e mascara com filtros).

VEm caso de derrame, siga as instrucées abaixo:

Piso pavimentado: recolha o material com auxilio de uma pa e cologue em recipiente
lacrado e identificado devidamente. O produto derramado ndo devera mais ser
utilizado.

Neste caso, consulte o registrante através do telefone indicado no rétulo para sua
devolucao e destinacao final.

-Solo: retire as camadas de terra contaminada até atingir o solo ndo contaminado,
recolha esse material e coloqgque em um recipiente lacrado e devidamente
identificado. Contate a empresa registrante conforme indicado acima.

-Corpos d’agua: interrompa imediatamente a captagdo para o consumo humano ou
animal, contate o 6rgdo ambiental mais proximo e o centro de emergéncia da
empresa, visto que as medidas a serem adotadas dependem das propor¢cdes do
acidente, das caracteristicas do corpo hidrico em questdo e da quantidade do
produto envolvido.

«Em caso de incéndio, use extintores DE AGUA EM FORMA DE NEBLINA, DE

C02, PO QUIMICO, ficando a favor do vento para evitar intoxicagao.

4-PROCEDIMENTOS DE LAVAGEM, ARMAZENAMENTO, DEVOLUCAO,
TRANSPORTE E DESTINACAO DE EMBALAGENS VAZIAS E RESTOS DE
PRODUTOS IMPROPRIOS PARA UTILIZACAO OU EM DESUSO:

A EMBALAGEM NAO PODE SER LAVADA.

YARMAZENAMENTO DA EMBALAGEM VAZIA: O armazenamento da embalagem
vazia, até sua devolucéo pelo usuario, deve ser efetuado em local coberto, ventilado,
ao abrigo de chuva e com piso impermeavel, no proprio local onde guardadas as
embalagens cheias. Use luvas no manuseio dessa embalagem. Essa embalagem
vazia deve ser armazenada separadamente das lavadas, em saco plastico
transparente (Embalagens Padronizadas - modelo ABNT), devidamente identificado
e com lacre, o qual devera ser adquirido nos Canais de Distribui¢&o.

«DEVOLUCAO DA EMBALAGEM VAZIA: No prazo de até um ano da data da
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compra, € obrigatéria a devolucdo da embalagem vazia, pelo usuéario, ao
estabelecimento onde foi adquirido o produto ou no local indicado na nota fiscal,
emitida no ato da compra. Caso o produto ndo tenha sido totalmente utilizado nesse
prazo, e ainda esteja dentro de seu prazo de validade, sera facultada a devolucao da
embalagem em até 6 meses apds o término do prazo de validade. O usuério deve
guardar o comprovante de devolucdo para efeito de fiscalizagdo, pelo prazo minimo
de um ano apd6s a devolucdo da embalagem vazia.

TRANSPORTE: As embalagens vazias ndo podem ser transportadas junto com
alimentos, bebidas, medicamentos, racdes, animais e pessoas. Devem ser
transportadas em saco plastico transparente (Embalagens Padronizadas - modelo
ABNT), devidamente identificado e com lacre, o qual devera ser adquirido nos

Canais de Distribuicao.

5-PRECAUQOES PARA O MANUSEIO SEGURO:

/Utilize os Equipamentos de Protecdo Individual (EPIs): éculos de seguranca;
macacado ou calgca e camiseta de mangas compridas; luvas para protecdo quimica;
sapato de seguranca; mascara contra poeira. NAO manuseie o produto sem os EPIs
recomendados ou se estiverem danificados. Evite contato com a pele, olhos e
mucosas. Ao abrir a embalagem, faga-o de modo a evitar derramamentos. Manuseie
o produto em local arejado e longe de qualquer fonte de ignicdo ou calor. N&o fume.
Assegure uma boa ventilacdo no local de trabalho. Manipule respeitando as regras
gerais de seguranca e higiene industrial. Leia e siga as instrucdes de uso
recomendadas no roétulo. Observe o prazo de validade. Nao reutilize a embalagem
vazia. Nao lave as embalagens em lagos, fontes, rios e demais corpos d’agua. Nao
coma, beba ou fume durante o manuseio do produto. Lave-se apds 0 manuseio,
principalmente antes das refeicdes. Apdés o dia de trabalho, remova as roupas
protetoras e tome banho.

6-PRECAUCOES PARA QUEM LAVA A ROUPA DOS AGRICULTORES:

v Utilize pelo menos luvas para protecdo quimica e avental impermeavel.

7-ATENCAO:
Ligue para o Disque-Intoxicacdo (ANVISA): 0800-722-6001 para notificar o

caso e obter informacdes especializadas sobre o diagnéstico e tratamento. A
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ligacdo €& gratuita e o usuario € atendido por uma das 36 unidades da Rede

Nacional de Centros de Informacado e Assisténcia Toxicologica (Renaciat).



