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RESUMO

Os agrotoxicos sao produtos quimicos aplicados na agricultura para controlar ou
eliminar todos os tipos de pragas. A populagado esta exposta a esses xenobioticos
tanto pela contaminagdo ambiental quanto pelo uso intencional, incluindo a exposigéo
ocupacional. O objetivo deste estudo é avaliar os efeitos da administracao do extrato
de semente de uva MASQUELIER®, rico em proantocianidinas oligoméricas (OPCs),
em marcadores de danos de DNA, marcadores imunologicos, marcadores
toxicolégicos, estresse oxidativo e expressdo de microRNAs, em sangue periférico de
agricultores expostos a pesticidas no sul do Brasil. O extrato de semente de uva
utilizado como suplemento alimentar por agricultores expostos a agrotoxicos, na
dosagem de 200 mg ao dia, por 8 semanas: reduziu alteragdes estruturais no DNA,
bem como o indice de quebras de fitas simples com a enzima FPG no ensaio cometa,
e quebras de fitas duplas no teste de micronucleos com bloqueio de citocinese celular,
reduzindo a frequéncia de micronucleos, pontes nucleoplasmaticas e apoptose;
melhorou a atividade do sistema imunoldgico, aumentando células T CD4+ e a relagao
T CD4+ /T CD8+; reduziu a atividade da BuChE. Sendo assim, o extrato de semente
de uva padronizado, na dosagem e no periodo de tempo utilizado, foi capaz de
modular: danos oxidativos no DNA; parametros imunoldgicos; e parametros
toxicologicos, mesmo em individuos sujeitos a exposigdo constante a pesticidas.
Intervencgdes clinicas futuras poderiam avaliar dosagens e periodos de tempo maiores
dessa suplementagao em agricultores, a fim de avaliar outros marcadores de estresse
oxidativo; reavaliar os parametros que ndo deram diferengas significativas, ou que
deram diferengas conflitantes com o esperado nesse estudo.

Palavras-chave: pesticidas; agrotoxicos; danos ao DNA; estresse oxidativo;
inflamacao; antioxidantes; extrato de semente de uva.



ABSTRACT

Pesticides are chemicals applied in agriculture to control or eliminate all types of rules.
The population is exposed to these xenobiotics both through environmental pollution
and intentional use, including occupational exposure. The objective of this study is to
evaluate the effects of administration of MASQUELIER®. rich in oligomeric
proanthocyanidins (OPCs), grape seed extract on markers of DNA damage,
immunological protectors, toxicological markers, oxidative stress and expression of
microRNAs, in peripheral blood of farmers exposed to pesticides in southern Brazil.
Brazil. Grape seed extract used as a dietary supplement by farmers exposed to
pesticides, at a dosage of 200 mg per day, for 8 weeks: harmful structural changes in
DNA, as well as the rate of single-strand breaks with the FPG enzyme in the comet
assay , and double-strand breaks in the micronucleus test with blockage of cellular
cytokinesis, decreasing the frequency of micronuclei, nucleoplasmic bridges and
apoptosis; improved immune system activity, increasing CD4+ T cells and the CD4+
T/CD8+ T ratio; impairs BUChE activity. Therefore, the grape seed extract, in the
dosage and period of time used, was able to modulate: oxidative damage to DNA;
immunological parameters; and toxicological parameters, even in individuals subject
to constant exposure to pesticides. Future clinical interventions could evaluate
dosages and longer periods of time of this supplementation in farmers in order to
evaluate other markers of oxidative stress; reevaluate the parameters that did not give
significant differences, or that gave differences that conflict with what was expected in
this study.

Keywords: pesticides; pesticides; DNA damage; oxidative stress; inflammation;
antioxidants; grape seed extract.
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1 INTRODUGAO

A economia brasileira tem como principal base a produgao agricola. As areas
agricolas de maior destaque no Brasil estdo nas regides Sul, Nordeste e Centro-oeste.
A contaminagdo por agrotdxicos nessas areas ocorre por contato direto, pelo ar, pela
agua, pelo solo, e sobretudo pela sua manipulagao e pelo descarte incorreto de seus
residuos (COSTA et al., 2021).

O Brasil é um dos paises que mais utiliza agrotoxicos no mundo. Os pesticidas
séo classificados pela Agéncia Internacional de Pesquisa do Céancer (IARC, 2014),
como Carcindgenos Humanos Conhecidos (Grupo 1A) e Provaveis (Grupo 2A). Sao
ainda associados a alteragdes cromossémicas, estresse oxidativo, doencgas
cardiovasculares, condi¢des neurodegenerativas, disturbios reprodutivos (COSTA et
al., 2021).

O reparo do DNA sujeito a erros é considerado um fator de risco para varios
tipos de cancer; lesbes genéticas estdo associadas ao desenvolvimento da
carcinogénese (COSTA et al., 2021; SCHUMACHER et al., 2021). Danos ao DNA
(tanto o nuclear quanto o mitocondrial, em fita simples ou fitas duplas) podem resultar
da exposi¢ao a agentes exdgenos, como por exemplo, xenobidticos no ar, na agua,
em alimentos e radiagao ultravioleta (UV); ou ainda por fontes endégenas, como as
espécies reativas de oxigénio (ROS) e produtos finais de glicacdo (AGEs)
(SCHUMACHER et al., 2021).

As consequéncias moleculares de danos acumulados no DNA s&o tempo-
dependentes e exposicdo-dependentes. Podem ocorrer: aberragdes genéticas, como
mutagdes e instabilidade gendmica; paralisacdo de RNA e DNA polimerases por
lesdes de DNA, provocando sinalizagdo de dano ao DNA e interferindo nas suas
fungdes primarias. Encurtamento de telémeros, alteracbes epigenéticas, estresse
proteostatico e comprometimento de fungdo mitocondrial (SCHUMACHER et al.,
2021).

As consequéncias celulares e teciduais de danos ao DNA e resposta ao dano
de DNA (DDR) incluem decisdes sobre o destino celular, como senescéncia, morte
celular ou esgotamento de células-tronco (SCHUMACHER et al., 2021).

As consequéncias sistémicas ocorrem por meio de sinalizacdo enddcrina,
respostas inflamatorias e alteragdes metabdlicas. Desregulacdo da sinalizagao e

comunicagao celular, podendo levar a perda funcional de tecidos e o6rgaos;
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desregulacdo em mecanismos de deteccdo de nutrientes, além de inflamacgéao e
doencas, como o cancer (SCHUMACHER et al., 2021). Ja que, conforme mencionado,
lesdes de DNA sao exposicao e tempo-dependentes, inevitavelmente se acumulam;
isso faz com que a instabilidade do genoma esteja intimamente relacionada ao
envelhecimento e as doencgas relacionadas ao envelhecimento (SCHUMACHER et al.,
2021).

Intervengdes dietéticas (bem como diversas outras medidas, como: protegao
contra radiacdo UV; evitar o tabagismo; reducdo do nivel de estresse; boa qualidade
de sono; menor exposicdo a xenobidticos), sdo algumas das maneiras de reduzir o
impacto da exposicao a agentes exdgenos, modulando ainda alguns dos processos
enddgenos.

Sendo assim, intervengdes que visam reduzir danos ao DNA e aumentar a
sua capacidade de reparo, aumentam a saude e a qualidade de vida. Reduzem ainda

o risco de doengas, como o cancer.

.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo geral

Avaliar os efeitos da administracdo do extrato de semente de uva
MASQUELIER® OPCs em marcadores de danos de DNA, marcadores imunoldgicos
e toxicoldgicos, estresse oxidativo e expressao de microRNAs, em sangue periférico

de agricultores expostos a pesticidas no Sul do Brasil.

1.1.2 Objetivos especificos

a) Avaliar o perfil de microRNAs em agricultores expostos a pesticidas,
antes e depois da utilizagdo do extrato de semente de uva
MASQUELIER® OPCs, como agente antioxidante;

b) Avaliar os indices de quebras de fita simples, quebras de fita dupla e de
alteragdes estruturais sensiveis ao pH alcalino das fitas de DNA, obtidos
a partir do ensaio cometa e comparar entre antes e depois da

administracao do extrato;
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Avaliar as frequéncias de micronucleos, pontes nucleoplasmaticas,
brotos (buds) nucleares, células apoptoticas, células necréticas e o
indice de divisdo nuclear, obtidas a partir da técnica de micronucleos
com o bloqueio da citocinese celular, e comparar entre antes e depois
da administracao do extrato;

Avaliar os niveis de estresse oxidativo através da avaliacdo de
marcadores, como a Glutationa Peroxidase (GPx), através de ELISA,
em agricultores expostos a pesticidas, antes e depois da utilizagdo do
extrato de semente de uva, como agente antioxidante;

Avaliar os parametros toxicoldgicos: colinesterase (através do ensaio
colorimétrico automatizado), em agricultores expostos a pesticidas,
antes e depois da utilizagao do extrato de semente de uva;

Avaliar parametros imunolégicos e determinar os valores relativos e
absolutos de linfécitos T ou suas subpopulagdes (T CD4+) e arelagdo T
CD4+ /T CD8+, e comparar entre antes e depois da administracdo do

extrato.
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2 DESENVOLVIMENTO

Para realizacdo da revisao bibliografica foram utilizadas as bases de dados
online PubMed e Scielo, além de livros e periddicos. Os principais assuntos
pesquisados foram: dano de DNA,; pesticidas; instabilidade gendmica; antioxidantes;

extrato de semente de uva; Vitis vinifera, L.

2.1 AGROTOXICOS NO BRASIL

Os agrotodxicos sao produtos quimicos e naturais de aplicados na agricultura
para controlar ou eliminar todos os tipos de pragas: insetos; passaros; ou
microrganismos (que causam doengas em plantas) e plantas daninhas. A populagao
esta exposta aos agrotoxicos tanto pela contaminagdo ambiental quanto pelo uso
intencional. Estima-se que cada brasileiro consuma em média sete litros de
agrotéxicos por ano; esta diretamente relacionado as 70 mil intoxicagdes agudas e
cronicas, segundo dados do dossié elaborado pela Associacédo Brasileira de Saude
Publica (ABRASCO). A exposigao aos agrotoxicos pode ser ocupacional ou ocasional;
ocorre por ingestdo, inalagdo ou contato com a pele (geralmente relacionada ao
manuseio desses produtos) (PANIS et al., 2022).

No ano de 2015, o Brasil plantou mais de 70 milhdes de hectares de lavouras,
com predominio de soja (42 % de toda area plantada do pais), milho (com 21 % de
area plantada) e cana-de-agucar (13 % de area plantada no Brasil). Dessa forma,
esses cultivos foram os que mais consumiram agrotoéxicos. Em Santa Catarina, nesse
mesmo periodo, os cultivos que mais consumiram agrotoxicos foram: soja (38 %),
milho (25 %), arroz (9 %), fumo (7 %), feijao (5 %), trigo (5 %), banana (2 %) e cana-
de-acucar (1 %) (PIGNATI et al., 2017).

O agronegocio é considerado uma das atividades mais importantes da
economia brasileira. As estimativas de producéo de graos do Ministério da Agricultura,
Pecuaria e Abastecimento — MAPA (2020) apontam para uma safra 2019 /2020 de
250,9 milhdes de toneladas, em uma area plantada de 65,5 milhdes de hectares. De
acordo com os dados mais recentes do Censo Agropecuario, apenas trés produtos
sao responsaveis por 85 % da area colhida a partir dos produtos das culturas anuais:
1) soja (30,4 milhdes de hectares em 2017); 2) milho (16,3 milhdes de hectares); e 3)
cana-de-acucar (9,1 milhées de hectares) (PANIS et al., 2022).
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A alta producdo de soja, milho e cana-de-agucar se reflete na posicéo de
destaque que o Brasil ocupa tanto na producéo quanto na exportacdo de produtos
agricolas. O pais ocupa o primeiro lugar nas exportacdes de soja e agucar; o Brasil
comercializa seus produtos para 43 destinos no caso da soja, e 113 destinos no caso
do agucar. O Brasil também é o segundo maior exportador de milho do mundo
(destinando sua produgao a 68 destinos). China e Estados Unidos sao os principais
destinos dos produtos do agronegadcio brasileiro (PANIS et al., 2022).

Estima-se que no ano de 2015, foi pulverizado quase 900 milhdes de litros de
agrotoxicos em lavouras brasileiras, distribuidos por diversos cultivos (apresentados
a seguir em ordem decrescente em relagdo ao consumo de agrotéxicos): soja, milho,
cana-de-agucar, algodao, trigo, fumo, arroz, cafe, citricos, feijao, banana, tomate, uva,
girassol, mamao, melancia, abacaxi, manga e meldo (PIGNATI et al., 2017).

Considerando a area plantada (hectares) dos cultivos analisados, seus
respectivos consumos de agrotdxicos e predominancia de lavoura agricola por
Unidade Federada no pais, em 2015 os 10 estados que mais consumiram agrotéxicos,
em ordem decrescente, foram: Mato Grosso, Parana, Rio Grande do Sul, Sdo Paulo,
Goias, Minas Gerais, Mato Grosso do Sul, Bahia, Maranhdo e Santa Catarina
(PIGNATI et al., 2017).

Em 2019, o pais foi dividido em 5 grandes classes em relagdo as toneladas
de agrotéxicos comercializados (PANIS et al., 2022):

1) Mato Grosso (MT - foi o maior, atingindo 121.473 toneladas); seguido
por Sao Paulo (SP - 92.514 toneladas); Rio Grande do Sul (RS - 74.291
toneladas); e Parana (PR - 63.714 toneladas);

2) Goias (GO -49.449 toneladas); e Minas Gerais (MG - 44.200 toneladas);

3) Mato Grosso do Sul (MS - 38.186 toneladas); e Bahia (BA - 30.990
toneladas);

4) Santa Catarina (SC - 12.442 toneladas); e Maranhao (MA - 10.581
toneladas);

5) Os demais estados brasileiros, que usaram menos de 10.000 toneladas
de agrotoxicos em 2019.

Dessa forma, o Estado de Santa Catarina ocupa agora a nona posigao em
relacdo as toneladas de agrotoxicos comercializados (PANIS et al., 2022).

No Brasil, a quantidade de intoxicagbes por agrotéxicos aumentou mais

rapidamente do que a quantidade de area plantada; a taxa nacional de crescimento
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das intoxicagdes foi de 8 % entre 2007 e 2017, superior ao crescimento meédio da area
colhida que foi de 2 % no mesmo periodo (NASCIMENTO et al., 2020).

2.1.1 Mecanismos de acao dos agrotoxicos

Os agrotéxicos incluem um grande numero de moléculas quimicas, com
diferentes modos de acdo e toxicidade, sendo divididos em trés grandes classes:
inseticidas, fungicidas e herbicidas (CASIDA; DURKIN, 2017; PANIS et al., 2022).

No entanto, ainda existem acaricidas, moluscicidas, rodenticidas, entre
outros. Herbicidas sao substancias quimicas que reduzem ou eliminam as plantas
(popularmente conhecidas como plantas daninhas), ou seja, aquelas que competem
por agua e nutrientes com a planta cultivada. Atualmente, os herbicidas lideram a lista
dos principios ativos mais comercializados, com um crescimento de venda de 126,5
% entre 2009 e 2019. Os fungicidas sao substancias quimicas aplicadas em plantas
cultivadas para matar fungos ou prevenir o aparecimento de doengas fungicas. As
vendas de fungicidas aumentaram 100 % de 2009 a 2019. Os inseticidas sao produtos
a base de substancias de acao direta ou indireta que causam a morte de insetos. Entre
2009 e 2019, o maior crescimento no volume vendido foi entre os inseticidas (259,6
%). Os inseticidas/acaricidas cresceram 14,3 %. As vendas de adjuvantes cresceram
21,8 % e as de outros produtos agrotoxicos, 98,9 % (PANIS et al., 2022).

Os inseticidas atuam sobretudo no receptor nicotinico de acetilcolina; os
herbicidas (como o glifosato), inibem a biossintese de aminoacidos aromaticos; os
fungicidas inibem sitios do citocromo P450 (CASIDA; DURKIN, 2017).

Os inseticidas sao compostos organofosforados que tém como principal alvo
de inibicdo a acetilcolinesterase (AChE). A acetilcolina (ACh) é um importante
neurotransmissor que deve ser hidrolisado em colina e acido acético para restaurar
neurdnios colinérgicos ativados; AChE e butirilcolinesterase (BuChE) sdo as enzimas
que hidrolisam esse processo catalitico. A AChE atua na terminagdo dos impulsos
nervosos; tem sido muito estudada pela sua associacdo com doencas
neurodegenerativas (como a doenga de Alzheimer, onde ha baixos niveis de ACh)
(THAPA et al., 2017).

Os pesticidas mais comumente aplicados sdo os organofosforados e os
carbamatos, que inibem as enzimas colinesterases, impactando varios sistemas

organicos, como o sistema nervoso, musculo-esquelético, respiratorio e circulatério. O
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mecanismo da inibicdo envolve a fosforilagdo de um grupo hidroxila no aminoacido
serina no sitio ativo da enzima. A AChE é uma enzima que degrada a acetilcolina,
além de atuar como um neurotransmissor. Dos dois principais receptores de
acetilcolina - nicotinicos e muscarinicos -, a AChE tem maior afinidade pelos
receptores muscarinicos; a inibicdo da AChE causa o acumulo de acetilcolina, levando
a superestimulagdo do cérebro (predominantemente nos locais dos receptores
muscarinicos) (PARRA-ARROYO et al., 2022).

Os herbicidas (como o glifosato), atuam inibindo a enzima 5-
enolpiruvilshiquimato-3-fosfato sintase (EPSPS), interrompendo portanto, a producéo
de aminoacidos aromaticos e compostos secundarios com fungdes de defesa em
plantas e em muitos microorganismos. Eles se acumulam por toda a planta (incluindo
suas raizes e sementes). Tanto o glifosato quanto o seu produto de degradagéo (o
Acido Amino-Metil Fosfénico, ou AMPA) inibem a atividade de enzimas
antioxidantes e induzem o acumulo de espécies reativas de oxigénio (ROS), que
induzem disfungéo fisioldgica e dano celular (VAN BRUGGEN et al., 2018).

Os fungicidas azélicos (sobretudo os triazdis), atuam na inibicdo da enzima
14-a-esterol desmetilase, que pertence a familia do citocromo P450 (CYP), também
conhecida como CYP51. A inibicao desta enzima leva a deplecao de ergosterol em
fungos (e a integridade da membrana da célula fungica é interrompida). Essa inibicao
interfere com diferentes receptores nucleares ativados por ligante, além de alteragdes
subsequentes na expresséo de genes-alvo de receptores nucleares correspondentes
(como por exemplo, varias enzimas CYP que tém um papel importante no
metabolismo xenobidtico) (MARX-STOELTING et al., 2020).

Com base em sua estrutura quimica, existem cinco classes principais de
pesticidas: organoclorados; organofosfatos; carbamatos; piretroides; triazinas
(YILMAZ et al., 2020).

Os agrotéxicos com acao herbicida mais vendidos no Brasil em 2019, foram
Glifosato e seus sais (2,4-D, Atrazina e Paraquat). Este ingrediente ativo teve sua
comercializagado proibida no Brasil a partir de 22 de setembro de 2020, devido a
reavaliacdo toxicoldgica conforme previsto na Resolugcdo RDC n° 177, de 21 de
setembro de 2017, publicada no Diario Oficial de 22 de setembro de 2017. No entanto,
pode ser utilizado por produtores que haviam estocado o produto até 31 de agosto de
2021. Entre os inseticidas estdo Acefato, Melationa e Clorpirifés. E, entre os

fungicidas, estdo Mancozebe e Clorotalonil (PANIS et al., 2022).
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O processo de desintoxicagao, ou seja, transformar e eliminar o composto
quimico do organismo, divide-se em 3 fases (GENUIS; KYRILLOS, 2017):

1) Bioativacdo — o hidrocarboneto lipofilico € modificado por reagbes de
oxidagdo, reducdo ou hidrolise. Incorpora atomos ou grupos nucleofilicos ou
eletrofilicos (OH-, O-, N-, S-) que servirao como pontos de ligagao em outras reagdes
de polarizagado através da conjugacgao. Essa fase € composta por citocromo P450 e
enzimas reguladas por receptores nucleares (vulneraveis a agdes xenobidticas);

2) Conjugagao — outros grupos (como aminoacidos acidos) sdo adicionados
através de ligacdes covalentes, transformando o xenobiético numa molécula mais
polar, mais adequado para extragao através de transportadores de membrana celular.
Envolve enzimas como metil-, sulfo-, e glucuronosil- transferases, além de glutationa-
S transferase; as reagdes permanecem intracelulares. Esses agentes toxicos
conjugados sao entdo liberados no meio onde sdao mais facilmente eliminados do
corpo; também podem ser submetidos a transformacao adicional na fase 3;

3) Eliminagédo — envolve a familia ATP-binding, de transformacéo de drogas.
Tais transportadores estdo implicados na resisténcia a drogas, e considerados um
‘incbmodo” para a atividade droga-alvo (como por exemplo, antibidticos,
quimioterapia). Ja no caso de poluentes quimicos, sdo excelentes mecanismos de
eliminacao. Contudo, alguns organoclorados e seus metabdlitos impedem a atividade
dessa via de desintoxicagao, favorecendo a bioacumulagédo desses agentes, uma vez
que também interferem na atividade do citocromo P450.

O principal local de desintoxicagao € o reticulo endoplasmatico do figado, mas
diversos outros tecidos (incluindo rins, pele, cérebro, pulmdes, coracao, testiculos,
placenta), também participam desse processo (GENUIS; KYRILLOS, 2017).

2.2 EXPOSIGAO A AGROTOXICOS

A populacdo esta exposta através do ar, da agua, dos alimentos e do solo
(GENUIS; KYRILLOS, 2017).

No meio ambiente, o alto uso de agrotdxicos causa degradagéo do solo e da
agua, além da contaminacao de organismos aquaticos e terrestres. Ultimamente a alta
letalidade de abelhas também tem sido relacionada ao uso extenso de pesticidas
(LOPES; ALBUQUERQUE, 2021).
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Esses poluentes quimicos persistem no corpo humano por longos periodos
de tempo principalmente por: reabsor¢ao continua na circulagdo entero-hepatica;
capacidade limitada de desintoxicagdo; afinidade seletiva de alguns produtos
quimicos em locais especificos de retencado (como o cérebro), ou tecido adiposo (no
caso de compostos lipofilicos) (GENUIS; KYRILLOS, 2017).

A toxicidade celular tem como consequéncia, diversas alteragdes
fisiopatoldgicas que podem ocorrer. Danos ao DNA podem, por exemplo, induzir
disrupcao enddcrina; estresse oxidativo pode induzir inflamagao cronica e doencgas de
perfil inflamatério; modificacdes epigenéticas podem favorecer desregulagao de vias /
sinalizagdes celulares (GENUIS; KYRILLOS, 2017).

A exposigao a substancias quimicas (agrotéxicos) em regides de media e alta
producao agricola tem sido apontada como potenciais fatores causais de canceres; a
Agéncia Internacional de Pesquisa em Cancer (IARC/OMS) tem classificado
agrotoxicos frequentemente utilizados nas lavouras como potencialmente
cancerigenos, como por exemplo, o glifosato (GUYTON et al., 2015).

De acordo com a classificagao da IARC, um pesticida é classificado no Grupo
1 se for cancerigeno para humanos; no Grupo 2A, se é provavelmente cancerigeno
para humanos (quando ha evidéncia limitada de carcinogenicidade em humanos e
evidéncia suficiente de carcinogenicidade em animais de teste); no Grupo 2B, se for
possivelmente carcinogénico para humanos (por exemplo, evidéncia limitada de
carcinogenicidade em humanos e evidéncia insuficiente em animais de teste); no
Grupo 3, se nao for classificavel quanto a carcinogenicidade em humanos (evidéncia
inadequada de carcinogenicidade em humanos e evidéncia inadequada ou limitada
em animais de experimentagao); e no grupo 4, se provavelmente nao for cancerigeno
para humanos (IARC, 2014).

De acordo com uma revisao sistematica sobre o impacto dos agrotéxicos no
meio ambiente e na saude humana, a exposicao esta associada a suicidio, depressao,
ansiedade, disturbios respiratérios, 6bitos fetais, alteracbes hepaticas e hormonais,
linfoma ndo Hodgkin, alteragcdes em sistemas reprodutores femininos e masculinos,
perdas auditivas e danos em mecanismos de defesa celular (LOPES;
ALBUQUERQUE, 2018).

Sao considerados desreguladores enddécrinos: agentes exdgenos que
interferem na sintese, secregao, transporte, ligacéo, agao ou eliminagdo de horménios

naturais no corpo, responsaveis por manutencdo da homeostase, reproducao,
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desenvolvimento e/ou comportamento. Sobretudo os pesticidas organoclorados, pela
sua caracteristica lipofilica, e portanto, capacidade de bioacumulagao; sdo poluentes
organicos e ambientais persistentes (YILMAZ et al., 2020).

A exposigao primaria ocorre muitas vezes pela ingestdo de alimentos, além
de outras vias, como inalagéo e absorgao cutanea (YILMAZ et al., 2020).

A composigao nutricional dos alimentos contaminados por agrotoxicos pode
inclusive ser alterada, podendo por exemplo, reduzir a quantidade de antioxidantes
presentes (LIMA et al., 2012).

A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) implantou desde 2001,
o Programa de Analises de Residuos de Agrotéxicos em Alimentos (PARA). Com o
apoio das equipes de Vigilancia Sanitaria municipais e estaduais, o PARA coleta
periodicamente, alimentos expostos a venda em redes de supermercados distribuidos
nos municipios do pais; o objetivo € que sejam analisados nos laboratérios publicos e
privados contratados. Essa analise identifica os tipos de agrotoxicos presentes nos
alimentos, com base no método de multi-residuos e outros métodos especificos para
algumas substancias; verifica se sdo autorizados para aquela cultura e se estao dentro
do limite maximo de residuos (LMR) permitido pela ANVISA (ANVISA, 2021).

De acordo com os resultados do PARA, entre os anos de 2001 e 2015, foram
analisados 25 tipos de alimentos e mais de 30 mil amostras. Porém, o maximo de
ingredientes analisados foi 228. Além disso, a presencga de ingredientes ativos néo
autorizados no pais foi a principal causa de irregularidades em alimentos (LOPES;
ALBUQUERQUE, 2021).

Contudo, devido a pandemia da Covid-19, o PARA sofreu suspensao
temporaria de coletas no dia 06/08/2020, devendo ser mantida até haver condi¢des
adequadas para a retomada das atividades (ANVISA, 2021). Infelizmente, isso
ocorreu justamente no periodo em que o PARA precisaria estar ainda mais fortalecido,
uma vez que o governo federal naquele periodo, demonstrava maior flexibilizacdo no
uso de agrotoéxicos.

Em 19/09/2022 foram retomadas as coletas do PARA; a ultima atualizacéo da
ANVISA sobre os residuos de agrotoxicos presentes em alimentos foi feita em
03/11/2022. Nesse relatorio foram analisados pouco mais de 12 mil amostras nos 27
estados brasileiros, além do Distrito Federal; a novidade € que pela primeira vez o
documento revelou o risco dos residuos para a saude, como é feito em outras partes
do mundo (ANVISA, 2023).
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As irregularidades encontradas nao representaram riscos agudos a saude do
consumidor. Mas o relatorio alerta para o aumento de riscos ao agricultor, caso ele
utilize agrotoxicos em desacordo com as recomendacdes de uso autorizadas: uso
excessivo do produto; colheita do alimento antes do periodo de caréncia descrito na
bula do pesticida (ANVISA, 2023).

A contaminacé&o cruzada e de solo também podem ocasionar a presenga de
residuos irregulares em alimentos. A laranja foi um dos alimentos de maior quantidade
de amostras analisadas; a extensa maioria das amostras foi considerada satisfatoria,
ou sem residuos. Contudo, o agrotdxico carbofurano (que passa por um processo de
reavaliacado de riscos na ANVISA), foi encontrado em algumas amostras dessa fruta.
Ja o abacaxi, apresentou o agrotéxico carbendazim em algumas de suas amostras. O
PARA destaca que analisa o alimento inteiro, e como tanto a laranja quanto o abacaxi
sdo descascados para consumo, a possibilidade de risco de contaminagao fica
bastante dominuida. No caso de produtos como a abobrinha, o tomate, o pimentao e
0 morango, o risco agudo calculado foi considerado aceitavel em quantidade superior
a 99 % das amostras analisadas (ANVISA, 2023).

A International Cancer Research Agency alerta sobre o potencial dos
agrotoxicos em causar cancer. Alerta ainda que alguns agrotoxicos classificados como
poluentes organicos persistentes (como DDT) e outros atualmente em uso (como
glifosato) representam uma ameaca para a populagdo exposta, uma vez que sao
classificados como provavelmente ou possivelmente cancerigenos. Esse mesmo
orgéao relaciona a exposi¢cao a agrotdxicos a varios disturbios de saude: disturbios
respiratorios e reprodutivos, disrupcdo enddcrina, linfomas Hodgkin e ndao Hodgkin,
doenca de Parkinson e varios tipos de tumores, como mama, cérebro e préstata,
pulmao, figado, tecido linféide, utero e tiredide. No Brasil, a maioria tem sido
associada a intoxicagdes agudas e crénicas por exposig¢ao repetitiva a substancias
muito toxicas, como organofosforados e carbamatos. A International Cancer Research
Agency reforga a necessidade de compreender o quadro de agrotoxicos e problemas
de saude no Brasil (PANIS et al., 2022).

Conforme estabelecido no Decreto 4.074 /2002, o IBAMA é o 6rgao
responsavel por “realizar a avaliagdo ambiental de agrotdxicos, seus componentes e
afins, estabelecendo suas classificagcbes quanto ao potencial de risco
ambiental”’. Essa avaliacdo € baseada nas caracteristicas do produto, como as

propriedades fisico-quimicas e sua toxicidade para organismos encontrados na
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natureza, quanto o produto se acumula nos tecidos vivos, se persiste por muito tempo
no meio ambiente, se pode se mover o solo, ar ou agua, e os perigos de causar
mutagdes, cancer, entre outras doengas, bem como o risco de comprometer a
reproducdo de aves e mamiferos. Assim, sdo divididos em: Classe | - Produto
Altamente Perigoso ao Meio Ambiente; Classe Il - Produto Muito Perigoso ao Meio
Ambiente; Classe Il - Produto Perigoso ao Meio Ambiente; e Classe IV - Produto
Pouco Perigoso ao Meio Ambiente. Todos os agrotoxicos registrados no Brasil
possuem uma dessas classificagdes de perigo ambiental e essa informagao encontra-
se nas instrucdes do produto (PANIS et al., 2022).

Os agrotoéxicos pertencentes a Classe Il sdo os mais vendidos no pais (ja que
os principios ativos mais comercializados, como Glifosato e 2,4-D pertencem a Classe
[II). Em segundo lugar, ha produtos classificados na Classe Il (como Atrazina,
Mancozebe, Acefato, Clorotalonil e Malathione, que pertencem a esse grupo). Em
terceiro lugar, vém os produtos Classe IV e, em quarto lugar, os produtos Classe
I. Houve um aumento significativo na venda de agrotoxicos classificados como os
mais perigosos para o meio ambiente, e uma redugao, nos ultimos 2 anos, de produtos
pertencentes a Classe |V, considerados pouco perigosos. Assim, percebe-se
atualmente uma tendéncia no uso de agrotoxicos mais nocivos aos solos e recursos
hidricos, bem como aos seres vivos que estdo expostos a esses agentes (PANIS et
al., 2022).

2.2.1 Exposigao ocupacional a agrotéxicos

Existem programas sociais e regulamentagdes que visam a saude do
trabalhador rural: agdes educativas; boas praticas agricolas; uso de equipamentos de
protecéo individual (EPIs) (SELMI; TRAPE, 2014).

A maioria das iniciativas de satde no Brasil esta vinculada ao Sistema Unico
de Saude (SUS), que fiscaliza e regulamenta essas praticas por meio de portarias e
politicas publicas. As questdes relacionadas a saude ocupacional sdo pautadas pela
Politica Nacional de Saude do Trabalhador, instituida pela Portaria n® 1.823, de 23 de
agosto de 2012 (BRASIL, 2012).

A vigilancia em saude ocupacional permite conhecer o ambiente de trabalho

e os fatores de risco na qual o trabalhador esta exposto em sua atividade
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profissional. Essas observagdes visam melhorias na saude e seguranga (de-ASSIS et
al., 2021).

O desenvolvimento de novos pesticidas, com novos mecanismos de acgao,
perfis de seguranga aprimorados, bem como a implementagéo de sistemas de cultivo
alternativos (menos dependentes de pesticidas), poderiam minimizar a sua exposi¢cao
(sobretudo ocupacional) e os efeitos indesejaveis na saude humana. Além disso, o
uso de equipamento de pulverizagdo adequado e bem conservado, juntamente com a
tomada de todas as precaucgdes necessarias em todas as etapas do seu manuseio,
também poderia reduzir o impacto da sua exposi¢cao. Quando administrado, deveriam
ser tomados maiores cuidados em relagdo a sua exposicdo em alimentos e agua
potavel. A associacao desses fatores poderia contribuir para a redu¢ao dos efeitos
adversos dos agrotoxicos na saude humana e no meio ambiente (DAMALAS et al.,
2011).

Contudo, o que acontece vai de encontro a esses fatores, contribuindo para a
toxicidade aguda e crénica por exposigao a pesticidas. Ainda se tem poucos estudos
que investiguem o uso de alternativas quimicas menos perigosas no controle de
pragas e ervas daninhas, assim como pouco investimento na saude do meio ambiente
e dos trabalhadores agricolas (de-ASSIS et al., 2021).

A subestimacédo dos seus riscos tém agravado e impactado a saude dos
agricultores: falta de treinamento e conhecimento sobre o0 uso correto dos agrotoxicos;
incapacidade de compreender os rétulos dos produtos (linguagem dificil aliada a baixa
escolaridade dos trabalhadores); condi¢des de armazenamento inadequadas, muitas
vezes aliado ainda a reutilizacdo de embalagens vazias (inclusive para armazenagem
de agua e alimentos para consumo); ndo lavagem de maos ap0s 0 manuseio; uso nao
rotineiro de EPIs; altos custos de equipamentos especializados (de-ASSIS et al.,
2021).

Alguns paises, como o Brasil, negligenciam as intoxicagcbes e as
consequéncias causadas pelos pesticidas. Os altos niveis de toxicidade associados a
auséncia de restricbes favorecem a alta taxa de doencas relacionadas a agrotéxicos
em trabalhadores rurais. Esses paises se caracterizam pela utilizagdo de misturas de
agrotoxicos para aumento da eficacia do produto quimico, aliado a intensificagao do
seu uso, agravando suas consequéncias. Paises desenvolvidos possuem politicas de
restricdo mais adequadas (NASCIMENTO et al., 2021).
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2.2.2 Estresse oxidativo por exposi¢cao ocupacional a agrotéxicos

O estresse oxidativo resulta de um desequilibrio entre os radicais livres /
espécies reativas de oxigénio (ROS) e antioxidantes. Quando esse desequilibrio
favorece aos ROS em relagdo aos antioxidantes pode ocorrer dano oxidativo,
resultando em adaptagao celular, dano a lipidios, carboidratos e proteinas celulares,
dano ao DNA e / ou morte celular (HALLIWELL; WHITEMAN, 2004; BIRBEN et al.,
2012; FRIJHOFF et al., 2015).

A maior parte dos radicais livres que causam danos as estruturas biologicas
(ou seja, biomoléculas como proteinas, lipidios, e DNA) sao radicais livres de oxigénio,
também conhecidos como espécies reativas de oxigénio (ROS). ROS incluem radical
de anion superoxido (Oz2+—), radical perhidroxil (HOO¢), radical de 6xido nitrico (NOe),
peroxido de hidrogénio (H202), oxigénio singlete (102), radical hidroxil (*OH), acido
hipocloroso (HOCI), radical hipoclorito (ClIO-), peroxinitrito (ONOO-) e perodxidos
lipidicos (LOPs). As ROS podem ser geradas a partir de varias fontes exdgenas, como
radiacdo de luz UV, raios X, reagdes catalisadas por metais, carcindgenos/toxinas
ambientais. Metais pesados / de transicdo, alcool, tabaco, solventes sintéticos,
farmacos. Fontes enddégenas de ROS incluem o metabolismo do citocromo P450,
reagdes mitocondriais, peroxissomos e ativacao de células inflamatérias. Seja através
de fonte enddgena ou exdgena, os radicais livres quando aumentados ou produzidos
excessivamente, podem causar alteragdbes / danos oxidativos a todas as
macromoléculas celulares. A producdo intracelular excessiva de ROS favorece
estresse oxidativo celular, que geralmente causa danos ao DNA (RUDRAPAL et al,
2022).

Como existem muitos alvos celulares e moleculares de ROS, as medi¢des de
estresse oxidativo e danos em humanos sao complexas. Os marcadores biolégicos
de estresse oxidativo podem ser inespecificos para uma unica via oxidativa; assim, os
métodos e marcadores geralmente ndo sao padronizados entre os estudos,
dificultando as comparagdes. A maioria dos estudos mede a presenca de
biomarcadores formados a partir de reacdes entre ROS e outras moléculas biolégicas
e / ou a interrupcdo das atividades enzimaticas antioxidantes. Exemplos de
biomarcadores de estresse oxidativo incluem substancias reativas ao &cido
tiobarbiturico (TBARS), 8-hidroxi-2'-desoxiguanosina (8-oxo-dG) e capacidade

antioxidante total equivalente (TEAC). Exemplos de enzimas antioxidantes incluem
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superéxido dismutase (SOD), glutationa peroxidase (GPx), catalase (CAT) e
paraoxonase-1 (PON1) (HALLIWELL; WHITEMAN, 2004; BIRBEN et al., 2012;
FRIJHOFF et al., 2015).

Muitos estudos relacionam danos oxidativos com o desenvolvimento de uma
variedade de condigdes crbnicas, incluindo doenca de Alzheimer (e outros disturbios
neurodegenerativos), diabetes e cancer (HALLIWELL; WHITEMAN, 2004;
MUHAMMAD et al., 2009).

Estudos recentes (que também investigaram danos ao DNA), avaliaram a
relagdo entre a exposicdo ocupacional a pesticidas e marcadores de estresse
oxidativo (KAHL et al., 2018; CATTELAN et al., 2018; SAPBAMRER et al., 2019;
LOZANO-PANIAGUA et al., 2018).

Tanto Kahl et al. (2018) quanto Lozano-Paniagua et al. (2018) identificaram
que trabalhadores agricolas expostos a pesticidas tinham niveis significativamente
aumentados de biomarcadores de estresse oxidativo, como TBARS. Como as
espéecies altamente reativas nao podem ser determinadas em amostras de fluidos
corporais devido a sua meia-vida curta, biomarcadores indiretos de estresse oxidativo
(ou seus subprodutos de oxidagao) sdo medidos. O subproduto mais frequentemente
medido € o malondialdeido (MDA), um dos principais hidroperdxidos lipidicos
produzidos pela degradagao peroxidativa de acidos graxos poli-insaturados de
membranas celulares contendo duas ou mais ligagbes duplas (KAHL et al., 2018;
LOZANO-PANIAGUA et al., 2018).

Com relagado a atividade das enzimas antioxidantes, Cattelan et al. (2018)
observaram que os agricultores que usaram pesticidas reduziram significativamente
os niveis de SOD, GPx e glutationa redutase (GSH), em comparagdo com o0s
agricultores ndo expostos. Os autores sugeriram que esse efeito poderia representar
uma redugdo do sistema de defesa antioxidante em resposta a um aumento de
ROS. Em relagédo aos biomarcadores de estresse oxidativo, esse mesmo estudo
identificou que os agricultores que usaram pesticidas tiveram niveis significativamente
mais baixos de TBARS, sugerindo menor estresse oxidativo, em comparagdo com os
agricultores que néo usaram pesticidas (CATTELAN et al., 2018).

Contudo, outros estudos recentes sugerem que a exposicao ocupacional a
pesticidas esta associada a elevacao, ao invés de reducgao, da atividade de enzimas
antioxidantes. Esses resultados inconsistentes tornam dificil tirar conclusées sobre a

relagdo entre o trabalho agricola e os biomarcadores de estresse oxidativo.
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Sapbamrer et al. (2019) identificaram um aumento significativo da atividade de SOD
pos-temporada de aplicagcao de pesticidas, em comparagdo com a temporada de pré-
aplicacéo de pesticidas. Eles sugeriram que esse aumento na atividade enzimatica
antioxidante poderia representar uma resposta adaptativa ao aumento da geragao de
radicais livres. Esse mesmo estudo também n&o encontrou nenhuma diferenca no 8-
oxo-dG entre agricultores antes e depois das épocas de aplicagdo de pesticidas
(SAPBAMRER et al., 2019).

As inconsisténcias observadas entre esses (e outros estudos encontrados na
literatura), podem ser devido a falta de padronizacdo, como: diferentes doses
utilizadas de pesticidas; limitagdes inerentes aos desenhos de estudos transversais;
e a dificuldade em fazer medigbes significativas do estresse oxidativo (CURL et al.,
2020).

Em relagao ao estresse oxidativo, pode ser ainda devido a coleta ndo uniforme
de amostras bioldgicas, além de armazenamento e protocolos de avaliagao diferentes
entre os estudos. Alguns deles determinam a exposicdo a pesticidas especificos;
outros analisam a exposigdo a misturas complexas. Além disso, legislagbes e
proibicdes em relagdo a pesticidas agricolas variam de acordo com cada pais, e a
maioria dos estudos foi realizada em diferentes paises, com diferentes tipos e
diferentes niveis de uso de pesticidas (CURL et al., 2020).

A proteina carbonilada (PC) € um dos biomarcadores mais utilizados na
avaliagao de estresse oxidativo. Apesar de nem todos os estudos mostrarem o mesmo
padrao de resultados, a grande maioria deles mostra que os niveis tanto da PC quanto
da MDA costumam estar elevados apos exposicdo a agentes toxicos; ja a atividade
de SOD, CAT, GPx, e GSH costumam estar reduzidas. A principal possibilidade é que
a toxicidade aumenta o nivel de radicais livres, e reduz os niveis de enzimas
antioxidantes, o que é uma das grandes causas do aumento do estresse
oxidativo. Esse aumento do estresse oxidativo, por sua vez, pode ser devido a
aceleracao das reacoes, resultando em peroxidacao lipidica e diminuicdo da atividade
de enzimas antioxidantes (NADDAFI et al., 2022).

Uma das células primarias a serem recrutadas durante a inflamacao séo os
neutréfilos. Os mecanismos de defesa dirigidos por neutréfilos envolvem a liberagao
de enzimas citoplasmaticas que iniciam uma cascata de eventos oxidativos, que
levam a destruicdo de invasores microbianos, apoptose ou dano celular. A

mieloperoxidase (MPO) é a principal enzima oxidativa liberada pelos neutrdfilos;
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juntamente com a liberagdo de armadilhas extracelulares de neutrofilos (NETs) de

DNA, a MPO serve para controlar infec¢gdes locais e promover inflamagéo via

producao de ROS e interacdo com haletos no ambiente celular. Além da MPO ser um

bom marcador de inflamacédo, o uso de marcadores derivados de células imunes

permitem relacionar exposicdo a agentes estressores, com doencas de perfil
inflamatorio (YUN et al., 2022).

O baixo peso molecular e a alta lipossolubilidade dos pesticidas aumentam a

sua absorgéao e a sua toxicidade. Algumas das principais classes e sua relagdo com o
estresse oxidativo (SULE et al., 2022):

Pesticidas Organofosforados: um exemplo dessa classe é o inseticida
clorpiriflés. Induzem a producéo de citocinas inflamatérias, como TNF-
a, IL-6 e IL-1B (em células de carcinoma hepatocelular); ativam
microglias com a indugdo de NADPH oxidase e citocinas pro-
inflamatérias (TNF-a, IL-6 e IL-1B); aumentam o&xido nitrico (NO) e
malondialdeido (MDA); induzem altera¢gdes nucleares e geragdo de
ROS; aumentam as atividades de caspase-3 e caspase-9 (reduzindo
reparo e regulacdo de DNA durante a apoptose);

Pesticidas piretroides: um exemplo dessa classe é o inseticida
permetrina. Reduzem niveis de CAT, SOD e GPx; aumentam niveis de
MDA (devido ao aumento da peroxidagao lipidica, induzida pela
producdo excessiva de ROS); desregulam o sistema imunoldgico,
podendo induzir leucocitose, diminuir a contagem de células natural killer
(NK) e aumentar o agrupamento de antigeno de diferenciagcéo 4/grupo
de antigeno de diferenciacao 8 (interferindo na relagcdo CD4+ /CD8+);
afetam a enzima DNA topoisomerase Il, que participa do reparo e
recombinacdo do DNA, podendo levar a quebras em certos sitios
suscetiveis do genoma, induzindo quebras de fitas duplas (DSB);
Pesticidas organoclorados: sao poluentes organicos persistentes;
exemplos dessa classe sao o inseticida DDT e o paraquat. Relacionados
sobretudo a doencas neurodegenerativas, como doencga de Parkinson,
além de apresentar diversos efeitos comuns aos pesticidas citados
anteriormente, relacionados a producéo excessiva de ROS. O paraquat
relaciona-se com aumento do risco de lesdes pulmonares e cerebrais;

ele pode gerar varios tipos de ROS intracelulares, pode interagir com
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nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato (NADPH) oxidase (NOX) e
oxido nitrico sintase induzivel (INOS), gerando ROS e RNS no citosol;
ativa o NOX tipo 2 (NOX2) na microglia; também pode interromper a
oxidagdo de NAD(P)H em NAD(P) + que ocorre pelo complexo | da
cadeia de transporte de elétrons mitocondrial (ETC), aceitando elétrons
para formar uma versao carregada do paraquat (PQ+).

Todas as classes demonstram capacidade em induzir estresse no reticulo
endoplasmatico (alterando a fungdo proteica); aumento da expressao e atividade do
NF-kB; disfungdo mitocondrial; reducdo de atividade de antioxidantes endégenos
(como GPx, CAT, SOD); interferem no mecanismo de autofagia; desregulacdo da

atividade de Nrf2; e desregulac&o do sistema imunolégico (SULE et al., 2022).

2.2.3 Alteragoes imunolégicas e imunofenotipagem por exposi¢ao ocupacional

a agrotoxicos

Alguns trabalhos relacionam alteragdes no processo inflamatério com
exposicao ocupacional a agrotoxicos (CORSINI et al., 2008; DHOUIB et al., 2016;
GANGEMI et al., 2016).

No estudo feito por Kahl et al. (2018a), agricultores aumentaram niveis séricos
de interleucina-6 (IL-6) e fator de necrose tumoral-a (TNF-a), além de diminuir a
relacdo de citocinas CD4+ /CD8+, em relagdo ao grupo controle. Também
aumentaram significativamente micronucleos, buds e pontes citoplasmaticas. O
tempo de exposigcao a pesticidas e a idade dos trabalhadores foram proporcionais as
alteracbes encontradas nas respostas do seu sistema imunoldgico, sendo
proporcional também a polimorfismos XRCC1 e OGG1 (proteinas importantes de
reparo de excisao de base / BER). Esses achados sugerem o aumento de danos ao
DNA e alteracédo de resposta imunoldgica relacionada a exposi¢cao por agrotdxicos;
além disso, polimorfismos genéticos podem influenciar os resultados de
biomarcadores (KAHL et al., 2018a).

TNF-a e IL-6 referem-se a um grupo de citocinas de atividade sobretudo pro-
inflamatdria. TNF-a tem a capacidade de sinalizar apoptose em células tumorais; IL-6
pode sinalizar parada do ciclo celular e aumento de marcadores de estresse oxidativo
(TACHIBANA, et al. 2014; KAHL et al., 2018a). Parametros inflamatérios aumentados
estdo associados a estresse oxidativo elevado (WU et al., 2014). Aumento de
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marcadores inflamatdrios, como IL-6 em agricultores expostos a pesticidas em relagao
ao grupo controle, sugere aumento de estresse oxidativo, visto que ambos tém estreita
relacdo, alterando ainda a resposta do sistema imunologico (KAHL et al., 2018a).

Embora os pesticidas ndo sejam antigénicos, eles podem alterar a resposta
do sistema imunolégico aos antigenos (CORSINI et al., 2008). CD4+ sao células T
auxiliares relacionadas a organizacdo do sistema imune; se mostrou diminuida por
exposicao a agrotoxicos em estudos anteriores; ja CD8+ se mostrou aumentado em
agricultores. Esse dado sugere aumento de ROS e estresse oxidativo (KAHL et al.,
2018a).

De acordo com outros estudos, alguns pesticidas podem inibir a ativagao de
linfcitos e a proliferacdo de células T (DHOUIB et al., 2016). Altas proporgdes de
células T CD8+ circulantes sugerem que a inflamagéo reestimula periodicamente o
sistema imunologico (COLATO et al., 2016).

Células T de memodria (CD8+) versus células T auxiliares (CD4+) resulta de
estimulo excessivo durante infecgdes agudas; isso ja foi observado em agricultores
expostos a pesticidas (STEERENBERG et al., 2008). A relevancia biolégica de uma
razao T CD4+ /CD8+ diminuida € um indicador de supressao imunolégica (DHOUIB
et al., 2016). Quando ainda associado a respostas de anticorpos, pode ser um
marcador de imunotoxicidade por compostos quimicos (LUSTER et al., 1992). Por
outro lado, quando ocorre a inversao dessa razdo, torna-se um fator de risco
imunoldgico, podendo se relacionar com diferentes patologias, como por exemplo,
imunosenescéncia prematura (MULLER et al., 2015).

Uma das aplicacdes mais utilizadas e estudadas pela citometria de fluxo - a
imunofenotipagem — tem a capacidade de avaliar multiplos parametros em uma unica
célula. E um método quantitativo, aplicado sobretudo ao estudo da resposta imune,
como ensaios de citotoxicidade e de producao de citocinas e espécies oxidativas. Os
dados funcionais, juntamente com a imunofenotipagem, fornecem informagdes
essenciais no estudo das respostas do organismo; permite a detecgcdo e a
quantificacdo de diversas citocinas simultaneamente, além da definicdo de quais
populagdes celulares estdo sendo produzidas: identificacdo de populagdes de
leucécitos (neutréfilos, mondcitos, linfocitos T e B), de subpopulagdes de linfécitos T
(linfécitos T CD4+, T CD8+) e a diferenciagao funcional dessas células; identificagbes

de células da imunidade inata, como por exemplo, as células NK, mondcitos e células
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dendriticas; identificacdo de células produtoras de citocinas ou com atividade
citotoxica; entre outras (de CARVALHO et al., 2010; CUNHA et al., 2012).

2.3.4 ALTERACOES TOXICOLOGICAS POR EXPOSICAO OCUPACIONAL A
AGROTOXICOS

Os efeitos mais comuns da exposi¢cao a pesticidas incluem a inibicado de
enzimas colinesterase (AChE e BUuChE) e estresse oxidativo, que geralmente levam
a outras doencas. O contato com pesticidas pode alterar a maneira como os
organismos administram sua energia; apos a exposigao, eles utilizam sua energia
armazenada para responder ao estressor especifico, que posteriormente afeta suas
fungdes fisioldgicas. As atividades da AChE eritrocitaria e da colinesterase plasmatica
(BUChE) permitem a identificagdo da exposi¢cao ao pesticida; a AChE eritrocitaria
reflete as concentracbes de AChE em orgaos-alvo; a BuChE plasmatica pode
substituir a AChE na degradagao da acetilcolina quando ela esta ausente ou inibida,
além de ter a capacidade de proteger a AChE de danos e inativagao (PARRA-
ARROYO et al., 2022).

Os pesticidas organoclorados sdo mais téxicos e persistentes do que os
pesticidas de outras classes quimicas. Seu principal modo de acao é afetar o equilibrio
entre os ions sodio e potassio no sistema nervoso, comprometendo a sua capacidade
de transmitir impulsos nervosos; alguns pesticidas dessa classe se ligam aos
receptores GABA para impedir que os ions cloreto se infiltrem nos neurénios, fazendo
com que eles entrem em um estado altamente excitavel, causando tremores e
convulsdes. O principal modo de agao dos pesticidas organofosforados € através da
inibicdo inespecifica das enzimas colinesterases, situadas nas juncdes
neuromusculares, levando a espasmos musculares voluntarios; seu uso extensivo
comecgou depois que os organoclorados foram proibidos em muitos paises, devido a
sua conhecida toxicidade e persisténcia. O modo de agdo dos carbamatos se
assemelha aos organofosforados; eles inibem a acetilcolinesterase, causando
contragdes musculares e, finalmente, paralisia. Os pesticidas triazinicos inibem o
transporte de elétrons (PARRA-ARROYO et al., 2022).
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2.2.5 Danos ao DNA por exposi¢ao ocupacional a agrotoxicos

Os trabalhadores rurais que vivem proximos as plantagdes sdo os mais
vulneraveis as exposi¢cdes nocivas aos agrotoxicos. Além disso, o risco a saude
associado aos pesticidas pode ser modificado pela variagao genética na atividade de
desintoxicacdo metabdlica (RAMOS et al., 2021).

A concentracdo mais elevada e a exposigao prolongada de espécies reativas
de oxigénio (ROS) induzidas por pesticidas levam a danos oxidativos em
macromoléculas celulares, como o DNA, e um grande numero de quebras de fita (ou
fitas) de DNA (RAMOS et al., 2021).

Relatos de efeito de pesticidas sobre biomarcadores (como ensaio cometa,
comprimento de teldmeros e teste de micronucleos) em trabalhadores agricolas sao
amplamente descritos na literatura. Alguns comparando danos de acordo com
diferentes classes de pesticidas (DALMOLIN et al., 2020).

Um estudo recente de meta-analise corrobora a hipétese de que a exposi¢ao
ocupacional a pesticidas aumenta danos ao DNA e a taxa de mutacgdes. As
categorizagdes relacionadas ao ensaio cometa e o teste de micronucleos, mostram
diferengas significativas entre os grupos exposto e controle, independentemente do
género dos agricultores (SILVA PINTO et al., 2020).

Outra recente meta-analise identificou que agricultores expostos a pesticidas
tém quase cinco vezes mais danos ao DNA do que o grupo controle, demonstrando a
toxicidade potencial da exposi¢do ocupacional a agrotoxicos e misturas quimicas
perigosas, que representam risco em potencial para a saude humana (NASCIMENTO
et al., 2021).

Em um estudo de revisdo epidemioldgica, considerando o periodo
compreendido entre 2018 e 2019, foi observado um aumento de aberragdes
cromossOmicas e danos no DNA entre os trabalhadores agricolas expostos a
pesticidas, em comparagdo com o grupo controle. Dessa forma, esses autores
concluiram que a exposi¢ao a substancias citotoxicas e genotoxicas pode resultar em
aberracdes cromossémicas e danos ao DNA, que podem ser precursores de efeitos
clinicos, particularmente cancer (CURL et al., 2020).

2.2.5.1 Instabilidade genémica e danos ao DNA
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Estima-se que até 10%lesdes de DNA ocorrem em uma célula ativa de
mamifero diariamente, ocasionadas por danos endégenos (ROS; AGEs; danos
oxidativos decorrentes de processos inflamatérios) e exogenos (xenobidticos;
radiagcdo UV). Embora a maioria dessas lesbdes seja removida de forma eficiente,
algumas séo irreparaveis, sdo reparadas tarde demais ou sao reparadas de forma
errébnea (SCHUMACHER et al., 2021).

As lesbes de DNA podem causar mutacdes, bloquear a transcricdo e a
replicacéo e desencadear a resposta ao dano de DNA (DDR). O DDR interrompe a
progressao do ciclo celular e ativa as vias de sinalizacdo que afetam o destino da
célula: reparo, apoptose ou senescéncia celular. Esses sistemas altamente
complexos incluem nao apenas varias vias de reparo especificas para diferentes tipos
de lesdo, mas também cascatas de sinalizagdo distintas de sensores de dano,
amplificadores de sinal e efetores responsaveis por decidir o destino da célula. O
sistema DDR tem dois objetivos imediatos: interromper o ciclo celular para evitar a
propagacédo da informacdo genética corrompida — enquanto fornece tempo para
reparar o dano —, assim como coordenar de fato o reparo da lesdao de
DNA. Dependendo do sucesso dessas etapas anteriores, o destino da célula é entao
decidido: apos as lesdes serem reparadas com sucesso, a sinalizagdo DDR cessa, as
células sobrevivem e retornam ao seu estado original; no entanto, lesées impossiveis
de reparar desencadeiam uma sinalizagdo DDR persistente, que pode entdo gerar
senescéncia celular ou apoptose (NIEDERNHOFER et al., 2018; da SILVA;
SCHUMACHER, 2019).

O dano ao DNA é uma das principais causas do cancer; além disso, relaciona-
se com o envelhecimento e com as doencgas associadas ao envelhecimento
(NIEDERNHOFER et al., 2018).

O genoma nuclear e o mitocondrial sdo constantemente ameacados por
insultos genotdxicos. As fontes exdgenas sao, até certo ponto, evitaveis; incluem
radiagao ultravioleta (UV) e ionizante, bem como uma variedade de produtos quimicos
genotdxicos. Fontes endogenas, por outro lado, sdo inevitaveis, pois incluem
subprodutos metabdlicos, como espécies reativas de oxigénio (ROS), e reacgdes
quimicas espontaneas que visam moléculas de DNA (incluindo alquilagéo e hidrélise
de ligagdes quimicas de DNA). As quebras de fita simples (SSBs) constituem a maioria
das lesdes de DNA, pois podem surgir da hidrolise de bases e danos oxidativos; erros

durante a replicagcdo do DNA ocorrem em uma taxa baixa, mas podem levar a
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substituicdes de um unico nucleotideo. ROS causam lesdes oxidativas no DNA, como
8-oxoguanina. Lesdes causadas por fontes exdgenas podem ser mutagénicas e
também altamente citotdxicas (da SILVA; SCHUMACHER, 2019).

As quebras de fita simples de DNA (SSBs) correspondem a 75 % das lesoes.
Elas podem ser convertidas em quebras de fita dupla de DNA (DSBs) que acarretam
danos mais graves, mas sao menos frequentes (TUBBS; NUSSENZWEIG, 2017).

Outras alteragdes na estrutura do DNA sao: oxidacdo ou alcalinagdo das
bases de DNA, ligacbes covalentes entre bases de DNA (crosslinks DNA-DNA) ou
proteinas (crosslinks DNA-proteina) (FRIEDBERG, 2008).

Alto nivel de oxidagao do DNA produz 7,8-diidroxi-8-oxo-2'-desoxiguanosina
(8-OHAG). Os teldmeros tornam-se mais susceptiveis a sofrer lesdo de DNA por ROS
do que outras regides do genoma. As guaninas triplas presentes nas estruturas
teloméricas TTAGGG conferem elevada reatividade oxidativa; as lesdes oxidativas da
guanina podem dar configuragbes teloméricas que diminuem a eficiéncia de reparo
do DNA (PISOSCHI et al., 2021).

A resposta inflamatéria promove a progressdo tumoral pela sintese de
moléculas bioativas no microambiente tumoral. A geracado de ROS associada é capaz
de ativar vias de sinalizagdo, como a proteina quinase ativada por mitégeno (MAPK)
/ proteina ativadora 1 (AP-1) e NF-kB, induzindo proliferagao celular (PISOSCHI et al.,
2021).

Modificacdes oxidativas induzidas em proteinas e lipidios também tém sido
associadas ao aparecimento e progressao de tumores. A lipoxidacdo de proteinas
pode contribuir para a progressao da doencga, envolvendo o transdutor de sinal e a
ativagdo da sinalizagdo da transcricdo 3 (STAT 3), uma via que contribui para a
progressdo do tumor, ativada em muitos tipos de céancer. As diferentes vias de
sinalizagdo adaptativas ativadas pela lipoxidagdo de sensores de proteinas-chave
incluem a resposta de proteinas de choque térmico (Hsp), fator nuclear 2 relacionado
ao fator eritréide 2 (Nrf2) e sinalizagao de quinase de estresse, que pode conferir maior
resisténcia ao estresse. A ativagcdo dessas vias, como Nrf2 e Hsp, favorecem
mecanismos de defesa celular (PISOSCHI et al., 2021).

Existem trés categorias de genes envolvidos no desenvolvimento do cancer
(BOUYAHYA et al., 2022):

e Proto-oncogenes - genes normais que codificam fatores de

crescimento, receptores, transdutores intracelulares e proteinas
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nucleares. Esses genes estao implicados em numerosos processos de
sinalizagao celular, ciclo celular, diferenciagao celular, embriogénese e
proliferagdo celular. Alteragbes genéticas como mutagdo pontual,
amplificagédo génica, insercao de base, delec&o ou translocagdo em um
unico alelo desses genes, podem induzir a ativagao da transcrigdo do
gene (ganho de fungéo) e, consequentemente, ativacao e alteracédo do
ciclo celular das vias metabdlicas celulares (nesse caso, 0os genes
passam a ser chamados de oncogenes);

e Genes supressores de tumor - estdo envolvidos no ciclo celular,
manutengdo da integridade do genoma, meiose, apoptose,
diferenciagcdo celular, transcricdo de sinal e transducdo; sao
responsaveis por controlar o crescimento celular;

e Genes de reparo de DNA - também chamados de guardides da
integridade do genoma; séo genes que detectam e reparam danos no
DNA. Mutagdes nesses genes induzem instabilidade genética que
causa delecdes, duplicacdes, translocacdes, aneuploidias e outras
aberragées cromossémicas. A perda de funcdo desses genes esta
associada a diferentes tipos de cancer — por exemplo, no cancer de
mama ocorre uma mutagao em um gene de reparo de DNA, BRCA1 ou
BRCA2; uma perda de fungcdo de um desses genes induz uma
alteracao no reparo do DNA e, portanto, o desenvolvimento de cancer.

O estresse oxidativo esta associado a trés estagios de desenvolvimento do
cancer (CHIKARA et al., 2018):

1) Iniciacdo - Durante o estagio de iniciacdo, o estresse oxidativo leva a
mutagdes em oncogenes e genes supressores de tumor. Niveis elevados de 8-hidroxi-
2'-desoxiguanosina (8-OHdG) estdo associados ao estresse oxidativo; sé&o
observados em tecidos pré-cancerosos e cancerosos ou linhagens de células
cancerigenas, em comparacao com tecidos normais. A presenca de 8-OHdG resulta
em mutacdes sem sentido de GC para TA, que se nao forem reparadas antes da
replicacao do DNA, produzirdo células transformadas;

2) Promogéo - A fase de promogao, caracterizada pela expansao clonal de
células transformadas / iniciadas, também pode ser regulada por ROS. A oxidagao de
residuos de cisteina e metionina em proteinas pode afetar a sua estrutura e as

atividades enzimaticas, resultando na desregulagdo de varias vias de sinalizagao,
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como por exemplo, PI3K/ AKT, Keap1-Nrf2-ARE, NF-kB e JAK/ STAT. Radicais livres
interferem ainda nas proteinas fosfatases; apds a inativagéo por oxidagdo mediada
por ROS, as fosfatases s&o incapazes de desfosforilar (e, portanto, inativar) proteinas-
alvo, como aquelas pertencentes as vias de sinalizagdo PI3K / AKT, levando a sua
proliferagao;

3) Progressao - Niveis elevados de ROS contribuem para a fase de
progressdo da carcinogénese, gerando instabilidade genbémica adicional, o que
aumenta o potencial metastatico das células tumorais.

Lesbes distintas de DNA tém consequéncias distintas para uma célula. As
substituicbes de nucleotideos seguidas de replicagao incorreta levam ao acumulo de
mutagdes e aberragdes cromossémicas, aumentando o risco de desenvolvimento de
cancer. Por outro lado, lesdes mais volumosas também podem bloquear a replicacéo
e a transcri¢ao, levando a interrupgéo do ciclo celular e possivelmente, a senescéncia
celular ou apoptose.

Para evitar isso, as células desenvolveram sistemas de reparo de DNA
complexos e altamente conservados, capazes de responder a tipos especificos de
lesdes. Sao eles (da SILVA; SCHUMACHER, 2019):

e Erros de pares de base e exclusdes / insergdes curtas, reparados pelo
reparo de incompatibilidades (MMR);

¢ Quebras de fita simples, reparadas por cascatas complexas: Lesdes que
distorcem a hélice (como os dimeros de ciclobutano pirimidina),
reparadas pela via de reparo por exciséo de nucleotideos (NER); Lesdes
oxidativas e pequenos produtos de alquilagao, reparados por reparo por
excisao de bases (BER);

e Quebras de fitas duplas altamente citotdxicas, reparadas pela via de
juncao de extremidade nao homologa (NHEJ) eficiente, mas propensa a
erros; ou pela via de recombinagdo homaologa, mais precisa (HR).

As lesbes de DNA mais comuns, SSBs, sdo reparadas por complexas
cascatas de sinalizagao de reparo de quebra de fita simples (SBBR), iniciadas quando
a proteina sensora poli (ADP-ribose) polimerase 1 (PARP-1) detecta e se liga as
SSBs; é entdo seguido pelo processamento final do DNA, preenchimento de lacunas
e ligacdo. Lesdes oxidativas e que distorcem a hélice sao os tipos comuns de danos
ao DNA e sao principalmente reparadas por trés principais vias de reparo por excisao:

BER (o principal mecanismo de combate aos efeitos deletérios causados por ROS);
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MMR (corrige erros de pares de base e loops curtos de delegdo / insergéo originados
de erros de replicagdo; garante a manutengao da estabilidade do genoma apos a
replicacdo do DNA); NER (remove lesbes de DNA que distorcem a hélice em quatro
etapas consecutivas: reconhecimento da lesdo; desenrolamento do DNA; excisdo de
danos; e sintese e ligagdo de DNA) (da SILVA; SCHUMACHER, 2019).

Os DSBs (altamente citotoxicos), sdo reparados principalmente pela NHEJ
(eficiente, mas propensa a erros), ou pela HR, mais precisa. O NHEJ atua em células
somaticas (ou células em proliferagdo no estagio G1) e € capaz de unir as
extremidades da fita de DNA por meio de diferentes subvias, dependendo da
configuracdo das extremidades do DNA; no entanto, ele funciona sem um modelo
adequado, pois ocorre independentemente da replicacédo e, portanto, muitas vezes
resulta em mutagdes (delegdes ou insergdes). Por outro lado, o HR atua em células
em proliferagao; apos a replicacdo, o HR usa a copia idéntica disponivel do DNA
danificado para alinhar adequadamente as extremidades quebradas e reparar a lesao,
promovendo assim, a sobrevivéncia celular sem contribuir para um aumento da carga
mutagénica (da SILVA; SCHUMACHER, 2019).

O sistema de reparo de DNA, reverte os danos antes que ocorram mutagdes
permanentes no genoma. Os mecanismos de acao de reparo das quebras de SSBs
envolvem o reparo de bases modificadas a partir da excisdo de bases (BER), a
detecgéo e reparo de bases incorporadas incorretamente durante a replicacédo (MMR)
e o reparo por excisdo de nucleotideos (NER) (TUBBS; NUSSENZWEIG, 2017). Para
o reparo por BER e NER, é feita a remocgao da lesdo e a sequéncia é restaurada por
uma enzima DNA polimerase, que utilizara a fita ndo danificada como molde
(AZQUETA et al., 2019).

O reparo de DSBs, € feito a partir da recombinagcdo homdloga (HR), que
ocorre nas fases S / G2 do ciclo celular, no qual as regides afetadas sao trocadas por
regides equivalentes quando ha a disponibilidade de uma das cromatides irmas.
Enquanto o mecanismo de jungéo final ndo homologa (NHEJ) religa as extremidades
da fita, sem o0 uso de um modelo, podendo levar a inser¢gdes ou exclusdes no ponto
de fusdo, sendo menos fidedigno que o reparo mediado por HR (TUBBS;
NUSSENZWEIG, 2017; AZQUETA et al., 2019).

O genoma é o modelo principal que codifica todas as informagdes genéticas,
mas é surpreendentemente instavel. A instabilidade do genoma é a tendéncia de

sofrer mutagao (ou qualquer alteragdo permanente e transmissivel da sequéncia de
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DNA), como uma substituicao de base, uma delegéo ou insergéo, variagao do numero
de copias, aberragdo cromossOmica ou retro-transposicdo (SCHUMACHER et al.,
2021).

As mutacdes geralmente tém efeitos adversos na fungdo e sdo uma das
principais causas de cancer e doengas genéticas. Mutagdes ocorrem tanto no genoma
nuclear quanto no mitocondrial; € uma consequéncia da replicagédo ou reparo erréneo,
muitas vezes comegando por danos ao DNA. Portanto, a instabilidade do genoma
pode ser uma caracteristica inerente do DNA de sofrer modificagdo quimica
(denominada dano ao DNA), que altera a sua estrutura e as suas propriedades
funcionais (SCHUMACHER et al., 2021).

Com o tempo, as lesbées de DNA inevitavelmente se acumulam; assim, a
instabilidade do genoma € uma marca registrada do envelhecimento. A senescéncia
celular interrompe permanentemente a proliferacdo em resposta a varios estresses,
muitos dos quais estado ligados a danos no DNA. Células senescentes adquirem um
fendtipo secretor associado a senescéncia, secretando muitas citocinas pro-
inflamatadrias, proteases e fatores de crescimento e angiogénese que podem perturbar
0s microambientes e comprometer a estrutura e a funcdo do tecido, contribuindo
assim para patologias associadas ao envelhecimento (locais e sistémicas), e
promovendo o cancer (KRTOLICA et al., 2001; RODIER et al., 2009; SCHUMACHER
et al., 2021).

Danos ao DNA se relacionam diretamente com as nove marcas do
envelhecimento: 1) instabilidade gendémica; 2) desgaste de teldbmeros; 3) alteragdes
epigenéticas; 4) perda de proteostases; 5) deteccado desregulada de nutrientes; 6)
disfungdo mitocondrial; 7) senescéncia celular; 8) exaustdo de células-tronco; e 9)
comunicacao intercelular alterada (LOPEZ-OTIN et al., 2013; SCHUMACHER et al.,
2021). Atualmente, essas marcas foram acrescidas de mais 3: 10) alteracbes no
microbioma; 11) autofagia desregulada; 12) inflamagao. Assim, temos 12 marcadores
de envelhecimento (LOPEZ-OTIN et al., 2023).

Os mecanismos de reparo de DNA tendem a ficar mais ineficientes com o
avancar da idade, associado a maior incidéncia de mutagées no DNA. Além disso, as
células senescentes tendem a se acumular nesse periodo da vida. As células
senescentes ativam um fenotipo secretor associado a senescéncia (SASP), levando
a um estado de inflamagéo sistémica de baixo grau, associado a um fenétipo de
envelhecimento precoce (NIEDERNHOFER et al., 2018).
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O estresse oxidativo esta intimamente ligado a iniciagdo e progressao do
cancer. Quantidades moderadas de ROS promovem a sinalizacdo de estresse, e
contribuem para mutagdes, favorecendo o desenvolvimento do cancer. A produgao de
ROS mitocondrial desregula a sinalizagdo redox celular ligada a respostas
proliferativas. A ativagdo de fatores de transcricdo como HIFs (fator induzivel por
hipéxia) promove a tumorigénese. O DNA mitocondrial também pode ser prejudicado
por ROS (PISOSCHlI et al., 2021).

As intervengdes nutricionais afetam o envelhecimento e a expectativa de vida
em todo o reino animal. A restricdo caldrica (quantidade e qualidade nutricional)
retarda o envelhecimento prematuro em camundongos mutantes de reparo de DNA,
provavelmente por diminuir os niveis de ROS e outros compostos reativos, levando a
niveis reduzidos de danos ao DNA. As mudangas que promovem a longevidade nas
vias de detecgao de nutrientes também podem estimular o proprio reparo do DNA,
sugerindo que alguns dos beneficios para a saude observados no envelhecimento
normal, podem ser devido a uma melhor manutencédo do genoma. Restrigdo caldrica
promove ativacdo de vias de adaptagdo (como SIRT1 e AMPK) e aumenta a
capacidade de NER (LOPEZ-OTIN et al., 2013; WU et al., 2013; VERMEIJ et al., 2016;
SCHUMACHER et al., 2021).

2.2.5.2 Epigenética, danos ao DNA e pesticidas

A epigenética € a mudanga hereditaria na fungdo do gene, que pode
influenciar a expressao do gene e os niveis subsequentes de expressao da proteina,
sem alterar a sequéncia do DNA. As modificagbes epigenéticas incluem: metilacdo do
DNA; modificagado de histonas; e a atividade de microRNAs. Esses mecanismos se
coordenam em redes complexas para controlar a expressao génica, regulando assim
0s principais processos fisioldgicos, incluindo o funcionamento do sistema
imunolégico. Influenciados por estimulos ambientais e mecanismos fisioldgicos, os
sinais epigenéticos funcionam como uma memoria molecular, e podem ser mantidos
por meio da diviséo celular (Yl; McGEE, 2021).

Em condigbes inflamatoérias, os mecanismos epigenéticos servem como um
elo critico entre os fatores de risco ambientais e a suscetibilidade genética. Doencgas
de perfil inflamatério tém fatores ambientais conhecidos, que contribuem para o
aparecimento e a variabilidade fenotipica da doencga. Estimulos externos implicados
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na etiologia de algumas dessas doencgas, incluem o tabagismo, infec¢des, dieta e
poluicdo, que alteram direta e / ou indiretamente o perfil epigenético. Além disso, as
exposi¢cdes ambientais podem desregular a expressdo da maquinaria modificadora da
epigenética, como as enzimas DNA metiltransferase (DNMT) e histona desacetilase
(HDAC) (YI; McGEE, 2021).

Poluentes ambientais estdo envolvidos, por exemplo, no desenvolvimento e /
ou progressao de varias doengas neurodegenerativas e neuroldgicas, através de
modificagdes epigenéticas e indugdo de ruptura do epigenoma. Produtos quimicos
como metais pesados, pesticidas, solventes, podem desregular a expressao do gene,
influenciando a sua transcricdo, degradacdo e traducdo do RNAm. Alteracdes
anormais na metilacdo do DNA, miRNAs, ou modificacdo de histonas, podem servir
como biomarcadores para neurotoxicidade (YU et al., 2021).

Pesticidas organofosforados, como alguns inseticidas (por exemplo, o
clorpirifiés), matam insetos por perturbar o seu sistema nervoso; logo, também
exercem efeitos neurotéxicos em humanos. O mecanismo epigenético da
neurotoxicidade do clorpirifés envolve o miR132 /212, que se mostra elevado na
regidao do hipocampo CA1, interrompendo os processos cognitivos mediados pela
neurotrofina apds a administragdo do inseticida. Ele aumenta ainda a suscetibilidade
a toxicidade induzida por estresse oxidativo, pela via de sinalizagdo miR-181 / SIRT1
/| PGC-1a / Nrf2. Os efeitos adversos da exposicao ao clorpiriflés persistem na idade
adulta, e até mesmo nas geracgdes futuras (YU et al., 2021).

Pesticidas organoclorados, como o inseticida DDT, tém estudos que
relacionam a sua exposigao com alteragdes no padrao de metilagdo de DNA,
relacionadas a doenga de Parkinson. Inseticidas piretroides, como a permetrina,
induzem alteragdes cerebrais a longo prazo; essas alteragdes envolvem o
comprometimento precoce do padrao epigenético na neurodegeneragdo, como
metilacdo do DNA ou alteracbes de histonas. Herbicidas, como o paraquat, tém
diversos estudos relacionando a sua neurotoxicidade com a doenga de Parkinson,
relacionadas as alteragdes na metilacdo de DNA, modificacdo de histonas, e alteracao
na expressao de diversos miRNAs (como a superxpressao do miR153, que altera a
atividade do Nrf2, e a regulagdo negativa da expressao de miR-17-5p, induzida por
aumento de ROS, que contribui para a neurodegeneragcdo dopaminérgica,
influenciando a proliferacao celular, apoptose celular e transicdo de fase S do ciclo
celular) (YU et al., 2021).
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A neurotoxicidade pode ser induzida por exposicdo aguda alta ou por
exposicao cronica em doses baixas. A exposigao crénica a pesticidas em baixa dose
€ um fator de risco para o desenvolvimento da doenca de Alzheimer, doenga de
Parkinson, esclerose lateral amiotrofica (ELA) e transtorno de déficit de atencédo e
hiperatividade (TDAH). Muitos trabalhadores rurais sofrem intoxicagao nao intencional

por agrotéxicos, devido a inalagao ou absorgao pela pele (YU et al., 2021).

2.2.6 Marcadores de instabilidade genémica e danos ao DNA

Embora ndo haja um unico teste padronizado para aberragdes
cromossOmicas e danos ao DNA, e as medigdes envolvam biomarcadores
moleculares e endpoints, os procedimentos mais amplamente usados e aceitos sao
0s ensaios cometa e micronucleos (FENECH, 2008; COLLINS, 2014; MOLLER, 2018;
NERSESYAN et al., 2022).

2.2.6.1 Ensaio cometa

O ensaio cometa é uma forma simples de detectar quebras de DNA. As
células sao incorporadas em agarose, lisadas, e submetidas a eletroforese em pH
alto; O DNA contendo quebras é desenhado em direcdo ao anodo, formando uma
imagem semelhante a um cometa.

Além disso, mede danos no DNA de varios tipos, incluindo danos oxidativos
induzidos por ROS. As aplicacbes incluem testes de genotoxicidade,
biomonitoramento humano, ecogenotoxicologia, bem como pesquisa basica sobre
danos e reparos de DNA (COLLINS, 2014).

O ensaio cometa permite a avaliagao quantitativa dos danos ao DNA que os
pesticidas podem causar em individuos expostos; tem a capacidade de auxiliar na
previsao e biomonitoramento (NASCIMENTO et al., 2021).

O ensaio cometa € um biomarcador que quantifica lesdes ao DNA passiveis
de reparo decorrentes de SSBs, DSBs, crosslinks DNA-DNA, crosslinks DNA-
proteinas e formacao de sitios alcali-labeis (BURLINSON et al., 2007). E um método
altamente sensivel, detectando baixas frequéncias de dano de DNA
(GUNASEKARANA et al., 2015; GAJSKI et al., 2019).
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Esta técnica é baseada em uma eletroforese de célula unica, na qual o DNA
danificado ira migrar para o anodo apds corrida eletroforética. Previamente a
eletroforese, as células com agarose séo dispostas sobre uma lamina, que entrara em
contato com uma solugao de lise para remover membranas e histonas (AZQUETA et
al., 2019). Depois a lamina é imersa em uma solugdo alcalina, a fim de reverter os
sitios alcali-labeis em quebras. Assim, as quebras de DNA irdo migrar para o anodo
da eletroforese. A intensidade do dano ao DNA é classificada em 4 classes, sendo 0
auséncia de dano, 1 as células com dano minimo, 2 as células com danos médios, 3
as células com danos intensos e 4 as células com danos maximos, conforme mostrado
na Figura 1 (OLIVE; BANATH, 2006; GAJSKI et al., 2019).

Durante a eletroforese, o DNA (carregado negativamente), é atraido pelo
anodo, mas s6 se move sensivelmente se contiver quebras. O DNA é ligado em
intervalos a uma matriz nuclear, enrolado em torno dos nucleos de histonas dos
nucleossomos; embora as histonas nao estejam mais presentes, o superenrolamento
permanece porque as algas de DNA sao restringidas por sua ligagdo a matriz. Uma
quebra de fita relaxa o superenrolamento e, portanto, os lagos quebrados podem se
estender em dire¢cdo ao anodo, formando a cauda do cometa. O tamanho relativo da
cauda reflete o numero de loops de DNA e, portanto, a frequéncia de quebras de DNA
(COLLINS, 2014).

Essa técnica fornece medidas como o comprimento, formato e / ou
intensidade da cauda do cometa (conhecido como momento da cauda do cometa),
detectando os varios tipos de danos ao DNA, incluindo quebras de fita simples e
dupla. Uma cauda mais longa, momento aumentado ou porcentagem de DNA
aumentada na cauda sao considerados indicadores de dano ao DNA (COLLINS, 2004,
NANDHAKUMAR et al., 2011; MOLLER, 2018).

O oxigénio reativo causa quebras de DNA — mas também muitos outros
agentes, e as quebras também podem aparecer como intermediarios no reparo do
DNA. Um indicador mais especifico de ataque oxidativo é a presenca de purinas ou
pirimidinas oxidadas. O ensaio basico do cometa foi modificado para detecta-las,
introduzindo uma incubagao dos nucleoides (logo apods a lise), com enzimas de reparo
bacteriano; as enzimas combinam uma atividade glicosilase especifica, removendo a
base danificada e criando um sitio apurinico / apirimidinico (AP) e uma AP liase que
converte o sitio AP em uma quebra. A enzima endonuclease Il (endo Ill) é especifica

para pirimidinas oxidadas, enquanto a enzima formamidopirimidina DNA
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glicosilase (FPG), atua sobre a 8-oxo-7,8-dihidroguanina (8-oxodG). Um aumento na
deteccdo de cauda apds a incubagdo com enzimas, em comparagdo com uma
incubagdo apenas com tampao, indica a presenga de bases oxidadas (COLLINS,
2014).

E um ensaio simples, rapido, barato, direto, preciso e confiavel (COLLINS,
2014; GAJSKI et al., 2019; NASCIMENTO et al., 2020; NASCIMENTO et al., 2021).

O ensaio cometa modificado por enzimas tem sido amplamente utilizado,
particularmente no biomonitoramento humano, para determinar os niveis de bases
oxidadas em linfocitos; detecta ainda o nivel de dano oxidativo endégeno afetado pela

intervencao com antioxidantes dietéticos (COLLINS, 2014).

Figura 1 — Células submetidas ao ensaio Cometa coradas com solugéo de prata.

Classes de dano

Fonte: elaborado pela autora.
A Figura 1 demonstra as classes de dano de DNA, apés a corrida eletroforética e coloragdo com prata
do ensaio cometa. A classificagao é feita como 0 para as células sem danos, 1 para as células com
dano minimo, 2 para células com dano médio, 3 para células com dano intenso e 4 para células com
dano maximo.

2.2.6.2 Micronucleos com bloqueio de citocinese celular (Cytome - CBMN)

O acumulo de danos em decorréncia da exposigao ocupacional a agrotéxicos
€ tempo e exposicdo-dependente. Sendo assim, a exposicao prolongada aumenta
niveis de danos citogenéticos em trabalhadores rurais. As frequéncias de
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micronucleos aumentam ainda com o envelhecimento, como prova de instabilidade
gendbmica associada com a idade (FENECH et al., 2011; BOLOGNESI; HOLLAND,
2016; KAHL et al., 2018a). Micronucleos s&o o biomarcador mais relevante e melhor
validado de instabilidade gendmica em todos os tipos de células indicadoras
(NERSESYAN et al., 2022).

A técnica de CBMN é um biomarcador para instabilidade genémica em
linfécitos de sangue periférico, que permite avaliar os danos de DNA que
permaneceram apds 0s mecanismos de reparo. Essa técnica foi descrita
primeiramente em 1986 por Fenech e Morley (FENECH; MORLEY, 1986). Para
identificar micronucleos (MN) é necessario estimula-los a se dividir, usando
fitohemaglutinina, e cultiva-los por um periodo suficientemente longo na presenca de
citocalasina B, para permitir que pelo menos uma divisao celular ocorra. Isso permite
a formacao e expressao de MN durante a anafase e teloéfase — estagio do ciclo mitético
em que as células sao bloqueadas no estagio binucleado (BN), pela citocalasina
B. MN e outras anomalias nucleares associadas, como pontes nucleoplasmicas e
brotos nucleares, podem ser pontuadas em células binucleadas (BN) (NERSESYAN
et al., 2022).

Com o CBMN ¢é possivel identificar a presenca de micronucleos (MN)
derivados de quebras ou perdas cromossémicas; pontes nucleoplasmaticas (NPNPs),
provenientes do reparo incorreto de quebras de DNA ou fusdes de porgdes finais dos
teldbmeros; e buds nucleares (NBUDs), que s&o produtos da eliminagdo de DNA
amplificado ou complexos de DNA reparado. A partir de 2007, esta técnica passou
ainda a permitir a avaliagédo do indice mitdtico, através da presenga de células
mononucleadas, binucleadas, trinucleadas e tetranucleadas e o status de viabilidade
celular, por meio da analise da presenca de células que estdo no estado de apoptose
ou necrose (Figura 2) (FENECH, 2007; FENECH et al., 2016). Sendo assim, as células
sao classificadas de acordo com o status de viabilidade (apoptose e necrose), indice
mitotico (células mononucleadas, binucleadas, multinucleadas), e o dano e / ou
instabilidade cromossdmica (presenca de MN, NBUD e NPNP) (FENECH, 2007). As
taxas de divisao celular podem aumentar como consequéncia de efeitos citotoxicos
agudos; o aumento da atividade mitética desempenha um papel fundamental na
transformacao maligna celular (NERSESYAN et al., 2022).

A ocorréncia de parametros CMBN reflete respostas relacionadas a

instabilidade cromossOmica e desafios citostaticos causados por exposicao a agentes
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genotéxicos exégenos (KAHL et al., 2018a). Cromossomos dicéntricos séo resultantes
de fusdes finais ou reparo incorreto do DNA, ambos decorrentes de quebras de fitas
simples (FENECH et al., 2016a).

Micronucleos (MN) s&o corpos extranucleares que contém fragmentos
cromossOdmicos ou cromossomos inteiros. Frequéncias aumentadas de micronucleos
em sangue periférico de individuos saudaveis refletem instabilidade genémica e um
maior risco de desenvolver cancer mais tarde, sugerindo um papel preditivo do ensaio.
Considerando que o cancer se desenvolve a partir de mutagdes acumuladas, danos
no DNA nao reparados, derivados de exposi¢ao constante a substancias quimicas
podem contribuir para a progressado do cancer (BONASSI et al., 2007; NERSESYAN
et al., 2022).

Pontes nucleoplasmaticas resultam de cromossomos dicéntricos causadas
por reparo incorreto de quebras de DNA, induzidas por exemplo, por exposicao a
produtos quimicos, ou como resultado de fusées terminais de teldbmeros que podem
resultar da perda de teldmeros ou sua disfungdo (induzida, por exemplo, por
deficiéncia de folato) (NERSESYAN et al., 2022).

Os biomarcadores de genotoxicidade sdao de grande importancia como
indicativos de potenciais danos genéticos, como mutagdes, que podem levar em longo
prazo, ao desenvolvimento de doencas e cancer, por exposi¢cao a pesticidas e
misturas de pesticidas. O ensaio cometa (ou eletroforese em gel unicelular) e o teste
de micronucleo sao ensaios rapidos, de baixo custo, sensiveis a pesticidas e misturas,
e ainda podem ser realizados tanto em amostras de mucosa oral quanto de sangue
periférico, ou seja, utilizam amostras biolégicas com métodos pouco invasivos
(VALVERDE; ROJAS, 2009; SILVA PINTO et al., 2020).

O ensaio cometa como mencionado, consiste basicamente da avaliacdo de
quebra de fita de DNA; ja o teste de micronucleo avalia a ocorréncia de quebra
cromossémica ou ma formagédo do fuso mitético durante a divisdo celular (SILVA
PINTO et al., 2020).

Analises de micronucleos (MN) em linfécitos do sangue periférico (e células
esfoliadas de diferentes 6rgaos, como boca, nariz, bexiga e colo do utero), séo as
abordagens mais utilizadas para detectar danos no material genético em
humanos. MN sao corpos extranucleares contendo DNA, que podem ser identificados
microscopicamente. Eles refletem aberra¢gdes cromossdmicas estruturais e numéricas

e sao formados como consequéncia da exposi¢cdo a genotoxinas ocupacionais,
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ambientais e de estilo de vida. Eles também s&o induzidos como consequéncia da
ingestdo inadequada de certos oligoelementos e vitaminas. As altas taxas de MN
estdo associadas ao aumento do risco de cancer e a uma série de outras doencgas. As
medidas de MN podem ser uteis para o diagnédstico e progndstico de diferentes formas
de cancer e outras doencas, como inflamacéo, infecgbes e disturbios metabdlicos
(NERSESYAN et al., 2022).

E importante que em estudos, haja grupo exposto x grupo controle. Também
€ importante que 0s grupos sejam comparaveis em relagdo as suas caracteristicas
demograficas (incluindo etnia, idade, sexo, consumo de alcool e tabaco); o indice de
massa corporal (IMC) e os habitos alimentares podem ter impacto nas taxas de MN.
O consumo de micronutrientes especificos, necessarios como cofatores na replicagcao
e reparo do DNA, ou nos mecanismos de defesa antioxidante (como acido fdlico,
vitamina B12, niacina, selénio e zinco), ttm um papel importante na prevencao da
instabilidade gendmica e na formacdo de MN; compostos fendlicos também tém
impacto na modulagdo de danos ao DNA. Exercicio fisico e boa qualidade de sono
também podem influenciar nas taxas de MN (NERSESYAN et al., 2022).

Figura 2 — Alteragdes encontradas através da técnica de micronucleos (CBMN).
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Fonte: elaborado pela autora. Adaptado de Fenech et al., 2007
A Figura 2 apresenta as alteragdes encontradas pela Técnica de Micronucleos com bloqueio de
citocinese celular. Células coradas com Giemsa: a) célula mononucleada; b) célula binucleada (BN); c)
célula multinucleada; d) célula necroética; e) célula apoptoética; f) célula binucleada contendo
micronucleo (MN); g) célula BN contendo ponte; h) célula BN contendo bud. a; b; ¢ = indice mitético; d;
e = viabilidade celular; f; g; h = alteragbes nucleares.
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2.2.7 Instabilidade gendmica e microRNAs

O objetivo principal da via de resposta ao dano de DNA (DDR) € manter a
integridade e estabilidade do genoma. Quebra de fita simples (SSB) e quebra de fita
dupla de DNA (DSB), duas alteragcbes comuns na estrutura do DNA, induzem
mecanismos de DDR, tais como: parada do ciclo celular (ou desaceleragao de sua
progresséo); identificacdo desses danos na estrutura do DNA; e, finalmente, tradugao
de sinais para recrutar fatores de reparo de DNA para o local da lesdo. Pode ocorrer
ainda apoptose (para danos irreparaveis), bem como indugao transcricional de varios
genes que facilitam o reparo do DNA (CURTIN, 2012).

Menos de 2 % do genoma humano codifica proteinas. Os microRNAs séo
RNAs nao codificantes; eles ttm como objetivo controlar os niveis de expresséo do
gene, tais como: modificagao transcricional e pds-transcricional; transducao de sinal;
e traducdo do gene. RNAs nao codificantes tém ainda fungdo oncogénica ou
supressora de tumor, participando da ocorréncia, progressdo do ciclo celular,
diferenciagao celular, apoptose e resposta ao dano de DNA, por diversos mecanismos
(MALAKOTI et al., 2021).

MiRNAs sdo moléculas de RNA curtas e de fita simples, com 20 - 22
nucleotideos de comprimento. Esses pequenos RNAs nao codificantes
desempenham papéis imperativos em processos celulares como DDR e
desenvolvimento de cancer devido a sua interagao direta ou indireta com DNA, RNA
e proteinas (MAJIDINIA; YOUSEFI, 2016).

Estresse oxidativo e modificagbes epigenéticas, como a metilagdo do DNA,
podem alterar a expressdo de miRNAs (ZHAN et al., 2020).

Por exemplo, o miR-17-5p tem expressdo reduzida apdés exposicdo ao
pesticida paraquat; esse herbicida pode causar danos em células nervosas; a reducao
da expressdo desse miRNA relaciona-se com os mecanismos de neurotoxicidade
induzida pelo pesticida, contribuindo com os efeitos pré-apoptoticos observados
(WANG et al., 2018). Outro estudo identificou que o paraquat pode induzir variagoes
de metilacdo do DNA por meio da produg¢ao de ROS, levando a redugao da expressao
de miR-17-5p em danos as células nervosas induzidas pelo pesticida (ZHAN et al.,
2020).

A citotoxicidade de pesticidas induz producdo de ROS, que causam danos

celulares. Dessa forma, o organismo produz espécies reativas oxidativas, induzindo
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desequilibrio e estresse oxidativo, que por sua vez, ativa a imunidade inata do
endotélio, desregulando a fungdo endotelial. A expressao de miR-92a encontra-se
aumentada nesse contexto; assim, niveis elevados desse miRNA podem exacerbar a
disfuncdo das células endoteliais expostas ao estresse oxidativo (CHEN et al., 2015).

Diversos estudos mostram uma associagao significativa entre a exposicao a
substancias toxicas ambientais e a incidéncia de cancer, principalmente exposi¢des a
metais pesados e pesticidas (COSTA et al., 2017).

Existem mecanismos epigenéticos que podem alterar a expressao do gene,
tais como: metilagdo do DNA; modificacbes de histonas; e expressao de miRNAs.
Todos eles podem ser induzidos por exposicdao a substancias toxicas, como os
agrotoxicos (CHOU et al., 2010; HUMPHREY et al., 2019).

Em um estudo recente, alguns miRNAs foram considerados preditivos de
status ocupacional (trabalhador rural x trabalhador ndo agricola) durante a temporada
de colheita. A expressao de quase todos miRNAs mostrou-se alterada em decorréncia
da exposi¢cdo aos metabdlitos gerados a partir de pesticidas organofosforados em
trabalhadores rurais (WELDON et al., 2016).

Portanto, diversos estudos evidenciam que pesticidas (assim como metais,
poluentes organicos, fumaca de cigarros e drogas cancerigenas), podem impactar
mMiRNAs. MiRNAs ambientalmente alterados e relacionados ao cancer podem servir
como marcadores potenciais para canceres quimicamente induzidos (LI et al., 2018;
HUMPHREY et al., 2019).

2.3 RADICAIS LIVRES

Radicais livres sdo gerados dentro do corpo em quantidades limitadas, e sao
necessarios para: manter a homeostase celular; transducdo de sinais; expressao
génica; ativacao de receptores; reconhecimento de patdgenos; garantir viabilidade
celular, proliferacdo, migracao, diferenciacdo. Assim, espécies reativas de oxigénio
(ROS) e espécies reativas de nitrogénio (RNS), atuam como moléculas sinalizadoras
por alteracdes redox reversiveis em enzimas que controlam processos celulares; por
exemplo, S-nitrosagéo da caspase-3 (que controla a apoptose), ou ativagao do fator
nuclear kappa B (NF-kB, que controla a inflamagéao, por inibidor de estabilizagcao da
quinase do fator kappa B — IkB, mediada pela oxidagdo —SH) (PISOSCHI et al., 2021).
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Assim, o estresse oxidativo pode ser caracterizado por sua intensidade: como
estresse oxidativo fisiolégico (eustress), ou estresse oxidativo toxico, alterando
biomoléculas (distress): a baixa exposigao de células e organismos é necessaria para
a sinalizacao redox, direcionada a alvos peculiares, enquanto a exposicédo elevada
resulta na interrupcéo da sinalizagdo redox e /ou decaimento, abordando alvos
inespecificos (PISOSCHI et al., 2021).

Nos macrofagos, ROS s&o produzidos enzimaticamente para destruir
patdgenos, mas eles ndo conseguem diferenciar entre células hospedeiras e agentes
infecciosos; sua produgao excessiva resulta no comprometimento de células e érgaos
hospedeiros. Reagdes nao enzimaticas responsaveis pela ocorréncia de ROS
ocorrem também durante a cadeia respiratoria; as reacdes de transferéncia de
elétrons mantém o gradiente de ions através da membrana - o aceptor final € dotado
de alto potencial redox e, portanto, gerando energia durante a reagao de redugao
(PISOSCHI et al., 2021).

Radicais livres também s&o gerados em processos enzimaticos néo ligados a
cadeia de transporte de elétrons mitocondrial. O radical anion superoxido pode
resultar da redugdo de oxigénio molecular em uma etapa, mas também pode ser
produzido por NADPH oxidases. As enzimas do citocromo P450 e NO sintases,
quando desacopladas, geram oxidantes enddgenos. O ataque radical aos acidos
graxos poli-insaturados gera hidroperéxidos organicos, atuando também como
oxidantes endogenos. A mieloperoxidase (MPO) catalisa a conversao do peroxido de
hidrogénio (H202) em espécies reativas oxigenadas ou nitrogenadas (incluindo « OH,
ONOO -, HOCIl e NO2). A NADPH oxidase esta envolvida principalmente na produgao
de ROS vasculares. A xantina oxidase e a NO endotelial “desacoplada” sintase
(eNOS) sao geradores de radicais livres endoteliais, com um papel importante na
evolugao, progressao e complicagdes da doencga arterial coronariana, insuficiéncia
cardiaca e diabetes, ou seja, patologias ligadas a disfungao endotelial (PISOSCHI et
al., 2021).

O ataque continuo de ROS destréi a permeabilidade seletiva da membrana
celular, o que resulta em peroxidagao lipidica. O ataque oxidativo as proteinas altera
a configuracdo, causando perda da funcionalidade bioquimica, enquanto as
alteracdes oxidativas do DNA levam a mutacdes, erros de replicacao, alteragdes da
estabilidade gendmica e morte celular. A oxidagao do sitio ativo da cisteina em acido

sulfénico por espécies oxigenadas (por exemplo, H202) é reversivel; no entanto, a
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oxidagao a acido sulfinico e, posteriormente, sulfonico é irreversivel. Essas alteragdes
afetam a tirosina fosfatase, pois esta enzima contém um residuo de cisteina redox-
ativo cuja oxidac&o torna a enzima inativa. O aumento da fosforilacdo da tirosina
resultante pode induzir a mudancga conformacional da proteina, alterando a sua funcao
(PISOSCHI et al., 2021).

A peroxidagao lipidica pode gerar produtos carbonilicos saturados e
insaturados, como 4-hidroxinonenal, acroleina, malondialdeido (MDA) e heptanal. As
carbonilas derivadas de lipidios sdo produtos da oxidacdo de acidos graxos poli-
insaturados (livres ou esterificados por fosfolipidios); sdo um grupo de compostos
eletrofilicos dotados de alta reatividade, capazes de atacar substratos nucleofilicos,
como porgdes de aminoacidos (modificagdo essa conhecida como lipoxidagdo de
proteinas) (PISOSCHI et al., 2021).

Esses grupos carbonila ligados a proteinas podem vir a partir de varias vias,
sendo que a primeira envolve a oxidacdo direta de residuos de aminoacidos
(desaminacdo oxidativa no grupo €-amino dos residuos de lisina, levando ao
semialdeido aminoadipico) (PISOSCHI et al., 2021).

A modificagdo indireta da proteina também pode ocorrer, incluindo
principalmente a adicdo de produtos oxidados de lipidios ou carboidratos. As
alteragcbes mais importantes desse tipo incluem: adigdo de Michael envolvendo
compostos carbonilados a, B-insaturados formados por peroxidagao lipidica (como
adicdo de 4-hidroxi-nonenal em porgdes de lisina, cisteina ou histidina), rea¢des de
residuos de aminoacidos (por exemplo, de lisina ou arginina) com compostos
dicarbonilicos formados por peroxidacao lipidica ou por auto-oxidacdo de glicose
(glioxal e malondialdeido). A carbonilagéo de proteinas, englobando a carbonilagéo
das cadeias laterais de aminoacidos (como arginina, lisina, prolina e treonina), pode
ser seguida por reticulagao de proteinas intracelulares (PISOSCHI et al., 2021).

A modificacdo de biomoléculas essenciais é frequentemente acompanhada
pela perda de suas funcionalidades ou por mudangas em sua localizagao celular. As
alteracdes irreversiveis em lipidios, proteinas e acidos nucléicos, juntamente com o
dano induzido a estrutura e fungbes celulares, tém sido relacionadas a
neurodegeneragcdo, doencga cardiovascular, tumorigenidade, diabetes, entre outra
doencas de perfil inflamatoério. Biomoléculas oxidadas também podem resultar na
ocorréncia de neoantigenos participando da progressao de doengas autoimunes. Uma

vez que alteragdes irreversiveis, como a carbonilagdo, ndo podem ser restauradas por
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nenhuma intervencao de enzimas celulares, a remogao de biomoléculas modificadas
das células é necessaria para reduzir os efeitos toxicos. As células se beneficiam de
varias maneiras de responder ao estresse tdxico. Os compostos carbonilados
resultantes da peroxidagédo lipidica podem ser removidos por conjugagdo com
glutationa ou podem ser reduzidos & alcoois. Alcool celular e aldeido desidrogenases
podem oxidar compostos carbonilicos em acidos carboxilicos que tém menor
reatividade. As proteinas oxidadas estdo sujeitas a degradacdo proteossomal que
depende do sistema 20S ativado pelo estresse oxidativo, permitindo a eliminagao
rapida de substratos modificados independente de ATP e ubiquitina. Além disso, vias
de autofagia-lisossomais também sado altamente eficazes na remocao de
biomoléculas alteradas (PISOSCHI et al., 2021).

2.4 ANTIOXIDANTES

As espécies reativas de oxigénio (assim como as espécies reativas de
nitrogénio e as espécies reativas de enxofre), sdo conhecidas por induzirem danos
oxidativos a lipidios, proteinas, agucares e DNA (ALl et al., 2020; LI et al., 2021).

Os radicais livres (além dos agentes oxidantes nao radicalares), sdo espécies
quimicas reativas potencialmente prejudiciais, contendo um elétron desemparelhado;
tendem a se neutralizar ao reagir com outras substancias, causando a oxidacao. Entre
os ROS, destacam-se: os radicais superéxidos (O-2); os radicais hidroxila (-OH); e os
oxidantes n&o radicais, como peroxido de hidrogénio (H202) e acido hipocloroso
(HOCI). Seus efeitos deletérios sao resultado das alteragdes de biomoléculas
organicas, como os acidos graxos poli-insaturados em lipideos de membrana,
oxidacdo proteica, quebra de fita de DNA, oxidacdo de RNA, despolarizagao
mitocondrial e apoptose (ALl et al., 2020; LI et al., 2021).

Antioxidantes sao moléculas que inibem, diminuem, atrasam ou eliminam
completamente a ac&o dos radicais livres e agentes oxidantes, protegendo o corpo do
dano oxidativo (ALl et al., 2020; LI et al., 2021).

Os antioxidantes se dividem em: enzimaticos, como superéxido dismutase
(SOD); catalase (CAT); glutationa peroxidase (GPx); e ndo enzimaticos (como
polifendis, vitaminas e minerais) (ALl et al., 2020; LI et al., 2021; RUDRAPAL et al.,
2022).
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Os antioxidantes enzimaticos removem radicais livres e espécies reativas; em
seguida ocorre a eliminagao de radicais livres por doadores de elétrons, como por
exemplo, glutationa (GSH), tocoferdis, acido ascoérbico e tiorredoxina. Outros
mecanismos incluem a ligagédo de ions metalicos pro-oxidantes (como ferro e cobre)
por proteinas de ligacdo metalicas especificas, como por exemplo, transferrina e
metalotioneina. Portanto, antioxidantes enzimaticos e ndo enzimaticos atuam em
conjunto, possibilitando a eliminagdo de radicais livres do organismo de forma mais
eficiente (ALl et al., 2020; LI et al., 2021).

Os antioxidantes podem prevenir a geragao de espécies oxidantes, reduzir os
efeitos de oxidantes metabdlicos ou xenobibticos perigosos, prevenindo o corpo de
doencgas agudas ou cronicas e reparando danos celulares. Eles atuam tanto em
processos patolégicos quanto em processos fisioldgicos do organismo, como por
exemplo, no envelhecimento saudavel. Atuam como agentes de sinalizagdo em varias
vias celulares (conhecidas como sinalizagao redox). Fatores de transcricdo, como
AP-1, NF-kB e Nrf2, estdo envolvidos nessas vias de sinalizacdo moduladas por redox
(ALl et al., 2020; LI et al., 2021).

Os antioxidantes sdo compostos que bloqueiam as reacbes oxidativas,
prolongando a vida util dos produtos alimenticios. Os antioxidantes dietéticos e os
suplementos antioxidantes extinguem as ROS e podem prevenir diferentes doengas
cronicas. Alimentos funcionais ou nutracéuticos sdo definidos como alimentos ou
ingredientes que melhoram a saude; eles contém suplementos dietéticos como
proteinas, vitaminas, minerais e / ou fitoquimicos (ALl et al., 2020; LI et al., 2021).

O estresse oxidativo tem sido implicado na patogénese de muitas doencgas
cronicas, incluindo o processo inflamatério. Tanto o estresse oxidativo quanto a
inflamacéo sdo processos fisiopatoldgicos intimamente relacionados, e ambos séo
encontrados simultaneamente em muitas condigdes patolégicas (BISWAS,
2016). Durante o processo inflamatério, as células fagociticas ativadas (como
neutréfilos e macrofagos), produzem grandes quantidades de ROS para matar os
agentes invasores. Em condi¢bes inflamatérias patologicas, pode haver geragéo
exagerada de espécies reativas, e algumas delas se difundem para fora das células
fagociticas e assim, podem induzir estresse oxidativo localizado, e leséo tecidual. No
entanto, além da produgdo direta de espécies reativas pelas células fagociticas, as
células nao fagociticas também podem produzir espécies reativas em resposta as
citocinas pro-inflamatdrias (LI et al., 2015; ALl et al., 2020; LI et al., 2021).
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Assim como o processo inflamatério pode induzir estresse oxidativo, o
estresse oxidativo também pode induzir inflamacgao, por meio da ativagao de multiplas
vias. A espécie reativa H202, por exemplo, pode induzir inflamacdo por meio da
ativagao do fator de transcricdo NF-kB. O estresse oxidativo desempenha um papel
importante na ativagao do inflamassoma da proteina 3 do receptor semelhante a NOD
(NLRP3). O inflamassoma NLRP3 €& um complexo molecular oligomérico que
desencadeia defesas imunoldgicas inatas por meio da maturagdo de citocinas proé-
inflamataorias, como IL-18 e IL-18. O ROS liberado de mitocéndrias danificadas ativa
inflamassomas de NLRP3, levando a IL-1B induzir secrecdo e inflamagao
localizada. Portanto, a inflamacdo e o estresse oxidativo estdo intimamente
relacionados e ligados a processos fisiopatoldgicos interdependentes (BISWAS, 2016;
ALl et al., 2020).

O acumulo de ROS pode desencadear estresse oxidativo envolvendo muitos
processos bioldgicos, incluindo apoptose, necrose e autofagia. A autofagia pode ser
alterada por estresse oxidativo e peroxidacao lipidica. A autofagia é uma via de
degradagao altamente conservada que pode reciclar nutrientes e organelas para
permitir que as células se adaptem a ambientes indesejaveis; degrada e digere células
danificadas, senescentes e com fungao de perda (ALl et al., 2020; LI et al., 2021).

Em condig¢des fisiologicas, radicais livres sdo gerados principalmente nas
mitocdndrias, via metabolismo aerdbio. Em condi¢gdes patologicas, mitocondrias
disfuncionais produzem ROS em excesso, quebrando a homeostase celular. O
processo de remoc¢ao de mitocOndrias danificadas por meio da autofagia é
denominado mitofagia, que €, portanto, critico para a manutencdo das funcgbes
celulares; elimina mitocéndrias danificadas, modulando a evolugcdo de doencas de
perfil inflamatério. Em resposta ao estresse oxidativo, a autofagia e a mitofagia
contribuem para a fungao antioxidante (ALl et al., 2020; LI et al., 2021).

O Nrf2 é o fator de transcricdo redox que regula a expressao de genes
antioxidantes (SOD; CAT; GPx); é portanto, o0 mecanismo de defesa citoprotetora
crucial contra o estresse oxidativo. A defesa antioxidante possibilita que o organismo
se adapte as exposi¢gdes ambientais que induzem danos celulares (LI et al., 2021).

FoxO é o fator de transcricdo que forma um complexo com SIRT1 sob
condigbes de estresse oxidativo, garantindo sobrevivéncia celular; induz a expressao
de genes relacionados a autofagia. Além disso, tem varias fungdes bioldgicas,

incluindo: a interrupgao do ciclo celular nos pontos de verificacdo G1 - S e G2 - M;
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reducao de ROS; reparo de DNA danificado; e apoptose. Os membros da familia FoxO
(FoxO 1, 3, 4 e 6), coordenam as expressdes génicas em processos celulares (como
apoptose e estresse oxidativo). Por exemplo, como um alvo de classe Il histona /
proteina desacetilase, a sirtuina 1 (SIRT1): FoxO1 forma um complexo com SIRT1
sob estresse oxidativo, resultando na ativagdo de parada do ciclo celular, induzindo
genes relacionados a adaptabilidade, promovendo assim, a sobrevivéncia celular (LI
et al., 2021).

Diversos compostos naturais obtidos através da dieta tém a capacidade de
reduzir estresse oxidativo e promover autofagia. Fitoquimicos sdo sequestradores
eficazes de radicais livres; eles atuam por diferentes vias. Por exemplo, o sulforafano
(encontrado no broécolis), tem a capacidade de induzir a expressdo de genes que
promovem autofagia; os flavonoides (encontrados em frutas citricas), sé&o
antioxidantes com potencial em suprimir carcinogénese e com atividade anti-
inflamatdria; isoflavonas (presentes na soja), tém atividade antioxidante, indutora de
autofagia e anti-inflamatdria (LI et al., 2021).

Entre os antioxidantes naturais ndo enzimaticos encontram-se ainda os
carotenoides (como o betacaroteno e o licopeno); os micronutrientes dietéticos, como
a vitamina A (retinol), a vitamina C (acido ascoérbico) e a vitamina E (a-tocoferol e
tocotrienol); minerais, como o zinco e o selénio; cofatores, como a coenzima Q10. Eles
funcionam como barreira de defesa contra os radicais livres e agentes oxidantes néo
radicais, e previnem o ataque ao DNA, proteinas, lipidios e outras moléculas induzidas
por pré-oxidantes (ALI et al., 2020).

Os compostos organicos que possuem um anel aromatico com pelo menos
um grupo hidroxila sdo denominados “fendlicos”. O composto que possui um ou mais
anéis aromaticos com mais de um grupo hidroxila € chamado de polifenol (ou
composto fendlico) (MICHALAK et al., 2021; RUDRAPAL et al., 2022).

A maior classe de compostos antioxidantes é a dos polifenois. Sdo compostos
quimicos organicos contendo dois ou mais grupos hidroxila, ligados a anel aromatico.

Eles se dividem em cinco grupo principais, distinguidos com base em sua
estrutura quimica (MICHALAK et al., 2021):

1) Estilbenos — exemplo: resveratrol;

2) Diferuloilmetanos — exemplo: curcumina;
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3) Acidos fendlicos — que se dividem ainda em: acidos benzoicos e acidos
cinamicos. Exemplos de acidos benzoicos: acido galico e acido elagico;
exemplos de acidos cinamicos: acido cafeico e acido ferulico;

4) Flavonoides — se dividem ainda em: (A) Flavonas; (B) Flavondis; (C)
Flavanonas; (D) Flavanois; (E) Flavanonois; (F) Isoflavonas; (G)
Antocianinas. Exemplos: (A) apigenina; luteolina; (B) quercetina;
kaempferol; (C) naringenina; (D) catequinas; epicatequinas;
epigalocatequinas; (E) taxifolina; (F) genisteina; (G) cianidina;

5) Taninos condensados — exemplos: polimeros de catequinas; polimeros
de epicatequinas; proantocianidinas.

O estresse oxidativo € considerado uma causa primaria ou secundaria para
muitas doencgas inflamatérias cronicas, doengas neurodegenerativas, disturbios
metabdlicos, cancer e doencgas cardiovasculares. A ingestao dietética de frutas e
vegetais frescos tem efeitos claros contra uma série de doencgas que envolvem
estresse oxidativo. Os polifendis dietéticos atuam como eficientes sequestrantes de
radicais livres e espécies reativas de oxigénio (ROS), de acordo com a teoria
bioquimica de eliminagao, devido a presencga de: caracteristica estrutural aromatica;
multiplos grupos hidroxila; e um sistema altamente conjugado. Eles tém a capacidade
de sequestrar, neutralizar e / ou eliminar ROS, ou ainda suprimir o estresse oxidativo
celular, permitindo-lhes evitar danos oxidativos em biomoléculas (como lipidios,
proteinas, e DNA) e, assim, diminuir a inflamacao dos tecidos (RUDRAPAL et al.,
2022).

Portanto, a capacidade dos polifenois dietéticos em suprimir a inflamacao e,
consequentemente, o dano oxidativo aos tecidos € mediada pelos seus efeitos
antioxidantes, interferéncia nas vias de sinalizacdo celular e supressao de
mecanismos de transdugdo de sinais de mediadores pré-inflamatérios, e vias
inflamatdrias celulares em nivel molecular (RUDRAPAL et al., 2022).

A produgao excessiva de ROS resulta em danos extensos e irreversiveis no
DNA, como quebras de fita simples ou dupla, modificagdes de bases e ligacdes
cruzadas de DNA, podendo levar a morte celular. Varias vias de sinalizacdo mediadas
por ROS, cuja desregulacao favorece a carcinogénese, podem ser moduladas por
fitoquimicos (CHIKARA et al., 2018).

O fator nuclear 2 relacionado ao fator E2 (Nrf2) € um fator de transcri¢do que

se liga ao elemento de resposta antioxidante (ARE) na regido flanqueadora 5' de
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genes antioxidantes e de desintoxicagcdo em resposta ao estresse oxidativo. O papel
protetor do cancer da via Nrf2 é devido a sua capacidade de desintoxicar e eliminar
eficientemente ROS e, consequentemente, impedir o DNA de sofrer altos niveis de
danos oxidativos. Os efeitos antioxidantes de fitoquimicos interferem em diferentes
sinalizagdes celulares, incluindo o favorecimento da atividade de Nrf2, bem como

interferindo em diferentes estagios da carcinogénese (CHIKARA et al., 2018).

2.4.1 Antioxidantes e exposi¢cao a agrotoxicos

A N-acetilcisteina (NAC), um poderoso antioxidante que impacta os niveis de
GSH (precursor da sua sintese, via cisteina) quando administrada demonstrou, em
estudos anteriores, efeitos protetores contra o estresse oxidativo (LI et al., 2021). Em
relacdo a danos induzidos por pesticidas, diferentes estudos apresentaram sua
atividade antioxidante em modelos animais (LUKASZEWICZ-HUSSAIN;
MONIUSZKO-JAKONIUK, 2004; CANKAYALI et al., 2005; SHADNIA et al., 2007;
YURUMEZ et al., 2007) e ainda a sua capacidade em prevenir o aumento de MDA
sanguineo (LUKASZEWICZ-HUSSAIN; MONIUSZKO-JAKONIUK, 2004).

NAC associada a vitamina E (a-tocoferol) apresenta atividade protetora in
vivo, apos intoxicagdo aguda com pesticidas. Essa associagao recuperou a inibigéo
de AChE, além de recuperar os niveis de glutationa enddgena (reduzida pela
exposicao ao agrotoxico) (CANKAYALI et al., 2005; SHADNIA et al., 2007).

As vitaminas C e E reduziram o aumento do nivel plasmatico de MDA em
modelos animais, intoxicados com agrotoxicos; os autores sugeriram que foi devido
sua atividade antioxidante, redutora de radicais livres (GUNEY et al., 2007).

A melatonina (poderoso antioxidante enddégeno) tem efeito protetor no
estresse oxidativo induzido por intoxicagdo aguda a agrotdxicos em modelo animal
(BUYUKOKUROGLU, M.E. et al., 2008).

A teofilina, um inibidor especifico de fosfodiesterase, que catalisa a hidrolise
dos nucleotideos ciclicos AMPc e GMPc em seus correspondentes 5-monofosfato
inativos, reduziu o estresse oxidativo induzido por pesticidas, recuperando parametros
antioxidantes (GHAFOUR-RASHIDI et al., 2007).

Portanto, a suplementagao com antioxidantes naturais ou sintéticos, parece
ser benéfica apdés danos induzidos por pesticidas. Contudo, modelos animais nao

refletem necessariamente efeitos clinicos. Assim, ensaios clinicos sdo necessarios
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para que se conhega a eficacia dos antioxidantes na protegdo contra a toxicidade
induzida por agrotoxicos (LUKASZEWICZ-HUSSAIN, 2010).

Uma recente revisdo enfatiza a necessidade de estudos sobre suplementacao
antioxidante em populagbes diretamente expostas a pesticidas; os autores
identificaram diversos antioxidantes com potencial em reversao de danos e estresse
oxidativo induzidos por agrotoxicos em modelos animais. Entre eles: vitamina C,
vitamina E, vitamina A, zinco, selénio, acidos graxos poli-insaturados, NAC e
curcumina (MEDITHI et al., 2021).

A espécie Vitis vinifera, L. tem grandes quantidades de compostos fendlicos,
tais como: acidos fendlicos; flavonodis; flavonas; flavanonas; taninos; flavan-3-6is;
proantocianidinas; antocianinas; e estilbenos. Essa espécie tem multiplas atividades
farmacoldgicas: anticancerigena; antifungica; antibacteriana; antioxidante; e
atividades anti-inflamatorias (CHEDEA et al, 2021).

O paraquat aumenta a expressdo de miR-136-5p e o estresse oxidativo
celular, assim como inibe a atividade da via de sinalizagcdo Nrf2 / hemeoxigenase-1
(HMOX1), além de promover apoptose celular. O miR-136-5p mostra-se
superexpresso em tecidos cerebrais, relacionado a inflamagao e estresse oxidativo
causados por lesao de isquemia-reperfusao. O resveratrol, presente na Vitis vinifera,
L., reduz a expressao desse miRNA, a resposta ao estresse oxidativo e a apoptose
celular. Além disso, o resveratrol favorece a atividade da via de sinalizacdo Nrf2 /
HMOX1, a fungao celular e a taxa de sobrevivéncia em células tratadas com paraquat
(ZHANG et al., 2022).

2.4.2 Extrato de semente de uva rico em proantocianidinas

Alguns flavonoides (como flavan-3-o0is), catequinas e epicatequinas,
polimerizam e formam taninos. Os taninos condensados sdo chamados de
proantocianidinas. Portanto, proantocianidinas sao produtos oligoméricos e
poliméricos da via biossintética dos flavonoides, constituidos de catequinas e
epicatequinas (IGLESIA et al., 2010; RAUF et al., 2019).

Nesses flavondides poliméricos, as unidades elementares estdo ligadas por
ligagbes C-C e ocasionalmente C-O-C. A condensacédo oxidativa ocorre entre o
carbono C4 do heterociclo e os carbonos C6 ou C8. Com base em seus anéis B,
quatro dimeros de proantocianidinas do tipo B mais comuns sdo B1, B2, B3 e
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B4 relacionados aligagdes quimicas C4-C8, enquanto BS5, B6, B7e
B8 contém ligacbes de interflavana C4-C6 (RAUF et al., 2019).

As proantocianidinas s&o dimeros ou trimeros de flavandis em forma
condensada, também conhecidos como taninos condensados. Com base nas
ligacdes interflavanicas, elas podem ser divididas em tipo A (ligagdo C2—O—-C7 ou C2—
O-C5) ou tipo B (C4-C6 ou C4-C8). Eles geralmente sao produzidos a partir de
materiais ricos em flavonoides durante a fermentacdo. Anéis C abertos contendo
flavonoides sdo categorizados como chalconas (RUDRAPAL et al., 2022).

As maiores fontes de proantocianidinas séo as frutas vermelhas e roxas, como
mirtilo, framboesa, ameixa, morango e uva. As proantocianidinas de sementes de uva
(Vitis vinifera, L.) sdo consumidas como suplemento dietético (RAUF et al., 2019).

Complexos oligoméricos de proantocianidinas (OPCs) demonstram agdes
antioxidantes, antibacterianas, antivirais, anticarcinogénicas, antiinflamatdrias,
antialérgicas e vasodilatadoras em diferentes estudos (Figura 3). Eles podem inibir a
peroxidacao lipidica, a agregacgao plaquetaria, e a hipermeabilidade capilar. Além
disso, demonstram atividade na apoptose, expressao génica e fatores de transcrigéao,
como o NF-kB (FINE, 2000; COS et al., 2004; RAUF et al., 2019). Segundo Shi e
colaboradores (2003), a atividade antioxidante das proantocianidinas é 20 vezes maior

do que a vitamina E, e 50 vezes maior do que a vitamina C (SHI et al., 2003).

Figura 3 — Estrutura molecular das proantocianidinas oligoméricas (OPCs).

T

e

PROANTOCIANIDIMNAS TIPO B

Fonte: elaborado pela autora. Adaptado de Mancini et al., 2023.
A Figura 3 apresenta a estrutura molecular de proantocanidinas do tipo B.
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Em modelos animais, o extrato de semente de uva rico em proantocianidinas
(GSPE) apresenta atividade antioxidante, reduzindo estresse oxidativo e facilitando
atividade mitocondrial. Modula a via do NO /GMPc, demonstrando potencial
cardioprotetor. Demonstrou ainda potencial neuroprotetor (RAUF et al., 2019).

Ainda em estudos pré-clinicos, GSPE pode estimular a transformagao de
linfocitos, aumentar a atividade lisossomal e a capacidade fagocitica de macrofagos
peritoneais; reduzem a inflamacédo nas vias aéreas de modelos de asma murina,
reduzindo células inflamatodrias, citocinas TH2 e os niveis séricos de IgE. Em modelo
de osteoartrite, GSPE reduziu a perda de condrdcitos e proteoglicanos. OPC inibiu
a apoptose induzida por IL-18 em condrécitos, diminuindo o conteudo de ROS e
os niveis de metaloproteinases de matriz (MMPs) (TONG et al., 2011; YIN et al., 2017;
RAUF et al., 2019).

Um estudo avaliando modelos animais apdés a administracdo cronica de
pesticidas (demonstrando comprometimento de aprendizado, memoria e coordenagao
motora, além de aumento acentuado de estresse oxidativo e redugao na atividade de
AChE), avaliou o tratamento com nicorandil, clinidipina e extrato de semente de uva
rico em proantocianidinas (GSPE). Os trés tratamentos quando combinados,
melhoraram todos os parametros avaliados, demonstrando um melhor efeito
neuroprotetor contra neurotoxicidade do que utilizados individualmente (SINGH et al.,
2016).

O GSPE foi testado em outro estudo pré-clinico quanto ao potencial em
reverter neurotoxicidade induzida por pesticidas. Comparado com o extrato de
ameixa, o extrato de semente de uva demonstrou maior capacidade em reversao de
danos induzidos pelo agrotéxico utilizado, reduzindo ainda disfungédo mitocondrial (e
assim, ativando vias pro-sobrevivéncia, essenciais para viabilidade de neurbnios
expostos a pesticidas), demonstrando a sua capacidade em reduzir danos induzidos,
mesmo quando utilizado individualmente (STRATHEARN et al., 2014).

GSPE em outro estudo pré-clinico recente, demonstrou reduzir peroxidagao
lipidica, (medida por niveis de MDA) induzida por pesticidas, além de reestabelecer
outros parametros modificados pela exposicao: reduziu estresse oxidativo; aumentou
niveis de GSH; aumentou atividade de PON1 e BChE. Além disso, danos ao DNA
também foram avaliados; GSPE reduziu danos induzidos por pesticidas, observado
no ensaio cometa, demonstrando reduzir citotoxicidade e genotoxicidade, induzidas
por agrotéxicos (ABDEL-SALAM et al., 2018).



67

O GSPE demonstrou atividade protetora em lesdo hematopoiética induzida
por radiacao ionizante em camundongos; a analise de citometria de fluxo revelou que
as porcentagens de células T e B aumentaram, enquanto a porcentagem de células
mieloides diminuiram no sangue periférico de camundongos irradiados, quando
tratados com GSPE, sugerindo sua capacidade em reduzir mielossupressao. Além
disso, esse mesmo estudo demonstrou a sua capacidade em reduzir ROS e danos ao
DNA, aumentando ainda a expressao de FOXO1, SOD1, SOD2 e CAT — modulando,
portanto, varios processos fisiolégicos, como ciclo celular, apoptose, autofagia e
homeostase energética, assim como estresse oxidativo e transcricdo de genes de
enzimas antioxidantes (Ql et al., 2021).

O GSPE diminuiu os niveis de chumbo nos ossos de ratos expostos a esses
metais pesados, mas ndo modificou o nivel de chumbo no figado (provavelmente
porque o acumulo de chumbo varia em diferentes tecidos); ja a apoptose induzida em
hepatdcitos pelo chumbo foi reduzida pelo GSPE, através da redugdo de danos ao
DNA, e restauragédo de niveis equilibrados de membros da familia Bcl-2. Também
favoreceu a atividade antioxidante, aumentando a atividade de GSH e SOD,
protetores contra o estresse oxidativo induzido por chumbo, e a peroxidagao lipidica
do figado dos animais expostos. O chumbo aumentou a expressdo do miR-153, e
diminuicao da expressao de Nrf2; o GSPE reduziu a expressao de miR-153, ativando
a sinalizac&o de Nrf2 (LIU et al., 2018).

Efeitos protetores antioxidantes do GSPE foram observados contra a
toxicidade induzida por cadmio, e as alteragdes induzidas nos tubulos seminiferos e
no intersticio testicular de ratos (esse metal pesado tende a se acumular nos
testiculos). A atividade da caspase-3 nos testiculos foi aumentada pela intoxicagéo
pelo metal; o pré-tratamento com GSPE reduziu a sua expressao (envolvido em
apoptose celular). O GSPE reduziu citocinas pré-inflamatérias (como TNF-a, IL-18, IL-
6, INOS), aumentando ainda a expressdo de Nrf2 e a atividade de enzimas
antioxidantes (SOD, GPx, CAT). O cadmio inibe o reparo por excisao de nucleotideos,
envolvido na remocao de um amplo espectro de lesbes de DNA induzidas, como o
reparo de danos oxidativos no DNA; o GSPE protegeu o dano oxidativo do DNA e a
fragmentagao do DNA induzida pelo metal pesado - um possivel mecanismo é que as
proantocianidinas presentes no GSPE neutralizaram os radicais livres gerados antes

de atingirem o DNA, favorecendo o seu reparo (BASHIR et al., 2019).
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O GSPE aumentou niveis de SOD, CAT e GPx, assim como reduziu niveis de
MDA e PC em células tratadas com pesticidas, demonstrando a sua atividade
antioxidante e capacidade de reducao de estresse oxidativo e peroxidacao lipidica,
induzida por esses agentes toxicos (NADDAFI et al., 2022).

GSPE reduziu a expressao de miR-19a e -19b em camundongos, que
costumam estar aumentados em células neoplasicas pulmonares; a redugao na sua
expressao correlaciona-se com a diminuicdo da proliferagao celular e inducdo de
apoptose, bem como a regulagéo positiva das expressdes de IGF2R e PTEN (alvos
de miR-19 a/b). GSPE também aumentou a atividade de PTEN e diminuiu a
fosforilagao de AKT - um fator pro-carcinogénico chave no cancer de pulmao. A via
PI3K /AKT é ativada em varios tipos de cancer; GSPE diminui a fosforilagdo de AKT,
impedindo a ativagao dessa via (MAO et al., 2016).

Dados experimentais in vitro e in vivo sugerem que o GSPE pode atuar como
um agente anticancerigeno. As atividades quimiopreventivas potenciais incluem
proliferacdo reduzida, apoptose aumentada, parada do ciclo celular em células
tumorais e modulagdo da expressao e atividade de genes direcionados ao NF-kB,
incluindo invasao e alvos moleculares especificos de metastase (NANDAKUMAR et
al., 2008).

Em estudos clinicos, o extrato de semente de uva tem atividades
farmacoldgicas sobretudo relacionadas as suas propriedades antioxidantes e anti-
inflamatorias, em dosagens em torno de 300 mg, administradas entre uma e duas
vezes ao dia, por 12 semanas (SLAWINSKA et al., 2022).

Quando administrado por via oral (VO), o GSPE em doses entre 200 mg e 300
mg, tem a capacidade de prevenir dor epigastrica, apos 12 semanas (RAUF et al.,
2019).

A administracdo VO de GSPE na dosagem de 400 mg ao dia demonstrou
efeitos cardiprotetores, mantendo a elasticidade vascular e a pressao arterial normal
em pacientes pré-hipertensos, apdés 12 semanas (ODAI et al., 2019; SLAWINSKA et
al., 2022).

O GSPE administrado VO por adolescentes com sindrome metabdlica,
associado a restricao calodrica, em dosagens entre 100 mg e 300 mg ao dia, por 8 a
12 semanas, tem atividade hipoglicémica, melhora a concentracado de insulina e a
resisténcia a insulina (MOHAMMAD et al., 2021; SLAWINSKA et al., 2022).
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A suplementacao de GSPE, aliada a uma dieta de restrigdo caldrica, reduziu
o indice de adiposidade visceral, colesterol total e triglicerideos, quando administrado
na dosagem de 300 mg ao dia, por 12 semanas (YOUSEFI et al., 2021).

Pacientes com dermatite alérgica de contato ao niquel reduziram a liberagéao
de citocinas pro-inflamatérias e 6xido nitrico, além de aumentar os niveis de IL-10
(interleucina anti-inflamatoria), apos suplementagdo com GSPE (VO), na dosagem de
300 mg ao dia, por 12 semanas (MAGRONE et al., 2021).

Como o extrato de semente de uva rico em proantocianidinas (GSPE) exerce
efeitos promissores, protetores contra doengas cardiovasculares, disturbios
metabdlicos e eventos oncogénicos, espera-se que seja em agente farmacéutico
potencial para o tratamento de tais condi¢des clinicas. Sendo assim, estudos clinicos
duplo-cegos precisam ser conduzidos com agentes terapéuticos como esse, para
fornecer mais informagdes sobre a sua eficacia clinica e seguranga, apoiados por
evidéncias cientificas robustas (RAUF et al., 2019).

Nosso grupo de pesquisa publicou um artigo de revisdo a respeito da
capacidade de constituintes do extrato de semente de uva, sobretudo flavan-3-ois
(proantocianidinas oligoméricas), em reduzir danos ao DNA, radicais livres,
marcadores de estresse oxidativo e inflamagao, quando avaliados em estudos in vitro,
in vivo e ex vivo (Figura 4) (MANCINI et al., 2023).

Figura 4 — Principais atividades farmacoldgicas do extrato de semente de

uva.
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A Figura 4 apresenta as principais atividades farmacoldgicas relacionadas ao extrato de semente de
uva.

2.4.2.1 MASQUELIER® OPCs

Masquelier's® Original OPCs (Anthogenol®) é um composto padronizado
contendo flavan-3-ois monomeéricos e oligoméricos, extraidos de sementes de uva
(Vitis vinifera L.), comercialmente disponivel em varios suplementos alimentares
(WESELER; BAST, 2017). Em 1987, Jack Masquelier obteve a patente de uso de
proantocianidinas como antioxidantes, pelo US Patent Office (MASQUELIER, 1987).

In vitro, foi demonstrado que OPCs de Masquelier® sao promissores na
protecao contra a contracao térmica do colageno (por aumento da temperatura ou
estresse oxidativo), evitando o encurtamento de fibras (MASQUELIER et al., 1981).
Além disso, preveniu a oxidagao da vitamina C (MASQUELIER, 1951).

O composto apresenta efeitos anti-inflamatoérios promissores em modelos
animais (BLAZSO; GLABOR, 1980; BARBIER et al., 1988).

Dados clinicos mais recentes do extrato de semente de uva de Masquelier®
Original OPCs (no suplemento alimentar Anthogenol®), foram obtidos em um estudo
clinico duplo-cego randomizado, controlado por placebo, em voluntarios saudaveis.
Nesse estudo, 28 fumantes saudaveis do sexo masculino foram suplementados

diariamente, durante 8 semanas, com a dosagem de 200 mg do extrato; eles
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apresentaram melhorias na saude vascular, em comparagao com o grupo controle
(WESELER et al., 2011; WESELER; BAST, 2017).

Uma suplementacdo contendo o extrato de semente de uva
(proantocianidinas oligoméricas OPCs originais de MASQUELIER®) e casca de Pinus
pinaster, L. (MASQUELIER®), na proporgdo 50 / 50, foi administrada por atletas
recreativos de meia maratona (que combinam exercicios extenuantes com 400 mg de
ibuprofeno diariamente, e por isso, costumam apresentar redu¢do do fluxo sanguineo
renal e danos renais). Essa suplementagdo reduziu a ocorréncia de lesdes renais,
inflamacao e estresse oxidativo, nos atletas suplementados (SEMEN et al., 2020).

Nesse trabalho utilizamos o extrato de semente de uva Masquelier® OPCs,

fornecido pela I.N.C. Agency B.V. | Masquelier’s.
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3 METODOLOGIA

A metodologia engloba os aspectos éticos, o delineamento do estudo, a
caracterizagdo dos grupos (por sexo e por faixa etaria, antes e depois da
administracdo do extrato de semente de uva), os dados clinicos, e as técnicas

utilizadas, bem como as analises estatisticas.

3.1 ASPECTOS ETICOS

Trata-se de um estudo clinico randomizado duplo-cego, incluindo individuos
expostos a agrotoxicos de forma ocupacional. Os participantes receberam explicagdes
a respeito do estudo e nos casos de aceite, o Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido (TCLE) (ANEXO A) foi aplicado e assinado pelos participantes (que
receberam uma copia).

Em seguida, os participantes responderam a um questionario (ANEXO B), de
acordo com os critérios de inclusao no estudo. As perguntas do questionario foram a
respeito do uso de agrotoxicos, histérico de doengas de perfil inflamatério (pessoal e
familiares de primeiro grau), doengas neuroldgicas (pessoal e familiares de primeiro
grau), consumo de alcool e consumo de tabaco.

Este trabalho foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa
com Seres Humanos da Universidade Federal de Santa Catarina, sob o numero do
parecer 3.127.656 (ANEXO C).
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3.2 CASUISTICA

3.2.1 Desenho amostral

Esse estudo randomizado duplo-cego avaliou:

e Marcadores de instabilidade gendémica e de danos de DNA por
exposi¢ao a agrotoxicos; modulagao nutrigenémica de danos ao DNA e
instabilidade cromossdmica, por suplementacédo do extrato de semente
de uva;

e Modificagbes epigenéticas por exposicdo a agrotdxicos, através de
perfis de miRNAs; modulagdo nutrigendmica por suplementacdo do
extrato de semente de uva, através de perfis de miRNAs;

e Estresse oxidativo por exposi¢cao ocupacional a agrotoxicos; modulagao
nutrigendmica de estresse oxidativo por suplementagdo do extrato de
semente de uva;

e Alteragcbes imunoldgicas e toxicoldgicas por exposi¢ao ocupacional a
agrotoxicos; modulagado nutrigendmica de alteragbes imunoldgicas e
toxicologicas, por suplementacédo do extrato de semente de uva.

Essas avaliagdes foram realizadas a partir da coleta de sangue periférico de
agricultores do municipio de Santo Amaro da Imperatriz (SC). Foram incluidos
inicialmente 85 individuos nesse estudo.

A coleta foi realizada nas mesmas pessoas em dois momentos: antes da
administragcdo do extrato de semente de uva Masquelier® OPCs (ou placebo), para
analises em relagcédo a exposigao aos agrotéxicos, e novamente apés 8 semanas da
suplementagado, para analises em relacdo ao extrato (ou placebo). Nessa segunda
coleta, 8 pessoas nao compareceram, sendo incluidos no estudo, portanto, 77
agricultores.

Cada participante foi orientado a administrar 2 capsulas ao dia, juntas, em
qualquer horario do dia, com agua ou suco. Cada capsula continha a dosagem de 100
mg (de extrato de semente de uva Masquelier® OPCs ou placebo, distribuidos
aleatoriamente). As capsulas que continham placebo eram compostas de celulose

microcristalina e estearato de magnésio.
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3.2.2 Critérios de inclusao e exclusao; selegao de participantes

Foram incluidos agricultores com historico de exposi¢gao a agrotoxicos como
atividade laboral ha pelo menos 5 anos. Foram excluidas gestantes e lactantes, assim
como menores de 18 anos. A selecao foi feita inicialmente através do contato com a
coordenadora e as agentes de saude do Posto de Saude Nicolau Turnes (em Santo
Amaro da Imperatriz — SC), com o apoio da Secretaria de Saude do municipio. Essa
cidade foi selecionada para a realizacao dessa pesquisa devido a intensa atividade
agricola da regiao, e a parceria entre a Universidade Federal de Santa Catarina e a
Secretaria de Saude do municipio, visto que outros projetos ja foram anteriormente
realizados entre ambas.

No decorrer das coletas, houve ainda outras formas de inclusdo de
participantes: indicagdes de pessoas pelos agricultores que estavam participando
(parentes, vizinhos, amigos, colegas de trabalho) e o contato com o Sindicato dos
Agricultores (tivemos o apoio do mesmo em também recrutar participantes, além de
fornecer o seu espaco para coleta).

Dessa forma, algumas coletas foram realizadas no Posto de Saude Nicolau

Turnes, e outras no Sindicato dos Agricultores da cidade.

3.3 COLETAS, PROCESSAMENTO E ARMAZENAMENTO DAS AMOSTRAS

No contato com os agricultores foram oferecidos esclarecimentos a respeito
da pesquisa, e aqueles que aceitaram participar, assinaram o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE). Nas coletas de sangue feitas antes da
administracdo do extrato, primeiramente os participantes responderam ao
questionario (conforme item 3.1); nas coletas de sangue feitas depois da
administragao do extrato (ou placebo), confirmavamos a identidade do participante, e
conversavamos com eles se tinham alguma duvida, ou algo a relatar.

Foram coletados: 3 tubos de soro e 3 tubos de EDTA — para as analises
toxicolégicas, bioquimicas, imunoldogicas e miRNAs, além de 1 tubo de heparina —

para as analises de danos ao DNA.
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As amostras de sangue total para analises de danos ao DNA foram
armazenadas a 4 °C e processadas conforme as Técnicas do ensaio cometa e Teste

de micronucleo com bloqueio da citocinese celular (CBMN).

3.4 DANO DE DNA E AVALIAGAO DE INSTABILIDADE GENOMICA - ENSAIO
COMETA

Esta técnica foi realizada conforme a descrita por Singh e colaboradores
(1988) e adaptada por Tice e colaboradores (2000).

3.4.1 Preparacgao das laminas

Figura 5 — Técnica do ensaio cometa.
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Fonte: elaborado pela autora. Adaptado de MiSik et al., 2023.

A Figura 5 apresenta uma viséo geral da técnica de eletroforese em gel de célula unica para medir
danos ao DNA, formagao de bases oxidadas de DNA, reparo de DNA e sensibilidade quimica.

3.4.1.1 La&minas sem enzimas

Para a Técnica do ensaio cometa foram confeccionadas laminas com uma
pré-cobertura de agarose de ponto de fusao normal (Normal Melting Point ou NMP).

A agarose foi diluida em agua, aquecida em forno de microondas e colocada em
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cubetas nas quais as laminas previamente lavadas foram mergulhadas, e um dos
lados limpo com papel absorvente. Apds essa etapa, foram deixadas em temperatura
ambiente, e armazenadas em local seco.

Com as laminas prontas para uso, a agarose de baixo ponto de fusdo (Low
Melting Point ou LMP) foi aquecida a 37 °C em banho-maria ou microondas; foi
misturada com uma micropipeta 95 pl de agarose LMP e 5 pl de sangue heparinizado
(dispostos sobre a lédmina com pré-cobertura de agarose NMP), a qual é
imediatamente coberta por uma laminula (para misturar as duas camadas e evitar a
formacao de bolhas de ar). O material foi colocado em uma camara umida em
geladeira, horizontalmente para endurecimento da agarose (por 5 minutos), e apos
este periodo a laminula foi cuidadosamente retirada.

ApOs esta etapa, a lamina foi colocada em uma cubeta contendo solugao de
lise gelada (por um periodo minimo de 2 horas e maximo de 2 semanas). A solugao
de lise é composta de 99 ml de solugao de lise mae (NaCl 2,5 M, EDTA 100 mM, Tris
10 mM) com 10 mL de DMSO e 1 mL de Triton x-100.

Apos confecgcdo e armazenamento das laminas em cubeta com solugéo de
lise gelada, algumas laminas passaram ainda pelo processo de adicdo de enzimas.
Nesse caso, o tampao 10 x (Hepes 400 mM, KCI 1 M, EDTA 5 mM, BSA 2 mg / ml,
pH ajustado em 8,0 com KOH 5 M gelado), é retirado do freezer e descongelado em
geladeira; seu volume é diluido para 10 x o seu volume inicial (com agua mili-Q gelada,
formando um tampéao 1 x). Duas enzimas podem ser entdo utilizadas: Endonuclease
Il (endo Ill) ou FPG; para o preparo de laminas com cada uma delas, no caso da endo
lll, é preparada primeiramente a solugao A (com 1 pL de enzima e 999 pL do tampao
1 x), e a partir dela, é preparada a solugéao de uso (com 100 pL de solugdo A e 900 pL
do tampao 1 x); para a FPG, é feito o mesmo processo, mas utilizando quantidades
diferentes na solugdo de uso (200 pL de solugao B, igual a solugdo A, mudando
apenas a enzima utilizada, e 800 yL do tampao 1 x). As laminas sao retiradas da lise
e lavadas 2 x por 5 minutos com o tampao 1 x, antes da incubacdo com as enzimas;
sobre cada uma das laminas, sado colocados 60 pL da solugédo uso da enzima (endo
[l ou FPG), ou apenas o tamp&o (controle).

Para a eletroforese prepara-se um tampao (NaOH, EDTA 200 mM e agua
destilada em pH 10, e a 4 °C no momento do uso). As laminas retiradas da lise séo
posicionadas sem brechas na cuba de eletroforese que ficara na geladeira, o tampao

de eletroforese é adicionado e apds 20 minutos a corrente € ligada (esse tempo de
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contato das laminas com o tamp&o € necessario para que haja a separagao das
cadeias de DNA, e assim possam migrar em direcdo ao anodo). As condi¢des da
eletroforese sdo de 25 V e 300 mA (ajustado através do volume de tampao) por 20
minutos.

Apods a corrida de eletroforese em célula unica, as laminas foram retiradas
cuidadosamente da cuba e lavadas 3 vezes com tampao de neutralizagao (5 minutos
entre cada lavagem). Logo em seguida as laminas sao lavadas 3 vezes com agua
destilada, e deixadas para secar por no minimo 2 horas (a 37 °C).

Para a fixagdo do material, as laminas sdao mergulhadas por 10 minutos em
solugao fixadora (acido tricloroacético 15 %, sulfato de zinco heptahidratado 5 % e
glicerol 5 %), lavadas 3 vezes com agua destilada e colocadas para secar (por no
minimo 2 horas a 37 °C).

Para a coloragdo, as laminas sao re-hidratadas por 5 minutos em agua
destilada, as solugdes A (carbonato de sédio 5 %) e B (nitrato de aménio 0,02 %,
nitrato de prata 0,02 %, acido tungstosilicico 0,1 %, formaldeido 0,05 %) e colocadas
em cubetas contendo a solugéo de corante A + B (por aproximadamente 30 minutos
com agitagdes a cada 5 minutos). Apds atingir uma coloragéo acinzentada, as laminas
sao lavadas com agua destilada e colocadas na solugao de parada (acido acético 1
%) por 5 minutos e lavadas novamente com agua destilada; depois disso, sao
deixadas em temperatura ambiente. Apds secagem, as laminas estardo prontas para
analise.

Para cada eletroforese acrescenta-se ao menos uma lamina de amostra
tratada com H202 10 pyM para ser utilizada como controle positivo (seguindo os
mesmos passos que as demais laminas). Sdo confeccionadas duas laminas por
individuo (conta-se 50 células em cada). As células sdo entdo observadas em
microscopio optico no aumento de 100 vezes. O DNA danificado migra durante a
eletroforese, formando uma cauda no nucleo que corresponde a intensidade do dano,
e classificados em cinco classes de dano (de 0 a 4), sendo classe 0 as células sem
danos, classe 1 as células com danos minimos, classe 2 as células com danos
médios, classe 3 as células com danos intensos e classe 4 as células com danos
maximos. Os valores de 0 a 4 dos 100 nucleos analisados sdo somados, o que resulta
no valor individual (podendo variar de 0 a 400 unidades arbitrarias).

Ao todo, foram confeccionadas 8 laminas por individuo: 2 ldminas sem

enzimas; 2 laminas endonuclease lll; 2 laminas FPG; 2 laminas tampao.
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3.4.1.2 Laminas com enzimas

Apods confecgdo e armazenamento das laminas em cubeta com solugéo de
lise gelada (conforme item 3.5.1.1), algumas laminas passam ainda pelo processo de
adicdo de enzimas. Nesse caso, o tampéo 10 x (Hepes 400 mM, KCI 1 M, EDTA 5
mM, BSA 2 mg / ml, pH ajustado em 8,0 com KOH 5 M gelado), é retirado do freezer
e descongelado em geladeira; seu volume € diluido para 10 x o seu volume inicial
(com agua mili-Q gelada, formando um tampéo 1 x). Duas enzimas podem ser entdo
utilizadas: Endonuclease lll (endo Ill) ou FPG; para o preparo de laminas com cada
uma delas, no caso da endo lll, é preparada primeiramente a solu¢gado A (com 1 uL de
enzima e 999 L do tampao 1 x), e a partir dela, € preparada a solugao de uso (com
100 uL de solugao A e 900 uL do tampéo 1 x); para a FPG, é feito o mesmo processo,
mas utilizando quantidades diferentes na solu¢do de uso (200 pL de solugao B, igual
a solucédo A, mudando apenas a enzima utilizada, e 800 uL do tampéao 1 x). As laminas
sao retiradas da lise e lavadas 2 x por 5 minutos com o tampao 1 x, antes da incubacgao
com as enzimas; sobre cada uma das laminas, sao colocados 60 uL da solugao uso
da enzima (endo Ill ou FPG), ou apenas o tampao (controle). A partir disso, sao
colocadas as laminulas sobre as solucdes e as laminas sdo dispostas em camara
umida, incubadas por 30 minutos. Finalizado esse tempo, as laminas sao retiradas,
as laminulas removidas, e é realizada a eletroforese.

Ao todo, foram confeccionadas 8 ladminas por individuo: 2 laminas sem
enzimas; 2 laminas endo lll; 2 laminas FPG; 2 laminas tamp&o. As laminas sem
enzimas e laminas tampao identificam danos inespecificos ao DNA; a enzima FPG
identifica danos oxidativos especificos em purinas (Adenina e Guanina); e finalmente
a enzima endonuclease Ill (endo Ill) detecta danos especificos em pirimidinas

oxidadas (Timina e Citosina).

3.4.2 Eletroforese de célula Gnica

Para a eletroforese prepara-se um tampao alcalino (NaOH, EDTA 200 mM e
agua destilada em pH 10), a 4 °C. As laminas sado entao retiradas da lise, e

posicionadas sem brechas na cuba de eletroforese. O tampéo de eletroforese é
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adicionado, no qual as laminas ficam expostas por 20 minutos (esse tempo de contato
das laminas com o tampao é necessario para que haja a separagao das cadeias de
DNA, e assim possam migrar em direcdo ao anodo). Em seguida, € realizada a
eletroforese por 20 minutos em geladeira, sob as condigbes de 25 V e 300 mA
(ajustado através do volume de tampé&o).

ApOs a corrida, as laminas sao retiradas cuidadosamente da cuba e lavadas
3 vezes com tampéo de neutralizagao (Tris 0,4 M, pH 7,5), com 5 minutos de intervalo
entre cada lavagem. Logo em seguida, as laminas sao lavadas 3 vezes com agua
destilada, e deixadas para secar por no minimo 2 horas a 37 °C.

Para a fixagdo do material, as laminas sdo mergulhadas por 10 minutos em
solugdo fixadora (acido tricloroacético 15 %, sulfato de zinco hepta hidratado 5 % e
glicerol 5 %), lavadas 3 vezes com agua destilada, e colocadas para secar por no
minimo 2 horas a 37 °C.

Para cada eletroforese é acrescentada ao menos uma lamina de amostra
tratada com H202 10 yM, para ser utilizada como controle positivo (seguindo os

mesmos passos que as demais laminas).

3.4.3 Coloracgao das laminas

As laminas sao coradas seguindo o método de coloragao de prata, descrito
por Nadin e colaboradores (2001). Para a coloracao, as laminas sao reidratadas por
5 minutos em agua destilada. A mistura das solugdes A (carbonato de sédio 5 %) e B
(nitrato de amoénio 0,02 %, nitrato de prata 0,02 %, acido tungstosilicico 0,1 %,
formaldeido 0,05 %) é feita imediatamente antes do uso. As laminas sado colocadas
em cubetas contendo a solucéo de corante A + B por aproximadamente 15 minutos,
com agitagdes a cada 5 minutos. Apds atingir uma coloragao acinzentada, as laminas
sdo lavadas com agua destilada e colocadas na solugéo de parada (acido acético 1
%) por 5 minutos, lavadas novamente com agua destilada e depois deixadas em
temperatura ambiente. Apos secagem, as laminas sdo armazenadas em caixas, em

local fresco e seco, em temperatura ambiente, até as analises (leitura das Iaminas).

3.4.4 Leitura das laminas
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Considerando as oito laminas confeccionadas pra cada participante do
estudo, sdo analisadas 50 células em cada lamina. Para a analise cega pelo
observador, as identificacbes de cada participante do estudo sao codificadas e
numeradas. Cada agricultor recebeu a identificagcdo Ex (extrato), e um numero,
conforme a ordem de aplicagdo do questionario. Por exemplo, o participante numero
1 do estudo, recebeu a identificagdo Ex 01, e assim, sucessivamente. Além disso,
como cada individuo teve duas coletas de sangue, uma antes (AE) e outra depois (D)
da administracdo do extrato (ou do placebo), o mesmo individuo recebeu duas
identificagbes: Ex 01 AE e Ex 01 D. Dessa forma, cada individuo teve 8 laminas a
serem analisadas antes da administragdo do extrato ou placebo, e mais 8 laminas a
serem analisadas depois da administragao.

As células foram observadas em microscopio o6ptico, em duplicata, no
aumento de 200 vezes. Regides proximas as margens da lamina ou bolhas de ar
foram evitadas (devido a possibilidade de a migracao ser prejudicada nestes locais).

A intensidade do dano de DNA foi classificada em 4 classes, sendo 0 =
auséncia de dano; 1 = células com dano minimo; 2 = células com danos médios; 3 =
células com danos intensos; e 4 = células com danos maximos, conforme
demonstrado na Figura 7, item 4.4.1. Os valores de 0 a 4 dos 100 nucleos analisados
sao somados, o0 que resulta no valor individual, podendo variar de 0 a 400 unidades

arbitrarias.

3.5 DANO DE DNA E AVALIAGAO DE INSTABILIDADE GENOMICA - TECNICA DE
MICRONUCLEO COM BLOQUEIO DE CITOCINESE CELULAR (CBMN)

Esta técnica foi adaptada do protocolo publicado por Fenech em 2007.

Figura 6 — Técnica de Micronucleo com bloqueio de citocinese celular
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A Figura 6 apresenta uma visao geral do ensaio de micronucleo com bloqueio de citocinese celular
para medir danos ao DNA.

3.5.1 Cultura celular

Para a técnica de CBMN sao adicionadas aproximadamente 10 gotas de
sangue total heparinizado em um tubo contendo 4 ml de meio de cultura do tipo RPMI,
1 ml de soro bovino fetal e 100 ul de fitohemaglutinina A, e em seguida colocado em
estufa (a 37 °C). Apds 44 horas de cultura, sdo adicionados 6 ug de citocalasina B por
ml de cultura, que permanece mais 28 horas em estufa. Ao final das 72 horas, o tubo
com a cultura é centrifugado a 1500 rpm durante 6 minutos e o sobrenadante
descartado, seguindo com a adigéo lenta de 5 ml de uma solugéo hipoténica aquecida
a 37 °C de KCL 0,075 M (age por 7 minutos). Em seguida, adicionado 0,5 ml de
solugcao fixadora de metanol e acido acético (3:1) e homogeneizado; apdés nova
centrifugacado, o sobrenadante € descartado e s&o adicionados 5 ml de solugao
fixadora lentamente (o material permanece na geladeira por no minimo 10 minutos).
ApoOs este periodo, € realizada uma lavagem das hemacias com centrifugagdes
seguidas, e adicao de solucao fixadora até que o sobrenadante tenha se tornado
limpido. No ultimo descarte, aproximadamente 1 ml do sobrenadante é mantido no
tubo e é feita a ressuspenséo do material. Duas a quatro gotas do material resultante
sdo dispostas em duas laminas previamente lavadas, e colocadas no congelador. A
coloracao das laminas é realizada com Giemsa 5 %.

A analise das laminas € realizada em microscépio 6ptico, contando o indice
mitético em 500 células (presenga de células mononucleadas, binucleadas,

trinucleadas, tetranucleadas), apoptéticas e necréticas. Os eventos de micronucleos
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(MNs), buds nucleares e pontes nucleoplasmaticas, sdo contados apds a analise de

1000 linfécitos binucleados.

3.5.2 Preparacao das laminas

Para confeccéo das l&minas foi realizada uma lavagem das hemacias com
centrifugacdes, seguidas da adigdo de solugéo fixadora até que o sobrenadante se
tornasse limpido. No ultimo descarte, aproximadamente 1 ml do sobrenadante foi
mantido no tubo e ressuspendido.

Duas a quatro gotas do material resultante foram dispostas em uma lamina.
Esta lamina foi previamente lavada com alcool a 70 %, e deixadas no congelador por
alguns minutos, para formar uma camada de gelo e permitir que o material se
espalhasse.

Foram confeccionadas duas laminas por participante. Apdés secagem a
temperatura ambiente, as laminas foram coradas com solugao de giemsa 10 % por 8

minutos.

3.5.3 Leitura das laminas

A analise das laminas foi realizada em microscopio 6ptico (Zeiss Axio Scope
A1) no aumento de 200 vezes e para a confirmagao das estruturas em 1000 vezes.
As laminas foram analisadas de maneira cega por um unico observador e em
duplicatas.

As frequéncias de MNs, NBUDs e NPNPs (Figura 12, item 4.4.2) foram
contadas apds a analise de 1000 linfécitos binucleados (500 células em cada lamina
por amostra). O indice mitético (IDN) foi avaliado em 500 células (250 células em cada
ldamina por amostra), que consiste na presenga de células mononucleadas,
binucleadas, trinucleadas, tetranucleadas, apoptéticas e necréticas. O calculo do IDN
foi obtido pela formula IDN = (M1 + (2*M2) + (3*M3) + (4*M4) / N, onde M1 a M4
representa o numero de células com 1 a 4 nucleos respectivamente, enquanto N € o

numero total de células viaveis (excluindo as células com necrose e apoptose).

3.6 ESTRESSE OXIDATIVO
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3.6.1 Imunoensaio enzimatico

As concentragdes de OxLDL (LDL oxidada), PC (Proteina Carbonilada), GPx
(Glutationa peroxidase), IL-6 (Interleucina 6) e TNF-a (Fator de necrose tumoral alfa)
dos participantes do estudo foram analisadas nas amostras de soro através de um
conjunto diagndstico de imunoensaio enzimatico (ELISA) do tipo sanduiche.
Previamente as analises, as amostras de soro foram centrifugadas a 1.107 g por 10
minutos a 21 °C e analisado apenas o sobrenadante, etapa sugerida pelo fabricante
com o intuito de eliminar possiveis interferentes. As concentragdes de OxLDL, PC,
GPx, IL-6 e TNF-a foram determinados nas amostras de soro de acordo com as
instru¢des do fabricante, MyBioSource (San Diego, Califérnia, EUA) para OxLDL, PC
e GPx e R&D Systems (Kit DuoSet; Quantikine, Minneapolis, MN, EUA) para IL-6 e
TNF-a. A sensibilidade do ensaio foi de 12 pg/mL para OxLDL, 0,1 ng/mL para PC,
18,75pg/mL para GPx, 9,38 pg/mL para IL-6 e 15,6 pg/mL para TNF-a.

Para a analise dos dados, uma curva padrao foi criada tragando a absorbancia
meédia para cada padréo no eixo y com a concentragao no eixo x e desenhando uma
curva de melhor ajuste através de oito pontos no grafico. Por meio da equacao da

reta, foi possivel calcular a concentragao de cada amostra.

3.6.2 Ensaio colorimétrico

As analises das concentragbes de MDA (peroxidagédo lipidica), MPO
(Mieloperoxidase) e GSH (glutationa redutase) foram realizadas através de ensaios
colorimétricos de acordo com as instrugdes dos fabricantes, Sigma-Aldrich (San Luis,
Missouri, EUA) para MDA e MPO e Invitrogen (Waltham, Massachusetts, EUA) para
GSH.

Para a analise dos dados, uma curva padrao foi criada tragando a absorbancia
meédia para cada padréo no eixo y com a concentragao no eixo x e desenhando uma
curva de melhor ajuste através de oito pontos no grafico. Por meio da equacéao da
reta, e do célculo previamente estabelecido pelo kit diagndstico, foi possivel calcular

a concentracao de cada amostra.

3.7 ALTERAGOES IMUNOLOGICAS; IMUNOFENOTIPAGEM - ANALISE DA
CELULARIDADE E PERFIL LEUCOCITARIO DO SANGUE PERIFERICO (SP)
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A analise da celularidade e perfil leucocitario das amostras para os
agricultores avaliados foi realizada por citometria de fluxo. O painel de anticorpos
utilizados esta representado no Quadro 1 e foi elaborado com base no painel
desenvolvido por van Dongen e colaboradores, denominado Lymphoid Screening
Tube (LST) (VAN DONGEN et al., 2012).

Para a marcacdo das amostras, foram utilizados 300 yL de SP, que foram
lavados por trés vezes com 10 mL de solugdo tampao fosfato salina (PBS), por 5
minutos a 540 x g. Ao fim da terceira centrifugag¢ao, o sobrenadante foi descartado e
o pellet foi ressuspendido em 150 pL de PBS. O precipitado foi entdo transferido para
um tubo de citdmetro, onde foram adicionados os anticorpos de interesse e a amostra
foi incubada por 30 minutos em temperatura ambiente, na auséncia da luz. Apos o
periodo de incubacgao, foram adicionados 2 mL de solugao lisante de hemacias (BD
FACS; Lysing Solution) e a amostra foi incubada novamente, em ambiente escuro,
por 15 minutos.

Ap0ss o processo de hemolise, a amostra foi centrifugada por 5 minutos a 540
X g, 0 sobrenadante foi descartado e a amostra foi centrifugada novamente com 2 mL
de PBS por 5 minutos a 540 x g. Ao término da centrifugagdo, o sobrenadante foi
descartado e o pellet foi ressuspendido em 500 uL de PBS. Para a analise, foram
adquiridos 200 mil eventos totais no citbmetro FACS Canto Il equipado com o software
FACSDiva versao 8 (BD Biosciences) e a analise do perfil leucocitario foi realizada
pelo software Infinicyt versédo 2.0 (Cytognos).

A estratégia de gating utilizada para a selegdo das subpopulagdes

leucocitarias foi realizada conforme descrito por Cardoso & Santos-Silva (2019).

Quadro 1 - Painel de anticorpos utilizado no estudo.

PacB/BV421 | PacO FITC PE PerCP-Cy5-5 PE-Cy7 APC | APCH7

CD20/CD4 | CD45 | CD8/Lambda | CD56/Kappa CD5 CDI9/TCRyd | CD3 | CD38

APC: aloficocianina; APCH?7: aloficocianina H7; FITC: isotiocianato de fluoresceina; PacB: Pacific Blue/\V450;
PacO: Pacific Orange/V500; PE: ficoeritrina; PECy7: ficoeritrina Cy7; PerCP Cy5-5: proteina clorofila

peridinina

3.8 ALTERAGOES TOXICOLOGICAS
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A analise foi adaptada a partir da metodologia proposta por Worek et al., 1999.
Na primeira etapa a acetilcolina é hidrolisada pela AChE, formando acetato e tiocolina;
na segunda etapa, a tiocolina reage com o ion 5:5-ditiobisnitrobenzoato (DTNB — um
reagente de cor), para produzir o &nion amarelo 5-tio-2-nitro-benzoico (TNB). A
coloracao € medida em absorbancia em espectrofotometro UV-1800 no comprimento
de onda de 436 nm. Esse ensaio determina a atividade da AchE em amostras de
sangue por exposigao ocupacional a agrotoxicos inibidores de colinesterase
(organofosforados e carbamatos), além de suspeita de tentativa de suicidio.

O sangue é colhido com EDTA ou heparina; pode ser feita em qualquer horario
do dia sem necessidade de preparagao especial do paciente. Deve ser armazenado
em geladeira por no maximo 6 dias.

A determinagéo da atividade de AChE deve ser feita em espectrofotometro,
com temperatura de 37 °C. cada controle deve ser feito em triplicata,
concomitantemente a analise da amostra bioldgica, também em ftriplicata. Os valores
de referéncia s&o 352 — 779 U / mmol Hb.

As anadlises de BuChE séo feitas da mesma forma descritas para a AChE.

3.9 ANALISE DE MICRO RNAS

Coleta e processamento das amostras de soro - O sangue foi centrifugado a
820 xg por 10 min para obtencao do soro. As amostras de soro foram transferidas
para microtubos e armazenadas a -80 °C. Para os experimentos, o soro foi
descongelado e centrifugado a 16000 xg por 10 min a 4 °C. Esta etapa permitiu a
remogao de ceélulas e crioprecipitados.

Extracdo de RNA total - O RNA total foi extraido de acordo com as instrugdes
do kit mirVana™ PARIS™ RNA (AM1556, Ambion; Life Technologies, Austin, TX,
EUA). A extracdo foi iniciada a partir da adicdo de 500 pL de uma solugéo
desnaturante em 500 pL de soro, seguido de agitagao vigorosa e incubacédo em gelo
por 5 min. Em seguida foi adicionado acido-fenol: cloroférmio para separacao da fase
organica e aquosa. As amostras foram agitadas em vértex e centrifugadas a 12000
xg por 5 min. Apds esta etapa, 500 L de RNA, que se encontra na fase superior
aquosa, foram transferidos para um novo microtubo. Subsequentemente foi
adicionado etanol absoluto (Merck, Massachusetts, EUA) para precipitacdo dos acidos

nucleicos. Esta mistura, etanol e RNA, foi adicionada em uma coluna com filtro de



86

silica que retém o RNA total enquanto que o material filtrado é descartado. Na
sequéncia, foram realizadas as etapas de lavagem e o RNA foi eluido com agua livre

de RNase. As amostras foram mantidas em freezer -80 °C até utilizagao.

Detecgdo de microRNAs por microarranjo - Para a avaliagdo do perfil de
miRNAs nas amostras de soro dos pacientes foram utilizadas laminas de microarranjo,
G3 Human miRNA Microarray, Release 21 (Agilent Technologies, Califérnia, EUA)
contendo oito regides com 2549 sequéncias de miRNAs humanos. Os ensaios foram
realizados conforme instrugdes do fabricante. Primeiramente, 35 pL de RNA foi
concentrado em SpeedVac™ Concentrator Savant (Thermo Fisher Scientific) a
temperatura ambiente. Apos esta etapa, foram adicionados 2 yL de agua livre de
RNase em cada amostra de RNA concentrado. Em seguida, foi realizada a etapa de
desfosforilacio, e para isso, foram adicionados sobre a amostra 2 yL do Mix contendo
0,4 uL de tampéo, 1,1 yL Spike-In de marcacédo e 0,5 pL da enzima fosfatase. A
mistura foi incubada em termobloco (Biocycler) a 37 °C por 30 min. Em seguida, as
amostras foram desnaturadas com adi¢cao de 2,8 uyL de DMSO, incubadas a 100 °C
por 7 min e apos, mantidas em banho de agua e gelo. Na proxima etapa, foi preparado
o Mix para ligagao da Cianina, contendo os seguintes reagentes por amostra: 1uL do
tampao; 3 uL de Cianina-3 e 0,5 yL da enzima T4 RNA Ligase. O Mix (4,5 L) foi
adicionado sobre as amostras e logo em seguida, foram incubadas a 16 °C por 2 h.
Decorrido o tempo de incubacdo, as amostras foram completamente secas em
SpeedVac™ Concentrator com aquecimento de 50 °C, por 3 h e pressao de
aproximadamente 10 Torr. As amostras completamente secas foram armazenadas a
-80 °C. No dia seguinte, as amostras foram solubilizadas em 17 yL de agua livre de
RNase. Assim, sobre os 17 yL de amostras, foram pipetados: 1uL do Spike-In de
hibridizagao, 4,5 uL do agente de bloqueio e 22,5 uL de tampao. As amostras foram
misturadas gentilmente, incubadas a 100 °C por 5 min e imediatamente transferidas
para banho de agua e gelo por 5 min. A camara de hibridizagdo contendo uma lamina
para aplicagdo de amostra foi montada e foram pipetados 45 uL de amostra sobre
essa lamina. A lamina contendo os miRNAs impressos foi colocada em contato com
a amostra e em seguida foram levadas a um forno de hibridizagdo com temperatura a
55 °C, rotacao de 20 rpm, por 20 h. Transcorrida a etapa de hibridizacao, a lamina foi
lavada com tampdes (WASH BUFFER 1 e 2, Agilent Technologies, Califérnia, EUA).

Logo em seguida, as laminas foram colocadas em um suporte para serem analisadas
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no equipamento SureScan Microarray Scanner (Agilent Technologies, Califérnia,
EUA). Os dados foram extraidos com o auxilio do programa Feature Extraction
(Agilent Technologies, Califérnia, EUA) e os arquivos gerados foram submetidos ao
software Genepring (Agilent Technologies, Califérnia, EUA) para avaliacdo dos
miRNAs alterados. Os experimentos de microarranjo foram realizados sem réplicas

técnicas ou biologicas.

PCR quantitativo - As reagbes de poliadenilagao, transcricao reversa (RT) e
reacado em cadeia da polimerase quantitativa (QPCR), foram realizadas utilizando o Kit
miRNA RT-qPCR Master Mix Detection (600584, Agilent Technologies, Califérnia,
EUA). Primeiramente, 30 puL de RNA foram concentrados em SpeedVac™
Concentrator durante 1 h. Em seguida, o RNA foi ressuspendido em 14 uL de agua
livre de RNase e foram adicionados 4 pL de tampé&o, 1 uL de rATP (10 mM) e 1 pL da
enzima poliA polimerase. Apds, as amostras foram incubadas em termociclador
Veriti™ (Applied Biosystems, Foster, Califérnia, EUA) a 37 °C durante 30 min e 95 °C
por 5 min. Em seguida, para sintese de cDNA, foram adicionados os seguintes
componentes em 4 uL de RNA poliadenilado: 2 pyL de tampao, 0,8 uL de dNTP, 1 uL
do iniciador adaptador, 1 yL da enzima AffinityScript RT/RNase e 11,2 uL de agua
livre de RNAase. As amostras foram novamente incubadas no termociclador com o
seguinte programa: 55 °C por 5 min, 25 °C por 15 min, 42 °C por 30 min e 95 °C por 5
min. Em seguida, as amostras de cDNA foram armazenadas a -80 °C até a realizagao
da gPCR.

Os iniciadores especificos de cada miRNA foram desenhados conforme
recomendado no protocolo do kit. Foram desenhados iniciadores para avaliagao da
expressao de hsa-miR-4516, hsa-miR-8069, hsa-miR-223-3p, hsa-miR- 21-5p, has-
miR-3960, has- miR-16-5p, has-miR-451a, has-miR-6090, hsa-miR-33b-3p e hsa-
miR-6089. A gPCR foi realizada utilizando 1 yL de cDNA (diluido 1:5); 12,5 uL de
master mix (miRNA gPCR master mix, 600583, Agilent Technologies, Califérnia,
EUA); 0,375 pL de corante de referéncia passiva ROX (diluido 1:50); 1 yL do iniciador
universal antisenso (3,125 yM); 1 pL do iniciador senso especifico para o0 miRNA e
9,125 uL de agua livre de RNase. A gPCR foi realizada com o seguinte programa: 95
°C por 10 min; 40 ciclos de 95 °C por 10 s (desnaturagao), temperatura de anelamento
por 15 s (anelamento) e 72 °C por 20 s (extensao). Por fim, foi realizada uma curva de
dissociagao a 95 °C por 1 min; temperatura de anelamento por 30 s € 95 °C por 1 min.
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Os experimentos foram realizados em duplicatas técnicas e os resultados
foram reportados como expresséo relativa calculada por 2*-(AACq) conforme descrito

por Livak e Schmittgen (2001) utilizando o miR-16-5p como controle endoégeno.

3.10 ANALISE ESTATISTICA

Teste de normalidade Kolmogorov-Smirnov — Realizado nas amostras dos 2
grupos AE (grupo placebo e grupo extrato); nas amostras dos grupos D (grupo placebo
e grupo extrato). Para as variaveis idade, tempo de trabalho, IMC, ensaio cometa
(total; tampéo; FPG; endo 1llI), CBMN (MN; NPNP; NBUD; apoptose; necrose), AChE
e BUChE. Também foi a analise estatistica utilizada para GPx, T CD4, T CD4 / T CDS8,
e a relagao neutrofilos / linfécitos.

Tanto no grupo placebo quanto no grupo extrato, antes da intervencao (AE),
as variaveis idade, tempo de trabalho, IMC, ensaio cometa (endo Ill; tamp&o), indice
mitético, AChE e T CD4 apresentaram distribuicdo normal (p > 0,05). Ja as variaveis
ensaio cometa (total e FPG), (necrose; apoptose; MN; NPNP; NBUD), BuChE, GPx,
T CD4 / T CD8, e a relagao neutrofilos / linfécitos apresentaram distribuicdo néo
paramétrica (p < 0,05).

Depois da intervencgao (D), no grupo extrato — distribuicdo normal (p > 0,05):
ensaio cometa (endo lll), indice mitético, MN, AChE, BuChE, arelagdo T CD4 /T CD8,
e a e a relacao neutrofilos /linfocitos; distribuicdo ndo paramétrica (p < 0,05): ensaio
cometa (total; FPG; tampao), necrose, apoptose, NPNP, NBUD, GPx, T CD4.

Depois da intervengao (D), no grupo placebo — distribuicdo normal (p > 0,05):
ensaio cometa (endo lll; FPG; tampao), AChE, BuChE, T CD4; distribuicdo nao
paramétrica (p < 0,05): ensaio cometa (total), indice mitético, necrose, apoptose, MN,
NPNP, NBUD, GPx, arelacdo T CD4 /T CD8, e a relacado neutrofilos /linfécitos.

Teste estatistico de Wilcoxon — Nas comparagdes antes (AE) e depois (D) no
grupo extrato. Para a frequéncia de danos no ensaio cometa (total; endo lll; FPG;
tampéao). Para a frequéncia de danos no CBMN (indice mitético; necrose; apoptose;
frequéncia de MN, pontes e buds). Para linfocitos T CD4 e a relagdo T CD4 /T CD8.

Para a relagcao neutréfilos /leucdcitos. Para GPx.
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Correlagao de Spearman - distribuicdo ndo paramétrica (p < 0,05): Para o
teste de correlagbes entre o grupo extrato. Antes da intervencdo e depois da
intervencao.

MicroRNAs: Para as analises provenientes da técnica de microarranjo foram
utilizados os programas Genespring GX (Agilent Technologies, Califérnia, EUA) e
GraphPad Prism 8 para analise dos resultados. A analise de normalidade foi realizada
utilizando o teste de Kolmogorov-Smirnov. Foram considerados apenas miRNAs com
Fold Change (FC) (razédo de expressao entre os grupos para cada miRNA) = 2 e com
valores de p <0,05. Os miRNAs com expressao alterada foram identificados pelo teste
nao-paramétrico de Mann-Whitney com correcdo de Benjamini-Hochberg. Para os
resultados gerados na RT-gPCR, a normalidade da distribuicdo das variaveis foi
também avaliada pelo teste de Kolmogorov—Smirnov. As variaveis numéricas com
distribuicdo normal foram comparadas pelo teste t de Student e o teste de Mann-

Whitney foi utilizado nos casos de distribuicdo ndo-normal.
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4 RESULTADOS

Por se tratar de um estudo randomizado duplo-cego placebo controlado,
primeiramente foram realizadas analises com os grupos placebo e extrato juntos, em
uma amostra unica.

Depois disso, foram feitas novas analises, que fazem parte dos objetivos
desse trabalho, com separacao de grupos — placebo (0) e extrato (1).

O grupo extrato foi entdo comparado antes e depois da intervengao.

4.1 PERFIL DA POPULAGAO ESTUDADA

4.1.1 Dados das coletas e do perfil dos agricultores

Todas as coletas de sangue realizadas estdo de acordo com a Tabela 1.

Tabela 1: Dados referentes as coletas de sangue dos agricultores.

Data da coleta AE | n° de participantes e | Data da coleta D | n° e identificagdo de participantes
codigo das amostras que ndo realizou a coleta D

20/09/2021 n=10 16/11/2021 n=2
(EX01-EX10) EX 06; EX 08

27/09/2021 n=08 22/11/2021 0
(EX11-EX18)

04/10/2021 n=10 29/11/2021 0
(EX19 - EX 28)

18/10/2021 n=03 13/12/2021 0
(EX29 - EX 31)

25/10/2021 n=17 20/12/2021 0
(EX 32 - EX 48)

08/11/2021 n=09 04/01/2022 0
(EX49 - EX57)

16/11/2021 n =02 10/01/2022 n=1
(EX58 — EX 59) EX 58

22/11/2021 n =04 17/01/2022 n=1
(EX60 — EX 63) EX 63

29/11/2021 n =04 24/01/2022 n=2
(EX64 — EX 67) EX 64; EX 67

12/12/2021 n=18 07/02/2022 n=2
(EX 68 — EX 85) EX77,EX78

AE = antes da administragcdo do extrato ou placebo; D = depois da administragdo do extrato ou
placebo.
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Foram realizadas 17 coletas (considerando as coletas antes da
administracdo do extrato ou placebo, e as coletas feitas depois da
suplementagao).

O numero inicial foi de 85 participantes no estudo. Contudo, 8 pessoas
nao compareceram para a coleta feita depois da suplementagao (uma mulher e
sete homens).

Sendo assim, atingimos um numero de 77 participantes que realizaram
as duas coletas de sangue: uma antes e a outra depois da administragcdo do
extrato ou placebo (22 mulheres e 55 homens).

Os agricultores receberam as capsulas de acordo com 0 seu sexo e a
sua faixa etaria (Tabela 2). Os potes de capsulas (contendo extrato ou placebo),
estavam divididos em 6 caixas: 3 femininas e 3 masculinas (separadas em faixas
etarias: de 18 a 45 anos; de 46 a 60 anos; acima de 60 anos). Como se trata de
um estudo duplo-cego, a informagao de qual agricultor utilizava extrato e qual

utilizava placebo, era desconhecida.

Tabela 2: Dados referentes ao perfil dos agricultores, divididos em grupos (de
acordo com o sexo € a faixa etaria).

GRUPO (sexo e idade) Coleta AE Coleta D Desisténcias

1) Feminino 18 - 45 8 8 -
2) Feminino 46 - 60 10 9 1
3) Feminino 60 + 5 5 -
4) Masculino 18 - 45 21 18 3
5) Masculino 46 - 60 29 25 4
6) Masculino 60 + 12 12 -

Total 85 77 8

AE = antes da administragcéo do extrato ou placebo; D = depois da administragdo do extrato ou placebo.

4.2 DADOS CLINICOS

4.2.1 EXPOSIGAO A AGROTOXICOS

Os dados referentes ao tempo de exposicao dos agricultores aos agrotéxicos
estao na Tabela 3.
Dos 77 agricultores incluidos no estudo, a exposi¢ao a agrotoxicos se da da

seguinte maneira: 7 agricultores tém até 9 anos de exposicdo (2 homens e 5
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mulheres); de 10 a 15 anos de exposig¢ao sdo 10 agricultores (8 homens e 2 mulheres);
5 agricultores tém de 16 a 20 anos de exposicao (3 homens e 2 mulheres); de 21 a 30
anos de exposicao séo 8 agricultores (7 homens e 1 mulher); e os que tém mais de

30 anos de exposi¢ao a agrotoxicos sdo 47 agricultores (35 homens e 12 mulheres).

Tabela 3: Tempo de exposigao dos agricultores a agrotoxicos, de acordo com 0 sexo
dos participantes.

Tempo de exposi¢ao Homens Mulheres
5 a9 anos 2 5
10 a 15 anos 8 2
16 a 20 anos 3 2
21 a 30 anos 7 1
Mais de 30 anos 35 12

4.2.1.1 Classes de agrotoxicos utilizados e dados do plantio

De acordo com o questionario aplicado, todos os participantes relataram estar
expostos a diversos agrotoxicos. Todos os participantes do estudo estdo expostos a
misturas de agrotéxicos, visto que trabalham todos os dias com diversos produtos
quimicos.

Nenhum participante respondeu apenas um nome comercial; como se trata
de uma pequena regido e muitos deles trabalham juntos, direta ou indiretamente, os
agrotéxicos utilizados sédo praticamente os mesmos. Ao realizar a consulta na bula
dos nomes comerciais relatados, as classes mais utilizadas estido de acordo com a
Tabela 4.

A extensa maioria dos agrotoxicos utilizados s&o inseticidas e fungicidas. A
classe de herbicidas também ¢é utilizada. Um ativador vegetal também foi bastante
citado, mas trata-se de um composto rico em minerais para enriquecimento do solo.

Os agricultores entrevistados plantam basicamente os mesmos itens: tomate,
vagem, abobrinha, pimentdo e milho na grande maioria. Plantam e colhem (e
consequentemente, utilizam agrotéxicos), durante o ano todo, em torno de 2 horas por

dia, 5 dias da semana (de segunda a sexta-feira).
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Tabela 4: Exposigao dos agricultores a agrotoxicos, de acordo com a classe de
agrotoxico utilizado.

Classe do agrotoxico Nomes comerciais citados
Inseticida Karate; decis; vertimec; durivo; lannate;
engeopleno; avatar; polytrin; klorpan
Fungicida Ridomil; cercobin; bravomil; amistar; infinito;
score; manzate; cimox
Herbicida Round up
Outro Titanium (ativador vegetal)

4.2.1.2 Cuidados na aplicagcdo, modo de aplicacdo e uso de equipamentos de

protecao individual (EPIs)

De acordo com a Tabela 5, alguns dos agricultores participantes do estudo
tém o habito de utilizar EPIs (11 mulheres x 30 homens), enquanto outros nao utilizam

(11 mulheres x 25 homens).

Tabela 5: Uso de equipamentos de protecéo individual (EPIs), de acordo com o sexo

e a faixa etaria.

GRUPO (sexo e idade) Usa EPIs N&o usa EPIs
1) Feminino 18 - 45 6 2
2) Feminino 46 - 60 2 7
3) Feminino 60 + 3 2
4) Masculino 18 - 45 10 8
5) Masculino 46 - 60 14 11
6) Masculino 60 + 6 6

Alguns agricultores incluidos no estudo aplicam os agrotoxicos com
pulverizador costal (11 mulheres x 39 homens); outros aplicam com maquina (3
mulheres x 16 homens); e outros auxiliam outro trabalhador na aplicagao (8 mulheres),

conforme a Tabela 6.

Tabela 6: Modo de aplicagao dos agrotdxicos, de acordo com o sexo e a faixa etaria.

GRUPO (sexo e idade) Pulverizador costal Maquina Auxilia na aplicacao
1) Feminino 18 - 45 3 - 5
2) Feminino 46 - 60 6 2 1
3) Feminino 60 + 2 1 2
4) Masculino 18 - 45 11 7 -
5) Masculino 46 - 60 18 7 -
6) Masculino 60 + 10 2 -
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Em relagdo aos habitos de higiene apos a aplicagdo dos pesticidas, 9
mulheres e 23 homens lavam as maos apos a aplicagao; 8 mulheres e 27 homens
tomam banho; enquanto 5 mulheres e 5 homens seguem normalmente as suas

atividades apds o uso laboral dos produtos quimicos, conforme a Tabela 7.

Tabela 7: Cuidados apds a aplicagao dos agrotoéxicos, de acordo com 0 sexo e a

faixa etaria.
GRUPO (sexo e idade) Lava as maos Toma banho Segue as atividades
1) Feminino 18 - 45 2 4 2
2) Feminino 46 - 60 3 3 3
3) Feminino 60 + 4 1 -
4) Masculino 18 - 45 8 9 1
5) Masculino 46 - 60 12 11 2
6) Masculino 60 + 3 7 2

4.2.2 Consumo de alcool e fumo

Os dados referentes a esse perfil estdo de acordo com a Tabela 8.



Tabela 8: Consumo de alcool e fumo, de acordo com o sexo e a faixa etaria.
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GRUPO (sexo e idade) Tempo de consumo de | Tempo de consumo de Ex fumante
alcool cigarro
1) Feminino 18 - 45 Menos de 10 anos =2 | Menos de 10 anos = - Sim =1
10 a 20 anos =1 10 a 20 anos = - Nao=7
Mais de 20 anos = 2 Mais de 20 anos = -
Nao consome = 3 Nao consome = 8
2) Feminino 46 - 60 Menos de 10 anos =- | Menos de 10 anos = - Sim=3
10 a 20 anos = - 10 a 20 anos = - Nao =6
Mais de 20 anos =7 Mais de 20 anos = -
Nao consome = 2 Nao consome =9
3) Feminino 60 + Menos de 10 anos = - | Menos de 10 anos = - Sim = -
10 a 20 anos = - 10 a 20 anos = - Nao=5
Mais de 20 anos = - Mais de 20 anos = -
Nao consome =5 Nao consome =5
4) Masculino 18 - 45 | Menos de 10 anos =5 | Menos de 10 anos = 1 Sim = -
10a20anos=7 10 a 20 anos = - Nao = 18
Mais de 20 anos = 4 Mais de 20 anos = -
Nao consome = 2 Nao consome = 17
5) Masculino 46 - 60 | Menos de 10 anos =- | Menos de 10 anos = - Sim=4
10 a 20 anos = 1 10 a 20 anos = - Nao = 21
Mais de 20 anos = 22 Mais de 20 anos = 3
Nao consome = 2 N&o consome = 22
6) Masculino 60 + Menos de 10 anos =- | Menos de 10 anos = - Sim=4
10 a 20 anos = - 10 a 20 anos = - Nao =8

Mais de 20 anos = 9
Nao consome = 3

Mais de 20 anos = 3
Nao consome =9

Em relagéo ao consumo de alcool, dos 77 agricultores incluidos no estudo, 12

mulheres e 48 homens ingerem bebidas alcodlicas, enquanto 10 mulheres e 7 homens

nao consomem. Ja em relagdo ao consumo de tabaco, nenhuma mulher fuma, mas 4

sao ex-fumantes; 7 homens fumam, enquanto 48 homens sao nao fumantes, sendo

que 8 deles sao ex-fumantes.

4.2.3 Historico clinico (pessoal e de familiares): doencgas sistémicas de perfil

inflamatoério; doengas neurologicas

Os dados referentes ao histdrico clinico dos agricultores e de seus familiares,

incluindo doencgas sistémicas de perfil inflamatdrio e doengas neuroldgicas, estdo na

Tabela 9.



96

Tabela 9: Histoérico clinico (pessoal e de familiares) — doencas sistémicas de perfil
inflamatorio e doengas neuroldgicas, de acordo com o sexo e a faixa etaria.

GRUPO (sexo e idade)

Doenga sistémica de
perfil inflamatdrio

Doenga sistémica de
perfil inflamatdrio
Em parente de 1° grau

Depressao; ansiedade
Doenga neuroldgica

Depressao; ansiedade
Doenga neuroldgica
Em parente de 1° grau

1) Feminino 18 - 45

Néotem =5
1a 3 doengas =3
4 ou mais doengas = -

Néo tem =2
1 a 3 doengas =6
4 ou mais doengas = -

Néao tem = 2
1 a3 doengas =6
4 ou mais doengas = -

Nao tem =4
1 a3 doengas =4
4 ou mais doengas = -

2) Feminino 46 - 60

Naotem =4
1a 3 doengcas =5
4 ou mais doengas = -

Nao tem =2
1a3doengas =7
4 ou mais doengas = -

Nao tem =1
1a 3 doengas =8
4 ou mais doengas = -

Nao tem = 6
1a3doengas =3
4 ou mais doencas = -

3) Feminino 60 +

Néo tem =2
1a 3 doengas =3
4 ou mais doengas = -

Néo tem =1
1 a3 doengas =4
4 ou mais doengas = -

Nao tem = 1
1 a3 doengas =4
4 ou mais doengas = -

Nao tem =3
1 a3 doengas =2
4 ou mais doengas = -

4) Masculino 18 - 45

Nao tem =15
1a 3 doengas =3
4 ou mais doengas = -

Nao tem =3
1 a3 doengas =15
4 ou mais doengas = -

N&o tem =12
1 a 3 doengas =6
4 ou mais doengas = -

Nao tem =10
1a3doengas =8
4 ou mais doengas = -

5) Masculino 46 - 60

Né&o tem = 22
1a3doengas =3
4 ou mais doengas = -

Nao tem = 14
1 a 3 doengas = 11
4 ou mais doengas = -

N&o tem = 10
1 a3 doengas =15
4 ou mais doengas = -

N&o tem = 18
1a3doengas =7
4 ou mais doengas = -

6) Masculino 60 +

Néo tem =9
1a 3 doengas =3
4 ou mais doengas = -

Néotem =7
1a3doengas =5
4 ou mais doengas = -

Néo tem =4
1 a3 doengas =8
4 ou mais doengas = -

Nao tem =9
1a3doengas =3
4 ou mais doengas = -

Dos 77 participantes do estudo, 57 nao apresentam doencas de perfil

inflamatorio, enquanto 20 apresentam (sobretudo diabetes,

e alguns deles,

hipotireoidismo). Essas doencgas aparecem em parentes de primeiro grau de 48

agricultores (incluindo seus pais, tios, irmaos, primo-irmaos ou filhos), enquanto 29

deles ndo tém parentes proximos com nenhuma dessas doengas (ou eles

desconhecem que tenham).

Em relacdo a doencas neuroldgicas (incluindo depressdo, ansiedade,

epilepsia, alteragdes motoras, auditivas ou labirintite), 30 agricultores ndo apresentam

nenhuma dessas doencgas, enquanto 47 apresentam ao menos uma dessas

condi¢gbes. Essas mesmas alteragbes aparecem em parentes de primeiro grau de 27

agricultores, enquanto 50 deles ndo tém parentes proximos com nenhuma dessas

doengas (ou eles desconhecem que tenham).

4.3 CARACTERIZAGAO DA AMOSTRA
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A populagéo estudada tinha mais homens do que mulheres (71,4 % homens
x 28,6 % mulheres), sem diferencas significativas em relagao a idade (p = 0,964) e
tempo de trabalho (p = 0,774). As variaveis idade, tempo de trabalho e IMC tiveram
distribuicdo normal (p > 0,05).

A média de idade da populagdo (homens e mulheres) foi de 49,95 + 13,98
anos e mediana de 51 (19 - 78). A média do tempo de trabalho de ambos os sexos foi
de 32,97 + 16,98 anos e mediana de 36 (1 - 69). A média do IMC foi de 27,49 + 4,18.

Em relagédo ao uso de EPIs, 49,4 % deles ndo faziam uso de EPIs. N&o houve
diferenca significativa entre idade (p = 0,514) e tempo de trabalho (p = 0,972),
comparando-se homens e mulheres.

O alcool era consumido por 77,9 % da populagdo, enquanto 22,1 % nao
consumia. Sem diferenga significativa entre idade (p = 0,104) e tempo de trabalho (p
= 0,547). Em relagcédo ao tabagismo, 6,5 % dos agricultores eram fumantes, 81,8 %
eram nao fumantes e 11,7 % eram ex-fumantes. Nao houve diferenca significativa em
relagdo ao habito de fumar e o tempo de trabalho (p = 0,101); porém, houve diferencga
significativa entre o tabagismo e a idade da populacédo (p = 0,014). A média de idade
dos fumantes foi de 64,33 + 6,5 anos; a de ndo fumantes foi de 43,33 + 14,8 anos e a
de ex-fumantes, a média foi de 53 + 7,55 anos. A idade do grupo de nao fumantes foi
menor, quando comparada aos ex-fumantes (p= 0,036).

Em relagcdo as doengas sistémicas de perfil inflamatorio, considerando-se
primeiramente as mulheres: 37,5 % das que tém 18 — 45 anos, 55,56 % daquelas
entre 46 — 60 anos, e 60 % das que tém acima de 60 anos, apresentam alguma doenga
(sobretudo diabetes ou hipotireoidismo). Em relagao ao histérico familiar, 75 % das
mulheres entre 18 — 45 anos, 77,78 % das que tém 46 — 60 anos, e 80 % daquelas
acima de 60 anos, tém parentes de primeiro grau com alguma doenga sistémica. Ainda
considerando as mulheres, em relagcao as doencgas neurolégicas (incluindo depressao,
ansiedade, ou doengas neurodegenerativas), 75 % das que tém 18 — 45 anos, 88,89
% daquelas entre 46 — 60 anos, e 80 % das que tém acima de 60 anos, apresentam
alguma dessas doengas. Em relagao ao histérico familiar, 50 % das mulheres entre
18 — 45 anos, 33,33 % das que tém 46 — 60 anos, e 40 % daquelas acima de 60 anos,
tém parentes de primeiro grau com alguma doenca neuroldgica.

As doencas sistémicas de perfil inflamatério nos homens, apresentam-se da
seguinte maneira: 16,67 % dos que tém 18 — 45 anos, 12 % daqueles entre 46 — 60

anos, e 25 % dos que tém acima de 60 anos, apresentam alguma dessas doencas.
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Em relagdo ao historico familiar, 83,33 % dos homens entre 18 — 45 anos, 44 % dos
que tém 46 — 60 anos, e 41,67 % daqueles acima de 60 anos, tém parentes de primeiro
grau com alguma doencga sistémica. Ainda considerando o sexo masculino, em
relagdo as doengas neuroldgicas, 33,33 % dos que tém 18 — 45 anos, 60 % daqueles
entre 46 — 60 anos, e 66,67 % dos que tém acima de 60 anos, apresentam alguma
dessas doencas. Em relagao ao histoérico familiar, 44,44 % dos homens entre 18 — 45
anos, 28 % dos que tém 46 — 60 anos, e 25 % daqueles acima de 60 anos, tém

parentes de primeiro grau com alguma doenga neuroldgica.

4.3.1 CARACTERIZAGAO DA AMOSTRA - GRUPO EXTRATO

O grupo extrato era composto na grande maioria por homens (71 %). A grande
maioria deles aplicava os agrotoxicos com pulverizador costal (76 %) e 45 % deles
nao utilizava EPIs. Entre as mulheres, 83 % delas apenas auxiliava na aplicagéo, e 67
% delas nao utilizava EPIs.

A média de idade dos agricultores que estavam no grupo extrato (homens e
mulheres; n = 41; Tabela 10), era de 51,44 + 13,37 anos e mediana de 50 (22 - 78). A
média do IMC foi de 26,95 + 3,55 e mediana de 26,44 (18,72 - 34,72).

O mesmo percentual de ndo fumantes foi encontrado tanto entre os homens
quanto entre as mulheres; em ambos os sexos 83 % dos homens, e 83 % das
mulheres ndo fumavam. Esse mesmo percentual (83 %) de homens bebia, enquanto
entre as mulheres, 42 % tinham o habito de ingerir bebida alcodlica.

Em relagdo aos dados clinicos, 58 % das mulheres tinha alguma doenga
sistémica de perfil inflamatério (obesidade; hipotireoidismo; diabetes; doencgas
cardiovasculares) e esse mesmo percentual de mulheres (58 %) apresentava historico
familiar de doencgas neurolégicas (ansiedade; depressdo; zumbido no ouvido;
tremores; espasmos; tonturas; alteragdbes na audicdo). A extensa maioria das
mulheres (92 %) tinha histérico familiar de doenga sistémica, e 75 % das mulheres
tinha alguma doencga neurolégica.

Em relacdo aos homens, 76 % deles nao apresentava nenhuma doenca de
perfil inflamatério (ou desconhecia que tivesse), e 59 % deles tinha histérico familiar
de doencas sistémicas. Em relacédo as doengas neuroldgicas, 72 % deles apresentava

alguma doenca neuroldgica, e 34 % deles tinha histérico familiar dessas doencas.
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Todos os dados referentes ao grupo que foi submetido a suplementagdo com o
extrato estdo de acordo com as Tabelas 10, 11, 12, 13 e 14 (item 4.4), onde foram
separados de acordo com seu sexo e sua faixa etaria.

Os participantes que faziam parte do grupo placebo (0), assim como os que
faziam parte do grupo extrato (1) foram conhecidos apds realizacdo de todos os

experimentos (Tabela 10).

Tabela 10: Grupo Placebo (0) e Grupo Extrato (1).

EX | PLACEBO (0) | EXTRATO (1) EX | PLACEBO (0) | EXTRATO (1)
01 X 44 X

02 X 45 X

03 X 46 X

04 X 47 X

05 X 48 X

06| o | 49 X
07 X 50 X

08| | = 51 X
09 X 52 X

10 X 53 X
1 X 54 X

12 X 55 X

13 X 56 X
14 X 57 X
15 X 58 | o |
16 X 59 X

17 X 60 X
18 X 61 X

19 X 62 X

20 X 63| |
21 X Y E—
22 X 65 X

23 X 66 X
24 X 67 | |
25 X 68 X
26 X 69 X

27 X 70 X
28 X 71 X
29 X 72 X

30 X 73 X

31 X 74 X
32 X 75 X
33 X 76 X
34 X 71 |
35 X 72 = E—
36 X 79 X

37 X 80 X
38 X 81 X
39 X 82 X

40 X 83 X

41 X 84 X

42 X 85 X

43 X
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Numero de participantes de cada grupo: Placebo (0) = 36; Extrato (1) = 41

Sendo assim, dos 77 participantes do estudo, 36 tomaram placebo, e 41
tomaram o extrato. Esses 41 agricultores foram entao divididos de acordo com o seu

sexo e a sua faixa etaria, conforme a Tabela 11.

Tabela 11: Agricultores que tomaram o extrato, de acordo com o sexo e a

faixa etaria.
GRUPO (sexo e idade) n° de participantes % de participantes
do grupo extrato/ grupo (sexo e idade)
1) Feminino 18 - 45 4 9,70 %
2) Feminino 46 - 60 5 12,20 %
3) Feminino 60 + 3 7,30 %
4) Masculino 18 - 45 9 22,00 %
5) Masculino 46 - 60 12 29,30 %
6) Masculino 60 + 8 19,50 %

A partir desse momento, todas as analises foram realizadas comparando o
antes e o depois da intervengao no grupo extrato.

Como pode-se observar na Tabela 11, a maioria dos participantes submetidos
a intervencao eram homens entre 46 e 60 anos.

De acordo com o sexo e a faixa etaria, a amostra foi caracterizada quanto a

sua relagdo com os agrotoxicos (Tabela 12).

Tabela 12: Caracterizagdo dos agricultores que tomaram o extrato, quanto a sua
relagdo com os agrotéxicos, de acordo com o sexo e a faixa etaria.
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GRUPO (sexo e idade) Tempo de Nao Modo de Cuidados apés
exposicao a usa aplicagao aplicagao
agrotoxicos EPI

1) Feminino 18 — 45 5-9 anos: 2 3 Auxilia: 4 Toma banho: 1
(n=4) 16 — 20 anos: 2 Nao faz nada: 3

2) Feminino 46 — 60 Mais de 30 anos: 5 3 Usa maquina: 2 | Lava as maos: 2
(n=5) Auxilia: 3 Toma banho: 3

3) Feminino 60 + 10 a 15 anos: 1 2 Auxilia: 3 Lava as maos: 2
(n=3) Mais de 30 anos: 2 Nao faz nada: 1

4) Masculino 18 — 45 10-15anos: 3 3 Pulverizador: 7 | Toma banho: 7
(n=9) 16 — 20 anos: 4 Magquina: 2 Nao faz nada: 2

Mais de 30 anos: 2

5) Masculino 46 — 60 21 -30 anos: 1 7 Pulverizador: 9 | Lava as maos: 6
(n=12) Mais de 30 anos: 11 Maquina: 3 Toma banho: 6

6) Masculino 60 + Mais de 30 anos: 8 3 Pulverizador: 6 | Lava as méaos: 3
(n=28) Maquina: 2 Toma banho: 5

As mulheres mais jovens (de 18 a 45 anos) na grande maioria (75 %) néo
utilizam EPIs, assim como seguem as suas atividades normalmente apds o contato
com o agrotéxico. Todas elas apenas auxiliam na aplicagdo do agrotéxico.

A maioria das mulheres de 46 a 60 anos nao utilizam EPIs, apenas auxiliam
na aplicagao do agrotoxico, e tomam banho apés o seu uso (60 % delas em cada um
desses parametros considerados).

Todas as mulheres mais velhas (acima de 60 anos), apenas auxiliam na
aplicacao do agrotéxico; a maioria delas utiliza EPIs, assim como lava as maos apos
o0 manuseio (67 % delas em cada uma dessas variaveis).

Ja em relagao aos homens mais jovens (de 18 a 45 anos), apenas 33 % deles
nao utiliza EPIs; 77 % deles utiliza pulverizador costal e essa mesma porcentagem de
agricultores toma banho apés o uso.

Pouco mais da metade dos homens de 46 a 60 anos (58 %) né&o utiliza EPls,
e a grande maioria deles (75 %) aplica o agrotdéxico com o pulverizador costal. A
metade desse grupo lava as maos apds 0 seu manuseio.

Dentre os homens mais velhos (acima de 60 anos), 37 % deles nao utiliza
EPIs, e 75 % deles utiliza pulverizador costal para a aplicagdo; 63 % desses
agricultores toma banho apds o uso.

De acordo com o sexo e a faixa etaria, aqueles que tomaram o extrato também

foram caracterizados quanto aos seus habitos, conforme a Tabela 13.
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Tabela 13: Caracterizagao dos agricultores que tomaram o extrato, quanto aos seus
habitos, de acordo com o sexo e a faixa etaria.

GRUPO (sexo e idade) Fuma Bebe alcool
1) Feminino 18 — 45 Nao: 3 Sim: 2
(n=4) Ex fumante: 1 Nao: 2
2) Feminino 46 — 60 Nao: 5 Sim: 2
(n=5) Nao: 3
3) Feminino 60 + Nao: 2 Sim: 1
(n=3) Ex fumante: 1 N&o: 2
4) Masculino 18 — 45 N&o: 9 Sim: 8
(n=9) Nao: 1
5) Masculino 46 — 60 Nao: 11 Sim: 11
(n=12) Ex fumante: 1 N&o: 1
6) Masculino 60 + Sim: 2 Sim: 5
(n=28) Nao: 4 Nao: 3
Ex fumante: 2

A metade das mulheres mais jovens (de 18 a 45 anos) bebe alcool, mas 75 %
delas néo fuma. Nenhuma das mulheres de 46 a 60 anos fuma, e 40 % delas bebe
alcool. No grupo de mulheres mais velhas (acima de 60 anos), 67 % delas n&o fuma
e nem ingere bebida alcodlica.

Nenhum dos homens mais jovens (de 18 a 45 anos) fuma, mas 89 % deles
bebe alcool. No grupo de homens de 46 a 60 anos, 92 % deles ndo fuma mas a mesma
porcentagem ingere bebida alcodlica. A metade dos homens mais velhos (acima de
60 anos) nao fuma, mas 63 % deles bebe alcool.

De acordo com o sexo e a faixa etaria, a amostra que tomou o extrato também

foi caracterizada quanto aos seu histérico clinico, conforme a Tabela 14.
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Tabela 14: Histoérico clinico (pessoal e de familiares) — doencgas sistémicas de perfil
inflamatorio e doengas neuroldgicas dos agricultores que tomaram o extrato, de
acordo com o sexo e a faixa etaria.

GRUPO (sexo e idade)

Doenga sistémica de
perfil inflamatério

Doenga sistémica de
perfil inflamatério
Em parente de 1° grau

Depressao; ansiedade
Doencga neuroldgica

Depressao; ansiedade
Doenca neuroldgica
Em parente de 1° grau

1)

Feminino 18 — 45
(n=4)

N&o tem = 2
1a 3 doengas =2

1 a 3 doengas =4

N&o tem = 1
1a3doengas =3

N&o tem = 2
1 a3 doengas = 2

2) Feminino 46 — 60 N&o tem = 2 N&o tem = 1 N&o tem = 1 N&o tem = 2
(n=15) 1a 3 doengas =3 1 a 3 doengas =4 1a 3 doengas =4 1a3doengas =3
3) Feminino 60 + Néo tem =1 1a3doengas =3 Nao tem = 1 Nao tem = 1
(n=3) 1 a3 doengas =2 1 a3 doengas =2 1 a 3 doengas =2
4) Masculino 18 — 45 Néotem=7 N&o tem = 1 Nao tem = 1 Naotem =5
(n=9) 1 a3 doengas =2 1a3doengas =8 1a3doengas =8 1 a 3 doengas =4
5) Masculino 46 — 60 Nao tem =10 Nao tem =7 Néotem=5 Néotem =8
(n=12) 1 a3 doengas =2 1a3doengas =5 1a3doengas =7 1 a 3 doengas =4
6) Masculino 60 + Nao tem =5 Nao tem =4 N&o tem =2 N&o tem =6

(n=28)

1a3doengas =3

1 a3 doengas =4

1a 3 doengas =6

1 a 3 doengas =2

A metade das mulheres mais jovens (de 18 a 45 anos) tem doencas de perfil

inflamatorio

(sobretudo

obesidade,

hipotireoidismo,

diabetes,

doencas

cardiovasculares), e todas tém historico familiar dessas doencgas. 75 % delas tém
alteragdes neurolégicas (como zumbido no ouvido, tontura, alteragées na audicao,
tremores, espasmos, ansiedade ou depressao), e metade delas tem historico dessas
doencas.

Entre as mulheres de 46 a 60 anos, 60 % delas tem doencgas de perfil
inflamatoério e 80 % delas tém historico familiar dessas doengas. 80 % delas tém
alteragdes neuroldgicas e 60 % dessas mulheres tem historico dessas doencgas.

66,7 % das mulheres mais velhas (acima de 60 anos) tem doencgas de perfil
inflamatoério e todas tém histérico familiar dessas doencgas. 66,7 % delas tém
alteracbes neuroldgicas, assim como esse mesmo percentual de mulheres tem
historico dessas doencas.

Ja em relagdo aos homens mais jovens (de 18 a 45 anos), 78 % deles tem
doencas de perfil inflamatério e a metade deles tém historico familiar dessas doencas.

89 % deles tém alteragdes neurolodgicas, € 44 % deles tem histérico dessas doencas.
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Entre os homens de 46 a 60 anos, 83 % deles tem doencas de perfil
inflamatorio e 42 % deles tém histérico familiar dessas doencgas. 58 % deles tém
alteragbes neurolégicas, € 67 % deles tem histérico dessas doengas.

Dentre os homens mais velhos (acima de 60 anos), 38 % deles tem doencas
de perfil inflamatorio e 42 % deles tém histérico familiar dessas doengas. 75 % deles

tém alteragbes neuroldgicas, e 25 % deles tem histérico dessas doencgas.

4.4 RESULTADOS DAS ANALISES LABORATORIAIS

4.4.1 DANO DE DNA: ENSAIO COMETA
Tanto antes quanto depois da administragdo do extrato ou placebo, foi possivel

observar danos ao DNA variando entre 0 e 4 no ensaio cometa, conforme a Figura 7.

Figura 7 — Células submetidas ao ensaio Cometa.

Fonte: elaborado pela autora.
A Figura 7 apresenta as classes de dano de DNA, apds a corrida eletroforética e coloragdo com prata
do ensaio cometa, observadas em diferentes agricultores, antes e apds a administracdo do extrato ou
placebo. Dano 0 = células sem danos; dano 1 = células com dano minimo; dano 2 = células com dano
médio; dano 3 = células com dano intenso; e dano 4 = células com dano maximo.



105

No grupo extrato, o indice de dano total no ensaio cometa ndo apresentou
diferencga significativa entre antes e depois da suplementacgao (p = 0,4423; pares; sem
outliers), conforme a Figura 8. Valores depois do extrato: média 79,14 + 51,10;

mediana 61,50 (23 — 208).

Figura 8 — Ensaio Cometa. Frequéncia de dano total em 100 células/ individuo

Ensaio cometa
300
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<
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Extrato

Fonte: elaborado pela autora.
Os valores de ITD estdo expressos em unidades arbitrarias. As linhas horizontais internas em cada
grupo representam as medianas; boxes e whiskers representam os interquartis e valores minimos e
maximos, respectivamente. ITD: indice de Dano Total. Teste estatistico ndo paramétrico: Teste de
Wilcoxon. Foram excluidos 4 outliers depois do extrato; sem outliers antes do extrato; n = 22 pares.

Nao houve diferencga significativa entre antes e depois no grupo extrato quanto
ao indice de dano total do ensaio cometa com endonuclease (p = 0,2064; pares; sem

outliers), conforme a Figura 9. Valores depois do extrato: média 82 + 41,14; mediana

76 (17 — 160).
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Figura 9 — Ensaio Cometa. Endonuclease total em 100 células/ individuo.
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Fonte: elaborado pela autora.

o extrato

Os valores de ITD estao expressos em unidades arbitrarias. As linhas horizontais internas em cada
grupo representam as medianas; boxes e whiskers representam os interquartis e valores minimos e
maximos, respectivamente. ITD: indice de Dano Total. Teste estatistico paramétrico: Teste t pareado.
N&o foram excluidos outliers (sem outliers) em ambos os grupos (antes e depois do extrato); n = 18

pares.

No grupo extrato, houve diferenca estatisticamente

significativa apos o uso do

extrato (p = 0,0125; pares; sem outliers), com diminuicao do indice de dano total com

FPG, conforme a Figura 10. Valores depois do extrato: mé
51 (22 — 104).

dia 54,40 + 29,91; mediana

Figura 10 — Ensaio Cometa. FPG total em 100 células/ individuo.
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Fonte: elaborado pela autora.
Os valores de ITD estao expressos em unidades arbitrarias. As linhas horizontais internas em cada
grupo representam as medianas; boxes e whiskers representam os interquartis e valores minimos e
maximos, respectivamente. ITD: indice de Dano Total. Teste estatistico ndo paramétrico: Teste de
Wilcoxon. Nao foram excluidos 4 outliers depois do extrato; sem outliers antes do extrato; n = 15 pares.

O grupo extrato nao apresentou diferencga significativa entre antes e depois da
intervencdo, quanto ao indice de dano total do ensaio cometa com tampao (p =
0,1439; pares; sem outliers), conforme a Figura 11. Valores depois do extrato: média
82,76 + 53,53; mediana 60 (27 — 187).

Figura 11 — Ensaio Cometa. Tampé&o total em 100 células/ individuo.
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Fonte: elaborado pela autora.
Os valores de ITD estdo expressos em unidades arbitrarias. As linhas horizontais internas em cada
grupo representam as medianas; boxes e whiskers representam os interquartis e valores minimos e
maximos, respectivamente. ITD: indice de Dano Total. Teste estatistico ndo paramétrico: Teste de
Wilcoxon. Nao foram excluidos 3 outliers depois do extrato; sem outliers antes do extrato; n = 17 pares.

4.42 DANO DE DNA: ENSAIO MICRONUCLEO COM BLOQUEIO DE
CITOCINESE CELULAR

Tanto antes quanto depois da administracéo do extrato ou placebo, foi possivel
observar instabilidade genbémica, identificada apds o ensaio de micronucleos com
bloqueio de citocinese celular. indice mitdtico: célula mononucleada; binucleada;
multinucleada. Viabilidade celular: célula necrética; célula apoptdtica. Alteracdes
nucleares: célula binucleada contendo micronucleo (MN); célula BN contendo ponte;

célula BN contendo bud, conforme a Figura 12.

Figura 12 - Alteragdes encontradas pela Técnica de micronucleos (CBMN).
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Fonte: elaborado pela autora.
A Figura 12 apresenta a instabilidade gendmica identificada apds o ensaio de micronucleos com
bloqueio de citocinese celular, em diferentes agricultores, antes e apds a administracdo do extrato ou
placebo.Células coradas com Giemsa. indice mitético: célula mononucleada; célula binucleada (BN);
célula multinucleada. Viabilidade celular: célula necroética; célula apoptotica. Alteragdes nucleares:
célula binucleada contendo micronucleo (MN); célula BN contendo ponte; célula BN contendo bud.

No grupo extrato, o indice mitético (indice de divisdo nuclear) no ensaio de
micronucleo com bloqueio de citocinese celular, ndo apresentou diferencga significativa
entre antes e apos a intervengao (p = 0,4023; pares; sem outliers), conforme a Figura
13. Valores depois do extrato: média 1,34 + 0,12; mediana 1,32 (1,13 — 1,64).

Figura 13 — Ensaio Micronucleo com Bloqueio de Citocinese celular. Frequéncia de
dano total em 500 células / individuo. indice Mitético.
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Fonte: elaborado pela autora.

Os valores de IDN estédo expressos em unidades arbitrarias. As linhas horizontais internas em
cada grupo representam as medianas; boxes e whiskers representam os interquartis e valores minimos
e méaximos, respectivamente. IDN: indice de Divisdo Nuclear. Teste estatistico ndo paramétrico: Teste
de Wilcoxon. Nao foram excluidos outliers (sem outliers) em ambos os grupos (antes e depois do
extrato); n = 33 pares.

No grupo extrato, a necrose no ensaio de micronucleo com bloqueio de
citocinese celular, ndo apresentou diferenga significativa (p = 0,2360; pares; sem
outliers), conforme a Figura 14. Valores depois do extrato: média 1,28 + 1,99; mediana
0 (0 -6).

Figura 14 — Ensaio Micronucleo com Bloqueio de Citocinese celular. Frequéncia de
dano total em 500 células / individuo. Necrose.
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Fonte: elaborado pela autora.
Os valores de Frequéncia de Necrose estdo expressos em unidades arbitrarias. As linhas horizontais
internas em cada grupo representam as medianas; boxes e whiskers representam os interquartis e
valores minimos e maximos, respectivamente. Teste estatistico ndo paramétrico: Teste de Wilcoxon.
Foram excluidos 5 outliers antes do extrato e 3 outliers depois do extrato; n = 25 pares.

A apoptose no ensaio de micronucleo com bloqueio de citocinese celular,
apresentou diferengca estatisticamente significativa entre antes e apds a
suplementagdo, com diminuigdo da sua frequéncia (p < 0,001; pares; sem outliers),
conforme a Figura 15. Valores apos extrato: média 0,5 £ 1,21; mediana 0 (0 — 4).

Figura 15 — Ensaio Micronucleo com Bloqueio de Citocinese celular. Frequéncia de

dano total em 500 células / individuo. Apoptose.
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Fonte: elaborado pela autora.
Os valores de Frequéncia de Apoptose estdo expressos em unidades arbitrarias. As linhas horizontais
internas em cada grupo representam as medianas; boxes e whiskers representam os interquartis e
valores minimos e maximos, respectivamente. Teste estatistico ndo paramétrico: Teste de Wilcoxon.
Foram excluidos 9 outliers depois do extrato; sem excluséo de outliers antes do extrato; n = 24 pares.

A frequéncia de micronucleos no CBMN, apresentou diferenga estatisticamente
significativa entre antes e apds o extrato, com diminuicdo de sua frequéncia (p =
0,0057; pares; sem outliers), conforme a Figura 16. Valores depois do extrato: média
14,69 + 9,75; mediana 13 (0 — 36).

Figura 16 — Ensaio Micronucleo com Bloqueio de Citocinese celular. Frequéncia de

dano total em 1000 células / individuo. Microntcleos.
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Fonte: elaborado pela autora.
Os valores de Frequéncia de Micronucleos estdo expressos em unidades arbitrarias. As linhas
horizontais internas em cada grupo representam as medianas; boxes e whiskers representam o0s
interquartis e valores minimos e maximos, respectivamente. Teste estatistico ndo paramétrico: Teste

de Wilcoxon. Foram excluidos 1 outliers antes do extrato; sem excluséo de outliers depois do extrato;
n = 32 pares.

No grupo extrato, a frequéncia de pontes no CBMN, apresentou diferenca
estatisticamente significativa entre antes e depois da intervencéo, com diminui¢cao de
sua frequéncia (p = 0,0082; pares; sem outliers), conforme a Figura 17. Valores depois
do extrato: média 45,48 + 35,42; mediana 36 (0 — 136).
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Figura 17 — Ensaio Micronucleo com Bloqueio de Citocinese celular. Frequéncia de

dano total em 1000 células / individuo. Pontes nucleoplasmaticas.
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Fonte: elaborado pela autora.
Os valores de Frequéncia de Pontes Nucleoplasmaticas estdo expressos em unidades arbitrarias. As
linhas horizontais internas em cada grupo representam as medianas; boxes e whiskers representam os
interquartis e valores minimos e maximos, respectivamente. Teste estatistico ndo paramétrico: Teste

de Wilcoxon. Nao foram excluidos outliers antes do extrato; foram excluidos 2 outliers depois do extrato;
n = 31 pares.

No grupo extrato, a frequéncia de buds no CBMN, (por pouco) néo apresentou
diferenca estatisticamente significativa entre antes e depois da suplementagao (p =
0,0658; pares; sem outliers), conforme a Figura 18. Valores depois do extrato: média
27,94 + 24,77; mediana 18 (0 — 82).
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Figura 18 — Ensaio Micronucleo com Bloqueio de Citocinese celular. Frequéncia de

dano total em 1000 células / individuo. Buds nucleares.
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Fonte: elaborado pela autora.
Os valores de Frequéncia de Buds Nucleares estdo expressos em unidades arbitrarias. As linhas
horizontais internas em cada grupo representam as medianas; boxes e whiskers representam os
interquartis e valores minimos e maximos, respectivamente. Teste estatistico ndo paramétrico: Teste
de Wilcoxon. Nao foram excluidos outliers nem antes e nem depois do extrato; n = 33 pares.

4.4.3 ESTRESSE OXIDATIVO

No grupo extrato, a enzima antioxidante GPx, ndo apresentou diferenca

estatisticamente significativa apds a intervencédo (p = 0,0844; pares; sem outliers),

conforme a Figura 19. Valores depois do extrato: média 169,9 + 104,1; mediana 146,3

(18,75 — 442).

Figura 19 — Estresse oxidativo. GPx.
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Fonte: elaborado pela autora.
Os valores de GPx estdo expressos em pg / ml. As linhas horizontais internas em cada grupo
representam as medianas; boxes e whiskers representam os interquartis e valores minimos e maximos,
respectivamente. Teste estatistico ndo paramétrico: Teste de Wilcoxon. Nao foram excluidos outliers
nem antes e nem depois do extrato; n = 36 pares.

4.4.4 ALTERAGOES IMUNOLOGICAS E IMUNOFENOTIPAGEM

No grupo extrato, as células T CD4, apresentaram diferenga estatisticamente
significativa entre antes e apds a intervencdo, com aumento de sua expresséo (p =
0,0045; pares; sem outliers), conforme a Figura 20. Valores depois do extrato: média
12,15 £ 3,94; mediana 11,06 (5,76 — 20,64).

Figura 20 — Alteragdes imunoldgicas. Células T CD4.
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Fonte: elaborado pela autora.
Os valores de TCD4 estao expressos em % de leucécitos. As linhas horizontais internas em cada grupo
representam as medianas; boxes e whiskers representam os interquartis e valores minimos e maximos,
respectivamente. Teste estatistico paramétrico: Teste t pareado. Nao foram excluidos outliers nem
antes e nem depois do extrato; n = 36 pares.

Houve diferenga estatisticamente significativa antes e apds o extrato com
aumento de T CD4 /T CD8 apés o extrato (p = 0,0045; pares; sem oultliers), conforme
a Figura 21. Valores depois do extrato: média 2,10 + 0,91; mediana 1,97 (0,71 — 4,24).

Figura 21 — Alterag¢des imunoldégicas. Relagdo Células T CD4 /T CDS8.
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Fonte: elaborado pela autora.
Os valores da relagdo de TCD4/ TCD8 estdo expressos em % de leucécitos. As linhas horizontais
internas em cada grupo representam as medianas; boxes e whiskers representam os interquartis e
valores minimos e maximos, respectivamente. Teste estatistico ndo paramétrico: Teste de Wilcoxon.
Nao foram excluidos outliers nem antes e nem depois do extrato; n = 36 pares.

No grupo extrato, a relagdo entre neutréfilos /linfécitos, ndo apresentou
diferenga estatisticamente significativa entre antes e depois da suplementagdo (p =
0,2163; pares; sem outliers), conforme a Figura 22. Valores depois do extrato: média
2,12 + 0,81; mediana 2,19 (0,71 — 4,29).

Figura 22 — Altera¢des imunoldgicas. Relagao neutrofilos /linfécitos.
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Fonte: elaborado pela autora.
Os valores da relagdo de neutrdfilos/ leucocitos estdo expressos em % de leucdcitos. As linhas
horizontais internas em cada grupo representam as medianas; boxes e whiskers representam os
interquartis e valores minimos e maximos, respectivamente. Teste estatistico ndo paramétrico: Teste
de Wilcoxon. Nao foram excluidos outliers nem antes e nem depois do extrato; n = 36 pares.

4.4.5 ALTERAGOES TOXICOLOGICAS

Para a BuChE houve diferenga estatisticamente significativa entre antes e apos
o extrato, com diminuicdo de BUChE apds a intervencédo (p = 0,0183; pares; sem
outliers), conforme a Figura 23. Valores depois do extrato: média 14441 + 2584;
mediana 14000 (9000 — 19000).

Figura 23 — Alteragdes toxicolégicas. Butirilcolinesterase.
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Fonte: elaborado pela autora.
Os valores da relagao de BuChE estao expressos mmol/ L. As linhas horizontais internas em cada
grupo representam as medianas; boxes e whiskers representam os interquartis e valores minimos e

maximos, respectivamente. Teste estatistico ndo paramétrico: Teste de Wilcoxon. Nao foram excluidos
outliers nem antes e nem depois do extrato; n = 32 pares.

No grupo extrato, a AChE, ndo apresentou diferengca estatisticamente
significativa (p = 0,7461; pares; sem outliers), conforme a Figura 24. Valores depois
do extrato: média 492,7 + 49,63; mediana 504,3 (410,9 — 595,5).

Figura 24 — Alteragdes toxicologicas. Acetilcolinesterase.
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Fonte: elaborado pela autora.
Os valores da relacdo de AChE estdo expressos mmol/ L. As linhas horizontais internas em cada grupo
representam as medianas; boxes e whiskers representam os interquartis e valores minimos e maximos,
respectivamente. Teste estatistico ndo paramétrico: Teste de Wilcoxon. Nao foram excluidos outliers
nem antes e nem depois do extrato; n = 32 pares.

4.4.6 CORRELAGOES: GRUPO EXTRATO — ANTES DO EXTRATO

Essas correlagdes estdo de acordo com a Figura 25.

As correlagdes positivas encontradas foram entre: idade e GPx - correlagao
positiva regular (p= 0,048; r= 0,31); IMC e BuChE - correlagéo positiva regular (p=
0,028; r= 0,38); CM e CM endo - correlagao positiva moderada (p< 0,001; r= 0,70);
CM endo e CM FPG - correlagao positiva moderada (p= 0,008; r= 0,69); CM endo e
CM tampéo - correlagao positiva moderada (p= 0,018; r= 0,54); CM endo e PNP -
correlagdo positiva moderada (p= 0,001; r= 0,60); Necrose e apoptose - correlagéo
positiva regular (p= 0,004; r= 0,48); Apoptose e PNP - correlagéo positiva fraca (p=
0,006; r= 0,27); Apoptose e BuChE - correlagao positiva regular (p= 0,003; r= 0,34);
MN e T CD4 - correlagao positiva regular (p= 0,020; r= 0,38); GPx e N/L - correlagao
positiva regular (p= 0,020; r= 0,37).
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Ja as correlagdes negativas ocorreram entre: IMC e MN - correlagao negativa
regular (p= 0,034; r= -0,35); CM e MN - correlagdo negativa moderada (p= 0,005; r= -
0,51); IDN e Apoptose - correlagdo negativa regular (p= 0,015; r=-0,39); IDN e PNP -
correlagcado negativa regular (p= 0,007; r= -0,43); IDN e Bud — correlagdo negativa
regular (p= 0,047; r=-0,32); BUuChE e T CD4/T CD8 - correlagéo negativa regular (p=
0,035; r=-0,37).

As demais correlagbes ndo foram estatisticamente significativas.

Figura 25 — Coeficientes de correlagao das variaveis analisadas no grupo

extrato, antes da intervencao.
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Fonte: elaborado pela autora.
As cores representam as forgas de correlagdo. Quanto mais forte a cor, mais forte a correlagdo. Em
azul estdo as correlagbes positivas; em vermelho estdo as correlagbes negativas — independe do
resultado ser ou nao significativo. Forgas de correlagao: valores de rhd; Valores significativos: valores
de p.
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4.4.7 CORRELAGOES: GRUPO EXTRATO — DEPOIS DO EXTRATO

Essas correlagbes estao de acordo com a Figura 26.

As correlagdes positivas encontradas foram entre: IMC e BuChE - correlagao
positiva regular (p= 0,012; r= 0,39); CM e CM FPG - correlagéo positiva regular (p=
0,034; r= 0,49); CM e Necrose - correlagao positiva regular (p= 0,038; r= 0,47); CM
endo e CM FPG: Correlagao positiva regular (p= 0,024; r= 0,49); CM endo e necrose
- correlagao positiva moderada (p=0,023; r=0,51); CM FPG e CM tampao - correlagao
positiva moderada (p= 0,012; r= 0,63); CM FPG e GPx - correlagéo positiva moderada
(p=0,010;r=0,51); IDN e MN - correlacao positiva regular (p= 0,036; r= 0,35); Necrose
e apoptose - correlagado positiva moderada (p= 0,001; r= 0,62); Necrose e Bud -
correlagao positiva moderada (p= 0,002; r= 0,52); MN e PNP - correlagao positiva
regular (p= 0,043; r= 0,35); Bud e BUChE - correlagéo positiva regular (p= 0,037; r= -
0,35).

Ja as correlagbes negativas ocorreram entre: CM FPG e MN - correlagao
negativa regular (p= 0,020; r= -0,48); CM FPG e AChE - correlagdo negativa regular
(p=0,039; r=-0,41); MN e BuChE - correlagao negativa regular (p= 0,012; r=-0,41).

As demais correlagdes nao foram estatisticamente significativas.

Figura 26 — Correlagdes de variaveis analisadas no grupo extrato, depois da

intervencao.
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Fonte: elaborado pela autora.
As cores representam as forgas de correlagdo. Quanto mais forte a cor, mais forte a correlagdo. Em
azul estdo as correlagdes positivas; em vermelho estdo as correlagbes negativas — independe do
resultado ser ou néo significativo. Forgas de correlagao: valores de rhd; Valores significativos: valores
de p.

4.4.8 microRNAs

Para a realizagdo dos ensaios de microarray, inicialmente o RNA total das
amostras de soro foi extraido. Na sequéncia, as amostras que compreenderam 8
amostras controle e 16 amostras de pacientes, foram submetidas a analise de
microarray, onde foram analisados 2549 miRNAs humanos. Destas analises, 48
miRNAs mostraram-se diferencialmente expressos, como mostrado na Tabela 15.

Na Figura 27, encontra-se a analise de componentes principais dos dados de
intensidade normalizada, o que demonstra a diferenca na intensidade de expressao
dos miRNAs, comparando o controle com as amostras. Ja a Figura 28, mostra a
intensidade de expressao em todas as amostras controle e dos pacientes, onde a cor

vermelha indica alta expressdao dos miRNAs detectados nas amostras dos pacientes.
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Tabela 15: MiRNAs diferencialmente expressos na comparagédo das amostras
controle x amostras de pacientes.

MiRNAs Valor de p Regulagédo |FC (fold change)
hsa-miR-4516 0,0008 up 154
hsa-miR-8069 0,0031 up 142

hsa-miR-486-5p 0,0017 up 103
hsa-miR-4281 0,0017 up 81
hsa-miR-223-3p 0,0009 up 80
hsa-miR-4459 0,0046 up 78
hsa-miR-3960 0,0017 up 75
hsa-miR-22-3p 0,0017 up 67
hsa-miR-16-5p 0,0045 up 65
hsa-miR-19b-3p 0,0017 up 58
hsa-miR-451a 0,0027 up 56
hsa-miR-21-5p 0,0046 up 54
hsa-miR-6869-5p 0,0033 up 47
hsa-miR-4443 0,0033 up 44
hsa-miR-1202 0,0033 up 42
hsa-miR-7107-5p 0,0046 up 42
hsa-miR-15a-5p 0,0033 up 42
hsa-miR-6090 0,0040 up 40
hsa-miR-6087 0,0038 up 39
hsa-miR-197-5p 0,0062 up 37
hsa-miR-328-5p 0,0033 up 35
hsa-miR-4306 0,0062 up 30
hsa-miR-6821-5p 0,0062 up 29
hsa-miR-4687-3p 0,0062 up 29
hsa-miR-6800-5p 0,0062 up 28
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hsa-miR-7150 0,0062 up 28
hsa-miR-92a-3p 0,0033 up 28
hsa-miR-3663-3p 0,0062 up 26
hsa-miR-6088 0,0062 up 25
hsa-miR-1273g-3p 0,0062 up 25
hsa-miR-6850-5p 0,0062 up 25
hsa-miR-1207-5p 0,0062 up 24
hsa-miR-6124 0,0033 up 23
hsa-miR-5585-3p 0,0062 up 23
hsa-miR-6740-5p 0,0033 up 23
hsa-miR-6125 0,0062 up 23
hsa-miR-638 0,0062 up 22
hsa-miR-6510-5p 0,0055 up 22
hsa-miR-4763-3p 0,0062 up 21
hsa-miR-6127 0,0062 up 20
hsa-miR-2861 0,0062 up 20
hsa-miR-7847-3p 0,0062 up 19
hsa-miR-3656 0,0062 up 19
hsa-miR-483-5p 0,0033 up 19
hsa-miR-3135b 0,0062 up 18
hsa-miR-3679-5p 0,0062 up 17
hsa-miR-6769b-5p 0,0062 up 15
hsa-miR-4298 0,0062 up 15

Figura 27 - Analise de componentes principais dos dados de intensidade
normalizada.
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Controle Il Amostra

Na Figura 27 Os eixos representam os trés principais componentes da analise de microarranjo, em
relagédo a variabilidade dos dados.

Figura 28 - Perfil de expressdo dos miRNAs diferencialmente expressos
entre os controles e as amostras de pacientes.

Condition

New Parameter

hsa-miR-1202
hsa-miR-1207-5p
hsa-miR-1273g-3p
hsa-miR-15a-5p
hsa-miR-16-5p
hsa-miR-167-5p
hsa-miR-19b-3p
hsa-miR-21-5p
hsa-miR-22-3p
hsa-miR-223.3p
hsa-miR-2861
hsa-miR-3135b
hsa-miR-328-5p
hsa-miR-3656
hsa-miR-3663-3p
hsa-miR-3670-5p
hsa-miR-3060
hsa-miR-4281
hsa-miR-4298
hsa-miR-4306
hsa-miR-4443
hsa-miR-4458
hsa-miR-4516
hsa-miR-451a
hsa-miR-4587-3p
hsa-miR-4763-3p
hsa-miR-483-5p
hsa-miR-486-5p
hsa.miR-5585-3p
hsa-miR-6087
hsa-miR-6086
hsa-miR-5090
hsa-miR-G124
hsa-miR-6125
hsa-miR-6127
hsa-miR-638
hsa-miR-G510-5p
hsa-miR-GT40-5p
hsa-miR-6760b-5p
hsa-miR-6800-5p
hsa-miR-6821-5p
hsa-miR-8850-5p
hsa-miR-6869-5p
hsa-miR-7107-5p
hsa-miR-7150
hsa-miR-T847-3p
hsa-miR-8069
hsa-miR-82a-3p

auséncia baixa alta
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Na Figura 28, no mapa de calor, estdo apresentados os valores de intensidade de expressédo dos
miRNAs diferencialmente expressos com valor de p < 0,05 e FC > 2. A cor verde indica auséncia de
expressao, a cor preta indica baixa expressao e a cor vermelha indica alta expressao.

De acordo com os valores de “fold change”, os miRNAs escolhidos para
validacao usando gPCR foram: hsa-miR-4516, hsa-miR-8069, hsa-miR-223-3p, hsa-
miR- 21-5p, has-miR-3960, has- miR-16-5p, has-miR-451a, has-miR-6090, hsa-miR-
33b-3p e hsa-miR-6089, sendo os 2 ultimos escolhidos como controle endégeno. De
acordo com os resultados iniciais da PCR, mesmo utilizando diferentes diluicbes do
RNA, ndo houve expressao dos seguintes miRNAs: hsa-miR-8069, has-miR-3960,
has-miR-6090, e os que foram escolhidos como controles endégenos hsa-miR-33b-
3p e hsa-miR-6089. Assim, continuaram os ensaios com os demais mMiRNAs
escolhidos, usando o miRNA has-miR-16-5p como controle endoégeno para as
analises pois este mostrou-se estavel e € um miRNA comumente utilizado como
normalizador quando utilizado amostra de soro humano.

De acordo com os resultados mostrados nas Figuras 29 e 30, houve diferenga

significativa na expressao do miRNA-4516, que aumentou apds a intervengao.

Figura 29 - Expressao relativa do miR-21 (A-D) e miR-4516 (E-H) quando
comparadas as amostras.
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As amostras da Figura 29 analisadas foram: Controle x AE placebo; AE placebo x D placebo, AE extrato
x D extrato, e D placebo x D extrato. * p < 0,05, para analise dos dados foi utilizado o teste de Mann-

Whitney.

Figura 30 - Expressao relativa do miR-223-3p e miR-451a quando
comparadas as amostras.
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As amostras analisadas na Figura 30 foram: Controle x AE placebo; AE placebo x D placebo, AE extrato
x D extrato, e D placebo x D extrato. * p < 0,05, para analise dos dados foi utilizado o teste de Mann-

Whitney.
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5 DISCUSSAO

Agentes tdéxicos ambientais aumentam a idade bioldgica, além de facilitar o
desenvolvimento e a progressdo de doengas relacionadas a idade. O sistema
cardiovascular e o sistema nervoso central sdo os mais atingidos. Aumento de
estresse oxidativo, comprometimento da fungcdo mitocondrial, danos ao DNA e
inflamacdo sao fatores associados a idade e exacerbados pela exposicao a
agrotoxicos (PANDICS et al., 2023).

A estimulacdo dos mecanismos de defesa do genoma pode ser uma
estratégia promissora para aumentar a expectativa de vida, e prevenir o
desenvolvimento de doengas relacionadas a danos ao DNA e a idade. Algumas
maneiras de atingir esse objetivo: 1) Prevencdo de danos ao DNA, por meio da
estimulacao de sistemas antioxidantes e de desintoxicagao, assim como quelacao de
metais de transi¢ao; 2) Regulacdo de modificacdes epigenéticas: metilacdo do DNA,
modificagao de histonas, atividade de microRNAs; 3) Melhorar a resposta e o reparo
de danos no DNA; 4) Remocgéao seletiva de células ndo funcionais e senescentes. As
fontes de danos ao DNA e mutagénese séo resultado da associacdo de fatores
externos (incluindo agentes fisicos e quimicos, além de infecgbes virais) e causas
intracelulares (como reagdes hidroliticas espontaneas, conversao de citosina metilada
em timina, espécies reativas de oxigénio, peroxidagao lipidica, erros de replicagao de
DNA e de reparo de DNA) (PROSHKINA et al., 2020; SCHUMACHER et al., 2021).

5.1 DANO DE DNA

O céncer pode ser induzido por varios fatores, endbgenos e
exdgenos. Fatores enddgenos incluem incompatibilidades de DNA (causadas por
erros de DNA polimerase durante a replicacao, e instabilidade genética causada por
desaminagao espontanea, depurinagao e depirimidinagao de bases de DNA). Fatores
exdgenos incluem exposi¢cdo a compostos mutagénicos (como consumo de tabaco e
alcool), nutricdo, estresse, radiagao ultravioleta e espécies reativas de oxigénio
(ROS), que induzem mudancgas estruturais no DNA, modificando bases de
nucleotideos, induzindo quebras de fita de DNA, ligacbes cruzadas inter e intra-fitas,
e ligacbes cruzadas DNA-proteina. Além disso, 0 estresse oxidativo esta envolvido
em todos os estagios do cancer; pode ativar uma série de vias de transdugéao de sinal

que transcrevem genes reguladores do crescimento celular, e pode ainda induzir
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mutacdes e danos ao DNA (pela liberagdo de ROS, que oxidam as bases do DNA)
(BOUYAHYA et al., 2022).

A idade é um fator que favorece a reducao da eficiéncia dos mecanismos de
reparo de DNA, um acumulo de células senescentes e de danos oxidativos, bem como
um estado de inflamacéao crbnica de baixo grau. Radicais livres causam quebras de
DNA. A guanina é uma base que sofre intenso ataque oxidativo quando ha altos niveis
de radicais livres, formando a 8-oxodG.

A enzima FPG detecta purinas oxidadas, como a guanina. A suplementagao
com o extrato de Masquelier® OPCs reduziu o indice de dano total detectado com essa
enzima, o que sugere que a intervengao reduziu o dano oxidativo no DNA.

A presenga de micronucleos (derivados de quebras ou perdas
cromossOmicas) e pontes nucleoplasmaticas (derivadas de reparo incorreto de DNA),
assim como uma menor viabilidade celular pela presenga de células necréticas e
apoptéticas, refletem a instabilidade cromossémica e o potencial mutagénico
causados pela exposicado a agentes genotoxicos.

A intervencdo com o extrato de Masquelier® OPCs diminuiu a frequéncia de
micronucleos e de pontes nucleoplasmaticas, o que sugere a sua capacidade em
modular estabilidade genémica e proteger contra a progressdo de doengas, como o
cancer. Essa suplementacdo diminuiu ainda a frequéncia de apoptose, o que se
relaciona com redugéo da toxicidade induzida por agrotdxicos, tornando as células

metabolicamente mais ativas.

5.2 ESTRESSE OXIDATIVO

Um dos mecanismos basicos para prevenir danos as macromoléculas
celulares é o sistema de defesa antioxidante. O estresse oxidativo leva a um aumento
relacionado a idade no nivel celular de macromoléculas oxidadas, incluindo o DNA, e
esse aumento esta associado a varias condi¢des patoldgicas, como envelhecimento,
carcinogénese, doengas neurodegenerativas e cardiovasculares. Esta condicédo €
neutralizada pelo sistema de defesa antioxidante, que inclui o enzimatico (como SOD,
CAT, GPx) e o ndo enzimatico (como os compostos fendlicos) (PROSHKINA et al.,
2020; RUSSO et al., 2020; SCHUMACHER et al., 2021).

A atividade das enzimas antioxidantes reduz durante o processo de

envelhecimento, enquanto os niveis de radicais livres e os danos oxidativos ao DNA
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tornam-se aumentados. Quanto maior a exposi¢cao a agentes agressores ao longo da
vida, maior o acumulo de danos. Com a idade, ha uma diminuicdo na atividade
catalitica das proteinas de reparo do DNA; BER, NER, MMR, DSB, SSB, NHEJ,
HR. Tais mudangas sdo combinadas ndo apenas com uma capacidade reduzida de
reparar regides danificadas, mas também com um aumento na frequéncia de erros de
reparo, devido a coordenacgao prejudicada desse processo (PROSHKINA et al., 2020;
SCHUMACHER et al., 2021).

O estresse oxidativo esta diretamente ligado a causa e a progressao do
cancer. Mas as medicdbes em humanos ainda é complexa, e os dados referentes a
exposicao a agrotoxicos ainda sao conflitantes.

Era esperado que o GPx, uma enzima antioxidante endégena, aumentasse a
sua expressao apos a intervencdo; mas ela ndo apresentou diferenga significativa.
Além disso, ela mostrou uma correlagdo positiva regular com a idade dos
participantes, e também com a relacdo neutrdfilo /linfécito, conforme o item 4.4.6
(antes do extrato). Era esperado o contrario em ambas correlagdes, uma vez que a
expressdo de enzimas antioxidantes tende a reduzir com o avang¢o da idade, e a
relacao neutrdfilo /linfocito se correlaciona com doencas de perfil inflamatério cronico.
E finalmente, conforme o item 4.4.7 (depois do extrato), também de forma inesperada,
apresentou ainda uma correlagao positiva moderada com o indice de dano de DNA

no ensaio cometa com FPG.

5.3 ALTERAGOES IMUNOLOGICAS

Danos no DNA induzem uma resposta celular que promove a alteracédo de
vias de sinalizagdo; pode induzir senescéncia e apoptose celular, disfungao
mitocondrial, desregulagao de autofagia; desregulacdo da imunidade inata e aumento
de inflamacdo. O aumento da instabilidade genémica leva a uma mudanga na
transcricdo de genes e interrup¢gao do metabolismo celular, levando ao acumulo de
células disfuncionais e heterogeneidade genética, ruptura do potencial regenerativo e
fungdes fisioldgicas dos tecidos. Por exemplo, danos ao DNA em macroéfagos,
aumenta a inflamagao; nos neurénios, leva ao comprometimento cognitivo; o acumulo
de danos no DNA e mutagdes em células-tronco influencia o seu potencial
regenerativo, e aumenta o risco de replicagdo de células-tronco tumorais
(PROSHKINA et al., 2020; SCHUMACHER et al., 2021).
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As células T CD8+ tendem a estar aumentadas por exposigao a xenobioéticos;
se relacionam com o aumento de radicais livres, estresse oxidativo, inflamacao e
desregulagéo do sistema imunoldgico.

As células T CD4+ tendem a estar reduzidas quando ha uma maior exposi¢cao
aos agrotéxicos, uma vez que se relacionam com uma maior organizagao e eficiéncia
do sistema imunolégico. A suplementagdo com o extrato de Masquelier® OPCs
aumentou a expresséao das células T CD4+, o que sugere o seu potencial em favorecer
a regulacao de processos inflamatérios, respostas homeostaticas e adaptativas.

O aumento da relagdao T CD4+ /T CD8+ indica atividade imunolégica mais
eficiente. Serve ainda como um marcador de redugao de imunotoxicidade, induzida
por xenobioticos. O extrato de Masquelier® OPCs aumentou essa relagdo, o que
sugere nao apenas a sua capacidade de regulacédo de resposta imune, mas também

de regulagao de imunosenescéncia.

5.4 ALTERAGOES TOXICOLOGICAS

A senescéncia celular € uma parada do ciclo celular que limita o potencial
proliferativo das células; as células senescentes estdo envolvidas em varias condigoes
fisiolégicas e patoldgicas, como supressao tumoral, desenvolvimento embrionario e
reparo tecidual. Contribui para o envelhecimento de todo o organismo, reduzindo o
potencial regenerativo dos tecidos (pois depleta células-tronco) e induz inflamacgao
cronica (como consequéncia do fendtipo secretor associado a senescéncia, o SASP)
(PROSHKINA et al., 2020; RUSSO et al, 2020; SCHUMACHER et al., 2021).

A populagao estudada é exposta constantemente a xenobibticos, sobretudo
inseticidas e fungicidas. A exposi¢do ocupacional a esses agentes se acumula de
forma exposicdo-dependente e tempo-dependente, aumentando niveis de danos
citogenéticos. Assim, quanto maior a idade dos agricultores, e quanto maior o tempo
e 0 grau de exposigcdo, maiores 0s niveis de senescéncia celular, de danos gendmicos
e de doencas relacionadas a inflamacéao.

A AChE é produzida sobretudo em hemacias, tecido nervoso e musculos; tem
meia vida de 3 meses, e relaciona-se sobretudo com intoxicacdo crbnica a
agrotoxicos. A BuChE esta presente principalmente no figado, no plasma, no

pancreas, no intestino delgado, e ainda no sistema nervoso (central e periférico); tem
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meia vida de uma semana, e por isso € um biomarcador sobretudo de intoxicagcao
aguda (GEORGINO et al., 2005).

Inseticidas sao inibidores de colinesterases; podem induzir o acumulo de ACh,
alterando a contragdo muscular (induzindo por exemplo, tremores e espasmos), além
de tonturas, zumbidos no ouvido ou perda de audicdo — e esses sintomas foram
largamente relatados, por diversos agricultores.

A atividade da AChE e da BuChE depende de fatores como sexo, etnia e faixa
etaria dos individuos, além de doencas que eles apresentem. Dessa forma, a atividade
enzimatica pode estar aumentada, por exemplo, em pessoas com obesidade e
doencgas relacionadas a obesidade, largamente relatadas pelos participantes do
estudo.

Conforme os itens 4.4.6 e 4.4.7, ha uma correlagéo positiva regular entre o
IMC e a BUChE dos participantes. Como a intervengao com o extrato de Masquelier®
OPCs reduziu a atividade da BuChE, isso poderia sugerir um potencial do extrato em
modular doengas crénicas de perfil inflamatério (como obesidade, e doengas
relacionadas a obesidade, como diabetes, doencas cardiovasculares, e cancer),
assim como sintomas clinicos induzidos por agrotoxicos (como tremores e espasmos).

Fungicidas interferem na metabolizagdo de xenobidticos, aumentando o seu
tempo de meia vida, e reduzindo a sua capacidade de eliminacao celular. Pelo fato da
BuChE ser um biomarcador de exposi¢ao a agrotéxicos, a redugao da BuChE induzida
pelo extrato poderia ainda sugerir uma depuragao mais eficiente dos agrotéxicos pelo
organismo, sugerindo que possa reduzir a toxicidade gerada por esses agentes
estressores.

A AChE é um biomarcador de efeito a esses agentes quimicos. A BuChE pode
ainda atuar substituindo a AChE na degradagao da acetilcolina, quando a AChE esta
inibida.

5.5 microRNAs

Estresse e dano celular, inflamagao, e morte celular necroética, induzem a
liberagdo de moléculas enddgenas de padréao molecular associado ao dano (DAMP),
que ativam a resposta imune. No entanto, a desregulacéo e persisténcia dessas
moléculas, induz inflamagéo crbnica associada a carcinogénese, uma vez que a

inflamacao crénica também libera radicais livres e aldeidos, que induzem mutacdes
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genéticas e modificagdes pds-traducionais de proteinas relacionadas ao cancer. As
modificagdes epigenéticas constituem outro fator que desempenha um papel crucial
na carcinogénese. O epigenoma do céancer sofre uma mudanga geral em sua
programacao (incluindo metilagdo do DNA, interrup¢des nos padrdes de modificagao
pos-traducional de histonas, alteragdes na remodelagao da cromatina e desregulagao
da expressao de microRNAs) (BOUYAHYA et al., 2022).

As exposigdes ambientais como fumo, alcool, agrotdxicos, associados ainda
a doengas, idade e sexo do individuo, afetam diretamente a maneira como os genes
se expressam. Podem favorecer o desenvolvimento de doencas neurolégicas e
sistémicas de perfil inflamatorio.

MicroRNAs sdo um dos mecanismos epigenéticos que controlam a expressao
dos genes, regulando por exemplo, o sistema imunolégico, o sistema antioxidante, e
a fungdo das proteinas. Pesticidas podem influenciar a atividade dos microRNAs,
favorecendo inclusive doengas como o cancer.

O miR-4516 é um potencial biomarcador de alguns tipos de cancer (WANG,;
Xu, 2020) e de doencas inflamatdrias, como as cardiovasculares, incluindo infarto (LIU
etal., 2023). Era esperado que a intervengao reduzisse a expressao desse microRNA,
mas nao foi o que aconteceu, conforme a Figura 30 (G). Contudo, a sua expressao foi
bastante semelhante a antes da suplementacdo; o grupo extrato ja tinha uma alta
expressao de miR-4516, e a suplementacdo nao foi capaz de reduzir, na dose e
durante o periodo de tempo em que foi utilizada.

Uma das possibilidades de isso ter acontecido foi o fato da escolha dos
miRNAs ter sido a partir da analise cega (grupos placebo e extrato juntos), dificultando
a precisdo da escolha. Ja as analises a respeito do antes e depois da intervengao
foram feitas, é claro, apenas com o grupo extrato, o que ndo seria o delineamento
ideal para o estudo. Uma nova escolha de miRNAs a partir apenas da analise do grupo

extrato teve inviabilidade de custos para ser realizada.
5.6 ANTIOXIDANTES, OPCs E MASQUELIER®
Antioxidantes exdgenos favorecem a atividade de antioxidantes enddgenos,

além de aumentarem os mecanismos de defesa celular, incluindo o funcionamento de

enzimas, cofatores e homeostase de vias e sinalizacao celular, como as antioxidantes
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e as de desintoxicagao celular (incluindo Nrf2/ARE) (PROSHKINA et al., 2020;
RUSSO et al., 2020; SCHUMACHER et al., 2021).

O extrato de semente de uva rico em proantocianidinas (GSPE) é conhecido
pelos seus efeitos em ativar Nrf2, assim como aumentar a expressao de enzimas
antioxidantes, como SOD, CAT, GPx e aumentar niveis circulantes de GSH. Mantém
ainda o comprimento de teldmeros, e assim, protege o DNA, reduzindo danos
causados por agentes genotoxicos — a transformagdo maligna ocorre sobretudo em
células com telébmeros com encurtamento acelerado e com organizag&o estrutural
prejudicada. O GSPE reduz danos ao DNA também por regulagao epigenética,
modulando a expressao de miRNAs (como por exemplo, o miR-153, reduzindo a sua
expressao; quando aumentado, o mi-R153 reduz a expressao e a atividade de Nrf2).
Além disso, favorece o aumento da expressdo de genes de reparo de DNA (como
XPA, XPC, DDB2, RPA1) (PROSHKINA et al., 2020).

A suplementagdo com o extrato de Masquelier® OPCs na dosagem de 200 mg
ao dia, por 8 semanas, em individuos expostos a agrotoxicos:

e Reduziu o indice de dano total com a enzima FPG no ensaio cometa,
0 que sugere que a intervencgao reduziu o dano oxidativo no DNA;

e Diminuiu a frequéncia de micronucleos, de pontes nucleoplasmaticas e
de apoptose no CBMN, o que sugere a sua capacidade em modular
estabilidade gendmica, proteger contra a progressédo de doengas como
o cancer, e reduzir a toxicidade induzida por agrotoxicos;

e Aumentou a expressao das células T CD4+, o que sugere uma maior
organizagao e eficiéncia do sistema imunoldgico;

e Aumentou arelagao de células T CD4+/ T CD8+, o que sugere redugcao
de imunotoxicidade, maior regulacdo do sistema imunologico e
modulagdo de imunosenescéncia;

e Reduziu a atividade da BuChE, o que sugere a sua capacidade em
reduzir a toxicidade gerada por agrotoxicos, uma depuragdo mais
eficiente dos agrotoxicos pelo organismo e modular os sintomas
clinicos de doencas de perfil inflamatorio;

e Nao apresentou efeitos estatisticamente significativos: no indice de
dano total sem enzimas, com endonuclease, e com tampao no ensaio

cometa; no indice mitético, na necrose e em buds no CBMN; no GPx;
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na relagcao neutrodfilos /linfécitos; na AChE. Além disso, aumentou a
expressao do miR-4516. Nesses parametros seria interessante avaliar
dosagens maiores da suplementacdo, e /ou uma intervengao por um

periodo de tempo mais longo.
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6 CONCLUSAO

O extrato de Masquelier® OPCs, suplementado por agricultores expostos a
agrotoxicos, na dosagem de 200 mg ao dia, por 8 semanas: reduziu o dano oxidativo
no DNA medido pelo ensaio cometa com a enzima FPG. A frequéncia de
micronucleos, pontes nucleoplasmaticas e apoptose também se apresentaram
reduzidas apds a administracdo do extrato. A atividade do sistema imunologico
melhorou, aumentando células T CD4+ e a relacdo T CD4+ /T CD8+. A atividade da
BuChE reduziu, sugerindo reducdo da toxicidade e do acumulo de xenobidticos no
organismo, bem como a modulacéo de doencgas de perfil inflamatério.

Os resultados desse estudo abriram um leque de possibilidades de futuras
investigacbes que devem ser feitas na sequéncia desse trabalho, como: 1) avaliar
outros marcadores no grupo extrato, sobretudo em relagéo ao estresse oxidativo, as
alteragcdes imunoldgicas, e a atividade de microRNAs; 2) avaliar os mesmos
parametros analisados nesse estudo (danos ao DNA, marcadores bioquimicos,
marcadores toxicologicos, marcadores imunologicos e microRNAs), antes e depois da
administragcdo do placebo; 3) comparar um grupo com o outro (placebo e extrato),
antes e apos a intervencao clinica; 4) avaliar a resposta de ambos os sexos, de acordo
com cada faixa etaria, em relacao a suplementagao com o extrato de semente de uva,
considerando cada uma das variaveis: tempo de exposi¢cao a pesticidas; uso de EPlIs;
modo de aplicagéo dos agrotoxicos; consumo de alcool; doengas que apresentam.

Intervengdes clinicas futuras poderiam avaliar dosagens e periodos de tempo
maiores dessa suplementacao em agricultores, a fim de reavaliar os parametros que
nao deram diferengas significativas, ou que deram diferencas conflitantes com o

esperado nesse estudo.
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ANEXO A — TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
(TCLE)

Universidade Federal de Santa Catarina
Hospital Universitario — Unidade de Analises Clinicas

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
| - DADOS DE IDENTIFICAGAO DO SUJEITO DA PESQUISA

Nome:
Sexo:( )M ( )F Data de Nascimento:
Il - DADOS SOBRE A PESQUISA

1. Titulo da Pesquisa: Ensaio clinico randomizado duplo-cego para

avaliagcao dos beneficios de MASQUELIER’s OPCs em uma populagdao de
agricultores exposta a pesticidas no Brasil

2. Pesquisador Principal: Sharbel Weidner Maluf (Divisao de Analises Clinicas
do Hospital Universitario UFSC)

Il - EXPLICAGOES SOBRE A PESQUISA:

Vocé esta sendo convidado a participar desta pesquisa, que tem como objetivo
avaliar os efeitos do extrato de semente de uva MASQUELIER’s OPCs sobre a saude
de agricultores expostos a pesticidas.

O participante deste estudo recebera capsulas que podem conter o extrato de
semente de uva ou placebo (capsulas sem o extrato) para ser ingerido por 56 dias. Ao
final do estudo, o participante tera acesso gratuito e por tempo indeterminado, aos
melhores métodos diagndsticos e terapéuticos que se demonstrarem eficazes.

MASQUELIER’s® Original OPCs tem sido utilizado como um suplemento
dietético vegetal desde os anos 1990 em varios paises da Europa. Foram feitos testes
e os resultados mostraram que o composto € seguro e livre de efeitos adversos. As
capsulas de placebo (sem o composto) também sdo seguras e contém apenas os
ingredientes veiculos: celulose microcristalina e estearato de magnésio.

Serdo coletados 28 ml de sangue (7 tubos de coleta de sangue) em 2
momentos da pesquisa, antes do tratamento com o produto e depois do tratamento,
para avaliagdo de seu estado geral de saude, possiveis efeitos dos agrotdxicos sobre
esses exames e possiveis efeitos do extrato de semente de uva. A coleta sera feita
por profissional qualificado, utilizando material descartavel, seguindo os
procedimentos de assepsia adequados, garantindo assim a sua integridade fisica.

Apos a coleta sera oferecido alimento aos participantes. Também sera aplicado um
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questionario sobre seus habitos, seu estado de saude e seu historico relacionado ao
trabalho, que leva em média 15 minutos para ser respondido.

Todas as analises serao realizadas, de modo a n&o representar nenhum custo
financeiro, para vocé. Vocé tera acesso aos resultados e possiveis atendimentos que
se fizerem necessarios.

IV — ESCLARECIMENTOS DADOS PELO PESQUISADOR SOBRE
GARANTIAS DO PARTICIPANTE DA PESQUISA

Vocé tem assegurado o direito de a qualquer momento do estudo solicitar
informacgdes esclarecedoras sobre o andamento da pesquisa, bem como dos
eventuais riscos e beneficios relacionados a sua participacao neste estudo, através
dos telefones (48) 37218131/988173072 ou na Unidade de Anadlises Clinicas do
Hospital Universitario (HU) da UFSC (pesquisador), 37219206 ou na Rua
Desembargador Vitor Lima, n® 222, sala 401, Trindade, Florianopolis/SC (Comité de
Etica em Pesquisa: grupo de pessoas responsavel pela defesa dos interesses dos
participantes da pesquisa). E-mail: s.maluf@ufsc.br.

Riscos e desconforto: Pode ocorrer desconforto no momento da coleta. Fica
assegurado que no caso de eventual problema na coleta ou qualquer outro dano,
como efeitos adversos ou indesejaveis da utilizacdo do produto em investigagao ou
qualquer outro problema de saude decorrentes da pesquisa, o Sr(a). recebera
assisténcia imediata integral e tratamento adequado pela equipe de saude do HU
UFSC e sera cuidado pelo tempo que for necessario até que sua condicdo de saude
se restabeleca (ndo séo esperados problemas deste tipo pois os profissionais faréo a
coleta com o maximo de cautela, no entanto é importante garantir assisténcia no caso
de qualquer problema relacionado ao projeto). O participante tera ajuda no
preenchimento do questionario e liberdade de interromper o preenchimento, caso
ocorra cansago para responder ou constrangimento ao responder algumas das
questoes.

Os pesquisadores declaram que cumprirdo as exigéncias contidas na
Resolugdo CNS 466/2012 e que o sigilo dos participantes sera garantido durante
todas as etapas da pesquisa, inclusive na divulgacao dos resultados. Os resultados
da pesquisa serdo publicados sem revelar sua identidade, entretanto estardo
disponiveis para consulta pela equipe envolvida no projeto, e pelo Comité de Etica.
Qualquer prejuizo financeiro ocorrido devido a este estudo ou quebra involuntaria de

sigilo sera ressarcido ou indenizado pelos pesquisadores responsaveis pela pesquisa.
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As andlises a serem feitas com a amostra de sangue sdo: (1) estresse
oxidativo, dano de DNA e microRNAs (para saber o risco de cancer); (2) MPO, TNF-
a, IL-1B e IL-6 e imunofenotipagem (para saber sobre sua imunidade). Os resultados
dos exames e avaliagdes, depois de realizados serdo informados ao Sr.(a) se e
quando o Sr.(a) quiser.

A legislacao brasileira nao permite que vocé tenha qualquer compensacéao
financeira pela sua participacdo em pesquisa e vocé nido tera nenhuma despesa
advinda da sua participagdo na pesquisa. Caso alguma despesa extraordinaria
associada a pesquisa venha a ocorrer (com transporte, alimentacao e outros), vocé e
seu acompanhante serdo integralmente ressarcidos pelos pesquisadores
responsaveis pela pesquisa. Caso vocé tenha algum dano material ou imaterial em
decorréncia da pesquisa podera solicitar indenizagdo, de acordo com a legislagéo
vigente.

V — CONSENTIMENTO POS-INFORMADO

Concordo em participar do presente Protocolo de Pesquisa bem como com a
utilizacdo dos dados coletados, desde que seja mantido o sigilo de minha
identificacdo, conforme normas do Comité de Etica em Pesquisa com Seres
Humanos. A minha participagdo € voluntaria podendo ser suspensa a qualquer
momento (o participante pode retirar seu consentimento a qualquer momento). Pelo
presente consentimento, declaro que fui esclarecido sobre a pesquisa a ser realizada,
de forma detalhada, livre de qualquer constrangimento e obrigag¢ao, e que recebi uma
via deste termo, elaborado em duas vias, assinadas pelos pesquisadores.

Data:

Assinatura do participante Pesquisador Principal
Obs. Todas as paginas deste documento deverdo ser rubricadas pelo

pesquisador responsavel ou pessoa por ele delegada e pelo participante da pesquisa.

ANEXO B — QUESTIONARIO
AVALIAGAO DA EXPOSIGAO OCUPACIONAL A AGROTOXICOS

1. Questionario nimero: _

2. Data: __/__/
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3. Localidade:
DADOS SOCIO-DEMOGRAFICOS - PARTE |
4. Nome do entrevistado:
5. Data de nascimento: /[
6. Idade: ___ anos completos
7. Local de nascimento: cidade estado
EXPOSIGAO A AGENTES QUIMICOS (Assinale quando SIM)
8. 0O que voceé planta?
9. Quanto vocé produz anualmente?
10. Qual o periodo da(s) safra(s)?
11. Quando vocé faz a aplicagéo de agrotoxicos durante a safra?
12. Quantas horas duram as aplicagdes?
13. Em qual turno vocé normalmente aplica? ( ) matutino () vespertino
14. Quais agrotoxicos vocé utiliza atualmente?
15. Vocé se lembra qual agrotdxicos vocé mais usava a 20 anos atras?
16. Como vocé compra os agrotdxicos? ( ) Comreceita ( ) Sem receita
17. Vocé |é as bulas antes de utilizar o produto? ( ) Sim ( ) Nao
18. Quantas vezes por semana voceé utiliza ( ) Uma () Pelo menos duas ( )3 ou mais
19. O que vocé faz com o agrotoxico? ( ) Prepara a calda ( ) aplica o produto
20. Como vocé faz a aplicagdo? ( ) Pulverizador costal ( ) Maquina
21. Quando foi a sua Ultima exposigado? horas ou dias
22. Qual(is) foi(RAM) o agrotéxico(s) utilizado(s)?
23. Vocé utiliza algum EPI? ( ) Sim ( ) Nao
24. Qual EPI vocé utiliza? ( ) Mascaras ( )Luvas ( ) Botas ( ) Roupas de manga comprida
25. Ap6s o manuseio do agrotdxico vocé: ( ) continua normalmente suas atividades () Lava as maos
antes de continuar suas atividades ( ) Toma banho antes de continuar suas atividades
26. Ao aplicar os agrotéxicos molha a roupa: ( ) Todos os dias () As vezes
HISTORIA OCUPACIONAL (escrever no verso se necessario)
27. Quantos anos vocé tinha quando comegou a trabalhar? _____anos
28. Que trabalhos executou desde entdo? Por quanto tempo?
FUNCAO/ATIVIDADE EMPRESA OU LOCALIDADE, MUNICIPIO PERIODO
a.
b.
C.
d.

Conferir se o tempo de trabalho referido nas perguntas acima corresponde ao tempo de

trabalho de toda histéria Ocupacional. Se ndao, completar.

HISTORIA CLINICA

20.

Quantas intoxicagdes por agrotéxicos vocé ja teve ao longo da vida?
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30. Queixa atual:

31. Historia Pregressa da moléstia atual:

(inicio, duragéo, caracteristica do sintoma no inicio, evolugdo, relagdo com outras queixas,

situacao atual).

32. Vocé tem filhos? ( )sim ( )ndo

33. Vocé teve alguma complicagdo na gravidez? ( )sim ( )ndo

Qual?

34. Ja teve algum aborto espontaneo? ( )sim ( )ndo

Quantos?

EXAME FiSICO

35. Estado Geral: ( )bom ( )regular ( )ruim

36 Peso: altura:

36. Frequiéncia Respiratéria:

37. Presséo Arterial:

38. Pulso:

INTERROGATORIO SOBRE DIFERENTES PATOLOGIAS

DIABETES

Vocé tem diabetes ( )sim ( )Nao Haquantotempo? anos

Alguém da sua familia tem diabetes ( )sim ( )Nao

50. Quem: Ha quanto tempo? anos

HIPOTIREODISMO

Vocé tem hipotireoidismo ( ) sim ( ) Nao Ha quanto
tempo? anos

Alguém da sua familia tem hipotireodismo ( )sim ( )Nao

Quem: Ha quanto tempo? anos

AUDICAO

Vocé tem algum problema de audi¢cao? ( ) sim ( ) Nao Ha quanto
tempo?___ anos

Alguém da sua familia tem ou teve ( )sim ( )Nao

Quem: Ha quanto tempo? anos
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Vocé apresenta alguma dificuldade para entender a fala quando ha varias

pessoas falando ao mesmo tempo, ou quando ha ruido competitivo?

( ( )sim ( )Nao Haquantotempo?_ ___ anos

Alguém da sua familia tem ou teve ( )sim ( )Nao

Quem: Ha quanto tempo? anos

Vocé tem zumbido? ( ) sim ( ) Nao Ha quantotempo?___ anos
Alguém da sua familia tem ou teve ( )sim ( )Nao

Quem: Ha quanto tempo? anos

Vocé tem tontura? ( )sim ( ) Nao Ha quantotempo?___ anos
Alguém da sua familia tem ou teve ( )sim ( )Nao

Quem: Ha quanto tempo? anos

As pessoas da sua familia reclamam que vocé nao escuta bem?

( )sim ( )Nao Haquantotempo? anos
Alguém da sua familia tem ou teve ( )sim ( )Nao
Quem: Ha quanto tempo? anos

Vocé tem ou teve exposto ao ruido?

( )sim ( )Nao Porquantotempo?___ anos

Ha quanto tempo?_____anos

EPILEPSIA

Vocé tem ou teve crises (ataques, acesso, convulsdo) na qual perde a
consciéncia e cai subitamente? ( )sim ( ) Nao Ha quantotempo? anos

Alguém da sua familia tem ou teve ( )sim ( )Nao

Quem: Ha quanto tempo? anos

Vocé tem ou teve crises em que perde o contato com a realidade (meio) e fica

como se estivesse foradoar ?( )sim ( ) Nao Ha quantotempo? anos
Alguém da sua familia tem ou teve ( )sim ( )Nao
Quem: Ha quanto tempo? anos

Vocé tem ou teve crises na qual tem repuxdes incontrolaveis em bragos,
pernas, na boca ou vira a cabega para o lado?

( )sim ( )Nao Haquantotempo?___ anos

Alguém da sua familia tem ou teve ( )sim ( )Nao

Quem: Ha quanto tempo? anos
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Vocé tem ou teve crises de desmaio e que ao acordar nota que fez xixi ou cocé

na roupa sem perceber? ( )sim ( ) Nao Ha quanto tempo? anos
Alguém da sua familia tem ou teve ( )sim ( )Nao
Quem: Ha quanto tempo? anos

Vocé tem ou teve crises na qual sente sensagao ruim de “fundeza” ou bola na
“boca do estomago” e que sobe até a garganta e em seguida sai fora do ar, e depois

dizem que vocé ficou mexendo em algo com as maos ou mastigando ou olhando para

algo distante? ( )sim ( ) Nao Ha quanto tempo? anos
Alguém da sua familia tem ou teve ( )sim ( )Nao
Quem: Ha quanto tempo? anos

Algum médico ou profissional de saude ou mesmo familiares ja lhe disse que

vocé tem ou teve convulsdo febril na infancia; ou durante alguma doenga grave

qualquer? ( )sim ( )Nao Ha quantotempo? anos
Alguém da sua familia tem ou teve ( )sim ( )Nao
Quem: Ha quanto tempo? anos

Vocé tem rapidos abalos tipo “choque” nos bragos (as coisas caem da mao) ou

pernas com ou sem queda, principalmente pela manha?

( )sim ( )Nao Haquantotempo? anos
Alguém da sua familia tem ou teve ( )sim ( )Nao
Quem: Ha quanto tempo? anos

Ha alguém desta casa com epilepsia?

( )sim ( )Nao Haquantotempo? anos
Alguém da sua familia tem ou teve ( )sim ( )Nao
Quem: Ha quanto tempo? anos

DEPRESSAO E ANSIEDADE
Marque com um 'X" a resposta que melhor corresponder com o que o paciente refere sentir na
ULTIMA SEMANA. Nao é preciso ficar pensando muito em cada questdo. Neste
questionario as respostas espontaneas tém mais valor do que aquelas em que se pensa muito.

Marque apenas uma resposta para cada pergunta.

39. Quando vocé se sente tenso ou contraido
3 () A maior parte do tempo
2 () Boa parte do tempo
1( ) De vez em quando

0 ( )Nunca
40. Vocé sente gosto pelas mesmas coisas de antes?
0 ( ) Sim, do mesmo jeito que antes
1 ( ) Nao tanto quanto antes

2 () S6 um pouco
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52.

41.

42.

43.

44,

45.

46.

47.

48.

49.

50.

51.

3 () Janao sinto mais prazer em nada
Vocé sente uma espécie de medo, como se alguma coisa ruim pudesse acontecer?
3 ( ) Sim, e de um Jeito muito forte
) Sim, mas n&o téo forte
() Um pouco. mas isso ndo me preocupa
() Nao sinto nada disso
Vocé da risada e se diverte quando vé coisas engragadas?
0 ( ) Do mesmo jeito que antes
1 ( ) Atualmente um pouco menos
2 () Atualmente bem menos
3 () Nao consigo mais
Vocé esta com a cabega cheia de preocupagoées?
3( ) A maior parte de tempo
2( ) Boa parte do tempo
1( ) De vez em quando
0( ) Raramente
Vocé se sente alegre?
3 ( )Nunca
2 () Poucas vezes
1 ( ) Muitas vezes
0 () A maior parte do tempo
Vocé consegue ficar sentado a vontade e se sentir relaxado?
0 ( ) Sim, quase sempre
1( ) Muitas vezes
2 ( )Poucas vezes
3( )Nunca
Vocé sente que esta lento para pensar e fazer as coisas?
3( ) Quase sempre
2 () Muitas vezes

2

(
1
0
é

1 ( ) De vez em quando
0( )Nunca
Vocé tem uma sensacio ruim de medo, como um frio na barriga ou um aperto no estémago?
0( )Nunca
1 ( ) De vez em quando

2 () Muitas vezes
3( ) Quase sempre
Vocé perdeu o interesse em cuidar da sua aparéncia?
3 ( ) Completamente

2 ( ) Néao estou mais me cuidando como deveria

1 ( ) Talvez ndo tanto quanto antes
0 ( ) Me cuido do mesmo [eito que antes
Vocé se sente inquieto, como se nao pudesse ficar parado em lugar nenhum?
3 ( ) Sim, demais
2 ( )Bastante
1( ) Um pouco
0 ( ) Nao me sinto assim
Vocé fica esperando animado as coisas boas que estao por vir?
0 ( ) Do mesmo jeito que antes
1 ( ) Um pouco menos do que antes
2 () Bem menos do que antes
3 ( ) Quase nunca
De repente, vocé tem a sensagio de entrar em panico?
3 ( ) A quase todo momento
2 () Varias vezes
1 ( ) De vez em quando
0 () Nao sinto isso

Vocé consegue sentir prazer quando assiste a um bom programa de televisao, de radio ou

quando leio alguma coisa?
0 ( ) Quase sempre
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1 ( ) Varias vezes
2 ( ) Poucas vezes
3 (_ ) Quase nunca

CONSUMO DE TABACO

109. Vocé ja fumou?: ( )sim, ainda fuma ( )ndo/nunca

( ) sim, mas parou ha __anos

110. Ha quantos anos vocé fuma ou durante quantos anos vocé fumou?

Ha__anos OU ha___ meses OUdurante __ anos

111. O que vocé fuma ou fumou MAIS?
( )cigarro comercial ( )cigarro de palha ( )charuto ( )cachimbo

( )outro:

112. Quantos CIGARROS em média vocé fuma ou fumava por dia ou por semana?

cigarros/semana

cigarros/dia OU

113. Se ja parou de fumar, por que

vocé parou?

CONSUMO DE BEBIDA ALCOOLICA

114. Qual bebida vocé mais gosta de beber?

115. Com que idade vocé comecgou a beber? ___anos

116. Qual bebida vocé costuma(va) beber mais freqientemente? (  )cerveja

outra:

( ) cachaga ( )

117. Quantas doses vocé costuma(va) beber por semana?

Um drinque ou uma dose é: uma cerveja longneck ou latinha; meia cerveja grande (600 ml) ou

chopp (350 mL); uma dose de pinga, uisque ou outro destilado (50ml) ou uma taca de vinho (150ml).

Cervejaouchopp: _ _ Cachagaouuisque __ _ Vinho:____
Anotar frequiéncia por més, se for necessario:
118. Se parou de beber, por que vocé parou?

CONSUMO DE ALIMENTOS E AGUA

119. Vocé se alimenta de:

() Carnes e verduras () Nao come carne ( ) Mais de uma por¢céo de carne vermelha todos

os dias
120. Qual a sua fonte de alimentos (carnes e verduras)
( ) Produgéao prépria () compra dos vizinhos ( ) supermercado
121. Qual a sua fonte de agua?

( ) Cérrego préximo acasa ( ) Fonte de 4gua natural ( ) Agua encanada

( ) Pogo artesiano
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122. Onde sao descartados os residuos de seu banheiro?
( ) Ha saneamento basico ( ) Diretamente no cérrego
123. Vocé toma chimarrao?

( )Todososdias ( ) Algumas vezes por semana

MEDICAMENTOS

124. Vocé costuma tomar algum remédio por conta prépria? ( ) Sim
( ) Nao
125. Quais?

126. Com que frequéncia? ( ) Diariamente ( )Semanalmente ( )De vez em quando
127. Vocé toma algum medicamento prescrito pelo seu médico? () Sim

() Nao

128. Quais?

129. Com que frequéncia? () Diariamente ( ) Semanalmente

() De vez em quando

DADOS SOCIO-DEMOGRAFICOS - PARTE Il

130.Cor: ( )Branca ( )Negra ( )Pardo ( ) Outra:

131. Estado civil atual: ( )solteiro ( )casado ( )com companheira  ( )vilvo

)separado/divorciado/desquitado

(

132. Até que ano (série) vocé estudou na escola? Completei o (a) ano (série) do

na escola.

133.Qual sua religido? ( )sem religido ( )Catélica ( )protestante/crente/evangélico

)espirita ( )outra

(

134. Quais e quantos deste itens vocé possui em sua casa?

Tem

Nao tem

Televisdo em cores

Video cassete ou DVD

Radio

Banheiro

Automoével

Maquina de lavar

Geladeira

Freezer (independente ou parte da geladeira duplex)

Trator
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ANEXO C - COMITE DE ETICA

PARECFR CONSUBSTANCIADO DA CONEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo daPesquisa: Ens aio clinico randomizado duplo-cego para avaliagio dos beneficios de MASQUELIER s
OPCs emuma populacio de agricultores exposta a pesticidas no Brasil

Pesquisador: Sharbel Weidner Mahif

Area Tematica: Genetica Homana:

(Trata-se de pesquisa envolvendo Genética Humana que ndo necessita de analise ética porparte da CONEP;);
Pesquisas comcoordenacio e/ou patrocinio originados fora do Brasil excetuadas aquelas comcopatociiodo
Govemeo Brasileiro; Versio: 4 CAAF: 80584618.0.0000.0121

Instituicio Proponente: UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA CATARINA
Patrocinador Principal: Intemational Mutrition Company (INC Agency BV)

DADOS DO PARECER
Numero do Parecer: 3.127.656

HIPOTESE
Os agnicultores expostos a agrotomcos terdo nm melhor estado de saude, medido atraves de marcadores

laboratomnais, apos a administracio do extrato de semente de uva.

Comentarios e Consideracdes sobre a Pesquisa:

Trata-se de umestudo unicéntrico que tempor objetivo avaliar os efeitos da administracio do eximtodesenente
de uva MASQUELIER's OPCs emmarcadores imunologicos, de dano de DNA | estresse oxdativoeeprssiode
miEMNAs emuma populagio de agnicultores altamente exposta a pesticidas. A amostra sera composta por 80
agricultores expostos a agrotoxcos, do municipio de Sante Amaro da Impermatriz, que serfo avaliadosemmehecio
amarcadores genéticos, munologicos, texcologicos e bioquimicos emdoeis momentos: antese 2nesesdeposda
administragio do extrato da semente de uva MASQUELIER s OPCs ou placebo. Os pesquisadores propdes um
estudo mais conpleto, para testarumceomposto antioddante usado empaises europens, visandoapevengiode
doencas, como o cancer e a melhora na qualidade de vida desses trabalhadores.

Patrocinador: International Mutrition Company (INC Agency BV))
MNimero de participantes imcidos no Brasil: 80
Previsdo de micio do estudo: Novembro/2018 Previsio de encemramento do estudo: Margo/2019

Consideracoes Finais a critério da CONEP:

Diante do exposto, a Comissio Nacional de Etica emPesquisa - Conep. de acordo comas atribuigdes definidas na
Resolugio CNSn° 466 de 2012 e na Morma Operacionaln® 001 de 2013 do CNS, manifesta-se pela aprovagio do
projeto de pesquisa proposto.

Sttnagio: Protocolo aprovado.



Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:
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Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacio
Informacoes Basicas |PB_INFORMACOES_BASICAS DO P 21/12/2018 Aceito
do Projeto ROJETO_1111930.pdf 15:00:39
TCLE/ Termws de TCLE docx 21/12/2018 | Sharbel Weidner Malu] Aceito
Assentimento/ 14:58:19
Justificativa de
Auséncia
Outros Carta_Resposta CONEP.docx 2171122018 | Sharbel Weudner Mal] Aceito

14:58:00
Projeto Detalhado /| Projeto_BEstrato Semente de Uva.docx 2171272018 | Sharbel Weidner Malnf] Aceito
Brochura 14:46:06
Investigador
Folhade Rosto Folha_de_Rosto com patrocmador pdf 211122018 | Sharbel Wendner Malnf] Aceito
114645
TCLE / Termos de Acette_Secretaria_de_Saude pdf 03/08/2018 | Sharbel WewndnerMaluf] Aceito
Assentimento/ 13:44:33
Justificativa de
Auséncia
Declaracio de DeclaracaoHU pdf 26/04/2018 | Sharbel Weidner Malnf] Aceito
Instituicioe 08:49:51
Infraestrutura

Situaciodo Parecer:

Aprovado.
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