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Resumo: A intoxicacdo com agrotoxicos por longos periodos e em baixas concentragdes ocasiona
variados efeitos cronicos, entre eles o cancer. A expressao da proteina P53, gene supressor de
tumores, desempenha um papel central no processo de resposta celular, atuando diretamente
no ciclo celular permitindo o reparo do dano no DNA, ou inducao da morte celular. Na P53
selvagem, a degradacdo ocorre logo ap0s a sintese, ja formas mutadas da proteina tém a meia
vida aumentada e se acumulam, acarretando assim em uma maior expressao. O presente
trabalho visa avaliar o nivel de expressdo da P53 em individuos expostos e ndo expostos aos
agrotoxicos. Quinze amostras de sangue periférico coletados de individuos expostos
ocupacionalmente, familiares e individuos nao expostos ocupacionalmente foram utilizadas para
extragdo de RNA pelo método de Trizol. Em seguida, foi realizada uma rea¢do de RT- PCR para
avaliacdo da expressao da P53. Os resultados demonstram uma pequena expressdo em todos os
grupos do estudo indicando pouca correlagdo entre a produgdo de P53 e a exposicdo aos
agrotoxicos. A avaliagdo da expressdo desta proteina €, portanto, um fato a ser melhor
compreendido para se avaliar o seu envolvimento com a carcinogénese apds exposi¢do aos
agrotoxicos.
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Abstract: The poisoning with agro toxic for long periods and in low concentrations causes
varied chronic effects, between them the cancer. The expression of the P53 protein, a
suppressor of tumors gene, plays a central role in the process of cellular replication, acting
directly in the cellular cycle allowing the repair of the damage in the DNA, or induction of the
cellular death. In the wild P53, the degradation occurs after the synthesis while mutated forms
of the protein have the half life increased and they accumulate, thus causing a stronger
expression. The present work aims at evaluate the level of expression of the P53 in
individuals exposed and not exposed to the agro toxic. Fifteen samples of peripheral blood
collected of exposed, familiar individuals and individuals occupationally not exposed had
been used for extraction of RNA through the Trizol method. After that, a reaction of RT- PCR
for evaluation of the expression of the P53 was carried out. The results demonstrate a small
expression in all the groups of the study indicating little correlation between the production of
P53 and the exposition to the agro toxic. The evaluation of the expression of this protein is,
therefore, a fact to be better understood to evaluate its involvement with carcinogenesis after
the exposition to the agro toxic.
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Introduciao

O Brasil ¢ um dos paises lideres no consumo de agrotdxicos, onde se incluem uma
numerosa gama de produtos com variadas composicoes (Pessoa ef al, 2002; Faria et al, 2007).
Atualmente cerca de 600 principios ativos de agrotoxicos € 50 mil formulagdes comerciais se
encontram disponiveis, sendo constantemente utilizadas para o combate a doengas, na agricultura ou
no controle sanitario nas areas urbanas (Teixeira et al, 2003).

A utilizagao desses produtos de forma ampla, a falta do conhecimento dos riscos associados
a sua utilizagdo, o conseqiiente desrespeito as normas basicas de seguranga, a livre e facil aquisicao
comercial, e a grande pressdo do sistema executada pelas empresas distribuidoras e produtoras,
constituem importantes causas que favorecem o agravamento dos quadros de contaminagdo humana
e ambiental causada pelos agrotoxicos (Silva et al, 2002).

Segundo Faria et al (2007), a Organizacao Internacional do Trabalho/ Organizagao Mundial
da Saude (OIT/OMS) estima que, nos paises em desenvolvimento os trabalhadores expostos aos
agrotoxicos tem sofrido anualmente cerca de 70 mil intoxicagdes agudas e cronicas que evoluem
para obito, e aproximadamente 7 milhdes de doengas cronicas e agudas ndo-fatais.

Os chamados efeitos cronicos, relacionados com exposi¢oes por longos periodos € em
baixas concentracoes, tém seu reconhecimento clinico bem mais dificultoso, fato agravado pela
exposi¢do a multiplos contaminantes. Portanto ha, neste caso, maior dificuldade para o
reconhecimento de uma associagdo causa/efeito. Dos inimeros efeitos cronicos que atuam sobre a
saude humana sao mais evidentes e descritas as alteragdes imunoldgicas e genéticas, malformagoes
congénitas, cancer, efeitos deletérios sobre o sistema nervoso, hematopoético, respiratorio,
cardiovascular, geniturindrio, trato gastrintestinal, hepatico, enddcrino, reprodutivo, olhos e pele,
além de reacdes alérgicas a estas drogas, alteragdes comportamentais entre outros (Silva et al,
2005).

Os agrotoxicos tém potencial para induzir o cancer por mecanismos variados através da
genotoxicidade e da promocao de tumores (Ribeiro ef a/, 2003; Bedor, 2008). Pinho (2000) destaca
o recente crescimento e desenvolvimento da biologia molecular como um importante instrumento
no estudo do cancer. Nesse processo as andlises moleculares envolvendo alteragdes genéticas t€ém
sido constantemente estudadas para detectar a carcinogénese (Pohl ez al, 2002).

Entre os variados marcadores da carcinogénese, a expressao da proteina P53 demonstra uma
correlacdo direta com esse processo (Itzkowitz, 2003). A proteina 53 (P53) ¢ codificada no gene
TP53 localizado no cromossomo 17, cuja, sua principal fungao ¢ preservar a integridade do codigo
genético, mantendo a seqiiéncia igual de nucleotideos no DNA em todas as células do corpo

(Martinez et al, 2004; Pinho, 2000). Sendo assim o gene TP53, ¢ considerado como o “guardido do
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genoma”, dentre todos aqueles reconhecidamente envolvidos nos processos de carcinogénese, ¢ o
de maior importancia (Conte e Salles, 2002).

A P53 atua na célula, impedindo a proliferacao celular apés um dano no DNA e
ativando a apoptose, no caso de um dano irreparavel (Osin e Lakhani, 1999; Borresen, 2003).

Na célula, a P53 selvagem se encontra em baixa concentragdo por atuar com uma
meia-vida curta, de aproximadamente 20 minutos (Reihsaus et al, 1990). E embora a P53
selvagem seja expressa em niveis baixos nas células normais, a P53 mutada apresenta alta
expressao € uma meia vida mais longa, que a torna cumulativa (Reich ez al, 1983).

Conhecer os mecanismos de agdo e o potencial da expressdo da P53 representa um desafio
importante para se compreender os aspectos da biologia molecular relacionados ao cancer (Conte e
Salles, 2002). Desta forma, este trabalho propos-se avaliar a expressao génica da P53 em individuos
expostos ocupacionalmente aos agrotoxicos, familiares dos expostos com residéncia na area rural, e

individuos sem exposicao direta aos agrotoxicos.

Material e Métodos

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica Humana em pesquisa da Faculdade Assis
Gurgacz — Cascavel/PR, estando de acordo com a Resolugdo 196/96 — CNS. Foram
selecionados 5 individuos ocupacionalmente expostos aos agrotoxicos, 5 familiares dos
individuos ocupacionalmente expostos aos agrotoxicos, sendo apenas um familiar para cada
um dos expostos ocupacionais ¢ 5 individuos ndo expostos diretamente, sem distingdo de
sexo, da populagdo da regido Oeste do Parand — PR. A amostragem foi executada avaliando-
se os numeros de residéncias ou propriedades rurais de nimero impar, para a abordagem dos
voluntérios. As propriedades rurais selecionadas tinham acesso facilitado.

ApoOs o contato com os sujeitos, o projeto de pesquisa foi devidamente apresentado,
explicando os objetivos do mesmo, os procedimentos e os critérios de inclusao na pesquisa.

Pela metodologia de Vacuteiner, foi realizada uma coleta de 8 mL de sangue
periférico, dos participantes do projeto através de pun¢do venosa. O material foi guardado em
refrigeragdo (4-8°C) durante 24 horas até o seu processamento.

O RNA dos leucdcitos foi extraido a partir da adigdo do reagente Trizol LS
(Invitrogen, EUA), segundo as especificacdes do fabricante. Apds a extracdo do RNA, este
foi ressuspendido em &gua ultra-pura (Milli-Q) tratada com dietilpirocarbonato (DEPC) e
quantificado por espectrofotometria em 260nm. A concentracdo de RNA foi ajustada para 10

ng/puL, sendo o RNA armazenado a -20 °C.
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A avaliagdo da expressdo génica da P53 foi realizada por reacdo de transcriptase
reversa, associada a reagdo em cadeia da polimerase (RT-PCR).

A transcricdo reversa foi realizada a partir de: 6ul. de RNA com 2,5uL de
oligonucleotideos (primer) do primeiro PCR (p53B) para 7P53, dANTP 10uL, MgCl, 25uL,
H,O DEPC (dietilpirocarbonato) 2,5ul, MULV Reverse Transcriptase (Invitrogen Life
Technologies, EUA) 2,0uL, Ribonuclease Inhibidor (Invitrogen Life Technologies, EUA)
2,0ul. A reacao foi efetuada em tampao especifico Buffer 10X (50mM Tris-HCI pH 8.3,
75mM KCI) 2,0uL e submetida ao termociclador (Eppenforf ThermalCycler, EUA), a 42°C
por 60min.

Os oligonucleotideos utilizados para amplificagdo do gene TP53 por PCR foram
sintetizados de acordo com a sequéncia depositada no GenBank sobre acesso do niimero
NM 001126117.1  (pS3A 5° GCGCACAGAGGAAGAGAATC 3°, p5S3B 5’
CGGTGAAGTGGGCCCCTACCTA 3).

As condicdes da reagdao de amplificagao foram: Buffer PCR 10X 2,5uL, MgCl, 50mM
0,75uL , ANTP 10mM 2,0uL, p53A 2,5uM 1,5uL, p53B 2,5uM 1,5uLl, Taq polimerase (1:10)
2,5ulL, 2,0uL DNAc e 12,75uL de H,O PCR.

No termociclador, os ciclos consistiram em uma temperatura inicial de desnaturacao a
94°C durante 5 minutos, seguido de 35 ciclos de trinta segundos a 94°C, quarenta e cinco
segundos a 55° para o anelamento e trinta segundos a 72°C. Em seguida, um ciclo de 10
minutos a 72°C foi realizado para extensao das fitas.

O produto da amplificagcdo foi analisado por eletroforese em gel de poliacrilamida a
10% e visualizado por coloragdo de nitrato de prata. Todas as reagdes foram realizadas com

um controle negativo.

Resultados e Discussiao

Dos 15 individuos, sendo cinco de cada um dos grupos, resultou no total quinze
amostras finais para andlises de expressao P53.

Foi observada uma pequena expressdo da P53 nos 3 grupos de estudo. A amplificacio
in vitro do gene TP53 foi eficiente, pois ocorreu amplificacdo de fragmentos de 798 pares de
bases especificos e de tamanho correspondente ao esperado na reacao.

A expressdo da P53 nos individuos analisados pode ser observada na banda dos 798

pares de bases, ap0s eletroforese em gel de acrilamida a 10%, conforme demonstra a Figura 1.
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Figura 1 - Eletroforese em Gel de Acrilamida 10% corado com nitrato de prata, dos produtos
do RT-PCR para p53. O fragmento de 798pb, corresponde ao RNAm do p53. M: marcador de
peso molecular (100pb).

Os resultados demonstram que houve uma pequena expressao em todos os grupos de
individuos analisados, demonstrando uma possivel participacdo da P53 em atividades normais
das células.

Atualmente sabe-se que alimentos provenientes de atividades agricolas podem
apresentar potencial contaminador mesmo para aqueles que nunca tiveram contato com
agrotoxicos de forma ocupacional. Portanto, individuos ndo expostos de forma ocupacional
estdo constantemente relacionados a exposi¢do por fatores secundarios, o que pode explicar
maior expressao no grupo dos nao expostos (Grisolia, 2005).

A exposi¢cdo aos agrotoxicos através de seus efeitos quimicos certamente atua como
agente carcinogénico. A P53 expressa nas amostras dos individuos expostos demonstra
concordancia com a literatura sobre o potencial carcinogénico gerado pelos agrotoxicos
(Grisolia, 2005).

Segundo Reihsaus e colaboradores o gene TP53 tem um papel critico na
carcinogénese, entretanto o papel preciso de sua expressdo alterada em diferentes etapas ainda
¢ incerto.

A P53 atua no processo de divisdo celular e efetua a verificagdo do DNA, assim se ocorrer
alguma mutagao na célula devido a um erro de replicacao, a P53 através de uma cascata de reagdes

vai impedir que essa c€lula entre em mitose. No entanto, dois caminhos podem ser seguidos: a
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corre¢do da mutagdo através da ativagdo de proteinas de reparo ou a inducdo da morte celular
através de apoptose (Pinho, 2000).

Stoppelli ¢ Magalhdes (2005), destacam ser dificil estabelecer uma relagdo entre o
surgimento de cancer nos trabalhadores que executam atividades com agrotoxicos com o tempo de
exposicao e os tipos de produtos utilizados.

Algumas pesquisas ja descritas como a de Koifman et al (2002) demonstraram a ocorréncia
de cancer de testiculo em municipios com niveis altos de produgao agricola nos Estados de Sao
Paulo e do Rio Grande do Sul. Outro trabalho em 1998, desenvolveu um estudo epidemioldgico em
Bogota, Colombia, com um total de 306 mulheres, avaliando a associa¢@o entre o risco de neoplasia
e os niveis do agrotéxico DDE — diclorodifenildicloroeteno — no soro sangiiineo. De fato essa
associacao sugeriu um aumento do risco relativo de 1,95 através da exposicao ao DDE (Contreas et
al, 1998; Stoppelli e Magalhaes, 2005) . Portanto, evidencia-se cada vez mais uma relagao direta
entre o cancer e a exposi¢ao aos agrotoxicos (Stoppelli e Magalhaes, 2005)

Para a maioria das substancias quimicas, evidéncias -cientificas relacionadas aos
mecanismos carcinogénicos ainda requerem maiores estudos para a elucidacdo do efeito dos
agrotoxicos sobre as células (Bedor, 2008).

A P53 representa um grande marcador genético da carcinogénese e o significado de sua
expressdo em células de individuos expostos aos agrotoxicos representa um desafio a ser transposto

(Castro, 2007).

Conclusoes
Os resultados do presente estudo demonstraram uma expressdo génica de pS3
semelhante em todos os grupos avaliados, indicando uma possivel participagdo deste gene no
desenvolvimento de atividades normais da célula, como na corre¢ao de erros no DNA, seja
por supressao da célula mutada ou indugao de apoptose.
Estes resultados sugerem que outros fatores podem estar envolvidos na regulagdo da
p53 e que novos estudos sdo necessarios para se compreender a relacdo entre a exposicao

humana aos agrotdxicos e o desenvolvimento do cancer.
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