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Resumo

Apesar dos efeitos benéficos relacionados ao uso de pesticidas como no controle de
pragas e vetores importantes na saude publica, muitos desses produtos podem
apresentar perigos potenciais para 0 meio ambiente e a saude humana. Os pesticidas
sdo considerados compostos genotoxicos ca-pazes de induzir dano direto e indireto
no DNA. Para avaliar o dano genético, estudos de biomonitoramento tém sido cada
vez mais aplicados, pois além de identificar o risco potencial de surgimento de
doencas em populacdes expostas, também auxilia na identificacéo de fatores de risco
e medidas adequadas para serem implementadas no controle dessas agressdes a
saude humana. O teste do micronucleo oferece vantagens em relagcdo aos demais
testes de biomonitoramento incluindo baixo custo, procedimento técnico mais facil,
rapidez de analise para triagem de grande niumero de substancias, além de diversos
tipos celulares como linfécitos de sangue periférico, células epiteliais da mucosa oral,
mucosa vaginal, entre outros poderem ser utilizados para a realizagéo do teste. E
considerado padréo ouro para avaliacdo citogenética de lesdes que ocorrem no DNA,
pois serve como indicador de mutagenicidade e como instrumento de monitoragéo,
considerando que a frequéncia de MN retorna aos niveis basais quando o organismo
permanece durante certo periodo sem contato com esses agentes indutores. Sendo
assim, o objetivo dessa revisdo é demonstrar a importancia do teste de micronudcleos
como ferramenta para avaliacdo da exposi¢cdo ocupacional aos pesticidas.
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Micronucleus assay as a tool for evaluation of occupational
exposure to pesticides: a review
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Abstract
Despite the beneficial effects related to the use of pesticides as in the control of
important pests and vectors in public health, many of these products may present
potential hazards to the environment and human health. Pesticides are considered
genotoxic compounds capable of inducing direct and indirect DNA damage. To
evaluate the genetic damage, biomonitoring studies have been increasingly applied
because beyond to identify the potential risk of emergence of disease in exposed
populations, also helps to identify risk factors and appropriate measures to be
implemented in the control of these aggression on human health. The micronucleus
(MN) assay offers advantages in relation to other biomonitoring tests including low
cost, easier technical procedure, analysis speed for screening large number of
substances, and various cell types such as peripheral blood lymphocytes, epithelial
cells of the oral mucosa, vaginal mucosa, among others may be used for this assay. It
is considered the gold standard for cytogenetic evaluation of lesions occurring in DNA,
it serves as mutagenicity index and as a monitoring tool, whereas the MN frequency
returns to baseline levels when the organism remains for some time without contact
with these inducing agents. Thus, the objective of this review is to demonstrate the
importance of the MN assay as a tool for evaluation of occupational exposure to

pesticides.
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1 Introducéo

Com o aumento da industrializacéo, os trabalhadores estado frequentemente expostos
a agentes quimicos, fisicos e biologicos, que podem ter um efeito mutagénico e
carcinogénico dependendo do grau, tempo e substancia o qual estdo expostos
(CORREA et al., 2009).

Ha uma forte relacdo entre a exposicédo a agentes genotoxicos e o desenvolvimento

de diversos efeitos nocivos a saude, principalmente com a incidéncia de canceres e
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problemas reprodutivos (FLORES; YAMAGUCHI, 2008). Atualmente, um grande
namero desses agentes, responsaveis por alteracées no material genético, tém sido
identificados e descritos na literatura. Entre eles estdo ondas eletromagnéticas,
farmacos, substancias que afetam o sistema nervoso central, antibioticos,
conservantes alimentares, alguns virus e protozoarios e em grande escala 0s
pesticidas. Essa exposicdo pode aumentar a ocorréncia de mutagbes no material
genético, nesse sentido, as exposi¢cdes ocupacionais podem atuar como agentes
silenciosos na inducdo de danos no DNA (KOHATSU et al., 2007; DUSMAN et al.,
2012).

Apesar dos efeitos benéficos relacionados ao uso de pesticidas como no controle de
pragas e vetores importantes na saude publica, muitos desses produtos podem
apresentar perigos potenciais para o meio ambiente e a saide humana, porém nem
sempre as consequéncias séo imediatas, podendo demorar anos para se manifestar.
Diante disso, estudos de monitoramento se tornam importantes para avaliar as
enfermidades agudas e crénicas ocasionadas pela exposi¢cdo aos pesticidas (LOBO;
BOLANOS, 2014).

A monitorizacdo bioldgica apresenta vantagens quando comparada a monitorizacéo
ambiental, j& que considera todas as vias de entrada possiveis no organismo, permite
ainda identificar e até certo ponto quantificar, o risco de exposicao a fatores ambientais
e tem sido por isto, uma ferra-menta de grande interesse na avaliacdo da exposi¢cao
a carcinogéneos (COSTA; TEIXEIRA, 2012).

O estudo de biomarcadores de exposi¢ao inclui a deteccao direta, ao microscopio, de
danos no DNA. Diversos testes citogenéticos podem ser aplicados para esse fim,
como trocas entre cromatides irmas, teste do cometa, teste do microndcleo (MN) e o

teste de aberrac6es cromossdmicas (KOHATSU et al., 2007).

O teste do MN oferece vantagens em relacéo aos demais testes de biomonitoramento
incluindo baixo custo, procedimento técnico mais facil, rapidez de analise para triagem
de grande numero de substancias e, além disso, € possivel avaliar as diferentes fases
da farmacocinética das drogas e avaliar danos cromossomicos possuindo
reprodutibilidade satisfatoria, ja que foi adaptado por varios autores ao estudo de
diferentes espécies (FLORES; YAMAGUCHI, 2008).
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Sendo assim, 0 objetivo dessa revisdo é demonstrar a importancia do teste de
microndcleos como ferramenta para avaliagdo da exposicdo ocupacional aos

pesticidas.

2 Pesticidas

Os pesticidas séo classificados como um grupo heterogéneo de produtos quimicos
amplamente utilizados pelo homem, tanto para proteger a producdo agricola de
organismos nocivos e garantir a qualidade das colheitas como para controlar vetores
e pragas importantes na satde publica (LOBO; BOLANOS, 2014). Em todo o mundo
eles tém sido utilizados extensivamente desde 1940 na protecado de plantagdes e em
acOes sanitarias que visam eliminar vetores que transmitem malaria, febre tifoide,
ectoparasitas humanos, etc. Seu uso aumenta a cada ano e o Brasil € um dos maiores
consumidores destes produtos (RAMOS, 2009; SILVA, 2013).

A Organizacao das Nacdes Unidas para a Alimentacado e a Agricultura (FAO) define
0s pesticidas como substancias ou misturas destinadas a prevenir, destruir, ou
controlar qualquer praga, incluindo insetos, roedores e ervas daninhas. Eles
abrangem os inseticidas, herbicidas, fungicidas, desinfectantes e reguladores de
crescimento (SILVA, 2013; LOBO; BOLANOS, 2014).

A sua absorcéo depende das propriedades fisico-quimicas, da dose, duracéo e via de
exposicao 9. Entre os principais fatores causadores da elevacéo da absor¢céo dos
pesticidas estdo inadequada protecdo individual, uso repetido da mesma roupa
contaminada durante dias, técnicas inadequadas de aplicacdo, lavagem de

equipamentos em tanque doméstico (RAMOS, 2009).

A pele, o trato respiratorio e trato gastrointestinal constituem as principais vias de
exposicdo e absorcdo. A inexisténcia de processos enzimaticos capazes de
transformar os anéis aromaticos e remover os atomos de cloro desses agentes faz
com que sua metabolizacdo seja extremamente lenta. Além disto, eles apresentam
propriedades lipofilicas, acumulando-se no tecido adiposo permanecendo estaveis até
que pequenas quantidades sejam excretadas e as concentragdes no sangue sejam
compensadas (COSTA,; TEIXEIRA, 2012).
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Apesar da importancia dos pesticidas na agricultura, eles s&o considerados
compostos genotoxicos capazes de induzir dano direto (danificando diretamente as
bases) e indireto no DNA (através da producéo de radicais livres), danos esses que
podem ser reparados, ou ndo, causando, assim, uma mutacdo no organismo. Um dos
grupos mais afetados de pessoas sao os que trabalham diretamente com a aplicacao
do pesticida, mas, também os consumidores constituem um grupo de risco (COSTA;
TEIXEIRA, 2012; SILVA, 2013).

As intoxicacbes agudas sdo um dos efeitos mais conhecidos dos pesticidas, porém
nem sempre as consequéncias dessa exposicdo estdo relacionadas com lesdes
imediatas e aparentes, outros efeitos na saude humana também estéo relacionados a
essa exposicao, tais como doencas dermatoldgicas, neuroldgicas, reprodutivas, dano
genético e uma elevada incidéncia no aumento do cancer, incluindo o cancer de pele,
prostata, mama, ovario, estdbmago, dentre outros (LOBO; BOLANOS, 2014). No
estudo de Olaya-Contreras et al., (2002) com 153 casos incidentes de cancer de
mama, foi verificada uma associagéo entre o risco de desenvolvimento desse cancer

e 0s niveis seéricos do pesticida dicloro-difenil-tricloroetano (DDT).

O dano genético, em estudos de biomonitoramento, tem sido detectado com maior
frequéncia quando os niveis de exposi¢cao a esses pesticidas sdo altos, uso intenso,
mau uso ou falta de medidas de protecéo e controle. Esses estudos tém sido cada
vez mais aplicados, pois além de identificar o risco potencial de surgimento de
doencas em populacdes expostas, também auxilia na identificacédo de fatores de risco
e medidas adequadas para serem implementadas no controle dessas agressdes a
saude humana (RAMOS, 2009).

3 Teste de Micronucleos

Uma maneira de se estudar os efeitos de xenobi6ticos em uma populacdo exposta é
conduzir estudos de monitoramento, a fim de determinar se essa exposi¢ao pode ou
nao causar um dano a saude, para isso utiliza-se parametros biolégicos pertinentes,
com manifestacdo a curto prazo, tais como ensaios de micronucleos, que podem
identificar danos no DNA e/ou nos cromossomos, resultantes da exposicao
ocupacional (CORREA et al., 2009).
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Muitas podem ser as alteracdes observadas no organismo dos individuos quem tém
contato com estes agentes sabidamente carcinogénicos. Tais alteracbes podem ser
visualizadas nos linfocitos de sangue periférico, identificados como MN ao redor do
nacleo principal da célula (dos SANTOS; NARDIN, 2014).

Os linfocitos sé@o células da familia dos leucdcitos, constituem 25-35% do total das
células brancas e sao divididos em dois subtipos principais, B e T. A principal funcao
destas células é defender o organismo contra invasores, principalmente virais e
células neoplésicas. Por possuirem um tempo de vida relativamente longo, em
comparacdo as outras células do organismo, tal célula é ideal para estudos de
genotoxicidade. Porém, além de linfocitos de sangue periférico outros tipos celulares
podem ser utilizados para o teste do MN tais como células epiteliais da mucosa oral,
mucosa vaginal, entre outros (KOHATSU et al., 2007; dos SANTOS; NARDIN, 2014).

A analise de células epiteliais esta cada vez mais sendo utilizada por se tratar de um
método ndo invasivo que permite coletas sucessivas, além do estudo direto das
células da camada basal que sofreram mutacdo, em média, até 20 dias apos a
exposicao (KOHATSU et al., 2007).

O teste do MN foi descrito pela primeira vez por Schimidt em 1975 e a Unica exigéncia
era a escolha de tipos de células com elevada atividade mitética. Em 1985, o teste foi
aprimorado e foi desenvolvida a técnica de bloqueio de citocinese?, utilizando um
agente guimico chamado citocalasina B, que leva a inibicdo da citocinese, mas nao
impede a divisdo nuclear, levando a um acumulo de células binucleadas a partir de
células que passaram por apenas um ciclo de divisdo nuclear. A analise em células
binucleadas permite uma medida mais precisa da frequéncia de células com MN, pois
seria necessario avaliar o dobro de células mononucleadas para observar 0 mesmo
nivel de danos nas binucleadas. Essa técnica foi validada em todo o mundo em 1999
(FLORES; YAMAGUCHI, 2008; CHEQUER, 2008).

A formagdo do MN é resultado da perda de cromossomos inteiros ou apenas
fragmentos de cromossomos que nao migraram para o nucleo principal apos a diviséo
mitotica, estes fragmentos ndo séo incluidos nos nucleos das células filhas originando

assim a formacao de um micronucleo, sendo este morfologicamente igual ao nucleo

! Processo de divisdo do citoplasma no final da divisdo celular.
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principal (Figura 1), porém de tamanho inferior, assim esse teste detecta mutagénese
cromossOmica, como clastogénese e aneugénese (da ROSA. 2009; ANCINES, 2011,
COSTA; TEIXEIRA, 2012).

Figura 1: Expressao do microndcleo em uma célula em divisdo (CHEQUER, 2008).

O protocolo bésico do teste é o isolamento de linfocitos, a contagem de células, o
blogueio da divisdo celular, fixacdo das células com uma solugcdo de metanol: acido
acético glacial e coloracdo com Giemsa para a observacdo em microscopio.
Especificamente, os MN observados em células de tecidos epiteliais esfoliadas séo
formados nas células da camada basal; a amostra é colhida por muco raspagem e
transferidas para laminas onde serdo fixadas em 80% de etanol, coradas com
corantes especificos e analisadas entre 500 a 4000 células (LOBO; BOLANOS, 2014).

O uso de técnicas de hibridizac&o fluorescente in situ tem permitido encontrar a origem
dos microndcleos, promovendo a determinacdo, com mais eficacia, do efeito

clastogénico e aneugénico desses agentes genotoxicos (FARIA; BRAGA, 2015).

Esse teste é considerado padrdo ouro para avaliagdo citogenética de lesdes que
ocorrem no DNA (FARIA; BRAGA, 2015). O Estudo de Bortoli et al., (2009) demostrou
aumento significativo de células com micronucleos em trabalhadores expostos a
pesticidas nos campos de soja. Bolognesi et al.,, (2002) observaram diferencas
significativas na frequéncia de MN ao nivel de dano genético entre populacdes
expostas a pesticidas e populacdes controle; e o estudo realizado por Garaj-Vrhovac

e Zeljezic (2002) mostrou que, apés um periodo de oito meses sem a exposicao aos
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produtos, a frequéncia de MN e aberra¢cdes cromossdmicas sofreu um decréscimo em

relacdo aos grupos recentemente expostos.

Assim, esses estudos comprovam a eficacia do teste, demonstrando a possibilidade
de danos gendmicos nos trabalhadores expostos e sua aplicabilidade no
monitoramento desses individuos, sendo um indicativo para a mudanca de hébi-tos
para aqueles que ainda ndo apresen-taram sinais evidentes de danos ou de
alteracdes ce-lulares e também permitindo auxiliar na elucidacdo dos mecanismos
carcinogénicos envolvidos (FLORES; YAMAGUCHI, 2008; CORREA et al., 2009;
FARIA; BRAGA, 2015).

4 Consideracdes Finais

A ampla utilizacdo dos pesticidas, o conhecimento minimo dos riscos associados a
sua utilizacdo crbnica, o desrespeito as normas de seguranca e controle, os
problemas sociais encontrados no meio rural constituem as principais causas que
levam ao agravamento dos quadros de doencas e definem o uso desses produtos
como um dos maiores e mais graves problemas de saude publica no meio rural. Diante
disso, o estudo da acdo genotdxica dos pesticidas representa uma contribuicdo para
uma adequada avaliacdo clinica e epidemiologica do potencial risco para a saude
associados a sua exposicao e o teste de MN, se destaca dos demais ensaios de
genotoxicidade por permitir de forma rapida e confidvel a deteccéo de alteragdes no
material genético em populagcBes expostas a esses produtos, podendo ser utilizado
como indicador de mutagenicidade e como instrumento de monitora¢ao, considerando
que a frequéncia de MN retorna aos niveis basais quando o organismo permanece

durante certo periodo sem contato com esses agentes indutores.
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