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RESUMO

Os agrotoxicos constituem uma categoria heterogénea de produtos quimicos destinados
especificamente para o controle e mitigagcado de pragas. Com o constante aumento do
usSoO no pais, o risco a saude humana e ao meio ambiente tem aumentado de forma
proporcional, ocorrendo devido a exposi¢ao ocupacional e ambiental a estes compostos.
O uso desses produtos quimicos esta associado a varios efeitos toxicos relacionados a
toxicidade aguda e cronica, como infertilidade, disturbios hormonais, alteragdes
psiquiatricas e cancer. O presente trabalho teve como objetivo avaliar a genotoxicidade,
utilizando os ensaios Cometa e Citoma, associada ao estudo do perfil metabdlico dos
individuos expostos ocupacionalmente aos agrotoxicos, aplicando a ferramenta da
metabolémica, para identificagdo de potenciais novos biomarcadores. Para isso, 0s
testes de genotoxicidade foram realizados em individuos do sexo masculino expostos
ocupacionalmente e do sexo feminino, expostas ambientalmente aos agrotdxicos. Os
resultados do ensaio cometa mostraram um nivel de dano ao DNA de 15,93 £ 3,50 para
o grupo masculino e de 13,02 £ 1,79 para o grupo feminino. A comparacao foi realizada
pelo teste de Mann-Whitney, o qual demonstrou maior dano genotéxico em voluntarios
do sexo masculino em relagdo ao feminino (p=0,0068). Com relacdo as alteracdes
celulares, os resultados foram avaliados estatisticamente e ndo houve diferenca
significativa em relagdo as células binucleadas (p=0,057) e as células com cariorrexe
(p=0,159), mas foi possivel perceber um aumento significativo com relagéo a quantidade
de células carioliticas (p=0,004), micronucleos (p=0,004) e células picnéticas (p=0,0003)
nos individuos expostos ocupacionalmente aos agrotoxicos. A metabolémica foi
realizada em plasma e urina dos mesmos individuos expostos ocupacionalmente e
individuos do grupo controle, utilizando as técnicas de cromatografia liquida e
cromatografia gasosa acopladas a espectrometria de massas (UPLC-MS e GC-MS). A
anadlise multivariada do metaboloma foi realizada pelos métodos Analise de
Componentes Principais (PCA), Analise Discriminante por Minimos Quadrados Parciais
(PLS-DA) ou Analise Ortogonal Discriminante por Minimos Quadrados Parciais (OPLS-
DA), que demonstraram uma boa separagado das amostras dos grupos estudados. A
partir dos resultados obtidos por UPLC-MS, foi possivel a identificagdo de 21 metabdlitos
discriminadores em plasma e 17 em urina. Com a analise da curva ROC, foram revelados
0s compostos com maior potencial para biomarcadores. A analise abrangente das vias
metabdlicas influenciadas pela exposicdo aos agrotdxicos revelou alteracoes,
principalmente, no metabolismo de aminoacidos e de varias classes de lipidios. Foi
possivel inferir que a exposigcao a esses produtos quimicos produz toxicidade por meio
de multiplos mecanismos, principalmente, estresse oxidativo, reagdes inflamatdrias,
alteracbes de membranas e disfungdo mitocondrial. Os resultados encontrados pela
analise por GC-MS nao foram capazes de discriminar metabdlitos com potencial para
possiveis biomarcadores. Este estudo indicou que a abordagem integrada, com a
utilizagcao da metabolémica e avaliagao dos biomarcadores de genotoxicidade, forneceu
informacgdes importantes sobre respostas bioldégicas complexas.

Palavras-chave: agrotéxicos; metaboldmica  untargeted; LC-MS; GC-MS;
genotoxicidade.



ABSTRACT

Pesticides constitute a heterogeneous category of chemical products intended
specifically for the control and mitigation of pests. With the constant increase in use in the
country, the risk to human health and the environment has increased proportionally,
occurring due to occupational and environmental exposure to these compounds. The use
of these chemicals is associated with several toxic effects related to acute and chronic
toxicity, such as infertility, hormonal disorders, psychiatric disorders and cancer. The
present work aimed to evaluate genotoxicity using the Comet and Cytoma assays,
associated with the study of the metabolic profile of individuals occupationally exposed to
pesticides, applying the metabolomics tool to identify potential new biomarkers. For this,
genotoxicity tests were carried out on male individuals occupationally exposed and
female individuals environmentally exposed to pesticides. The comet assay results were
carried out in males exposed occupationally and females, exposed environmentally to
pesticides. The comet assay results showed a DNA damage level of 15.93 + 3.50 for the
male group and 13.02 £ 1.79 for the female group. Comparison was performed using the
Mann-Whitney test, which showed greater genotoxic damage in male volunteers
compared to female volunteers (p=0.0068). With regard to cell alterations, the results
were statistically evaluated and there was no significant difference in relation to
binucleated cells (p=0.057) and cells with karyorrhexis (p=0.159), but it was possible to
perceive a significant increase in relation to the number of cells karyolytic (p=0.004),
micronuclei (p=0.004) and pyknotic cells (p=0.0003) in individuals occupationally
exposed to pesticides. Metabolomics was carried out in plasma and urine of the same
occupationally exposed individuals and individuals in the control group, using liquid
chromatography and gas chromatography techniques coupled with mass spectrometry
(UPLC-MS and GC-MS). Multivariate analysis of the metabolome was performed using
Principal Components Analysis (PCA), Partial Least Squares Discriminant Analysis (PLS-
DA) or Partial Least Squares Discriminant Orthogonal Analysis (OPLS-DA), which
demonstrated good separation of samples from studied groups. From the results obtained
by UPLC-MS, it was possible to identify 21 discriminating metabolites in plasma and 17
in urine. With the analysis of the ROC curve, the compounds with the greatest potential
for biomarkers were revealed. Comprehensive analysis of the metabolic pathways
influenced by exposure to pesticides revealed changes, mainly, in the metabolism of
amino acids and several classes of lipids. It was possible to infer that exposure to these
chemicals produces toxicity through multiple mechanisms, such as oxidative stress,
inflammatory reactions, membrane changes and mitochondrial dysfunction. The results
found by the GC-MS analysis were not able to discriminate metabolites with potential for
possible biomarkers. This study indicated that the integrated approach, with the use of
metabolomics and evaluation of genotoxicity biomarkers, provided important information
on complex biological responses.

Keywords: pesticides; untargeted metabolomics; genotoxicity; LC-MS; GC-MS.
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INTRODUGAO

Os agrotéxicos constituem uma categoria heterogénea de produtos quimicos
projetados especificamente para o controle e mitigagcao de pragas. O termo “agrotdxico”
passou a ser utilizado, no Brasil, a partir da Lei Federal n°® 7.802, de 1989, para
denominar os produtos quimicos utilizados na agricultura. Esse termo evidencia nao
apenas a finalidade de seu uso, mas também o seu carater toéxico para o meio ambiente
e a saude humana e, por esse motivo, utilizaremos essa denominagao neste trabalho,
tendo em vista que o mesmo se tornou mais amplo e conhecido por ter sido aceito no
ambito da saude publica (BRASIL, 1989; BERTOTT, 2020).

A exposigao humana aos agrotéxicos ocorre diretamente pelo contato com estas
substancias ou, indiretamente, por meio da contaminacdo da agua ou solo de areas
proximas a plantagdes agricolas, que acaba por desequilibrar os ecossistemas locais,
trazendo uma série de prejuizos a populagéo. Portanto, além da exposi¢céo ocupacional,
a contaminagédo alimentar e ambiental coloca em risco de intoxicagdo outros grupos
populacionais com diferentes niveis: os aplicadores, os membros da comunidade, onde
0s mesmos estdo sendo utilizados e/ou armazenados, os consumidores de alimentos
contaminados com residuos e os individuos que utilizam agua contaminada
(BOLOGNESI, C. 2003; PERES, et al., 2005; SILVA, et al., 2005; PORTO, et al., 2021).

Varios riscos para a saude e o0 meio ambiente estdo associados aos agrotéxicos,
podendo levar a efeitos toxicos agudos ou cronicos, cujos efeitos incluem infertilidade,
disturbios hormonais, alteragdes psiquiatricas e cancer. A toxicidade depende de muitos
fatores, como a via de absorcdo, tempo e forma de exposicdo, as caracteristicas
individuais dos produtos, a suscetibilidade de cada individuo exposto, fatores ambientais,
entre outros (JOBIM, et al., 2010; SILVA, 2011; CARNEIRO, 2015; AHMAD, 2017; SUR,
SATHIAVELU, 2022).

Por todos esses motivos, os agrotéxicos tém sido objeto de varios estudos, tanto
pelos maleficios que provocam a saude humana, como pelos danos ao meio ambiente e
pelo aparecimento de resisténcia em organismos (THEODORIDIS, et al., 2011; AHMAD,
2017).

Como as exposigcdes a esses produtos quimicos podem trazer varios danos ao

organismo, caracterizar a resposta metabdlica aos agrotdxicos e como eles influenciam
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a saude humana € importante. Por isso, a metaboldémica € uma abordagem analitica
poderosa que pode tracar o perfil de substancias enddégenas e exdgenas em espécimes
biolégicos (Ql YAN, et al., 2021).

A metabolbmica faz parte das ciéncias “6micas”, as quais consistem em uma
abordagem que busca a caracterizagdo e a quantificagdo coletiva de conjuntos de
moléculas bioldgicas. Tal ferramenta permite a medicdo direta dos metabdlitos
relacionados a processos biolégicos em condigées normais ou adversas e confere
informacdes sobre a interagdo do organismo com o ambiente. A metabolémica permite
identificar padrées metabdlicos caracteristicos de grupos de individuos que
compartiihem as mesmas caracteristicas e/ou doencas. Na area da Toxicologia
Ocupacional e Ambiental, a metabolémica é especialmente usada na identificacdo de
novos biomarcadores de contaminantes quimicos, além de apresentar um grande
potencial para esclarecimento dos mecanismos de toxicidade destes agentes,
investigacdo do metabolismo e outras possiveis interagcdes bioldgicas (MUNOZ, B.,
ALBORES, A., 2010; VLAANDEREN et al, 2010; DUDKA, et al., 2014).

Para estudar o metaboloma é necesséario a utilizacdo de metodologias e
equipamentos especificos, de acordo com as caracteristicas de cada classe. Com o
desenvolvimento da espectrometria de massas (MS), tornou-se possivel medir
rapidamente milhares de metabdlitos simultaneamente utilizando quantidades minimas
de amostra. Essa é a técnica de analise mais usada na metabolémica, uma vez que
proporciona analises rapidas, com alta sensibilidade e seletividade e tem impulsionado
a analise de vias metabdlicas de diferentes organismos (ABDELNUR, 2011; CANUTO,
et al., 2018).

Geralmente, em metabolémica, a espectrometria de massas é precedida por uma
etapa de separagao que reduz a alta complexidade da amostra bioldgica e permite a
analise de diferentes conjuntos de moléculas em diferentes tempos (THEODORIDIS, et
al., 2011).

As aplicagdes da metaboldmica tém se expandido amplamente nos ultimos anos,
inclusive nas areas de analises toxicolégicas, com o estudo do desenvolvimento de

biomarcadores e avaliacdo de risco de exposicdo toxica, respostas metabdlicas a
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estressores ambientais e monitoramento de doencas (ABDELNUR, 2011; BUJAK et al.,
2014).

A fim de elucidar o impacto a saude pela exposigao as substancias quimicas, o
uso de biomarcadores de genotoxicidade € aplicado em estudos de exposi¢ado ambiental.
A partir da compreensio da relacdo entre a exposicado ambiental ou ocupacional e os
estudos de genotoxicidade € possivel consolidar medidas de prevencao e controle de
qualidade para o meio ambiente e seres humanos (YUASA, 2010). Alteragdes como as
aberragdes cromossdmicas, as trocas entre cromatides irmas e os micronucleos (MNs),
tém sido consideradas ao longo de varios anos como biomarcadores de substancias
genotodxicas associados a efeitos precoces de carcindgenos (VALVERDE, ROJAS, 2009;
CALDERON-SEGURA et al., 2012; CIMINO, et al., 2014).

Efeitos genotdxicos associados a exposicdo as substéncias quimicas, como
produgao de metabdlitos tdxicos ativos, adutos de DNA, alteragdo no material genético,
geracao de espécies reativas, aberracbes cromossdmicas entre outros efeitos, podem
ser avaliados efetivamente utilizando os ensaios de micronucleo e cometa (VALVERDE,
ROJAS, 2009; CIMINO, et al., 2014).

O ensaio de micronucleo (MN) € um método de extrema relevancia para a
Toxicologia Genética e Ambiental, tendo em vista que detecta alteragdes
cromossOmicas, podendo ser considerados como marcadores precoces para a
carcinogénese (BONASSI et al., 2011, WULTSCH et al., 2011). Ja o Ensaio Cometa,
além de ser um teste de genotoxicidade, € uma ferramenta importante para a
investigacao de lesbes ao DNA que sdo passiveis de corre¢cao. Esse ensaio € cada vez
mais utilizado no biomonitoramento humano, devido a sua sensibilidade para a detecg¢ao
de niveis baixos de danos ao DNA, a sua aplicabilidade aos diversos tecidos e células,
além de ser um método simples, rapido e sensivel (GONTIJO; TICE, 2003; COLLINS et
al.,2008).

Esse estudo foi gerado a partir da hipétese de que ha a possibilidade de
identificacdo de metabdlitos que possam predizer o dano ao organismo do individuo
antes do surgimento dos sintomas, por meio da avaliagdo da metabolémica e dos
biomarcadores de genotoxicidade, nos grupos exposto e controle, para verificagédo de

possiveis diferencas entre eles.



CAPITULO I
ASPECTOS GERAIS DOS AGROTOXICOS

18



19

2.1 Historico

De acordo com a lei n® 7802, de 11 de julho de 1989, regulamentada pelo Decreto
N°. 4.074/2002, “os agrotoxicos sdo agentes de processos fisicos, quimicos ou biolégicos
destinados a produgédo, armazenamento e beneficiamento de produtos agricolas,
pastagens, florestas, outros ecossistemas e ambientes urbanos, com a finalidade de
alterar a composicao da flora ou da fauna, preservando-as da agao danosa de seres
vivos nocivos, por meio de desfolhantes, dessecantes e inibidores de crescimento”
(BRASIL, 1989).

O uso dessas substancias quimicas na agricultura tem aumentado de forma
significativa ao longo dos anos, devido ao crescimento populacional e ao aumento da
demanda energética, que estimularam os processos de producéo agricola. A aplicagao
desses produtos ainda € o meio mais eficaz para a protegédo de plantas contra pragas e
tem contribuido para o aumento da produtividade e do rendimento das colheitas. Dos
trés bilhdes de quilos de agrotéxicos produzidos anualmente, a maioria é utilizada na
agricultura. Embora a atuacao deles seja direcionada a certos organismos sem afetar
outros, sua seletividade ¢é dificil de ser estabelecida, o que os torna um perigo potencial
para 0 meio ambiente e organismos nao-alvo, como os seres humanos, devido a
contaminagao do ar, agua, alimentos e uso doméstico (BOLOGNESI, C. 2003; SILVA et
al., 2005; VASCONCELOS, 2018; MIGLANI, BISHT, 2019; SARABIA, et al., 2021;
GANGOLA, et al., 2022).

Durante os anos 1800, varios herbicidas para controle de plantas daninhas foram
desenvolvidos a partir de compostos inorganicos, mas o primeiro agrotoxico de largo uso
no campo, sendo utilizado mundialmente, foi descoberto em 1885, apds parreiras
francesas serem acometidas por uma doenca conhecida pelo nome popular de mildio,
do inglés mildew, causada pelo fungo Plasmopara viticola. Essa doenga provocou
queima e queda das folhas e destruicdo dos frutos da videira, chegando a niveis
epidémicos catastréficos. Foi observado que a atividade fungicida do sulfato de cobre,
apos ser neutralizado por cal hidratada, poderia ser pulverizado nos jovens parreirais no
campo, inibindo o desenvolvimento da doenga (SILVA, 2012).

Em 1939, foram descobertas as propriedades inseticidas do DDT (dicloro—difenil—

tricloroetano), o que originaria um novo grupo de inseticidas denominado
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organoclorados. Esse novo inseticida possuia duas grandes caracteristicas: alto poder
inseticida e, sobretudo, alto poder residual, permanecendo no substrato tratado por
décadas. Acreditava—se que, se usado corretamente, ndo causaria nenhum mal em
humanos nem aos animais domésticos, pois ndo induzia nenhum sintoma que pudesse
ser notado. Esse inseticida foi utilizado largamente na agricultura, nas residéncias e na
saude publica. Doengas do homem transmitidas por insetos, a exemplo da malaria, tifo e
peste—negra, foram erradicadas em muitas localidades no mundo pelo uso do DDT. O
efeito era imediato e voltava—se a confirmar a crenga de que o DDT n&o trazia nenhum
problema para a saude do homem e dos animais domeésticos, pois ndo havia nenhum
tipo de intoxicacado aguda (SILVA, 2012; GANGOLA, et al., 2022).

Durante os anos 1960 e 1970, tiveram inicio os debates sobre a utilizagcdo desses
produtos quimicos, que atraiu a atengao do publico em geral, particularmente em paises
desenvolvidos. Muitos problemas ambientais emergiram do uso persistente de
inseticidas e herbicidas, além dos problemas relacionados a saude humana.
Demonstrou-se a real possibilidade de correlagdo entre residuos de agrotoxicos em
alimentos e muitas doengas crénicas da populagao, inclusive o cancer (SOLOMON, et
al., 2010; SILVA, 2012; SUR, SATHIAVELU, 2022).

Na década de 1970, o uso foi intensificado devido a politica brasileira de estimulo
ao crédito agricola, financiando agricultores e condicionando o empréstimo ao uso de
insumos, entre eles, os agrotéxicos. Ainda nesta década, comegaram a surgir varios
relatos de contaminacdo ambiental e problemas de saude associados ao uso excessivo
e desordenado desses xenobidticos, principalmente intoxicagdes de trabalhadores rurais,
contaminagdes de solos e aguas, além da constatagcéo de residuo quimico em alimentos
cultivados com estes compostos (SOLOMON, et al., 2010; SILVA, 2012; FRIEDRICH, et
al., 2021).

Nos anos 80, varias discussdes politicas foram feitas no Brasil. Foram elaborados
novos instrumentos legais, entre os quais a nova Constituicdo Brasileira e a Lei 7.802,
decretada em 11 de junho de 1989, que regulamenta o uso de agrotoxico no Brasil. A
partir desta lei, a comercializagdo desses produtos passou a depender da obtencao de
um registro, sendo avaliados os aspectos de impactos ao meio ambiente, a saude
humana e a eficacia agronémica do produto (BRASIL, 1989, SOLOMON, et al., 2010;
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SILVA, 2012).

Em 2008, o Brasil ocupou a primeira posicdo no ranking mundial de paises
consumidores de agrotéxicos e vivencia, desde entdo, o aumento de sua utilizagdo nos
meios urbano e rural. Essa situacio coloca em risco boa parte da populagao, que pode
ser exposta a partir das atividades laborais ou da contaminagdo do meio ambiente, da
agua e dos alimentos (SILVA, 2012; BRASIL, 2017; SUR, SATHIAVELU, 2022).

Uma forma de incentivo ao uso consiste na criagdo de politicas de crédito, onde
os agricultores devem apresentar um plano de aquisicao e uso desses agentes, mesmo
sem identificar a real necessidade. A isencido de impostos para esses produtos também
tem sido um importante fator que explica a rapida e intensa conversao tecnolégica para
uma agricultura quimico-dependente. Paralelamente, os recursos para controle,
fiscalizagdo e monitoramento do uso e os efeitos na saude dos agrotdxicos estdo muito
aquém do necessario (FRIEDRICH, et al., 2021).

Desde 2019, foram aprovados no Brasil mais de 400 novos tipos de agrotoxicos,
valor muito superior a tendéncia de crescimento dos outros anos e uma das principais
justificativas para esse aumento na aprovagao de xenobidticos foi a diminuicdo da
burocracia envolvida no licenciamento de novos produtos comerciais, trazendo
preocupagao no campo da saude publica (VASCONCELOS, 2018; BRAGA et al., 2020;
PORTO, et al., 2021).

A ampla utilizagao de agrotoxicos, o desconhecimento dos riscos associados a sua
manipulagdo, o consequente desrespeito as normas de seguranga, a livre
comercializagdo, a grande pressao comercial por parte das empresas distribuidoras e
produtoras e os problemas sociais encontrados no meio rural constituem importantes
causas que levam ao agravamento dos quadros de contaminagdo humana e ambiental
observados no Brasil. A elevada demanda de pulverizagdes e 0 uso intenso e repetido
dessas substancias quimicas causam danos a populagdo exposta e exigem cuidados
com a seguranga no trabalho por meio da utilizagdo de Equipamentos de Protecdo
Individual (EPI). A ndo utilizacdo do EPI acentua os riscos decorrentes da exposicao,
que podem levar a intoxicagdes cronicas e agudas, provocando vitimas entre os
trabalhadores e também suas familias (SILVA, 2011; VASCONCELOS, 2018).
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2.2 Classificagao dos agrotoxicos

Os agrotoxicos englobam uma vasta gama de substancias quimicas que podem
ser classificadas de diferentes maneiras e uma das formas mais comuns é quanto ao
modo de agao e organismo-alvo, sendo divididos em diversas classes como inseticidas,
herbicidas, fungicidas, raticidas, moluscicidas, nematicidas e outros. Dentro desta
classificagdo, as trés principais categorias mais utilizadas na agricultura s&o os
inseticidas; fungicidas e herbicidas. E importante destacar que, dentro de cada classe de
modo de agdo, os xenobidticos também podem ser subdivididos, de acordo com sua
estrutura quimica, em compostos organoclorados, organofosforados, piretroides,
benzimidazois, fenoxiacidos, dinitroanilinas, triazois, fendis, entre outros (MIGLANI,
BISHT, 2019; SUR, SATHIAVELU, 2022).

2.2.1 Inseticidas

Os inseticidas sao produtos quimicos utilizados para o controle e/ou morte de
insetos e sao usados na agricultura, horticultura, silvicultura, jardins e residéncias. Esse
grupo é classificado de acordo com sua composi¢ao quimica, sendo alguns exemplos,
os inseticidas organofosforados, organoclorados e os carbamatos (KALYABINA, et al.,
2021; GANIE, et al., 2022).

Os compostos organofosforados atuam a partir da inibicdo de enzimas esterases,
principalmente, a acetilcolinesterase, onde essa interagdo pode ocorrer de forma
irreversivel. A acetilcolina se comunica com os receptores de acetilcolina, apresentando
um papel importante na regulagao da frequéncia cardiaca, contragado dos musculos lisos,
atividade secretoria por glandulas e outras fungdes do sistema nervoso central. Em uma
situacado de homeostase, a acetilcolina € degradada pela acetilcolinesterase em acetato
e colina. Quando essa atividade ¢€ inibida, gera-se um efeito colinérgico excessivo, uma
vez que nao ha a finalizacdo da transmissido dos impulsos nervosos, pelo acumulo de
acetilcolina nas fendas sinapticas. Dessa forma, é desenvolvida uma hiper estimulacao
dos receptores colinérgicos no sistema nervoso central, jungbes neuromusculares,

terminais pos-ganglionares na musculatura lisa, cardiaca, glandulas e no sistema
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nervoso autdbnomo, podendo inclusive ser fatal (SILVA, 2016; MALAKOOTIAN, et al.,
2020; SILVA, GARRIDO, 2021).

Estudos revelaram possiveis relagées entre a exposicdo a organofosforados e
sérios efeitos a saude, incluindo doengas cardiovasculares, insuficiéncia respiratéria,
deméncia, aumento do risco de linfoma n&o-Hodgkin, além de neurotoxicidade,
conhecida como polineuropatia retardada induzida, a qual apresenta sintomas como
formigamento das maos e pés, perda sensorial, fraqueza muscular seguida por flacidez
dos musculos esqueléticos distais e ataxia (NICOLOPOULOU-STAMATI, et al., 2016;
MALAKOOQOTIAN, et al., 2020; SILVA., GARRIDO, 2021).

Com relagao aos inseticidas organoclorados, eles apresentam carater altamente
toéxico para o ambiente e para os individuos. Atualmente, sdo listados como poluentes
organicos persistentes e estdo proibidos na maioria dos paises, pois eles se acumulam
nos tecidos gordurosos de mamiferos, aves e peixes, podendo contaminar a populagao
pela alimentagdo. Eles apresentam potencial cancerigeno e podem permanecer na
natureza por mais de cem anos (HASSAAN, NEMR, 2020; KALYABINA, et al., 2021;
SILVA, GARRIDO, 2021)

A classe geral de organoclorados tem sido associada a disturbios enddcrinos,
efeitos no desenvolvimento embrionario, alteragdes hematoldgicas e hepaticas e
carcinogénese. Outras alteracdes podem ser manifestadas, havendo variagdao conforme
a via de intoxicacdo, como vOmitos e diarreia por via oral; tosse, bradipneia e
broncopneumonia por inalagdo e desenvolvimento de dermatites em casos de contato
com a pele (FILHO, et al., 2017; HASSAAN, NEMR, 2020; KALYABINA, et al., 2021;
SILVA, GARRIDO, 2021).

Os inseticidas carbamatos sdo considerados os inseticidas menos perigosos,
sendo comumente utilizados devido a sua baixa bioacumulagcdo, toxicidade
relativamente pequena para mamiferos e eficacia no controle de uma grande variedade
de pragas. Desempenham um papel importante na agricultura devido a sua natureza de
amplo espectro. (FILHO, et al., 2017., MATOSEVIC, BOSAK, 2020; KALYABINA, et al.,
2021).

Os efeitos causados por esses compostos geralmente dependem do tipo de

carbamato envolvido, a dose e via de exposigdo. Essa classe de agrotdxicos tem sido
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associada a atividade desreguladora endocrina, possiveis disturbios reprodutivos e
efeitos nos mecanismos metabdlicos celulares e mitocondriais. Além disso, estudos in
vitro revelaram a capacidade dos carbamatos de causar efeitos citotdxicos e genotdxicos
em células ovarianas de hamster e induzir apoptose e necrose em células do sistema
imune humano (NICOLOPOULOU-STAMATI, et al., 2016; MUSTAPHA, et al., 2019).

2.2.2 Fungicidas

Os fungicidas sao compostos quimicos utilizados no controle de doencas
causadas por fungos, bactérias e algas, sendo amplamente utilizados na industria,
agricultura e jardinagem. Sao utilizados também para aumentar a produtividade, reduzir
danos estéticos e aumentar o prazo de armazenamento da produgao. Esses produtos
podem ser aplicados em varios momentos, como prote¢cao de folhagem, tratamento de
sementes, desinfec¢ao do solo, tratamento pds-colheita para proteger a producao (LINI,
et al., 2021; FRAC, 2022; SILVA, et al., 2022).

Um dos grupos de fungicidas mais utilizados atualmente s&o os triazois, fungicidas
organicos desenvolvidos por volta de 1960 e que possuem grande importancia no
controle quimico de doengas causadas por fungos. Eles s&o absorvidos e translocados
na planta, onde atuam preventivamente, antes da infeccdo, ou de modo curativo, na
presenga de sintomas (MOURA, 2013; CARNEIRO, 2015; MARQUES, 2017; JALAL, et
al., 2020).

Os triazois pertencem ao grupo dos inibidores da sintese de esterdis. Sao
considerados inibidores do CYP51 (lanosterol-14a-desmetilase), necessario para a
biossintese do ergosterol, que é um importante lipidio fungico para a formagao da
membrana das células. A auséncia do ergosterol altera a fluidez e a permeabilidade da
membrana, levando ao colapso da célula fungica (micélio) e a interrupgao do crescimento
micelial (MOURA, 2013; MARQUES, 2017; JALAL, et al., 2020; OTHMENE, et al., 2020;
MACHADO, et al., 2021).

A exposigao a classe dos fungicidas pelos seres humanos induz varios efeitos
adversos a saude. Eles podem causar tremores, irritacdo cutanea, alteracbes

respiratorias, carcinogenicidade do figado, toxicidades hepaticas e toxicidades
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reprodutivas. Estudos relatam que estes compostos sdo considerados potenciais
desreguladores enddcrinos (possuem alta capacidade de interferir com as enzimas do
citocromo P450), com atividade antiandrogénica, afetando a produgdo dos hormdnios
sexuais feminino e masculino, causando a diminuigao da producéo de espermatozoides.
(CARNEIRO, 2015; MOREAU, SIQUEIRA, 2016; JALAL, et al., 2020; OTHMENE, et al.,
2020; LINI, et al., 2021).

2.2.3 Herbicidas

Compostos quimicos utilizados para destruir ervas daninhas e que sdo capazes
de controlar ou suprimir o crescimento das plantas, sdo chamados de herbicidas. O
glifosato é o herbicida mais utilizado atualmente e seu modo de acgao é pela inibicao da
5-enolpiruvilshiquimato-3-fosfato sintase (EPSPS), inibindo a sintese de trés
aminoacidos essenciais: tirosina, triptofano e fenilalanina, o que afeta o crescimento e
desenvolvimento das plantas (BOOTSIKEAW, et al., 2020; HU, et al., 2021; SILVA, et
al., 2022).

A exposicao cutdnea é a mais frequente nos trabalhadores. O glifosato possui
uma biotransformagdo minima no organismo, portanto, normalmente a quantidade
encontrada nos tecidos e na urina é do produto inalterado (BOOTSIKEAW, et al., 2020;
LIMBERGER, 2022).

O glifosato pode causar varios efeitos agudos e cronicos, incluindo problemas
gastrointestinais, alteragcdo da consciéncia, hipertensdo, desconforto respiratério e
insuficiéncia renal. Estudos relatam que ele pode apresentar atividade de desregulagao
enddcrina, neurotoxicidade e pode estar relacionado a doengas de Parkinson, Alzheimer
e cancer. As propriedades citotdxicas e genotoxicas deste produto foram avaliadas e foi
constatado um aumento significativo nas pontes nucleoplasmaticas, aberragcbes
nucleares e micronucleos em individuos expostos a esse agrotoxico, indicando danos no
DNA (SWANSON, et al, 2014; NICOLOPOULOU-STAMATI, et al., 2016;
BOOTSIKEAW, et al., 2020; LIMBERGER, 2022).
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2.3 Exposigao ocupacional e ambiental

Os seres humanos sao expostos diretamente aos agrotoxicos em atividades
ocupacionais e, indiretamente, por meios ambientais. Na agricultura, a exposi¢cao ocorre
durante a preparacdo e aplicagcdo dos produtos, limpeza dos equipamentos e
equipamentos de protecdo individual. J&4 a exposigdo ambiental atinge a maioria da
populacdo e esta relacionada a presenga dos xenobidticos em diferentes matrizes
ambientais, como inalagdo de ar, contato com o solo e consumo de agua e alimentos
contaminados (BOOTSIKEAW, et al., 2020; TUDI, et al., 2022).

Apos a aplicagao, os agrotoxicos entram em contato com a planta, o solo, a agua
e a atmosfera. No solo, podem sofrer evaporagao, escoamento superficial e absorgéo
pelas plantas. No caso da pulverizacao, eles podem entrar na atmosfera por volatilizagcao
no momento de sua aplicagdo ou evaporar posteriormente a partir da superficie do solo
ou da vegetacao. Os agrotéxicos presentes no ar podem ser transportados pelo vento
para areas distantes do local de aplicagdo. A contaminagdo das aguas superficiais e
subterraneas por esses produtos tem sido relatada em todo o mundo, podendo resultar
em efeitos toxicos para a saude humana devido a sua utilizacdo para o lazer e
abastecimento publico (MEDEIROS, et al., 2021; SUR, SATHIAVELU, 2022).

Outra importante via da exposi¢cao dos seres humanos aos xenobidticos sdo os
alimentos. No Brasil, os niveis de residuos nos alimentos sdao monitorados pelo
Programa de Analise de Residuos de Agrotoxicos em Alimentos (PARA), uma agéo do
Sistema Nacional de Vigilancia Sanitaria (SNVS), coordenado pela Anvisa (ANVISA,
2019; MEDEIROS, et al., 2021).

As principais formas de exposigcao dos agrotdxicos sdo pelas vias respiratoria,
dérmica e oral. A exposicao respiratoria, por inalacdo de vapores, pode ocorrer durante
0 manuseio e a aplicagdo dos produtos. Estes sao rapidamente absorvidos pela via
respiratoria, podendo causar danos ao nariz, garganta e tecidos pulmonares
(BOOTSIKEAW, et al., 2020; MEDEIRQOS, et al., 2021; TUDI, et al., 2022).

A absorcao dérmica depende da quantidade do produto, da sua toxicidade para a

pele, duracdo da exposi¢ao, formulacdo do toxicante e do uso de equipamentos de
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protecdo individual (BOOTSIKEAW, et al., 2020; MEDEIROS, et al., 2021; TUDI, et al.,
2022).

A exposicado por via oral ocorre por razdes acidentais ou intencionais e pode
causar graves problemas de saude. Esse tipo de exposigdo ocorre quando os
trabalhadores nao lavam as méaos antes de comer ou fumar, por tentativa de suicidio e
também €& causa indireta de contaminagdo da populagdo em geral ao consumirem
alimentos com residuos de agrotoxicos. Apos ser ingerido, o toxicante pode ser
absorvido ao longo do trato gastrointestinal e atingir a corrente sanguinea
(BOOTSIKEAW, et al., 2020; MEDEIROS, et al., 2021; TUDI, et al., 2022).

Aplicado, geralmente, em quantidades excessivas e sem equipamento de protegao
individual, os residuos dos agrotoxicos sdo absorvidos. Apds a entrada no organismo,
eles sao distribuidos pela corrente sanguinea. A maior parte do metabolismo desses
produtos ocorre no figado e, em menor extensdo, nos pulmdes e intestinos. A
biotransformacgao ocorre em duas fases, promovendo a conversao dos compostos em
metabdlitos mais hidrossoluveis e a conjugagao com moléculas organicas de maior peso
molecular, o que favorece a excrecao pela urina ou fezes, pois o composto passa a ter
uma maior solubilidade em agua (MALAKOOTIAN, et al., 2020; MEDEIROS, et al., 2021;
GANIE, et al., 2022).

O risco associado aos agrotdxicos para o ser humano ndo depende apenas da
toxicidade dos ingredientes ativos, mas também da quantidade do produto absorvido e
do tempo de exposi¢cdo. Com base nisso, esses produtos podem deixar efeitos a curto
prazo, como coceira na pele, irritacdo nos olhos, tontura, cefaleia, nauseas, vomitos,
diarreia, colica abdominal, irritacdo da boca e garganta, paralisia muscular, fraqueza,
entre outros, ou podem levar a efeitos mais graves a longo prazo, como problemas
respiratorios, ulceras, infertilidade, leucemia, linfomas ndo—Hodgkin e outros tipos de
canceres. Foram observados ainda, alteragdes no funcionamento do sistema nervoso
central e por isso podem estar relacionados ao Mal de Parkinson e Alzheimer. Problemas
no funcionamento do sistema enddcrino também foram relatados (SILVA, F.R., 2011;
KVITKO, et al., 2012; SUR, SATHIAVELU, 2022; TUDI, et al., 2022).

Nas ultimas décadas, a toxicologia tem buscado novas estratégias para avaliagao

do risco frente a exposicdo quimica. Uma abordagem integrada, com a utilizagdo das


https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/xenobiotic-metabolism

28

tecnologias 6micas, como a metabolémica e também de biomarcadores moleculares ou
celulares, pode fornecer informagdes sobre respostas bioldgicas complexas e descobrir
biomarcadores unicos ou de assinatura que possam ser usados na pratica clinica para
promover a biomonitorizagdo (HERNANDEZ, et al., 2017).
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GENOTOXICIDADE
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3.1 REVISAO DA LITERATURA

3.1.1 Monitorizagao bioldgica

A monitorizagcdo biolégica € um procedimento que consiste em uma rotina de
avaliacao e interpretagao de parametros biolégicos e/ou ambientais com a finalidade de
detectar os possiveis riscos a saude, antes que uma doenga ou intoxicagao se instale
(AMORIM, 2003).

A realizagdo da monitorizagdo biolégica permite avaliar a exposi¢cdo global ao
agente toxico e pode ser avaliada por medida da concentragdo do agente quimico em
amostras ambientais, como o ar (monitorizagcdo ambiental), ou através da medida de
parametros biolégicos (monitorizagao bioldgica), denominados indicadores biolégicos ou
biomarcadores (AMORIM, 2003; PRISTA, UVA, 2007).

A biomonitorizacdo é uma ferramenta essencial para avaliacdo do risco na
exposicao de trabalhadores as substancias quimicas. Desta forma, & parte integrante
dos exames ocupacionais na rotina de saude preventiva, padronizados pela Norma
Regulamentadora - NR 7 (Programa de Controle Médico de Saude Ocupacional), que
possui a finalidade de proteger e preservar a saude dos trabalhadores em relagéo aos
riscos ocupacionais. Esta norma, cuja ultima alteragao foi em margo de 2020, define os
Indicadores Bioldgicos de Exposicdo Excessiva (IBE/EE) para alguns agentes quimicos,
como sendo aqueles que nao tém significado clinico, mas que, quando alterados,
indicam a possibilidade de exposi¢cao acima dos limites de exposi¢cao ocupacional, € os
Indicadores Biologicos de Exposicdo com Significado Clinico (IBE/SC), os quais
evidenciam disfungbes organicas e efeitos adversos a saude (GUIRADO, MARTINS,
2019; BRASIL, 2020).

Indicadores biolégicos sdo, portanto, definidos como toda a substancia ou
estrutura que pode ser quantificada no organismo ou em seus meios bioldgicos, que
influencia ou prediz a incidéncia de um acontecimento ou de uma doenga. Podem ser
usados para varios propositos, dependendo da finalidade do estudo e do tipo da
exposicao quimica, como avaliar a exposi¢cao ou a quantidade absorvida ou dose interna,

avaliar os efeitos das substancias quimicas e avaliar a suscetibilidade individual
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(AMORIM, 2003; PRISTA, UVA, 2007; ARAOUD, 2011; DALMOLIN, et al., 2020; EPA,
2022).

O biomarcador deve demonstrar a existéncia de exposi¢ao, indicar o efeito e
estabelecer a ligacao entre o xenobibtico e sua toxicidade. Deve também ser detectado
precocemente, refletindo um efeito toxico reversivel e subclinico, pois isso permitira a
adocdo de medidas preventivas. Ele deve ser especifico, preciso, valido e sensivel,
sendo que essa sensibilidade se refere a sua capacidade para mostrar diferencas
marcantes mesmo apos baixos niveis de exposigado toxicologica (SILVA, 2016;
GUIRADO, MARTINS, 2019).

Os biomarcadores sao classificados em trés categorias: biomarcadores de
exposicao, de suscetibilidade e de efeito, todos uteis em diversas areas, como medicina,
saude ambiental, toxicologia, biologia e pesquisa cientifica (AMORIM, 2003; SILVA,
2016; DALMOLIN, et al., 2020).

Os biomarcadores de exposicdo podem ser definidos como uma substancia
exdgena ou seu metabdlito, ou ainda, um produto da interacdo entre um agente
xenobidtico e um componente endoégeno. Refletem a quantidade de agente quimico que
entrou no organismo e foi efetivamente absorvida, por isso, s&o identificados como dose
interna. Sao utilizados para confirmar e avaliar a exposicdo de um individuo ou grupo a
uma substancia, estabelecendo uma ligacao entre a exposicao externa e a quantificagao
interna (AMORIM, 2003; ARAOUD, 2011; SILVA, 2016).

O biomarcador de exposicdo mais especifico € aquele que possui medicao direta
do produto quimico no organismo, normalmente realizada em matriz biolégica, como
sangue ou urina, mas, como muitos produtos quimicos sao rapidamente metabolizados,
0 mais comum é a dosagem do metabdlito desses agentes quimicos (EPA, 2022).

Alguns exemplos de indicadores biolégicos de exposicdo para agrotdxicos
incluem a determinacgao de dialquilfosfatos na urina para avaliar a exposicéo a inseticidas
organofosforados e inseticidas organoclorados em leite materno para avaliar a exposi¢céo
a este grupo de inseticidas (ANWAR, 1997; ARAOUD, 2011).

Com relacdo aos biomarcadores de susceptibilidade, nem todos os individuos
apresentam um determinado efeito em relacdo a uma exposicdo e a severidade deste

mesmo efeito pode variar de pessoa para pessoa. Portanto, eles constituem um indicador
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de uma habilidade inerente ou adquirida de um organismo para responder ao desafio da
exposi¢cao a uma substancia xenobidtica especifica, podendo tornar certos individuos
mais sensiveis a exposi¢ao quimica (WHO, 1993; AMORIM, 2003; PRISTA, UVA, 2007;
EPA, 2022).

Est&o relacionados a fatores genéticos que podem influenciar como o organismo
interage com um produto quimico e a fatores biolégicos, como estado nutricional, estado
de saude, estilo de vida e estagio de vida que podem afetar a suscetibilidade de um
individuo a exposigao quimica. Esses marcadores bioldgicos indicam quais fatores
podem aumentar ou diminuir o risco de um individuo desenvolver uma resposta téxica
apos a exposicao a agrotoéxicos. O uso desses biomarcadores, refletindo suscetibilidade
geneticamente ligada ou adquirida a agrotdxicos ou seus metabdlitos, oferece uma
oportunidade para o reconhecimento e protegdo de individuos sensiveis (WHO, 1993;
AMORIM, 2003; SILVA, 2016; EPA, 2022).

A suscetibilidade individual desempenha um papel critico na avaliacdo da
exposi¢cao a agrotoxicos, pois 0 mesmo nivel de exposicao individual pode determinar o
aparecimento ou ndo de sintomas clinicos ou mesmo de intoxicacao. Esta suscetibilidade
individual é causada por enzimas-chave polimoérficas como esterases e transferases,
assim como seus sinergismos. Os diferentes genes polimorficos tém sido associados a
um aumento da ativagdo ou reducédo da desintoxicacdo e eliminagdo de agrotoxicos.
Embora todos os caminhos para a desintoxicagao de agrotoxicos nao sejam totalmente
compreendidos, o processo envolve trés sistemas principais: enzimas do complexo do
citocromo P450, glutationa S-transferases e sistema de esterases. Nesse sentido, a
pesquisa de polimorfismos em genes que codificam enzimas importantes no processo
de biotransformacdo tem sido empregada como indicadores de susceptibilidade
(BOLOGNESI, 2003; ARAOUD, M., 2011).

O biomarcador de efeito representa o resultado de uma interagdo quimica entre a
quantidade de agente quimico absorvido e receptores bioldgicos do organismo exposto.
Esses indicadores identificam fendmenos bioquimicos precoces e reversiveis, mas que
podem também ser preditivos de respostas mais tardias (PRISTA, UVA, 2007; SILVA,
2016; EPA, 2022).
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Enquanto os indicadores biolégicos de exposicdo revelam a quantidade de
substancia presente em um organismo, permitindo realizar a estimativa do risco de
efeitos adversos através do conhecimento adquirido sobre as relagbes dose-efeito, os
indicadores de efeito quantificam a interagao ja existente e determinada pela dose interna
(PRISTA, UVA, 2007).

Os biomarcadores de efeito em geral ndo sédo especificos para uma substancia,
mas, com relagdo a alteragbes associadas a agao da substancia quimica sobre um
determinado 6rgdo, e podem contribuir para avaliar o estado e a evolugdo desta
interacdo. Muitos deles sdo usados na pratica para auxiliar no diagnéstico clinico, mas
para fins preventivos um biomarcador de efeito € aquele que mede a alteragao bioldgica
precoce e reversivel (WHO, 1993; AMORIM, 2003; PRISTA, UVA, 2007).

Dentre os biomarcadores de efeito, temos a determinacdo da atividade das
enzimas colinesterase eritrocitaria e colinesterase plasmatica, que tem sido amplamente
utilizada para monitorar a exposi¢ao aos inseticidas organofosforados e/ou carbamatos.
Fortes associagdes foram relatadas entre a exposi¢cao a esses compostos e sintomas de
toxicidade crénica, além da reducdo da atividade de colinesterase em populacdes
expostas (AMORIM, 2003; ARAOUD, 2011; SILVA, 2016; CERNY, 2021).

A determinagcdo da atividade da colinesterase € utilizada também para o
diagnostico e o tratamento das intoxicagdes. Entretanto, ndo apresenta correlagcdo muito
significativa em exposi¢gdes ambientais e/ou ocupacionais leves ou moderadas a estes
inseticidas. Ainda assim, é considerado o indicador biolégico de escolha (AMORIM,
2003; SILVA, 2016; CERNY, 2021).

Alguns indicadores biolégicos de efeito permitem a avaliagdo da acdo de uma
substancia quimica no 6rgao alvo a partir da medida de uma alteragao bioldgica
associada a esta acdo. Um exemplo desses indicadores biolégicos sao os
biomarcadores de genotoxicidade, como aberragdes cromossdémicas (CA), troca de
cromatides irmas (SCE), micronucleos (MN) e eletroforese em gel de célula Unica ou
Ensaio Cometa (AMORIM, 2003).
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3.1.2 Biomarcadores de genotoxicidade

O genoma de todos os organismos vivos esta constantemente sob o efeito de
agentes exdgenos ou endogenos que modificam a integridade quimica do DNA,
alterando seu conteudo de informagdes genéticas. No entanto, nem sempre, alteragdes
sdo vantajosas e os impactos no fendtipo podem incluir ma formagao, cancer,
envelhecimento e morte. Embora essas alteragbes possam ocorrer de forma
espontanea, muitas sao induzidas por agentes fisicos, quimicos ou biolégicos, aos quais
o homem e outros organismos podem ser expostos. Essas modificagdes incluem
anormalidades cromossOmicas e aquisicao de novas variantes que sao responsaveis
pela instabilidade gendmica e desempenham um importante papel na carcinogénese
(KVITKO, et al., 2012; FENECH, 2020; FRANCKE, et al., 2020).

Os agentes genotdxicos interagem quimicamente com o material genético,
formando adutos, alteracdo oxidativa ou mesmo quebras na molécula de DNA. A
mutagenicidade refere-se a alteragées permanentes na estrutura do material genético
de célula ou de um organismo, que podem ser transmitidas e resultar em varias
modificacdes hereditarias nos organismos. Essas mudangas podem envolver um unico
gene, um segmento de genes, um bloco de genes ou até mesmo todo 0 cromossomo ou
em todo o genoma (FENECH, M., 2020)

O dano ao material genético devido a exposi¢cao aos agrotoxicos tem sido uma
preocupacido abordada por diversos estudos associando a incidéncia de aberragoes
cromossOmicas, micronucleos e troca de cromatides irmas com a duragédo da exposi¢cao
ocupacional. Uma ampla gama de métodos € atualmente usada para a detecgao de
efeitos bioldgicos precoces de agentes que danificam o DNA em ambientes ocupacionais
(FERRE, et al., 2018; NASCIMENTO, et al., 2022).

A frequéncia de aberragdes cromossdmicas em linfécitos de sangue periférico tem
sido, por muitos anos, aplicada como um biomarcador de efeitos iniciais de agentes
genotdxicos em ambientes ocupacionais e ambientais, mas ha uma necessidade de
métodos rapidos e confiaveis que detectem danos ao DNA causados por agentes sob
diferentes circunstancias de exposi¢ao. Neste sentido, o ensaio de citoma e o ensaio

cometa tém sido usados em estudos de biomonitoramento humano relacionados a
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exposi¢cao as substancias quimicas. Estes ensaios realizados em conjunto s&o
considerados padrao ouro na avaliacdo de genotoxicidade a exposi¢cao de substancias
quimicas, onde o cometa avalia danos pré-reparo, ou seja, lesdao de DNA, e mecanismo
de reparo e o citoma avalia danos pos-reparo, ou seja, ocorréncia de mutagdes (KVITKO,
et al., 2012; SILVERIO, 2016; FERRE, et al., 2018).

3.1.2.1 Ensaio Cometa

O Ensaio Cometa ou Ensaio de Eletroforese em Gel de Célula Unica tem amplas
aplicagbes em toxicologia no monitoramento da exposicdo humana a agentes téxicos. E
um método sensivel, que avalia danos ao DNA de células individuais e possibilita
quantificar quebras da fita. E considerado uma ferramenta de grande valor na
investigacao de danos ao DNA utilizando células sanguineas para avaliar exposi¢des
ocupacional e ambiental, como biomarcador de efeito de substancias quimicas
mutagénicas (FAUST, et al., 2004; Di-PAOLO, 2006; GROVER, et al., 2010;
INTRANUOVO, et al., 2018; NASCIMENTO, et al., 2022).

Os danos ao DNA podem ser causados por fatores ambientais, processos
metabdlicos intracelulares, erros de recombinacéo e replicacdo do DNA. As lesbes de
DNA mais comuns sao quebras de fita simples e dupla, perda de uma base nitrogenada,
dano oxidativo e formagao de adutos de DNA. Numerosos xenobidticos séo capazes de
gerar espécies reativas de oxigénio (ROS) responsaveis pelo estresse oxidativo.
Excesso de ROS, e, particularmente do radical hidroxila, podem levar a danos no DNA
e, portanto, contribuir para a carcinogénese. Assim, o Ensaio Cometa também € uma
ferramenta importante para verificar questdes relacionadas com estresse oxidativo em
linfécitos humanos, o que assegura a sua utilizagdo como biomarcador de patologias, de
exposigdo ocupacional e de poluicdo ambiental (STANG; WITTE, 2009; SICINSKA, et
al., 2021; NASCIMENTO, et al., 2022).

Nos ultimos anos, varias metodologias para a deteccdo de danos no DNA foram
desenvolvidas. Rydberg e Johanson (1978) foram os primeiros a quantificar diretamente
os niveis de danos no DNA em células individuais, incorporando-os em laminas de

agarose e realizando a lise sob condicbes alcalinas suaves para permitir o
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desenrolamento parcial do DNA. Apds a neutralizagdo, as células eram coradas com
laranja de acridina e a extensdo do dano ao DNA era medida pela proporgcao de verde
(indicando DNA de fita dupla) usando um fotbmetro. Para melhorar a sensibilidade de
deteccéo de danos no DNA em células unicas, Ostling e Johanson (1984) desenvolveram
uma técnica de eletroforese em microgel, onde as células embebidas em agarose sao
colocadas em uma lamina de microscopio e lisada por detergentes e tratamento com alto
teor de sal. O DNA liberado é submetido a eletroforese sob condicbes neutras e corado
com brometo de etidio (VALVERDE; ROJAS, 2009; NASCIMENTO, et al., 2022).

Singh e colaboradores, em 1988, desenvolveram uma metodologia que usa
eletroforese alcalina (pH > 13) para detectar danos no DNA induzidos por agentes fisicos
e quimicos. Esta metodologia é capaz de detectar quebras de DNA de fita simples, locais
alcalinos labeis e sitios de reparo de DNA incompletos em células individuais.
Posteriormente, Olive e colaboradores adaptaram a técnica neutra de Ostling e Johanson
para que o ensaio Cometa pudesse incluir a lise de células por tratamento alcalino
seguido de eletroforese em quaisquer condicdes neutras ou alcalinas suaves (pH 12,3)
para detectar quebras de fita simples do DNA. Os métodos Singh e Olive s&o idénticos
em principio e semelhantes na pratica, mas o método de Singh mostrou ser bem mais
sensivel na deteccao de danos no DNA (SINGH, et al., 1988; STANG; WITTE, 2009;
VALVERDE; ROJAS, 2009).

O principio da técnica consiste na incorporagao de amostras celulares em gel de
agarose, que sao dispostas em uma fina camada sobre as laminas. Utilizando solugbes
apropriadas, as membranas da célula, do nucleo e as organelas sdo rompidas e o
material genético é submetido a eletroforese. Os filamentos de DNA integros raramente
migram e tendem a se concentrar em um nucledide, enquanto os fragmentos gerados
por filamento ou quebras de fita dupla migram no sentido do anodo. Quanto mais intensa
for ainducdo de quebras, menores serdo os fragmentos e maior a extensdo de migragao.
Portanto, apds a eletroforese, quando visto sob uma fluorescéncia ao microscopio, é
produzida uma imagem em forma de cometa, cuja cabega consiste no DNA integral e a
cauda consiste em fragmentos de DNA de comprimento varidvel que migraram do
nucleo. Conforme descrito por Collins (2008), de acordo com o tamanho da cauda

formada é possivel classificar visualmente os cometas em cinco categorias (Figura 1). A
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classe 0, corresponde a um cometa sem cauda (representa o DNA integro), enquanto as
classes de 1 a 3 correspondem aos cometas com intensidades de cauda crescente; a
classe 4 contempla os cometas em que quase todo o DNA esta presente na cauda (dano

maximo). A ultima categoria representa uma célula apoptotica (COLLINS, et al., 2008).

Figura 1 - Classificagdo da migragdo do DNA de acordo com o nucledide e cauda formados, visualizados
em microscoépio de fuorescéncia.

Legenda: A - classe zero (sem danos); B - classe [; C - classe Il; D - classe lllI; E - classe IV - dano maximo;
F — apoptose / morte celular. Fonte: Da Silva, et al., 2000.

As imagens podem ser analisadas por meio de um software que identifica e
delimita as areas que constituem a cabeca e a cauda. O dano pode ser quantificado,
permitindo avaliar o potencial genotoxico de substancias ou de condi¢gdes ambientais
alteradas (Di-PAOLO, 2006; INTRANUOVO, et al., 2018).
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O uso de controles na realizacdo do procedimento permite verificar se o teste foi
satisfatério, pois muitas substancias podem provocar danos ao DNA e assim, o teste
pode funcionar como controle positivo. Para isso, é necessario que esta substancia seja
conhecidamente genotdxica e causar dano detectavel no ensaio cometa. Entre elas
estto o metilmetanosulfonato, etilmetanossulfonato, etilnitrosourea e  N-
nitrosodimetilamina. Essas substancias sao utilizadas em cada série do processo com o
objetivo de verificar se as etapas foram realizadas corretamente, principalmente a
eletroforese (HARTMANN et al., 2003; INTRANUOVO, et al.,2018).

Os cometas resultantes da corrida eletroforética do DNA necessitam passar por
um processo de coloragcdo, que pode ser feito alternativamente por técnicas de
fluorescéncia, em que sao usados brometo de etidio (extremamente toxico, acéo
mutagénica), iodeto de propidio, SYBR Gold e SYBR Green ou por técnica convencional
com sal de prata. Esses métodos apresentam diferentes vantagens e limitagdes. As
maiores limitacdes da fluorescéncia sao a necessidade de microscopio préprio para
analise de material fluorescente e a impossibilidade de armazenamento das laminas para
observacgao posterior, porque a coloracao desbota-se em poucos dias. Ja sob coloragao
com sal de prata, a analise pode ser feita com microscopio éptico convencional e as
ldminas podem ser armazenadas para analise posterior (DI-PAOLO, 2006; BRIANEZI,
et al., 2009; INTRANUOVO, et al.,2018).

O corante brometo de etidio apresenta alguns fatores negativos, como alta
toxicidade e curta durabilidade da coloracdo. Por esses motivos, ele passou a ser
substituido por outros como a prata, SYBR Green, SYBR Gold, entre outros (DI-PAOLO,
2006).

O Ensaio Cometa ndo necessita de células em proliferagao, podendo ser realizado
com células normais, geralmente linfocitos, pois sado obtidos facilmente por meio de
coleta de sangue. Outros tecidos, como o figado e os rins, também tém sido testados,
pois os efeitos de genotoxicidade de contaminantes quimicos ambientais podem ser
muitas vezes especificos para determinados tecidos no organismo (Di-PAOLO, 2006;
INTRANUOVO, et al.,2018).

Entre as vantagens identificadas para a realizagado do Ensaio Cometa, inclui o fato

de ser um método rapido e sensivel, além da possibilidade de utilizar qualquer célula
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nucleada eucaridtica e pequena quantidade de amostras. Esse ensaio € cada vez mais
utilizado no biomonitoramento humano, devido a sua sensibilidade para a detecgao de
niveis baixos de danos ao DNA, a sua aplicabilidade aos diversos tecidos e células, além
das vantagens ja citadas anteriormente. Contudo, devido a alta sensibilidade da técnica,
a manipulagcédo das amostras deve ser realizada cuidadosamente, a fim de ndo promover
danos ao DNA durante o preparo das laminas (DI-PAOLO, 2006; SPEIT; VASQUEZ;
HARTMANN, 2009; GARCIA et al., 2011; NASCIMENTO, et al., 2020).

Azqueta et al. (2011), aponta a oxidagdo do DNA, mensurada pelo ensaio cometa,
como uma nova chave para investigagdo de mutagénese ambiental, uma vez que
diversos agentes ambientais como radiacdo UV, metais pesados, solventes organicos
podem causar estresse oxidativo e s&o descritas varias relagdes positivas de diversas

patologias com o dano oxidativo do DNA.

3.1.2.2 O Ensaio do Citoma

Os micronucleos (MN) consistem numa porc¢ao citoplasmatica de cromatina de
forma redonda ou ovalada que se localiza perto do nucleo. Eles sao formados durante o
processo de divisdo celular e sao constituidos por fragmentos cromossdémicos acéntricos
ou cromossomos inteiros que séo perdidos durante a divisdo nuclear e que, por isso,
foram excluidos do nucleo principal das células filhas (Figura 2). Dessa forma, a deteccao
de micronucleos representa perda de cromatina em consequéncia de dano
cromossOmico estrutural ou no processo mitético (SALVADORI; RIBEIRO; FENECH,
2003; POLARD et al., 2011; FENECH, et al., 2020).

Figura 2 - Formac&o de micronucleos a partir de cromossomos inteiros ou acéntricos.
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Fonte: Adaptado de Fenech, 2020.
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Os micronucleos foram relatados em eritrécitos pela primeira vez ha mais de 100
anos. Apos varios estudos mostrando sua origem a partir de aberragdes cromossdémicas
em linfocitos, os micronucleos tornaram-se reconhecidos como um dos biomarcadores
mais importantes da patologia gendmica associada a uma ampla gama de doengas
degenerativas e de desenvolvimento, incluindo envelhecimento acelerado e inflamagdes.
Além disso, pesquisa de micronucleos em células € um método de extrema relevancia
para a Toxicologia, tendo em vista que detecta alteragcbes cromossémicas, sendo
considerados como marcadores precoces para a carcinogénese (BONASSI et al., 2011,
WULTSCH et al., 2011; DONMEZ-ALTUNTAS, BITGEN, 2012; FENECH, et al., 2020).

Uma abordagem mais abrangente para os ensaios de MN, conhecida como
ensaio do citoma, foi desenvolvida visando descrever todas ou a maioria das
caracteristicas fenotipicas relevantes em nivel citologico que estdo associadas a
genotoxicidade e/ou citotoxicidade e estdo correlacionadas direta ou indiretamente com
a formagdo de MN (DONMEZ-ALTUNTAS, BITGEN, 2012; FENECH, et al., 2020;
FRANZKE, et al., 2020; CERNY, 2021). Algumas alteragdes possiveis de células
identificadas no ensaio do citoma apds exposicao a agentes citotdxicos/genotdxicos

estéo representadas na Figura 3.

Figura 3 - Fotomicrografias de células pontuadas no ensaio do citoma.

Legenda: A) célula mononucleada contendo um micronucleo; B) célula binucleada contendo dois
micronucleos; C) célula binucleada contendo uma ponte nucleoplasmatica; D) célula binucleada contendo
botédo nuclear, E) célula apoptética. Fonte: Adaptado de Fenech, M., 2006.

Com a utilizacdo desses parametros, € possivel medir a frequéncia de quebra
cromossOmica (MN), perda cromossdmica (MN), rearranjo cromossdmico, Cromossomos
dicéntricos (PNP), botdes nucleares (NBUDs), necrose e apoptose. A célula binucleada

€ caracterizada pela presenca de dois nucleos centrais no mesmo citoplasma e sua
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ocorréncia indica falha no processo da citocinese durante a reproducao celular. O botao
nuclear e a ponte nucleoplasmatica estao relacionados a cromossomos dicéntricos com
comportamentos anormais durante a segregacao. A célula cariorréxica € caracterizada
pela fragmentagdo e desintegragdo nuclear no estagio avangado da morte celular por
apoptose. A célula picnética possui um nucleo pequeno com cromatina condensada e
intensa coloragdo e esta relacionada a um estagio avangado da morte celular por
necrose. Ja a célula cariolitica apresenta perda completa do material genético, ndo sendo
possivel a visualizagdo a microscopia de luz; esta relacionada ao estagio mais avangado
do processo de morte celular por necrose (FENECH, 2006; BOLOGNESI, et al., 2013;
TONELINE, et al., 2014; FENECH, et al., 2020; CERNY, 2021).

As proporgbes de células mononucleadas, binucleadas, multinucleadas,
necroticas e apoptéticas sdo usadas para determinar a taxa de divisdo mitética e morte
celular (citotoxicidade). As proporgdes de células binucleadas com micronucleos, pontes
nucleoplasmaticas ou botdes nucleares em relagdo ao numero total de células
binucleadas fornecem uma medida de dano ao genoma e/ou instabilidade cromossémica
(FENECH, 2006).

3.1.2.3 Ensaio do citoma em mucosa oral

A mucosa oral é um dos materiais bioldgicos mais faceis de se obter, sendo uma
importante fonte de células bucais, principalmente quando a finalidade é dosar alguns
biomarcadores de dano ao DNA, como por exemplo, os micronucleos. Elas podem ser
coletadas usando uma espatula, um swab de algoddo ou uma pequena escova de
dentes. As células bucais que s&o coletadas para exame microscopico se originam de
divisbes mitéticas na camada basal do epitélio bucal. A maior fracdo das células sao
escamosas diferenciadas e o restante consiste em células em diferentes estagios de
morte celular, incluindo células com cromatina condensada, nucleos cariorreicos ou
picndticos ou células carioliticas nas quais o DNA nuclear foi completamente degradado.
Os MN sé&o pontuados em pelo menos 2.000 células viaveis diferenciadas (GODOY, et
al., 2019; FENECH, et al., 2020).
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O citoma observado nos ensaios de MN difere dependendo do tipo de célula e das
caracteristicas do ensaio utilizado (FENECH, et al., 2020). A Tabela 1 descreve os

biomarcadores pontuados no ensaio de citoma MN bucal.

Tabela 1 - Biomarcadores no ensaio de citoma MN bucal
Parametro Ensaio de citoma bucal

) Micronucleos, brotos nucleares medidos em
Anormalidades nucleares ] ) . o
células mononucleadas diferenciadas viaveis.

Células de cromatina condensadas; células

Biomarcadores de morte celular cariorréticas; células picnéticas; células
carioliticas.
Biomarcadores de divisdo celular Células basais; Células binucleadas

Fonte: Fenech, 2020.

E importante, ao usar o ensaio de citoma MN, também investigar a correlacdo dos
varios parametros entre si. No caso de células bucais, correlacdes positivas entre as
frequéncias de células basais, cromatina condensada, cariorreicas, células picnaéticas e
carioliticas, mas ndo com MN ou botdes nucleares sugerem a possibilidade de que esses
tipos celulares representem o processo de degeneragao nuclear que normalmente
ocorre durante a diferenciacdo e morfogénese das células epiteliais na mucosa oral.
Portanto, alguns critérios devem ser padronizados, como defini¢ao clara dos parametros
de pontuacdo, melhor conhecimento das caracteristicas criticas que afetam os
resultados do ensaio, além da realizagdo da leitura das laminas por apenas um
observador, minimizando um viés associado a diferentes reconhecimentos de MN por
diversos pontuadores. Essa é uma limitacdo comum de ensaios que dependem da
pontuacgédo visual, a grande heterogeneidade dos pontuadores (BONASSI, et al., 2011,
TORRES-BUGARIN, et al., 2014; FENECH, et al., 2020).
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3.2 OBJETIVOS

3.2.1 Objetivo geral

v' Avaliar os efeitos genotéxicos e citotoxicos em individuos expostos
ocupacionalmente e ndo ocupacionalmente aos agrotoxicos, utilizando os ensaios

Cometa e Citoma.

3.2.2 Objetivos especificos

v Definir e selecionar a populacao de estudo dividida em dois grupos de individuos:
expostos ocupacionalmente e ndo expostos ocupacionalmente aos agrotoxicos;

v Categorizar a populagao de acordo com a atividade ocupacional;

<

Otimizar e padronizar as condi¢des analiticas para o Ensaio Cometa;

v' Avaliar os biomarcadores de genotoxicidade, utilizando os ensaios Cometa e
Citoma;

v Aplicar estudos estatisticos para estabelecer possiveis associagdes e correlagdes

entre os dados obtidos no estudo.
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3.3 MATERIAL E METODOS
3.3.1 Descrigao do municipio de Paraguagu, Minas Gerais

O municipio de Paraguacu, localizado no sul do estado de Minas Gerais (Figura
4), a 347km da capital Belo Horizonte, possui populagéo estimada, em 2021, de 21.693
habitantes, de acordo com o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE, 2021).

Figura 4 - Localizagdo do Municipio de Paraguagu, no Estado de Minas Gerais.

L
e el
Lk N L
= A L
Sl R
J L"N. L Jﬂ".j - g
s FN }___ } T, .-I'-:'x B
F f"..i'\h'.‘l'-\ -"-l e ":_ i l:LT'.
R et =y b g
k] -\-ﬁ-t-'"ll‘ e S I“‘-L ?:I-"‘-"-..-f' .
ey
z Vi
L
Jorer Ay
e et J-L."_m e

O municipio é, tradicionalmente, agropastoril, com destaque para a criagcdo de
bovinos e producdo de café e leite. Dentre os produtos plantados, o café é o
predominante, além da presenca de culturas de milho, feijdo e soja. Na area urbana, a
cidade conta com fabricas téxteis, como principal forma de emprego para a populagao
(IBGE, 2022).

A regiao do sul de Minas Gerais possui a agricultura como atividade econdémica
tradicional, sendo o estado de Minas Gerais o maior estado produtor de café do Brasil,
respondendo por quase 50% da produgao nacional (CONAB, 2021). Como essa regiao
€ grande produtora de café, consequentemente, o uso de agrotoxicos € elevado e os
trabalhadores rurais estéo cotidianamente expostos a seus efeitos nocivos (SILVERIO,
et al., 2020).


https://pt.wikipedia.org/wiki/Estados_do_Brasil
https://pt.wikipedia.org/wiki/Minas_Gerais
https://pt.wikipedia.org/wiki/Instituto_Brasileiro_de_Geografia_e_Estat%C3%ADstica
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3.3.2 Populagao do estudo

A populagao deste estudo foi composta por 37 individuos, de ambos os sexos, 0s
quais foram divididos em dois grupos.

O grupo ocupacionalmente exposto aos agrotoxicos foi constituido por
trabalhadores rurais do municipio de Paraguacu, Minas Gerais, do sexo masculino e com
faixa etaria entre 22 e 62 anos.

O grupo ambientalmente exposto aos agrotoxicos foi composto por voluntarios
residentes préximos as lavouras da regidao de Paraguacu, do sexo feminino, com faixa
etaria entre 33 e 59 anos e que nao possuiam histérico de exposi¢cao ocupacional a esses
produtos quimicos.

As coletas das amostras de sangue, urina e mucosa bucal foram realizadas pela
equipe do Projeto de Extensdo da Universidade de Alfenas (UNIFENAS/MG), intitulado
“Plantando e Colhendo Saude”, coordenado pela professora Dra. Alessandra Cristina
Pupin Silvério. Todos os voluntarios forneceram informacgdes relacionadas a seus habitos
pessoais, sociais e no trabalho, por meio do preenchimento de um protocolo toxicoldgico
e assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido. Posteriormente, foram
coletados 10 mL de sangue periférico por puncéo venosa, 50 mL de urina e um swab de
células da mucosa oral de cada participante.

De acordo com a resolugao 196/96, este estudo foi submetido e aprovado pelo
comité de ética e pesquisa da Universidade Federal de Minas Gerais - UFMG (CAAE:
39339720.0.0000.5149, numero do parecer: 5.473.586).

3.3.3 Ensaio Cometa

A técnica do cometa foi realizada de acordo com o protocolo de Singh e

colaboradores (1988) com alteragdes, utilizando amostras de sangue total em EDTA.

3.3.3.1 Material e reagentes

v O padrao utilizado para provocar o dano ao DNA (controle positivo) foi

metilmetanosulfonato (MMS) da Sigma Aldrich;
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Agua purificada obtida em um sistema Milli-Q Gradient (Millipore,USA);

Agarose ultra pura normal e agarose baixo ponto de fusao da Invitrogen;

NaCl, EDTA dissddico, Tris-Cl, NaOH, dimetilsulfoxido (DMSO), Triton X-100, KCl,
KH2PO4, Na2PO4 de padrao analitico (P.A.) ou grau HPLC;

SYBR Gold (Invitrogen, EUA): corante de acido nucléico fluorescente
ultrassensivel e extremamente estavel, com alta afinidade para DNA de fita
simples e DNA de fita dupla.

As agaroses de ponto de fusdo normal (PFN) e baixo ponto de fusdo (BPF) foram
preparadas pela adicdo de 1,5% e 0,5% p/v de agarose em tampao PBS
respectivamente. A dissolugao do reagente em tampao PBS, foi feita por meio do
aquecimento em forno micro-ondas.

A solugao de lise foi preparada por meio de de uma dissolugdo altamente
concentrada em sais (NaCl 2,5M, EDTA dissédico 100mM, Tris-Cl 10mM, Triton
X 1%, DMSO 10%) e o pH acertado para 10.

A solucgao de eletroforese funciona como um tampéao alcalino, composta de NaOH
10N e EDTA dissédico 200mM, sendo que o pH deve ser maior que 13.

A solucédo de neutralizagao foi preparada com a adi¢ao de Tris-Cl 0,4M em agua
Mili-Q, ajustando o pH para 7,5.

O corante SYBR Gold foi preparado a partir do padrdo comercial, diluindo-o em
agua.

Todas as solugdes foram acondicionadas em frascos ambar, em temperatura de
refrigeracdo de 2 a 8°C.

Balanga analitica marca Ohaus E02140,

Peagametro da marca Digimed DM21,

Cuba de eletroforese horizontal da marca Loccus Biotecnologia 12cm x 14cm,
Banho maria da marca Hemoquimica

Microscopio de fluorescéncia Nikon® Eclipse 50i.
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3.3.3.2 Otimizagao da técnica do Ensaio Cometa

Uma série de experimentos foi realizada para otimizacdo do ensaio, totalizando
60 alteragoes de diversos parametros, conforme demonstrado na Tabela 2. As alteracbes

finais realizadas no protocolo constam na metodologia descrita.

Tabela 2 — Parametros testados no protocolo do ensaio cometa
Protocolo original

Parametros Testes
(SINGH, et al., 1988)
Volume de amostra (uL) 5 15, 20, 25; 40; 50
Volume de agarose 0,5% 95 100; 200; 240; 400
Concentragéo do gel de 0.5% 0.5%: 1%: 2%
agarose
Volume total de suspenséao 100 100; 110; 120;
adicionado nas laminas 140; 200; 225; 400
Invitrogen;
Testes de marcas de Agarose - . -
Bioamérica
Tempo de secagem das 15 minutos; 20 minutos, 30 minutos;
20 minutos
l&minas em geladeira 45 minutos; overnight
Tempo de tratamento com a 2 horas; 3 horas;
60 minutos
Solugdo de Lise overnight
Tempo de neutralizagdo em ] 20 minutos;
20 minutos
solugao de eletroforese 40 minutos
Concentragao do corante SYBR 1:10000 0,25%; 0,05%
Gold (0,02%) 0,02%

Fonte: Elaborado pelo autor.

A primeira etapa para realizacdo do Ensaio Cometa consiste na preparacao da
ldmina com agarose de ponto de fusdo normal (PFN 1,5% p/v) e posterior suspensao
celular da amostra com agarose de baixo ponto de fusdo (BPF 0,5% p/v). A lamina com
agarose PFN foi feita pela imersdo da lamina na agarose a 60 °C. Apds a secagem da
ldamina com agarose PFN, a amostra preparada anteriormente € colocada na lamina. A
preparacdo da amostra consiste em misturar uma aliquota de sangue total a determinado
volume de agarose de baixo ponto de fusdo a 37 °C. Foram testadas duas marcas e

concentragbes diferentes de agarose, assim como cinco volumes de amostras
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adicionadas nas laminas. A concentracdo da agarose € uma variavel muito importante a
ser testada, pois concentracbes maiores dificultam a migracdo do DNA durante a
eletroforese, apresentando uma diminui¢do progressiva na intensidade da cauda dos
cometas. A variacédo do volume ou densidade celular é considerada uma etapa critica, ja
que poucos nucledides encontrados inviabilizam a analise e células em excesso podem
apresentar problemas, ja que os cometas sobrepostos sao dificeis de pontuar com
precisao ou n&o sao pontuados.

Apdés o preparo das laminas com o sangue total, estas foram armazenadas em
geladeira por tempos diferentes, para verificagcdo do melhor periodo de armazenamento
para solidificagédo total do material. Quanto maior o tempo, mais dificil & a retirada da
laminula sem comprometer o gel. Concluida essa etapa, as laminulas foram retiradas e
as laminas foram imersas em solucdo de lise altamente concentrada em sais, que foi
preparada em duas etapas. A solugao de lise inicial resulta na dissolugao do NaCl, Tris-
Cl e EDTA dissddico em agua, ajustando o pH para 10 com NaOH. Ja a solugao de lise
final deve ser preparada no momento do uso, acrescentando o Triton X e DMSO. As
ldminas com as amostras foram mantidas nesta solugao final por 2 horas, 3 horas e
overnight.

Apos serem removidas da solugdo de lise, as laminas foram mergulhadas em
solugdo tampao alcalina para eletroforese, com o pH>13. As Iaminas foram mantidas
neste tampao por 20 minutos, para promover a desnaturagdo do DNA. Logo apés, a
eletroforese foi realizada em uma cuba horizontal com a voltagem de 25V e corrente de
300 mA, por 20 minutos, para ocorrer o desenrolamento do DNA e testar danos tanto ao
filamento simples quanto ao filamento duplo, proveniente de varios processos bioldgicos
como a quebra de cadeia simples de DNA, lesdes e reparos incompletos. A eletroforese
foi realizada na temperatura de 4°C, sob banho de gelo e auséncia de luz. O DNA,
carregado negativamente, migra para o polo positivo proporcionalmente ao seu dano e
a uma velocidade inversamente proporcional ao tamanho de seus fragmentos.

Posteriormente a eletroforese, foi realizada a neutralizagdo das laminas, que sao
retiradas da cuba eletroforética e colocadas em um coppling com solugdo de
neutralizagéo, deixando em geladeira por 20 minutos e 40 minutos, ao abrigo da luz. As

laminas foram entdo fixadas com etanol absoluto por 5 minutos e armazenadas em
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recipiente proprio na geladeira até o momento da leitura. Para a analise das laminas,
foram adicionados 80uL de solugdao de corante SYBR Gold, em diferentes
concentragdes, sobre a lamina e cobertas com laminula. Todos esses passos devem ser
realizados na presenca de baixa luminosidade.

Para controle de qualidade da técnica, foram utilizados controles positivos e
negativos. O controle positivo foi constituido por 50 uL de sangue adicionado de 13 pL
de solugao de sulfonato metil metano (10mg/L) e incubado a 37°C por 2 horas. O controle
negativo foi sangue de individuo n&o exposto. Em cada eletroforese do estudo
experimental incluiu-se uma aliquota dos controles para garantir a qualidade do ensaio.

Foram analisadas duas laminas para cada individuo e foram contadas, ao todo,
150 células por individuo (75 células em cada lamina). As leituras das laminas foram
realizadas em microscopio de fluorescéncia (Nikon® Eclipse 50i), utilizando filtro verde,
com ampliacdo de 40x. O software de captura de dados utilizado foi o Nis Element
(Nikon®). Para a leitura e analise dos dados foi utilizado o software CometScore (verséo
1.5). O software permite o calculo de alguns parametros, como o comprimento da cauda
do cometa, intensidade de fluorescéncia, expressa como a porcentagem de DNA
presente na cauda, momento da cauda de Olive, entre outros.

Os ensaios foram realizados no Laboratério de Analises Nutricionais e
Toxicologicas in vitro e in vivo da UNIFAL-MG.

A identificacdo da metodologia mais eficiente, baseou-se na selegéo do protocolo
que conduziu a obtengao de laminas mais homogéneas, nucledides bem formados e
melhor coloragdo na fluorescéncia. O método de preparo otimizado foi empregado na

avaliacdo do dano genotoxico dos individuos que constituem essa pesquisa.

3.3.4 Ensaio de citoma

O ensaio do citoma em células do epitélio bucal foi realizado segundo o protocolo
utilizado por Benedetti, et al. (2013), no Laboratério de Analises de Toxicantes e
Farmacos da UNIFAL-MG.
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3.3.5 Atividade das enzimas colinesterases

A determinacdo da atividade das enzimas colinesterasicas foi realizada pelo
Laboratodrio de Analises de Toxicantes e Farmacos da UNIFAL-MG. Para essa analise,
foi utilizado o método desenvolvido por Ellman, et al (1961), o qual se baseia na medida
colorimétrica da velocidade de hidrolise da acetiltiocolina pelas colinesterases

sanguineas.

3.3.6 Analise Estatistica

As variaveis numéricas foram avaliadas por meio de estatisticas descritivas, como
a média, o desvio padrao e a mediana. O teste de Normalidade de Shapiro Wilk e de
Anderson-Darling foram aplicados para verificar se as variaveis possuiam distribuicdo
normal gaussiana. As variaveis categoricas foram avaliadas em termos de frequéncia e
porcentagem.

Para verificar as hipoteses de associacdo entre as variaveis com distribuicdo
normal, foi utilizado o teste T; para as demais, foram utilizados o teste de Mann-Whitney
e o teste exato de Fisher. Uma associacéo foi considerada estatisticamente significativa
quando o valor-p foi menor do que 0,05.

O software utilizado nas analises foi o Graphpad Prism® versao 9.0.0.
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3.4 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.4.1 Caracteristicas da populagao de estudo

As principais caracteristicas e distribuicdo com relacdo a populacdo do estudo
estdo representadas no Quadro 1. O grupo ocupacionalmente exposto aos agrotéxicos
€ constituido por 22 trabalhadores do sexo masculino, de lavouras de café da regido do
sul de Minas Gerais. Ja o grupo ambientalmente exposto € formado por 15 mulheres que
residem proximo as lavouras da mesma regiéo.

A idade média dos individuos do grupo ocupacionalmente exposto foi de 45 anos,
com variagao entre 22 e 62 anos e a idade média do grupo ambientalmente exposto foi
de 46 anos, variando de 33 a 59 anos. A maioria dos homens trabalhava com agricultura
familiar de pequenas e médias propriedades (68%), enquanto as mulheres exerciam
funcdo administrativa. Nos dois grupos, a maioria dos individuos (86%) nunca fumou e
24% faziam uso regular de bebida alcodlica. Todos os participantes do grupo exposto
estavam em contato direto com esses produtos quimicos ha, pelo menos, trés anos,

sendo que 44% deles relataram ter mais de 20 anos de exposigao.

Quadro 1 - Caracteristicas e estratificagdo da populacéo de estudo

Geral -N =37
Variaveis Feminino o Masculino o
(N=15) ¢ (N=22) ¢
22-35 anos 4 26,67% 5 22,73
36-45 anos 3 20,00% 5 22,73
Faixa etaria
46-55 anos 4 26,67% 7 31,81
> 55 anos 4 26,67% 5 22,73
Nunca fumou 13 86,67 19 86,36
Consumo regular
Ex-fumante 1 6,67 0 0,00
de tabaco
Fumante 1 6,67 3 13,64
Consumo regular Nunca bebeu 14 93,33 13 59,10
de bebida Parou de beber 0 0,00 1 4,54
alcoolica Consome bebida 1 6,67 8 36,36
Agricultura familiar 0 0,00 15 68,18
Profissao/fungao Aplicador agrotdxicos 0 0,00 7 31,82
Administrativa/outros 15 100,00 0 0,00

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Comparando as variaveis escolaridade (tempo de estudo) e idade, ndo houve
diferenca significativa entre homens e mulheres, conforme descrito na Tabela 3. Com
relacdo a instrugdo formal, evidenciamos uma escolaridade média de 7 anos para o
grupo exposto ocupacionalmente e 8 anos para o grupo exposto ambientalmente aos

agrotoxicos.

Tabela 3 - Comparacéo realizada pelo teste de Mann-Whitney

Homens (n=22) Mulheres (n=15)
Variavel Valor-p
Média * DP Média * DP
Tempo de estudo (anos) 7,00 £ 3,66 8,30 £ 5,48 0,495(NS)
Idade 45,55 + 12,01 46,53 + 9,33 0,993(NS)

(NS) - Nao significativo

E possivel encontrar estudos com diferentes resultados em relagéo as populacdes
estudadas e isso pode ser justificado pelas caracteristicas intrinsecas dos individuos,
pelo tipo de atividade na agricultura exercida, pelo periodo e tipo de aplicagao, pelo local
da pesquisa, entre outros. Nossos resultados estdo de acordo com alguns trabalhos
encontrados na literatura, como o de Cuenca e colaboradores (2019), que realizaram um
estudo com a participacéo de 297 pessoas, composto por 130 mulheres e 167 homens
e também nao encontraram diferengas entre os sexos com relagdo a idade e nivel
educacional. A grande maioria dos participantes do grupo exposto eram agricultores
(94%), exercendo a profissdo ha mais de oito anos.

De acordo com a informagdo prestada pelos participantes do grupo
ocupacionalmente exposto, o modo de aplicagdo dos agrotdxicos era realizado
principalmente com bomba costal (44%), seguido de trator sem cabine (33%). Diferentes
formas de aplicagdes levam a diversas condicdes de exposi¢cao, sendo a utilizacao da
bomba costal, 0 modo de aplicagao que representa maior risco de contaminacéao, pois o
contato com o produto quimico se torna extremo, além da possibilidade de vazamentos
ou respingos da calda apds preparada atingir o aplicador. A aplicagao utilizando trator
sem cabine também aumenta esse risco pela exposicao do aplicador ao produto quimico

por meio da inalacéo de particulas e vapores levadas pelo vento.
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Com relagao a avaliacao clinica realizada nos trabalhadores rurais, por meio das
respostas ao questionario, foram constatadas alteragbes importantes em sistemas

organicos, conforme demonstrado na Figura 5.

Figura 5 — Alteragdes nos principais sistemas organicos de trabalhadores expostos aos agrotoxicos.
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Fonte: elaborado pelo autor.

Foram observadas perturbagdes principalmente no sistema nervoso central (SNC)
e periférico, onde 55% dos participantes relataram sintomas como dor de cabecga,
fraqueza e tremores musculares, tonturas e formigamento. Alteragdes no sistema
digestivo também foram apontadas, sendo que 50% dos trabalhadores relataram enjoos,
azia/queimacdo, voOmitos, cdlicas abdominais e diarreia. Arritmia, hipertensao,
dificuldade respiratoria, irritacdo nasal e fadiga foram identificadas em 20% dos
individuos ocupacionalmente expostos.

Esses achados corroboram com os efeitos toxicos oriundos da exposicdo aos
agrotoxicos, conforme resultados constatados por uma revisao sistematica realizada por
Lopes e Albuquerque (2018), onde foram reunidos dados de 116 estudos que
demonstraram o impacto negativo da exposicdo a esses xenobiodticos para a saude
humana e ambiental. Dentre os sintomas mais comuns relatados pelos participantes
estdo dores de cabecga, nauseas e dor de estdmago, disuria, gastrite/epigastralgia,

célicas abdominais, doengas respiratorias, ansiedade, mialgia, irritabilidade e depresséo.
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3.4.2 Ensaio Cometa

Neste estudo, a padronizagdo da metodologia foi realizada com base na avaliagéo
microscopica das laminas ao final dos testes aplicados na etapa de otimizacéao.
As melhores condi¢cbes padronizadas para a realizagdo do ensaio Cometa estao

descritas na Tabela 4 e representadas na Figura 6.

Tabela 4 — Condic¢des padronizadas para o Ensaio Cometa

Parametros Condigoes padronizadas
Volume de amostra (uL) 20
Volume de agarose 0,5% 100
Concentragado do gel de agarose 0,5%
Volume total de suspensao adicionado nas laminas 120
Testes de marcas de Agarose Invitrogen
Tempo de secagem das laminas em geladeira 20 minutos
Tempo de tratamento com a Solucao de Lise 2 horas
Tempo de neutralizagdo em solugao de eletroforese 20 minutos
Concentragao do corante SYBR Gold 0,25%

Fonte: Elaborado pelo autor.

Figura 6 - Representagédo esquematica do ensaio cometa conforme protocolo padronizado.
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A Figura 7 apresenta imagens de alguns cometas e nucledides encontrados nas
ldaminas analisadas dos individuos do grupo estudado, onde se pode observar estruturas
em varios estagios, desde a classe zero, sem danos, como os nucledides bem formados
na imagem D, passando pelas classes I, Il e lll (imagens A, C e D) até os cometas com

caudas bem definidas e longas, como nas imagens B e D.

Figura 7 — Imagens de cometas presentes em amostras do grupo exposto

Cometas

Nucledides

Cometas

Fonte: captura de imagens realizada pelo autor.

Algumas fontes de variabilidade do ensaio foram identificadas em estudos de
biomonitoramento humano, como estilo de vida e caracteristicas individuais. Diferencgas
nos protocolos e na interpretacdo dos resultados contribuem para aumentar o efeito
desta variabilidade bioldgica, dificultando a interpretacdo dos resultados de estudos
multicéntricos de biomonitoramento com o ensaio cometa e limitando o potencial dessa
abordagem (AZQUETA, et al., 2020; MILIC, et al., 2021)

Collins e colaboradores (2012) realizaram um estudo colaborativo internacional,
denominado originalmente de ComNet, com o objetivo de investigar se este ensaio seria
um biomarcador confiavel e validado para uso em biomonitoramento humano. Baseado
nesse projeto, foi criado o hCOMET COST (Cooperagao Europeia em Ciéncia e

Tecnologia), que reuniu um conjunto de dados de quase 20.000 individuos, coletando
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dados de estudos existentes e detalhes de protocolo da maioria dos laboratoérios da area,
tendo como um dos objetivos, avaliar as diferentes fontes de variabilidade do ensaio
(M@LLER, et al., 2020; MILIC, et al., 2021).

Os autores reuniram dados de 44 laboratorios participantes e perceberam que
uma variabilidade importante sdo os descritores do ensaio, que possuem grande
heterogeneidade entre eles. O descritor mais popular que eles encontraram foi a
porcentagem de DNA na cauda (%DNA), medido por 70% dos laboratérios que
contribuiram com dados validos, seguidos pelo comprimento da cauda (37,5%) e
momento da cauda (35%) (COLLINS, et al., 2012; M@LLER, et al., 2020; MILIC, et al.,
2021).

O maior numero de estudos relatando a porcentagem de DNA como descritor
favorito reflete a orientacao da literatura e a recomendacéo de consorcios colaborativos
internacionais (AZQUETA, et al., 2020) e, por esses motivos, foi o descritor utilizado
neste estudo.

No presente trabalho, a avaliagdo do dano ao DNA, calculada, portanto, pelo
parametro de porcentagem de DNA na cauda, analisando a média £ DP (desvio padrao),
foi de 15,93 £ 3,50 para o grupo exposto ocupacionalmente aos agrotéxicos e de 13,02
1 1,79 para o grupo exposto ambientalmente aos mesmos produtos. A comparacgao foi
realizada pelo teste de Mann-Whitney, o qual demonstrou maior dano genotoxico no
grupo ocupacionalmente exposto, em relagcdo ao grupo ambientalmente exposto
(p=0,0068).

Remor e colaboradores (2009) encontraram também uma frequéncia de dano no
grupo exposto aos agrotoxicos significativamente maior em relagdo ao grupo controle,
relatando a porcentagem de DNA encontrado nos individuos expostos de 16,38 + 11,68,
semelhante a esse estudo.

Nascimento, et al. (2022) realizaram um estudo de metanalise onde avaliaram 42
artigos relacionados ao ensaio cometa e agrotoxicos. Eles identificaram que o efeito do
dano ao DNA no grupo exposto a agrotoxicos € cerca de 4,63 vezes maior do que no
grupo controle, sendo um dado alarmante, considerando que o estudo compreende uma
diversidade de 2.885 individuos no grupo exposto e 2.543 individuos no grupo controle.

Eles citam que essa descoberta destaca a toxicidade potencial da exposi¢cao a


https://www.nature.com/articles/s41596-020-0398-1#auth-Peter-M_ller
https://www.nature.com/articles/s41596-020-0398-1#auth-Peter-M_ller
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agrotoxicos ativos e misturas quimicas perigosas que podem se traduzir em risco para a
saude humana. Esse resultado demonstrou dano ao DNA causados por agrotoxicos,
independentemente das caracteristicas do individuo como sexo, idade, tipo de
agrotoxico ou uso de EPI, que sado caracterizados e quantificados em quase todos os
estudos analisados.

No trabalho de revisdo realizado por Arbo e colaboradores (2022) foram
selecionados trinta e quatro estudos brasileiros que correlacionaram o ensaio cometa e
a exposi¢cao humana a agrotoxicos, sendo um total de 2.174 trabalhadores avaliados.
Uma diferenca significativa de dano no DNA foi observada nos individuos expostos em
relacdo aos controles, mostrando aumentos de 1,1 a 36 vezes. Da Silva e colaboradores
(2008) avaliaram a exposicao de um grupo de agricultores do sul do Brasil também pelo
ensaio cometa e destacaram a grande diferengca com relagdo ao dano no DNA entre o
grupo exposto (frequéncia de dano de 20,26 + 11,76) e o grupo controle (4,42 + 5,85).
Na revisao realizada por Bolognesi e Holland (2016), também é descrito que a maioria
dos estudos sobre exposi¢ao a agrotéxicos demonstra um aumento significativo no dano
ao DNA.

Varios outros trabalhos afirmam o efeito genotdxico causado por agrotoxicos e
apresentam resultados semelhantes para os parametros do ensaio cometa, mostrando
aumentos de dano no DNA pela exposicao a esses agentes quimicos (COLLINS, et al.,
2012; ARSHAD, et al., 2016; FRANCO, et al., 2016; DHANANJAYAN, et al., 2019;
DALMOLIN, et al., 2020; NASCIMENTO, et al. 2020; CERNY, 2021; MILIC, et al., 2021).

Neste estudo, € importante ressaltar que, apesar do nivel de dano no grupo
exposto ter sido maior do que o encontrado no grupo ambientalmente exposto, nao
podemos concluir que o género diferenciado entre os grupos nao tenha causado viés.
No entanto, ha estudos em literatura que afirmam nao haver diferenga significativa entre
os sexos (WILHELM, CALSING, DA SILVA, 2015; FREDERICO, et al., 2019;
NASCIMENTO, et al., 2022).

Como descrito anteriormente, os agrotoxicos mais utilizados pela nossa
populagdo de estudo foram os triazdis e o glifosato e € raro encontrar em literatura a
avaliagao da genotoxicidade dos triazéis em humanos. Cuenca e colaboradores (2019)

avaliaram a associagao entre o nivel de exposicdo a misturas de agrotdxicos e danos


https://link.springer.com/article/10.1007/s11356-021-15573-z#ref-CR49
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genotoxicos em agricultores e observaram que exposicdo a niveis elevados de
tebuconazol, fungicida da classe dos triazois, gerou altos niveis de quebras de fita de
DNA, obtendo uma porcentagem de DNA caudal de 13,87 £ 1,00. O mesmo foi
observado por Ferri, et al., (2018), com trabalhadores envolvidos na cultura de uva, onde
demonstraram uma alta associagao da exposi¢ao ao fungicida com dano no DNA.

Lebailly e colaboradores (2015) concluiram que é dificil atribuir efeitos genotéxicos
a qualquer classe ou composto quimico especifico, pois normalmente os trabalhadores
estdo expostos a misturas complexas, no entanto, evidenciaram que produtos fungicidas
podem ter um papel fundamental na indu¢cdo de dano ao DNA em linfocitos. Othmene,
et al. (2020) pesquisaram o efeito do tebuconazol em células cardiacas utilizando, dentre
outros métodos, o ensaio cometa e confirmaram que esse fungicida induz efeitos
citotoxicos e genotoxicos nessas células, aumentando a fragmentagéo do DNA.

Com relagao ao glifosato, Pinto e colaboradores (2020) realizaram um estudo de
metanalise avaliando 105 estudos com trabalhadores expostos aos agrotoxicos em
diversas culturas. Eles relataram que os xenobidticos mais frequentes no estudo, sendo
o glifosato, o segundo mais utilizado, apresentaram evidéncias genotoxicas, como
quebra de DNA, micronucleo e/ou aberracdes cromossémicas. Independente da cultura
onde trabalhavam, os individuos expostos a esses produtos tiveram significativamente
maior dano ao DNA do que o grupo controle (p=0,001), além de apresentarem também
maior taxa de micronucleos (p=0,0001). Alguns trabalhos afirmam que o glifosato possui
uma associagdo positiva com linfoma ndo Hodgkin e evidéncias suficientes para
carcinogenicidade em animais experimentais, enquanto outros o consideraram pouco
téxico ou improvavel de causar danos agudos ao ser humano. Os autores concluiram
que estudos mais aprofundados precisam ser realizados para melhor classificagao desta
substancia quimica (BOLOGNESI, HOLLAND, 2016; MOSTAFALOU, ABDOLLAHI,
2017; CUENCA, et al., 2019; PINTO, et al., 2020).

O manuseio incorreto de agrotéxicos e a auséncia de equipamentos de protegcao
individual (EPI) sdo frequentemente citados nos estudos e aumentam as chances de
ocorréncia de intoxicacdes. As principais vias de absor¢cao destes xenobidticos sao pela
pele e sistema respiratério e, por esses motivos, o uso de EPIs especificos (roupas,

mascaras, luvas) se torna extremamente importante na prevencdo de contaminagéo


https://www.sciencedirect.com/topics/earth-and-planetary-sciences/tebuconazole
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acidental e aumento dos efeitos toxicos nos individuos (REMOR, et al., 2009; FRANCO,
et al., 2016; SILVERIO, 2016; PANIS, et al., 2022). Lebailly e colaboradores (2015)
desenvolveram um estudo com 42 voluntarios da regiao sobre biomonitoramento usando
0 ensaio cometa e relataram que nenhum dos participantes utilizou EPI’s durante a
aplicagdo dos agrotéxicos. Arshad, et al (2016), em estudo desenvolvido com
trabalhadores agricolas, relatou que eles possuem pouco ou nenhum conhecimento
sobre praticas de seguranga, o que pode levar a um aumento significativo de dano no
DNA desses trabalhadores. As consequéncias do manuseio incorreto de agrotoxicos e
do néo uso de EPI também se refletiram no numero de individuos que apresentaram
intoxicagdo aguda por agrotoxicos apds a pulverizagdo destes produtos, segundo
pesquisa desenvolvida por Ramos e colaboradores (2021). Em uma revisao sistematica
realizada por Panis, et al (2022), foi relatado que 80% dos manipuladores de agrotoxicos
desconheciam os equipamentos de protecao individual e 92% nao utilizavam nenhum
tipo de EPI, tanto no preparo quanto na aplicagao de agrotoxicos. Os autores afirmaram,
por meio de um modelo de regressao logistica utilizada no estudo, que o trabalhador
rural que nédo utiliza equipamento de protegao individual (EPI) tem até 72% de chance
de se intoxicar.

No presente trabalho, a maioria dos individuos utiliza os EPI's de forma incorreta
(79%), tornando-se evidente a necessidade de se destacar a importancia do uso destes
equipamentos de protecao, oferecer uma melhor orientagdo e capacitacdo quanto ao
modo de utiliza-los, conscientizar sobre as boas praticas de seguranga e, se possivel,
disponibilizar op¢gées mais adequadas e confortaveis, de acordo com o nivel de atividade
a ser realizada e o clima do local.

Franco e colaboradores (2016) afirmaram que habitos e estilo de vida (idade,
tabagismo, consumo de alcool, uso de medicamentos e atividade fisica) ndo mostraram
influéncia no dano observado no DNA. Singh et al.,(2011), obtiveram resultados
semelhantes no estudo que realizaram com trabalhadores rurais expostos a agrotoxicos
na india, onde n&o apresentaram aumento nos danos genotéxicos quando relacionados
a idade, consumo de alcool e tabagismo. Nascimento, et al., (2020) relataram que os
valores dos danos ao DNA encontrados entre o grupo exposto e o ndo exposto

ocupacionalmente aos agrotoxicos foram considerados baixos. Nesse estudo nao foi
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possivel analisar estatisticamente se houve interferéncia do habito de fumar e beber em
relacdo ao dano causado no DNA devido ao baixo numero de voluntarios com esses

habitos.

3.4.3 Ensaio de citoma

Os resultados descritos nesta se¢éo foram originados de estudos conduzidos pela
professora Dra. Isarita Martins Sakakibara e realizados no Laboratério de Analises de
Toxicantes e Farmacos da Universidade Federal de Alfenas (UNIFAL/MG).

Para cada individuo do grupo, foram preparadas duas laminas e analisadas 2000
células bucais (1000 por lamina) para avaliagao da frequéncia de micronucleos (MN) e

de outras anormalidades nucleares. Os resultados estdo apresentados na Tabela 5.

Tabela 5 — Comparagao dos resultados do ensaio de citoma entre o grupo de individuos expostos
ocupacionalmente aos agrotdxicos e o grupo controle pelo teste de Mann-Whitney.

Grupo exposto Grupo controle
Variavel Valor-p
Média *DP Média *DP

Células Binucleadas 20,25 + 19,46 10,03 + 7,83 0,057(NS)

Células Carioliticas 100,1 + 48,57 75,73 +£107,6 0,004(*)
Células com Cariorréxe 88,57 + 49,59 62,97 + 45,45 0,159(NS)

MN 12,55 + 12,32 3,1+3,37 0,004(*)

Células Picnéticas 24,77 + 25,56 3,23+4,13 0,0003(*)

(*) - Estatisticamente significativo, com p<0,05
(NS) - Nao significativo

Os resultados foram avaliados estatisticamente, comparando os valores dos
parametros observados entre os grupos exposto e controle. Ndo houve diferenga
significativa entre os grupos, em relagao as células binucleadas (p=0,057) e as células
com cariorrexe (p=0,159), mas foi possivel perceber um aumento significativo com
relacdo a quantidade de células carioliticas (p=0,004), micronucleos (p=0,004) e células
picnoticas (p=0,0003) nos individuos do sexo masculino, conforme Figura 8.
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Figura 8 - Comparagao do numero de alteragbes celulares entre os grupos exposto (homens) e controle
(mulheres) pelo teste de Mann-Whitney.
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Legenda: Comparagao do niumero de células carioliticas (A), da frequéncia de MN (B) e numero de células

picnoticas (C).

O ensaio de citoma avalia danos que podem ser encontrados no DNA,
provavelmente associados a processos oxidativos, que podem gerar efeitos
mutagénicos, como formacgao de MN e outras anormalidades celulares. Uma exposigao
continua e danos genotoxicos nao reparados induzidos por agrotéxicos podem levar a
um nivel mais elevado de alteragdes citogenéticas (BOLOGNESI, 2003; SINGH, et al.,
2011; BENEDETTI, et al., 2013, SILVERIO, 2016).

Estudos encontrados na literatura analisaram a genotoxicidade dos agrotoxicos
pelo ensaio do citoma em trabalhadores expostos e também observaram um aumento
de anormalidades celulares, como a presenga de cariorrexe, células com nucleo em
picnose e carioliticas, sendo todas consideradas bioindicadores de morte celular. Os
autores afirmam que ha uma relagéo direta entre a exposi¢do ocupacional a agentes
genotoxicos e a ocorréncia de morte celular (BENEDETTI, et al., 2013; KAHL et al., 2018;
CERNY, 2021).

Godoy e colaboradores (2019) relataram dados semelhantes aos encontrados
neste estudo. Avaliando um grupo de agricultores da regido, os autores observaram um
aumento significativo na média da frequéncia de MN (valor-p < 0,01) e de células com

picnose (valor-p < 0,01), quando comparadas as médias do grupo controle. Da Silva e
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colaboradores (2008) encontraram uma frequéncia de micronucleos bem maior no grupo
de agricultores do sul do Brasil (7,34 + 4,82) em comparagao ao grupo controle (4,33 *
5,42), com valor-p < 0,001 (teste de Mann-Whitney), evidenciando um alto risco
genotoxico relacionado a exposi¢céo decorrente do uso intensivo de agrotéxicos.

Um efeito citotoxico do fungicida a base de tebuconazol em linfécitos periféricos
bovinos foi constatado por Sivikova, et al (2013), por meio dos ensaios cometa,
micronucleo e aberragdes cromossémicas. Os autores concluiram que, considerando as
exposi¢gdes humanas e animais ao fungicida triazol, um aumento estatisticamente
significativo na frequéncia de anormalidades celulares em linfocitos periféricos bovinos
também fornece dados sobre os potenciais efeitos clastogénicos e genotdxicos do
fungicida. Ghisolfl (2020) realizou um estudo sobre os efeitos do tebuconazol em plantas
utilizando o ensaio de micronucleos e observou que, mesmo em concentragcdes muito
baixas, inclusive abaixo do limite maximo permitido de residuos, este composto triazol é
potencialmente genotoxico.

Em um estudo de biomonitoramento envolvendo trabalhadores com aplicagao de
formulagdes de glifosato, Bolognesi e colaboradores (2009) detectaram um aumento
significativo na frequéncia de MN associada a exposigdo em comparagao com 0 grupo
controle, sugerindo um potencial risco genotoxico associado a formulagdes de glifosato.
Frederico e colaboradores (2019) constataram que individuos expostos a poluentes tém
um aumento estatisticamente significativo (valor-p < 0,01) na frequéncia de células de
MN na mucosa oral em comparagdo com o grupo controle, mas pontes
nucleoplasmaticas (NPB) e brotos nucleares (NBD) ndo apresentaram diferenga
significativa em relacdo aos controles. Eles citaram que alguns fatores de confusao,
como idade, sexo, tabagismo, consumo de alcool e outras caracteristicas do estilo de
vida, foram considerados e quase nenhum deles mostrou qualquer divergéncia
significativa na frequéncia de células MN.

Benedetti, et al (2013) realizou um estudo utilizando o ensaio cometa e o citoma
em sangue periférico para avaliar os possiveis danos que a exposigao aos agrotoxicos
poderia causar. Os autores demonstraram que essa exposicao induz dano no DNA, com
valores de frequéncia de dano de 23,1 + 9,4 para o grupo exposto, em relagdo ao

controle, 13,3 + 6,4 (P<0,001, teste de Mann-Whitney). O mesmo foi observado com o
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ensaio de citoma bucal, que detectou aumento da ocorréncia de células com
micronucleos (P < 0,001), brotos nucleares e células binucleadas (P < 0,01), assim como
um aumento da picnose (P < 0,05), células cariorreicas (P < 0,01) e carioliticas (P <
0,05).

Bolognesi, Holland (2016) realizaram uma revis&o envolvendo 49 estudos de
diversos locais, como Europa, América do Sul, EUA, Asia e Australia. Todos estavam
relacionados ao uso do ensaio do citoma em linfécitos periféricos e em células bucais,
para biomonitoramento de trabalhadores de diferentes culturas. Os autores relataram
aumento significativo da frequéncia de micronucleos em 36 estudos, mas nao
observaram diferencas entre os grupos exposto e controle nos outros 13 estudos. Estes
se caracterizaram pelo uso comum de equipamentos de prote¢ao individual e por
adotarem medidas de seguranga adequadas que levaram a menores exposigdes
genotoxicas para os trabalhadores. Esse estudo ressaltou a importéancia do uso dos
EPI's e de politicas eficazes de segurancga para o individuo, sugerindo a promogao de

programas educativos para o uso seguro de agrotoxicos.

3.4.4 Atividade das enzimas colinesterases

De acordo com a informacao prestada pelos participantes, os produtos mais
utilizados foram o glifosato (52,78%), do grupo dos herbicidas e os compostos triazdis,
do grupo dos fungicidas (42%).

Com a finalidade de avaliar a exposi¢cdo ocupacional aos agrotéxicos, apenas a
determinacao da atividade das enzimas colinesterases (colinesterase eritrocitaria e a
colinesterase plasmatica) é reconhecida como biomarcador com significancia clinica,
preconizado pela Norma Regulamentadora n°7 (NR7) e utilizada no monitoramento da
saude do trabalhador exposto a anticolinesterasicos (AMORIM, 2003; BRASIL, 2020;
DALMOLIN, et al., 2020; ARBO, et al., 2022).

Dosagens da atividade das colinesterases dos voluntarios deste estudo foram
realizadas e os resultados, representados por média e desvio-padrao, estado dispostos

na Tabela 6 e nos graficos da Figura 9.



64

Tabela 6 - Comparagéo pelo teste de Mann-Whitney da atividade da Colinesterase

Grupo exposto Grupo controle

. Valor de
Variavel Referénci Valor-p
Média + DP Média + DP eterencia
Colinesterase total 21,99 £ 22,15 17,23 £ 3,29 15,5-31,0 0,937(NS)
Colinesterase eritrocitaria 33,66 + 3,66 35,19 £4,99 32,0-58,0 0,147(NS)
Colinesterase plasmatica 3,555 £ 1,67 2,969 + 1,08 1,3-7,8 0,405(NS)

(NS) — nao significativo

Figura 9 — Comparacgao da atividade das enzimas colinesterases entre os grupos estudados pelo teste
de Mann-Whitney.
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Legenda: Comparacao da atividade da colinesterase total (A); colinesterase eritrocitaria (B) e colinesterase

plasmatica (C).

No Brasil, a NR7 recomenda a determinacdo da atividade das colinesterases, no
final da jornada, comparando os valores obtidos de inibicdo enzimatica aos valores
obtidos no periodo pré-exposigao (BRASIL, 2020). Nesse estudo, os resultados foram
confrontados com os valores de referéncia ja preconizados pelo laboratério da UNIFAL,
uma vez que a exposicao € continua, ndo sendo possivel obter os valores basais,
individualmente.

A acetilcolinesterase eritrocitaria esta presente em hemacias, tecido nervoso e
musculos e a sua atividade no sangue depende da meia-vida dos eritrocitos, cerca de

120 dias. Por esse motivo, ela é considerada um melhor avaliador de exposic¢ao crénica.
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Ja a acetilcolinesterase plasmatica possui meia-vida de uma semana, sendo um
bioindicador que reflete exposicdbes mais recentes (MOREAU, SIQUEIRA, 2016;
SILVERIO, 2016). Avaliando os dados obtidos, pode-se observar que os resultados se
encontram dentro do valor de referéncia estabelecido e que, ao se comparar as médias
entre os grupos, ndo houve diferenga significativa em relacdo a colinesterase total
(p=0,937), colinesterase eritrocitaria (p=0,147) e colinesterase plasmatica (p=0,405).
Valores da atividade colinesterasica dentro da normalidade foram também
evidenciados em literatura, onde, apesar de diferentes metodologias utilizadas,
alteragdes enzimaticas n&o significativas entre o grupo exposto a agrotéxicos e o grupo
controle foram detectadas. Os autores relatam que a determinagcdo da inibicdo da
colinesterase pode ser util no monitoramento de casos de intoxicagdo ou exposicao a
altos niveis de inseticidas organofosforados e carbamatos, mas € inespecifica para
outros xenobidticos ou para misturas de substancias de diversas classes. Segundo
Harding e colaboradores (2017), a exposi¢do simultanea dificulta a investigagéo e
monitorizacdo dos riscos para a saude associados a utilizagao desses produtos, uma
vez que possuem diferentes modos de agédo. Apesar do aumento do uso de agrotoéxicos
em geral, ha poucas evidéncias sobre outros biomarcadores para avaliagdo da
exposigao. Por isso, os autores sugerem novas metodologias, testes ou biomarcadores
para avaliagdo da exposicao a estes produtos isolados ou em associagao. (HARDING,
et al., 2017; HERNANDEZ, et al., 2017; HONGSIBSONG, SITTITOON, SAPBAMRER,
2017; JACOBSEN-PEREIRA, et al, 2018, AREVALO-JARAMILLO, et al., 2019;
PETARLI, et al., 2019; VALENCIA-QUINTANA, et al., 2021).
Outros estudos, como o de Benedetti, et al (2013) e Shadnia et al. (2005), também
ndo encontraram diferenca significativa na atividade da colinesterase plasmatica entre o
grupo dos individuos ndo expostos e o grupo de trabalhadores, permanecendo os valores
dentro da normalidade. Peres, et al. (2003) e Nogueira, et al. (2020) afirmam que a
determinagdo da atividade das enzimas, apesar de apresentar algumas limitagdes,
continua sendo o bioindicador de referéncia para a avaliagdo de intoxicagdo por
inseticidas organofosforados e carbamatos nos servigos de saude, mas sugerem a
possibilidade de se avaliar outros marcadores bioldgicos, como biomarcadores de

genotoxicidade, a fim de complementar os resultados encontrados e servir de indicativo
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de danos associados a exposi¢ao. Dentre eles, se destacam o ensaio cometa e 0 ensaio
de micronucleo por serem rapidos e sensiveis a agrotéxicos e suas misturas (PERES, et
al., 2003; VALVERDE, ROJAS, 2009; GODOQY, et al., 2019; NOGUEIRA, et al., 2020;
PINTO, et al., 2020; ARBO, et al., 2022).

Arbo e colaboradores (2022) investigaram evidéncias experimentais sobre
exposi¢ao ocupacional no Brasil e avaliagdo de danos no DNA, utilizando diferentes
metodologias. Ao fim da analise de todos os trabalhos, concluiu-se que o ensaio cometa
foi o biomarcador mais utilizado entre os estudos e que todos que realizaram esta técnica
em amostras de sangue encontraram efeitos positivos para genotoxicidade. O segundo
ensaio mais utilizado foi o do citoma, com estudos mostrando um aumento nas
frequéncias de micronucleos e outras anormalidades nucleares em células bucais de
trabalhadores. De acordo com os autores, essa preferéncia se da, provavelmente, por
serem técnicas de menor custo e mais simples de serem executadas.

Neste estudo, os resultados encontrados nos ensaios cometa e citoma foram
capazes de avaliar a exposicdo dos trabalhadores aos agrotoxicos e suas misturas,
demonstrando um aumento no nivel de dano no DNA e um perfil celular alterado nesta
populagado, o que sugere uma maior suscetibilidade ao desenvolvimento de cancer nos

trabalhadores expostos a esses produtos quimicos.


https://www.sciencedirect.com/topics/earth-and-planetary-sciences/electrophoresis

CAPITULO IV
METABOLOMICA — ABORDAGEM GLOBAL
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4.1 REVISAO DA LITERATURA

A metabolémica integra as chamadas “tecnologias Omicas”, que visam a
identificacdo de moléculas que constituem as células, tecidos e organismos, tais como,
genes (DNA), RNA e proteinas. Essas pequenas moléculas representam o resultado de
interacbes complexas entre a nossa heranca genética e varios estimulos ambientais. A
metabolémica é considerada dentre as abordagens “Gmicas” como relativamente rapida
e econdbmica (MASTRANGELO, et al., 2015; TASIC, 2017; TAMARA, BOER, HECK,
2021).

Stephen Oliver utilizou o termo Metabolémica, pela primeira vez, no final da
década de 1990 e foi definido como o conjunto completo de compostos de baixo peso
molecular (<1500 Da) presentes em sistemas bioldgicos e suas interagdes (OLIVER, et
al., 1998). A metabolémica tem sido empregada em investigagdes de diversas areas do
conhecimento e engloba o perfil sistematico abrangente e simultdneo de varios niveis de
metabdlitos e suas mudancas sistematicas e temporais causadas por fatores como dieta,
estilo de vida, ambiente, efeitos genéticos e de medicamentos, tanto benéficos como
adversos, em organismos inteiros. As concentragdes dos metabdlitos séo influenciadas
pela disponibilidade de substrato no meio extracelular, as atividades enzimaticas e a
presencga de cofatores dentro da célula e as atividades de transportadores de membrana
(LINDON, NICHOLSON, HOLMES, 2007; CANUTO, et al., 2018; ARAUJO, et al., 2021).

O estudo dos perfis metabdlicos de um determinado organismo e as alteragdes
nesse mesmo perfil foi denominado 'metabonomia’ por Nicholson, Lindon e Holmes
(1999), e 'metabolémica’ por outros autores, como Fiehn, et al., 2002. Apesar de serem
utilizados frequentemente como termos de mesmo significado, cada um possui um
proposito especifico. Os dois campos empregam processamento analitico e de dados
semelhantes e tém um objetivo comum, a analise do metaboloma. No entanto, enquanto
a metabolémica tem a fungao de identificar e quantificar todos os metabdlitos presentes
em uma amostra biolégica especifica, a metabonémica estuda como o perfil metabdlico
de um sistema muda em resposta a estimulos especificos, como drogas ou uma doencga.

Atualmente sdo usados como sinénimos, se referindo amplamente a analise de varios
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metabdlitos em um sistema biolégico (NICHOLSON, LINDON, HOLMES.,1999; FIEHN,
et al., 2002; CUPERLOVIC -CULF, et al., 2010; ARAUJO, et al., 2021).

As vias metabdlicas consistem em uma série de reagdes enzimaticas conectadas
e que produzem produtos especificos. Os metabdlitos sdo os produtos de toda
complexidade regulatéria presente na célula, tecido ou organismo e, portanto, s&o as
moléculas mais proximas da atividade bioquimica que ocorre em um organismo em
resposta a estimulos fisiolégicos e fisiopatolégicos (REN, et al., 2018; ARAUJO, et al.,
2021).

A caracterizagdo do metaboloma, juntamente com a medi¢do das alteragdes
bioquimicas que ocorrem em nosso organismo, € uma abordagem necessaria a fim de
melhorar nosso conhecimento de diversos fenétipos de doencgas, para revelar alteragdes
em mecanismos de acado e eficacia dos medicamentos, além de identificar
biomarcadores para diagnéstico de uma doenga (ALIFERIS, JABAJI, 2011;
MASTRANGELDO, et al., 2015; LI, et al., 2020).

Todos os estudos metabolémicos resultam em conjuntos de dados multivariados
complexos que requerem software de visualizagdo e métodos quimiométricos e
bioinformaticos para interpretagcdo. O objetivo desses procedimentos € produzir
impressdes digitais com base bioquimica que sao de diagnodstico ou outro valor de
classificacdo. Uma segunda etapa, crucial em tais estudos, é identificar as substancias
causadoras do diagnostico ou classificagdo e estes tornam-se a combinagdo de
biomarcadores que definem o contexto biolégico ou clinico (LINDON, et al., 2007; REN,
et al., 2018; REY-STOLLE, et al., 2021).

Esses estudos envolvem varias etapas, desde a concepg¢ao do experimento até a
interpretacdo e validacdo dos resultados obtidos com novos experimentos. Para
caracterizar e quantificar os compostos € necessaria a utilizagcdo de metodologias e
equipamentos especificos, de acordo com as caracteristicas de cada classe. Devido a
alta diversidade de propriedades fisico-quimicas dos metabdlitos e a complexidade dos
sistemas biolégicos, nenhuma plataforma analitica uUnica € capaz de fornecer a
determinacgao de todos os metabdlitos presentes em biofluidos complexos (BUJAK, et al.,
2015; REY-STOLLE, et al., 2021; GANGOLA, et al., 2022).

Com base na cobertura de metabdlitos, ha, na literatura, diferentes abordagens
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analiticas para metaboldbmica que podem ser classificadas como analise de alvo ou
direcionada (do inglés, targeted metabolomics) e analise ndo direcionada ou global (do
inglés, untargeted metabolomics). O tipo de abordagem escolhida determinara o desenho
experimental, a preparagdo da amostra e quais técnicas analiticas podem ser utilizadas
para obter os resultados (BUJAK, et al., 2015; TASIC, 2017; SILVA, et al., 2019; LI, et
al., 2020; REY-STOLLE, et al., 2021; GANGOLA, et al., 2022).

A analise direcionada (Targeted) consiste na analise quantitativa de grupos de
metabdlitos, previamente selecionados dentro de um grupo ou classe quimica (por
exemplo, agucares, aminoacidos, lipidios ou acidos organicos) para estudo de alteragao
de uma via metabdlica ou identificagao de perfil. Essa abordagem estuda apenas um
processo bioldgico especifico, sendo muito util, por exemplo, para o estudo do efeito
primario de uma alteracdo genética. Os procedimentos analiticos devem incluir a
identificacdo e quantificacdo absoluta dos metabdlitos selecionados na amostra (BUJAK,
et al., 2015; FACCIO, 2015; TASIC, 2017; LI, et al., 2020; REY-STOLLE, et al., 2021;
ARAUJO, et al., 2021).

A analise nao direcionada (Untargeted) baseia-se em estudar o maior numero de
metabdlitos analiticamente possivel, sem ter um conhecimento prévio sobre a natureza
e identidade dos compostos medidos, procurando variagdes que possam ser usadas
para discriminar grupos de amostras. E considerada um método eficaz para determinar
simultaneamente uma gama de grupos quimicos diferentes e € mais adequada para
descobrir metabdlitos que mudam com relagédo a manipulagdo de um sistema bioldgico.
No entanto, os métodos direcionados e n&o direcionados s&o altamente complementares
e sao aplicados para identificar metabdlitos que mudam em abundancia entre duas ou
mais condi¢gdes (TASIC, 2017; LI, et al., 2020; ARAUJO, et al., 2021; REY-STOLLE, et
al., 2021).

A abordagem nao direcionada pode ser subdividida em impresséo digital e a
analise de footprinting. A impressao digital metabdlica, que ndo € impulsionada por
qualquer suposicao preliminar, define a classificacdo de amostras de acordo com sua
origem ou relevancia metabdlica, visando as mudangas no metaboloma total que estao
ocorrendo em um estado especifico na célula, tecido ou organismo. A pegada metabdlica

(footprinting) explora os metabdlitos excretados por uma célula ou consumidos por um
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organismo (metaboloma extracelular ou exometaboloma), fornecendo uma imagem
cumulativa de metabolismo ao longo do tempo (VILLAS-BOAS, et al., 2004; BUJAK, et
al., 2015; TASIC, 2017; ARAUJO, et al., 2021).

E importante ressaltar que a analise metabolémica, independentemente do tipo
de abordagem, baseia-se na comparagao entre grupos, uma vez que o confronto do
metaboloma de um individuo doente e um individuo sadio por exemplo, pode fornecer
informacdes importantes para a compreensao do fenétipo de um organismo (CANUTO,
et al., 2018).

Embora os estudos de metaboldmica possam identificar varios candidatos a
biomarcadores, apenas alguns podem se revelar clinicamente uteis. Portanto, as
estratégias de desenvolvimento do estudo devem permitir um teste eficiente de muitos
provaveis biomarcadores para identificar e verificar poucos que seriam adequados para
posterior validagdo. Essa descoberta de biomarcadores geralmente € dividida em trés
fases diferentes: descoberta, verificagéo e validagéo (Figura 10) (CHAUVIN, BOISVERT,
2018; NAKAYASU, et al., 2021).

Na fase de descoberta, um pequeno numero de amostras é submetido a analise
metaboldmica ndo direcionada para identificar e quantificar o maior niumero possivel de
metabdlitos, levando a identificagdo de dezenas a centenas de candidatos a
biomarcadores que serao posteriormente avaliados nas fases de verificacdo e validacao
(CHAUVIN, BOISVERT, 2018; NAKAYASU, et al., 2021).

Na fase de verificacdo, os candidatos a biomarcadores passam por analises
metaboldmicas adicionais, com a utilizacdo de analises quantitativas, para verificar suas
identidades e expressdes nas mesmas amostras ou em amostras semelhantes a fase de
descoberta. Muitas vezes dezenas a centenas de amostras sao analisadas para
confirmar as abundancias diferenciais dos candidatos a biomarcadores. Menos
metabdlitos sdo medidos e mais amostras e individuos sado estudados a medida que o
estudo passa da descoberta a verificagdo para as fases de validagdo (CHAUVIN,
BOISVERT, 2018; NAKAYASU, et al., 2021).

A fase de validagao analitica é realizada para confirmar a utilidade dos ensaios de

biomarcadores analisando amostras de uma coorte expandida. Normalmente, apenas


https://www.nature.com/articles/s41596-021-00566-6#auth-Ernesto_S_-Nakayasu
https://www.nature.com/articles/s41596-021-00566-6#auth-Ernesto_S_-Nakayasu
https://www.nature.com/articles/s41596-021-00566-6#auth-Ernesto_S_-Nakayasu
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alguns dos melhores candidatos a biomarcadores séo testados na fase de validagao
analitica (CHAUVIN, BOISVERT, 2018; NAKAYASU, et al., 2021).

Figura 10 — Fases dos estudos de desenvolvimento de biomarcadores.
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Fonte: Adaptado de Nakayasu, et al., 2021.
4.1.1 Fluxo de trabalho em metabolémica global

Para se obter uma medi¢cdo precisa de qualquer metaboloma ou metabdlitos
especificos, muitos procedimentos analiticos (incluindo planejamento do estudo,
preparagao de amostras, analise e interpretacao de dados) estdo envolvidos na pesquisa
metabolébmica e impactam diretamente nos resultados e interpretagdes bioldgicas
(HENDRIKS, et al., 2011; CANUTO, et al., 2018; LI, et al., 2020).

O planejamento experimental € uma etapa muito importante e inclui a definicdo da
populacdo que fara parte do estudo com subsequente coleta de dados, como idade,
sexo, habitos de vida e histérico médico; a matriz biolégica a ser analisada (sangue,
tecido, urina e outros), o tamanho da amostra, armazenamento, os ciclos de
congelamento/descongelamento e o tempo durante a preparagdo da amostra sao os
fatores mais comuns que devem ser levados em consideragdo para garantir
experimentos reprodutiveis e bem-sucedidos, minimizando a variabilidade (SILVA, et al.,
2019; TANG, et al., 2019; GANGOLA, et al., 2022).


https://www.nature.com/articles/s41596-021-00566-6#auth-Ernesto_S_-Nakayasu
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Definido o desenho do estudo, a metabolémica envolve varias etapas, como
preparo de amostras, analise instrumental, aquisigao e tratamento dos dados, seguido

de analise dos resultados e interpretagao biolégica, conforme demonstrado na Figura 11.

Figura 11 — Fluxo de trabalho em metabolomica
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dados resultados
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Fonte: elaborado pelo autor.
4.1.1.1 Preparo de amostras

A preparacado da amostra € uma das etapas cruciais na analise do metaboloma.
As matrizes biolégicas comumente utilizadas em metabolémica incluem amostras de
plasma, soro, urina e tecidos. Ha estudos que relatam outras amostras bioldgicas, como
suor, condensado da respiracdo exalada, liquido de lavagem broncoalveolar, liquido
cefalorraquidiano, escarro, entre outras, mas urina e sangue sao os biofluidos mais
estudados. Isso se deve a sua facilidade de coleta, rigueza em metabdlitos, por permitir
o estudo de alteracdes temporais e por ser eticamente aceitaveis (STEVENS, et al.,
2019; TANG, et al., 2019; ARAUJO, et al., 2021).

O primeiro passo apds a obtencdo da amostra € a interrupcao rapida do
metabolismo celular. Esse procedimento € conhecido como quenching metabdlico e
normalmente € realizado por meio da adicdo de solventes organicos resfriados ou
congelamento imediato das amostras por meio de gelo seco ou nitrogénio liquido
(CANUTO, et al., 2018; ALSEEKH, et al., 2021).

O solvente de extracdo deve ser capaz de prevenir qualquer outra alteragao
quimica das moléculas e todo o processo de extragdo deve garantir uma perda minima
dos metabdlitos a serem extraidos. Além disso, o solvente de extracdo deve ser

escolhido de forma que seja compativel com o procedimento analitico. Normalmente,
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mais de um solvente € usado no procedimento de extracédo, sendo os solventes polares
como metanol, misturas de metanol-agua ou etanol para extrair metabdlitos polares e
solventes nao polares como cloroférmio, acetato de etila ou hexano para extrair
componentes lipofilicos (VILLAS-BOAS, et al.,2004).

Os métodos para extragdo de metabdlitos incluem extragéo liquido-liquido (LLE),
extragao solido-liquido (SLE), extragcdo em fase sdlida (SPE), extracao assistida por
micro-ondas, extracdo acelerada por solvente, precipitacdo de proteinas, entre outros,
sendo a LLE e SPE as mais utilizadas. Durante o LLE, a escolha dos solventes depende
das propriedades quimicas dos metabdlitos (ZHOU, et al., 2012; FIEHN, 2017).

Para analise de metabdlitos, € importante ter um bom método de extragao que ira
extrair tudo ou o0 maximo de metabdlitos em seu estado original e de forma quantitativa.
Nao existe um unico procedimento de extracdo para analise de metaboloma que ira
abranger todos os metabolitos (VILLAS-BOAS, et al.,2004; LI, et al., 2020).

E necessario incorporar brancos de reagentes e amostras de controle de
qualidade (CQ) no preparo de amostras, pois isso garante avaliagdo continua de
contaminagao e fatores operacionais em todos os aspectos de um processo analitico. O
CQ é preparado com um pequeno volume de todas as amostras envolvidas, sendo um
indicador da reprodutibilidade e da repetibilidade da analise. Além disso, métodos de
analise multivariados, como analise de componentes principais, o PCA, podem mostrar
como os CQs se agrupam no grafico de pontuagdo ou como sua propagagao € um sinal
de variabilidade analitica. A adicdo de padrao interno também é sempre recomendada
para minimizar os erros do processamento e da metodologia (MASTRANGELO, et al,,
2015; KHODADADI, POURFARZAM, 2020; REY-STOLLE, et al, 2021).

4.1.1.1.1 Preparo de amostras para LC-MS

As amostras podem ser analisadas por LC-MS sem a necessidade de
procedimentos complexos de preparacao e derivatizagdo de amostras e uma ampla
gama de compostos com diversas propriedades quimicas podem ser identificadas. Na
etapa inicial, as amostras devem ser descongeladas em gelo para minimizar as taxas de

reacao enzimatica. Os solventes de extragcao devem ser mantidos em baixa temperatura
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(-20°C) antes de seu uso para causar desnaturagao de enzimas e subsequente cessagao
do metabolismo. Assim, apds uma simples extrac&o liquido-liquido para remogao de
proteinas, por exemplo, o sobrenadante obtido pode ser analisado por LC-MS (PYKE, et
al., 2015; ZHONG, et al., 2021).

4.1.1.1.2 Preparo de amostras para GC-MS

O tratamento da amostra para analise por GC-MS engloba homogeneizacéo e
pré-processamento da amostra, remocao e extracdo de proteinas e derivatizagao
quimica. Assim como para LC-MS, as amostras devem ser descongeladas em gelo e os
solventes de extragdo devem ser mantidos em baixa temperatura (-20°C) antes de seu
uso. A composicdo do solvente de extracdo deve ser otimizada para cada tipo de
amostra. Metanol e acetonitrila sdo conhecidos por serem menos eficientes para
extragao de lipidios. No entanto, o metanol foi considerado um dos melhores solventes
de extracdo para metabolémica e especialmente para amostras de urina. A mistura
ternaria isopropanol/acetonitrila/agua (3:3:2 v/v/v) proposto pelo grupo de Oliver Fiehn
(2002) representa outra estratégia adequada. (FIEHN, et al., 2002; REY-STOLLE, et al,
2021).

Com a finalidade de aumentar a volatilidade e a estabilidade térmica dos analitos,
realiza-se a etapa de derivatizacdo, normalmente envolvendo duas etapas. Esse
processo inclui reagcbes de alquilacdo, acilagdo, metoxiaminacao e sililagdo, sendo
metoxiaminagao seguida de sililagao; as mais comumente utilizadas. A derivatizagdo nao
s6 confere estabilidade aos analitos, mas também aumenta sua detectabilidade.
(GARCIA; BARBAS, 2011; FIEHN, 2017; REN, et al., 2018; REY-STOLLE, et al, 2021).

A metoxiaminacdo (Figura 12) consiste na reagcdo dos metabdlitos presentes na
amostra biolégica com metoxiamina em piridina, para protegdo de grupos cetonas e
aldeidos comuns em metabdlitos como carboidratos. Isso também reduz a interagao com
a fase da coluna que pode causar picos de cauda e baixas sensibilidade e separagao
cromatografica (AGILENT TECHNOLOGIES, 2013; FIEHN, 2017; KHODADADI,
POURFARZAM, 2020).
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Figura 12 — metoxiaminacgao para prote¢do dos grupos cetonas e aldeidos.
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Fonte: Agilent Technologies, 2013.

A segunda etapa da derivatizagcdo ¢é a sililagdo, que aumenta a volatilidade do
composto substituindo o hidrogénio ativo das carboxilas por um grupo alquilsilil. A
sililagdo, representada pela equacédo quimica da Figura 13, € uma das reagdes de
derivatizacdo mais populares devido as suas condi¢gdes de reacao suaves e alta
eficiéncia de derivatizacado. Ela reduz os pontos de ebuligdo, melhora a estabilidade
térmica dos analitos e aumenta a separagdo cromatografica dos metabdlitos
(MASTRANGELO, et al., 2015; FIEHN, 2017; YANG, et al., 2020).

Figura 13 — Equacgéo quimica da reagao de sililagao.
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Fonte: Agilent Technologies, 2013.

Essa reacdo deve ser realizada com solventes basicos, como a piridina e a
dimetilformamida (CsH7NO), para capturar prétons e aumentar a nucleofilicidade da
metoxiamina. Os agentes derivatizantes utilizados nessa etapa séo o hexametildisilano
(HMDS), trimetilsililimidazol (TMSI), N-metil-N-trimetilsilil (MSTFA), N,O-bis-(trimetilsilil)
trifluoroacetamida (BSTFA), entre outros (AGILENT TECHNOLOGIES, 2013;
MASTRANGELDO, et al., 2015; KHODADADI, POURFARZAM, 2020).

A temperatura e o tempo de reagdo podem afetar significativamente a eficiéncia
da derivatizacao e por isso devem ser controlados. Um tempo de reagao mais longo para
a metoxiaminagdo e aquecimento adicional para sililagdo com N,O-bis(trimetilsilil)-

trifluoroacetamida (BSTFA) sdo necessarios. O tempo recomendado para que a reagao
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ocorra & de 16 horas, sob protecado da luz para prevenir fotdlise da piridina. O resultado
€ um derivado modificado mais volatil e mais estavel que é facilmente detectavel por GC-
MS (GARCIA; BARBAS, 2011; YANG, et al., 2020).

4.1.1.2 Técnicas analiticas

Devido a complexidade dos sistemas bioldgicos e a diversidade fisico-quimica de
todos os metabdlitos, ndo ha uma plataforma analitica universal para determinacdo do
metaboloma em sua totalidade. Alternativamente, podem-se empregar multiplos
protocolos e associacdo de mais de uma técnica analitica a fim de ampliar a cobertura
metabdlica. Inumeras plataformas sdo comumente usadas em estudos metabolémicos
direcionados e n&o direcionados, sendo as principais, a Ressonancia Magnética Nuclear
(NMR, do inglés, nuclear magnetic ressonance) e a espectrometria de massas (MS, do
inglés, mass spectrometry) acoplada a diferentes técnicas de separagdo, como a
cromatografia liquida (LC), a cromatografia gasosa (GC) ou a eletroforese capilar (CE).
NMR determina a ressonancia magnética dos nucleos das moléculas e é adequado para
a deteccdo de todos os compostos que contém o atomo hidrogénio. A MS mede
moléculas ionizadas com base em sua razdo massa-carga (m/z) (BUJAK, et al., 2015;
TASIC, 2017; LI, et al., 2020; REY-STOLLE, et al., 2021).

Entre as técnicas mais usadas numa plataforma analitica de metabolémica estao
a cromatografia liquida (LC) e a cromatografia gasosa (GC) acopladas a espectrometria
de massas. Cada uma dessas técnicas possui uma seletividade especifica para
determinados compostos, fornecendo diferentes informagdes sobre a composicéo das
amostras e conferindo maior sensibilidade, especificidade e resolugdo cromatografica.
Geralmente essa etapa de separacao € utilizada em metaboldmica para reduzir a alta
complexidade da amostra biolégica e permitir a anadlise de diferentes conjuntos de
moléculas em diferentes tempos (ABDELNUR, 2011; THEODORIDIS, et al., 2011;
PYKE, et al., 2015; CANUTO, et al.,, 2018; ARAUJO, et al., 2021; HRISTOVA, J;
SVINAROV, D., 2022).

Com o desenvolvimento em espectrometria de massas (MS) utilizando diferentes

modos de ionizagdo e forma de analisa-los, tornou-se possivel medir rapidamente
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milhares de metabdlitos simultaneamente utilizando quantidades minimas de amostra.
Essa é a técnica de analise mais usada na metaboldmica, uma vez que proporciona
analises rapidas, com alta sensibilidade e seletividade e tem impulsionado a analise de
vias metabdlicas de diferentes organismos (VILLAS-BOAS, et al., 2004; ABDELNUR,
2011; BUJAK, et al., 2015; CANUTO, et al., 2018; LI, et al., 2020; HRISTOVA,
SVINAROV, 2022).

A espectrometria de massas € usada para identificar e/ou quantificar uma ampla
gama de analitos usando a razdo massa-carga (m/z) de ions gerados a partir de uma
amostra. Todas as técnicas de MS requerem uma etapa inicial de ionizacdo e, em
seguida, cada molécula gera diferentes padrdes de pico que definem a impressao digital
da molécula original (WISHART, et al., 2018; ARAUJO, et al., 2021; TAMARA, BOER,
HECK, 2021).

Um espectrometro de massas € tipicamente composto de trés partes principais:
fonte de ions, analisador de massas e detector, além de possuir também um sistema de
aquisicao de dados (VILLAS-BOAS, et al., 2004).

Na fonte de ions do espectrébmetro de massas, os ions sao produzidos, a partir de
atomos ou moléculas neutras (M), por varios mecanismos. Algumas opgdes de fonte de
ionizagao incluem a ionizagao por eletrospray (ESI -do inglés Electrospray lonization),
ionizacdo quimica a pressao atmosférica (APCI - do inglés Atmospheric Pressure
Chemical lonization), ionizagdo quimica (Cl do inglés Chemical Ionization) e
fotoionizacdo a pressdo atmosférica (APPl - do inglés Atmospheric Pressure
Photoionization), dentre outras (LANCAS, 2009; REN, et al., 2018).

Os ions devem ser introduzidos em uma fase gasosa para serem separados pelo
analisador de massas dentro do sistema de vacuo, ndo importa qual seja o estado inicial
da amostra, gas, liquido ou sdlido (ZHOU, et al., 2012; HRISTOVA, SVINAROQV, 2022).

Varios tipos de analisadores de massas estido disponiveis comercialmente. Estes
apresentam diferentes performances de acordo com seu modo de operagao: quadrupolo
(Q), ion-trap, orbitrap, tempo de vOo (ToF) e ressonancia ciclotrbnica de ions com
transformada de Fourier (FT-ICR) s&o alguns deles. Sao dois tipos principais: tipo feixe

(setores magnéticos, quadrupolo, ToF) e tipo aprisionamento (ion-trap, orbitrap). Desses,
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quadrupolo e ToF sao os mais empregados nas investigagdes metabolémicas (ZHOU,
et al., 2012; HRISTOVA, SVINAROQOV, 2022).

As vantagens mais importantes do MS s&o alta sensibilidade e alto rendimento
em combinacdo com a possibilidade de confirmacédo da identidade dos componentes
presentes em amostras bioldgicas complexas, bem como a detecgéo e, na maioria dos
casos, a identificacdo de compostos desconhecidos e inesperados. Além disso, a
combinagao de técnicas de separacgao (por exemplo, cromatografia) com MS expande
bastante a capacidade da analise quimica de amostras biolégicas altamente complexas.
O espectro exibe as massas da molécula ionizada e seus fragmentos, e essas massas
sdo simplesmente as somas das massas dos atomos componentes (VILLAS-BOAS, et
al., 2004; ABDELNUR, 2011; BUJAK, et al., 2015; CANUTO, et al., 2018; LI, et al., 2020;
TAMARA, BOER, HECK, 2021).

4.1.1.2.1 Cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas
(LC-MS)

LC-MS é amplamente aplicado na pesquisa metaboldmica devido a uma
disponibilidade generalizada e desenvolvimento continuo de instrumentagcédo. LC-MS é
uma técnica adequada para analise de compostos nao volateis, termicamente instaveis
e com ampla faixa de polaridade. Portanto, LC-MS é comumente usada em analise de
processos metabodlicos de varios biofluidos (seja urina, sangue ou extratos de tecido).
Esta técnica nédo requer a etapa de derivatizacdo, o que torna o pré-tratamento da
amostra mais simples e com menor gasto de tempo em comparagdo com a técnica GC-
MS. A seletividade do sistema LC €& estritamente dependente da quimica da fase
estacionaria na coluna cromatografica (REN, et al., 2018; SILVA, et al., 2019).

Uma vez que a separacgao por gradiente é destinada a compostos de polaridade
meédia ou baixa, ela ndo fornece retencao de metabdlitos hidrofilicos, como aminoacidos
ou carboidratos. Para superar essa limitagdo, novas colunas foram desenvolvidas, como
a cromatografia liquida de interagao hidrofilica (HILIC) ou colunas de troca idnica fraca.
Além disso, as dimensdes da coluna (geralmente 4,6 mm x 150 mm) ou tamanhos de
particula (geralmente 5 ym) afetam a sensibilidade e poder de separagéo desta técnica.

Para melhorar a resolugdo cromatografica, a cromatografia liquida de ultra alto
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desempenho (UHPLC) com uso de coluna com dimensao de 2,1 mm, empacotada com
particulas de 2 ym, vem sendo aplicada com sucesso em estudos metabolémicos
(BUJAK, et al.,2015; REN, et al., 2018; SILVA, et al., 2019; HRISTOVA, SVINAROV,
2022).

Geralmente, em metabolédmica baseada em LC-MS, a separacédo dos metabdlitos
pode ser obtida com o uso de coluna de fase reversa e ionizagao por eletrospray (ESI),
tanto nos modos positivo, quanto negativo, para fornecer melhor cobertura do
metaboloma em fluidos bioldgicos. Outras técnicas de ionizagdo comumente usadas sao
a ionizagao quimica a pressao atmosférica (do inglés Atmospheric Pressure Chemical
lonization, APCI) e Fotoionizagdo a Pressao Atmosférica (do inglés Atmospheric
Pressure Photoionization, APPI). Essas técnicas ndo requerem uma camara de vacuo e
sdo realizadas a uma pressao proxima a atmosférica, antes que uma amostra seja
introduzida no analisador de massas. Esses sao métodos de 'ionizagao suave' nos quais
as moléculas de interesse ndo sdo destruidas e os produtos de ionizagdo sao geralmente
chamados de moléculas protonadas ou desprotonadas (M*H ou M~ H) (ZHOU, et al.,
2012; REN, et al., 2018; HRISTOVA, SVINAROV, 2022).

4.1.1.2.2 Cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas
(GC-MS)

Cromatografia gasosa (GC) acoplada a MS tem sido extensivamente usada na
analise do metaboloma devido a sua alta eficiéncia de separagédo, que pode resolver
misturas biolégicas muito complexas. E um método de custo relativamente baixo para
analise de metabdlitos e sistemas modernos sao faceis de operar. Pode ser usado para
analisar uma ampla gama de compostos volateis e, por meio de derivatizagdo quimica,
também é possivel analisar muitos metabdlitos semivolateis (BUJAK, et al., 2015; REN,
et al., 2018; REY-STOLLE, et al., 2021).

As amostras de uma separagdo por GC ja estdo em fase gasosa e sao
introduzidas diretamente no sistema de alto vacuo do espectrémetro de massas (SILVA,
et al., 2019; HRISTOVA, SVINAROV, 2022)

As técnicas mais utilizadas nos sistemas GC-MS para uso clinico séo a ionizagao

por impacto de elétrons (El) e a ionizagao quimica (Cl). El é considerada uma técnica de
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ionizagao forte na qual elétrons de alta voltagem bombardeiam as moléculas de interesse
induzindo a producao simultdnea de ions e a fragmentagdo das moléculas. Assim, um
espectro de ions de cada analito é produzido, com a respectiva abundancia. O processo
€ uniforme e reprodutivel; o espectro de fragmentos de ions € unico para o composto
especifico e isso torna a ionizagdo El muito apropriada para ensaios de toxicologia
clinica. A identificacdo confiavel de componentes desconhecidos de uma amostra é
alcancada comparando o0s espectros experimentais desses componentes com
bibliotecas espectrais comercialmente disponiveis e é ainda aprimorada pela capacidade
de deconvoluir picos cromatograficos sobrepostos usando uma deconvolugéo espectral
de massas automatizada e sistema de identificagdo. Métodos de ionizagdo quimica
envolvem um gas reagente em vez de bombardeio direto das moléculas de interesse. Os
ions resultantes do gas reagente transferem prétons para a molécula neutra, produzindo
assim ions moleculares sem fragmentacao significativa. Portanto, Cl é considerada um
método de “ionizagado suave”, adequado para quantificacdo e determinacdo de massa
molecular (VILLAS-BOAS, et al., 2004; BUJAK, et al., 2015; REY-STOLLE, et al., 2021;
HRISTOVA, SVINAROV, 2022)

As vantagens mais representativas desta técnica cromatografica sdo a sua
excelente eficiéncia, resolugdo cromatografica e alta repetibilidade, tanto no tempo de
retencao quanto na resposta. No entanto, a limitacdo do GC-MS é que os analitos devem
ser volateis para serem separados em uma coluna de cromatografia gasosa. Alguns
metabdlitos ndo sao suficientemente volateis para serem analisados diretamente em um
sistema GC. A derivatizacdo dos metabdlitos €, portanto, necessario e esta etapa
adiciona tempo a analise, bem como faz com que o manuseio de amostras seja mais
complexo (VILLAS-BOAS, et al., 2004; BUJAK, et al., 2015; REY-STOLLE, et al., 2021).

As aplicagdes da metabolédmica tem se expandido amplamente nos ultimos anos,
inclusive nas areas de analises toxicolégicas de materiais biolégicos assim como nas
analises ambientais, com o estudo do desenvolvimento de biomarcadores e avaliagédo
de risco de exposicdo toxica, respostas metabdlicas a estressores ambientais e
monitoramento de doengas. E evidente que, apesar de ser uma area relativamente nova,

a metabolédmica possui grande impacto futuro, principalmente, no entendimento global
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de um sistema biolégico (ABDELNUR, 2011; BUJAK et al., 2015; HRISTOVA,
SVINAROV, 2022).

Os dados metaboldmicos sao multivariados, portanto, a discriminagcao e
classificacdo de amostras e a detec¢cao de biomarcadores sdo baseadas principalmente
em analises multivariadas. Existem varios softwares/sites comerciais e de acesso aberto
disponiveis para processamento e analise de dados de MS, como deconvolugao e
alinhamento de picos, identificacdo de metabdlitos e analise de vias metabdlicas. No
entanto, ndo ha um software/site padronizado para processamento e analise de dados
de MS (ALIFERIS, JABAJI, 2011; REN, et al., 2018).

A aplicagcao de métodos estatisticos permite a associacdo do mecanismo de agao
dos compostos em estudo com as mudangas causadas no metaboloma do organismo.
Portanto, compostos que causam alteragbes metabdlicas idénticas no organismo
modelo, espera-se que tenha o mesmo mecanismo de agéo (ALIFERIS, JABAJI, 2011;
REN, et al., 2018).

4.1.1.3 Processamento de dados

Com o desenvolvimento de técnicas analiticas, ferramentas avangadas de
bioinformatica s&o necessarias para processar, analisar e interpretar dados
metabolémicos de amostras bioldgicas complexas (CAVALCANTI, 2019; TANG, et al.,
2019).

As estratégias de analise de dados sao, geralmente, classificadas em dois grupos:
estratégias de andlise de dados para estudos metabolémicos direcionados e né&o
direcionados. A razdo para tal diferenciacdo se deve aos diferentes tipos de dados
gerados nessas duas abordagens, que requerem tratamento adequado. Como citado
anteriormente, os estudos direcionados focam a pesquisa em um conjunto de
metabdlitos conhecidos, enquanto os estudos nao direcionados permitem uma avaliagao
mais abrangente dos perfis metabolédmicos. As metodologias direcionadas permitem
perfis metabdlicos em larga escala, incluindo centenas de compostos. No entanto, o
numero de compostos analisados em estudos ndo direcionados € ainda maior. Isso

ocorre porque € preciso processar conjuntos de dados inteiros, incluindo milhares de
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sinais de metabdlitos, e dentre estes, selecionar, por exemplo, candidatos a
biomarcadores (GORROCHATEGUI, et al., 2016; LI, et al., 2018).

Ao injetar as amostras em um sistema LC-MS ou GC-MS, as moléculas séo
separadas na coluna cromatografica; no final da coluna, o MS varre em uma determinada
taxa de varredura, produzindo um sinal, que depende das moléculas que estdo sendo
detectadas. Em metodologias nao direcionadas, este processo gera um conjunto
tridimensional de dados e picos cromatograficos, cada um com tempo de retengao
especifico (RT), raz&do massa/carga (m/z) e intensidade. Esses dados, complexos e ricos
em informagdes, requerem processamento extensivo para interpretar os resultados da
metaboldmica adequadamente, distinguir variagcao bioldgica e alteragdes metabdlicas de
interferéncias analiticas, avaliar a classificagdo da amostra, além da descoberta de
possiveis biomarcadores (HENDRIKS, et al., 2011; LI, et al, 2018; DOMINGO-
ALMENARA, SIUZDAK, 2020).

Apo6s a aquisigdo dos dados, uma matriz bidimensional de intensidades é
construida, na qual cada linha corresponde a amostra e cada coluna representa uma
caracteristica variavel/metabdlica (molecular feature), como por exemplo, m/z e tempo
de retencdo. E importante notar que os fatores instrumentais (por exemplo, degradagéo
da coluna cromatografica) e biolégicos (como pH, teor de proteina) podem afetar o
conjunto de dados metabolémicos, induzindo flutuagbes nos deslocamentos
quimicos/tempos de retencao, intensidade e ruido de fundo. Portanto, antes da analise
estatistica, a matriz precisa ser tratada para melhorar a qualidade do sinal e reduzir
possiveis vieses (FACCIO, 2015; CANUTO et al., 2018).

As etapas de tratamento sdo: transformacédo dos dados brutos em conjunto de
dados, agrupamento e alinhamento dos picos, normalizagdo dos dados, transformagao
dos dados para alcangar a estabilidade da variancia e escalonamento. Alguns softwares
utilizados nesse processo sdo: XCMS®, AMDIS®, Mass Professional Profile®,
MetAlign® e outros. Dentre estes, o XCMS é uma plataforma para processamento de
dados gratuita e amplamente utilizada, baseada na linguagem de programacdo R

disponivel no Bioconductor (http://www.bioconductor.org/packages/release/bioc/html/

xcms.html). O XCMS executa a primeira detecgéo de pico, depois combina os picos nas

amostras para calcular os desvios do tempo de retengado e a intensidade relativa para


http://www.bioconductor.org/packages/release/bioc/html/%20xcms.html
http://www.bioconductor.org/packages/release/bioc/html/%20xcms.html
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comparagao e alinhamento de ions e, finalmente, executa a imputagédo de valores
ausentes (MASTRANGELDO, et al.,2015; CANUTO et al., 2018; DOMINGO-ALMENARA,
SIUZDAK, 2020; REY-STOLLE, et al, 2021).

Concluida a geragcdo dos dados brutos, o primeiro passo € a extragdo dos
molecular features a partir dos dados brutos gerados pela plataforma analitica usada
(ex.: tempos de retengdo, m/z e abundancia de cada feature detectado) e criacdo do
conjunto de dados. Nesses dados “brutos”, os sinais de diferentes metabdlitos
geralmente se sobrepdéem e o processo chamado de deconvolugdo € o mais utilizado
para separa-los, aplicando um algoritmo que identifica ions co-eluidos que fagam parte
de uma unica caracteristica molecular e promovendo a separacao (HENDRIKS et al.,
2011; MASTRANGELDO, et al., 2015, ARAUJO, et al., 2021).

Durante a separagao cromatografica, podem surgir desvios no tempo de retengéo
devido a variacbes de temperatura, pressdo e fase movel, mudancas na fase
estacionaria da coluna (saturagao/degradacao) e nas condigdes experimentais. Portanto,
apos a deconvolugao, picos do mesmo ion detectados em diferentes amostras precisam
ser alinhados e agrupados, ou seja, sua area precisa estar na mesma linha em uma
matriz de dados para que possam ser comparados quantitativamente em diferentes
amostras, permitindo a pesquisa de similaridade espectral para sinais deconvoluidos
associados a potenciais compostos em bibliotecas espectrais. Ao agrupar os picos, o
algoritmo gera recursos, definidos como um unico ou um conjunto de picos entre
amostras com um unico tempo de retencdo e m/z (WANT, MASSON, 2010;
MASTRANGELDO, et al., 2015; DOMINGO-ALMENARA, SIUZDAK, 2020; REY-STOLLE,
et al, 2021).

Os picos detectados devem entéo ser integrados para permitir a comparacgao das
abundancias relativas de metabdlitos, a fim de elucidar as diferengas entre os grupos
amostrais. Ambos altura do pico e area de pico podem ser usados e podem ser
dependentes de software (DOMINGO-ALMENARA, SIUZDAK, 2020).

Depois que os picos sao detectados e alinhados, as estatisticas podem ser usadas
para encontrar recursos que mostrem mudangas estatisticamente significativas entre os
grupos. No entanto, a existéncia de zeros ou valores nao detectados causaréo

dificuldades para a analise. A suposi¢ao dessa abordagem € que a maioria dos valores
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perdidos sdo causados por metabdlitos de baixa abundancia (ou seja, abaixo do limite
de detecgao). Valores ausentes reduzem o poder de testes e analises estatisticas e
podem levar a resultados tendenciosos. Isso € muito importante quando forem aplicadas
analises multivariadas, pois os valores omissos influenciardo os resultados. Para
resolver este problema sao utilizadas estratégias de imputagédo de valor perdido. Entre
essas estratégias, uma abordagem comumente aceita € conhecido como picos de
preenchimento, onde os picos “ausentes” sdo pesquisados novamente nos dados brutos.
Outra estratégia é substituir todos os valores ausentes e zero por um pequeno valor (a
metade dos valores positivos minimos nos dados originais) considerando ser esse o
limite de detecgao (WANT, MASSON, 2010; FERREIRA, 2015; DOMINGO-ALMENARA,
SIUZDAK, 2020).

As Ultimas etapas do processamento de dados sao normalizagao de dados,
transformagdo e escalonamento. A normalizacdo € importante no caso de longas
sequéncias, a fim de reduzir o erro sistematico, como variagdes técnicas ou analiticas,
alteragcbes na composicdo da amostra ou da coluna, entre outros. Na normalizagao,
divide-se o valor de cada uma das variaveis de uma amostra por um fator de
normalizagéo, com isso, todas as amostras estardo em uma escala predefinida. Nao é
uma etapa obrigatoria, mas é uma estratégia viavel para minimizar erro nos dados
(FERREIRA, 2015; MASTRANGELO, et al., 2015; ARAUJO, et al., 2021).

Apds a normalizagdo, uma transformacgéo logaritmica pode ser aplicada para
corrigir a heterocedasticidade, reduzindo assim o impacto de outliers e convertendo os
dados em uma distribuigdo mais normal (tipo gaussiana) (HENDRIKS et al., 2011;
FERREIRA, 2015; SILVA, et al., 2019).

A técnica de escalonamento indica a importancia que o composto tem no ajuste
do modelo, dividindo cada um deles por um fator de escala diferente. As classes de
fatores de escala podem ser identificadas como unidade de variancia (UV),
autoescalamento, escalamento de Pareto e outros. A escala UV usa o desvio padrao
como um fator de escala e iguala a importdncia de todos os metabdlitos. O
autoescalamento, € jungado da centragem na média com escalamento UV, por isso 0s
dados sao centrados na média e divididos pelo desvio padrdao. No escalonamento de

Pareto, os valores das variaveis sao centrados na média e divididos pela raiz quadrada
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do desvio padrao. Em metabolémica, o escalamento de Pareto € mais apropriado porque
ele reduz a importancia de valores altos, assim metabdlitos com pequenas variagdes
entre grupos de estudo sao privilegiados, o que favorece sua identificagdo (FERREIRA,
2015; MASTRANGELDO, et al., 2015; SILVA, et al., 2019; ARAUJO, et al., 2021).

Esses métodos de escalonamento podem ser aplicados em combinagdo com a
centralizagao média para desviar o centro de gravidade e destacar a diferenca, nao as
semelhancas, entre os dados. A centralizacdo média subtrai a média de cada variavel,
fazendo com que cada amostra exiba somente as diferengas que possuem com relagao
a média de todos os dados originais (MASTRANGELO, et al., 2015; ARAUJO, et al.,
2021).

4.1.1.4 Analise estatistica

A andlise estatistica permite a classificagdo de amostras, estabelecendo
correlagao entre variaveis, destacando variaveis significativas e avaliando a qualidade
de todo o experimento. Inclui analises univariadas e multivariadas, em que os resultados
sdo geralmente combinados para aumentar a confianga em descobertas bioldgicas.
Dependendo dos objetivos de pesquisa, diferentes métodos podem ser empregados
(MASTRANGELDO, et al., 2015; ANTONELLI, et al., 2019).

4.1.1.4.1 Analise univariada de dados

Os métodos de analise de dados em metaboldmica sao principalmente baseados
em analise multivariada, mas analises univariadas também s&o usadas para descobrir
diferencgas significativas entre os picos (entidades moleculares) separadamente ou medir
correlagdes entre grupos de amostras. Embora essa analise estatistica seja de facil
utilizagao e interpretagao, ela ndo leva em consideragéo a presenca de interagdes entre
as diferentes caracteristicas metabdlicas. Assim, o uso combinado de analise de dados
multivariada e univariada € bem recomendado para maximizar a extragao de informagdes
relevantes de conjuntos de dados metabolémicos (ANTONELLI, et al., 2019; SILVA, et
al., 2019).
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Os dados estatisticos podem ser classificados como paramétricos, baseados na
suposi¢cao de que possuem uma distribuicdo gaussiana ou normal (como teste t de
Student e ANOVA) e ndo paramétricos, que nao fazem suposi¢gdes sobre a distribuigéo
da populagdo (por exemplo, testes de Kruskal-Wallis e Mann-Whitney). A analise
univariada pode ser realizada com varios programas, incluindo Excel (Microsoft),
MATLAB, R, IBM SPSS Statistics e outros (ANTONELLI, et al., 2019; SILVA, et al., 2019).

4.1.1.4.2 Analises de dados multivariados

A analise multivariada € muito importante em estudos metabolémicos, devido a
capacidade de inferir, a partir de uma matriz de dados complexa, um conjunto de
metabdlitos responsaveis pela diferenciagcdo dos grupos. Ela consegue reduzir e resumir
a enorme quantidade de variaveis em poucas variaveis importantes, que explicam a
correlagao simultanea entre elas (FACCIO, 2015; ARAUJO, et al., 2021).

Os métodos quimiométricos de reconhecimento de padrdes sao classificados em
métodos ndo supervisionados: Analise de Componentes Principais (Principal Component
Analysis - PCA) e Andlise de agrupamentos por Métodos Hierarquicos - HCA; e
supervisionados: Analise Discriminante pelo Método de Quadrados Minimos Parciais
(Principal Least Squares-Discriminants Analysis - PLS-DA) e Proje¢des Ortogonais para
Andlise Discriminante de Estruturas Latentes (Orthogonal Projections to Latent
Structures Discriminant Analysis - OPLS-DA) e outros. O primeiro € utilizado para
fornecer uma visao geral do estudo, permitindo a detecgao de tendéncias, agrupamento
e possiveis outliers; o segundo classifica a observacao e destaca potenciais marcadores
(MASTRANGELDO, et al., 2015; SILVA, et al., 2019; GANGOLA, et al., 2022).

A analise multivariada de dados pode ser executada usando diferentes pacotes
de software. Entre eles, temos o MetaboAnalyst® - um conjunto de ferramentas online,
gratuito, que pode ser usado tanto no pré-processamento, quanto analise estatistica multi
e univariada e interpretacao de metadados; SIMCA-P® - software pago desenvolvido
pela Umetrics® e Matlab® (MASTRANGELDO, et al., 2015).
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41.1.4.21 Métodos de Reconhecimento de Padroes Nao
Supervisionados

Métodos nao supervisionados sao usados para analisar os dados sem nenhuma
informacéo anterior sobre grupos ou classes de amostra e, portanto, sdo uma boa
maneira de revelar grupos ou agrupar os dados. S&o métodos simples, nos quais o
reconhecimento de padrdes consiste no exame visual dos resultados experimentais
(WANT, MASSON, 2010; FERREIRA, 2015)

Nessa categoria, 0 método mais importante € a PCA (Principal Component
Analysis) que tem a finalidade de reduzir a dimens&o do numero de metabdlitos sendo
analisados, assumindo que ha uma correlagdo substancial entre metabdlitos em um
determinado conjunto de dados. Para estudos exploratérios, em que as diferengas
metaboldmicas entre os grupos experimentais podem ser desconhecidas ou
imprevisiveis, a PCA fornece uma primeira visdo informativa da estrutura do conjunto de
dados e das relagdes entre os grupos. E a primeira abordagem aplicada, permitindo uma
rapida identificacdo de semelhancas e diferengas entre amostras e a identificacdo de
outliers. A PCA trabalha com os metabdlitos originais e encontra combinacgdes lineares
destes que sao ortogonais, ou seja, ndo sao correlacionados entre si, e que explicam a
maior variagao no conjunto de dados de metabdlitos (FACCIO, 2015; FERREIRA, 2015;
GOULART, 2018; ANTONELLI, et al., 2019; SILVA, et al., 2019).

Uma boa maneira de visualizar os dados de PCA é por meio de grafico de escores
(score ploting) em que as amostras (observagdes) séo plotadas em relagdo a duas ou
trés componentes principais e assim, as relagdes entre as amostras podem ser mais
facilmente visualizadas (FACCIO, 2015).

Portanto, a PCA & muito util na identificacdo de outliers, tendéncias e observacdes
de agrupamentos nos dados. Também tem sido empregada na avaliacao da qualidade
dos dados, por meio da andlise de agrupamentos do controle de qualidade (QC). A
visualizagdo de um forte agrupamento dos QC indica estabilidade e reprodutibilidade
das analises, caracteristicas essenciais para garantia da qualidade dos dados obtidos
(FERREIRA, 2015).

Os métodos HCA (andlise de agrupamentos por Métodos Hierarquicos) sao

usados para formar subconjuntos de amostras em niveis ordenados com base em
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semelhangas de variaveis (como distancias ou correlagdes) e podem ser realizados em
modo aglomerativo (as amostras sdo agregadas em clusters) ou modo divisivo (conjunto
de dados completo € dividido em clusters) (ARAUJO, et al., 2021).

4.1.1.4.2.2 Métodos de Reconhecimento de Padrées Supervisionados

Em estudos metabolémicos, os grupos estudados sédo previamente conhecidos
(controle e teste, por exemplo), e assim, para melhorar a separagao desses grupos,
analises multivariadas supervisionadas sao utilizadas, como analise discriminante por
minimos quadrados parciais (PLS-DA) e analise discriminante por minimos quadrados
parciais ortogonais (OPLS-DA). Essas analises visam separar 0s grupos, por meio de
uma relagdo linear entre uma matriz de variaveis preditoras (matriz de dados
experimentais) e uma matriz de variaveis de resposta (grupo controle e teste) (FACCIO,
2015; FERREIRA, 2015; GOULART, 2018).

PLS-DA é um método de classificagcdo baseado em uma técnica de regresséo
chamada PLS, muitas vezes considerada como uma extensao de regresséo de PCA. O
PLS modela a associagao entre a tabela de dados X e uma matriz de respostas Y,
contendo informagdes de amostra (respostas podem ser categoricas ou continuas, como
idade, crescimento, composigado, parametros quimicos). No PLS-DA, a matriz Y define
associacao de classe. Assim, o PLS-DA tenta construir um modelo que separa os
diferentes grupos de amostras com base em suas Variaveis X (caracteristicas do
metabdlito). Esse modelo calcula a probabilidade de uma substancia pertencer a uma
determinada classe com base nos valores estimados da classe. Em comparagcdo com o
modelo de PCA, no modelo de PLS-DA, as componentes principais sdo rotacionadas
para maximizar a separacao entres as classes conhecidas (WANT, MASSON, 2010;
WORLEY, POWERS, CURR, 2013; FACCIO, 2015; FERREIRA, 2015; GOULART,
2018).

Ap0ds o calculo da probabilidade de cada analito pertencer a uma classe ou outra,
procede-se a construgcdo do modelo PLS-DA. Para isso, € importante definir o numero
de variaveis que descrevem a covariancia nas amostras das matrizes e que tenham

correlagcdo maxima com a classe conhecida. Nesta etapa, recomenda-se a utilizacdo de
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testes de validagdo (como o de validagdo cruzada) que auxiliem na identificacao do
numero ideal de variaveis necessario para descrever toda a variancia dos dados e evitar
problemas de subajuste e sobreajuste. Apos a construgdo do modelo, deve-se realizar
sua inspegao visual a fim de identificar os agrupamentos em um grafico de escores
(HENDRIKS et al., 2011; FERREIRA, 2015; ARAUJO, et al., 2021).

Para reduzir o problema de sobreajuste e falsas descobertas em estudos
metabolémicos, a validagdo dos resultados de andlises multivariadas é de grande
importancia, garantindo a qualidade e o desempenho dos modelos gerados. Um dos
métodos de validagdo mais comuns € a validag&o cruzada (cross validation). A validagao

cruzada consiste em dividir aleatoriamente o conjunto de dados em “n” blocos de igual

({3 l)

tamanho e, em seguida, treinar o modelo “n” vezes, aleatoriamente. Os parametros de
qualidade de validagdo cruzada R? e Q? sdo usados para fornecer informagdes sobre a
qualidade do ajuste (ou seja, quédo bem o modelo explica o conjunto de dados) e a
capacidade preditiva (ou seja, prevé a variancia e fornece informagdes sobre a
previsibilidade do modelo), respectivamente. Assim, um R? em torno de 1 indica uma
descrigdo perfeita dos dados pelo modelo, enquanto um Q? em torno de 1 indica uma
previsibilidade perfeita. Geralmente, um Q?> 0,4 é considerado bom e, em um modelo
ideal, R> e Q? devem ser semelhantes. Grandes variagcdes entre R? e Q? indicam
sobreajuste do modelo (HENDRIKS et al., 2011; FERREIRA, 2015; GOULART, 2018;
SILVA, et al., 2019; ARAUJO, et al., 2021).

Outra forma de validar os resultados da analise multivariada é usando um conjunto
independente de amostras (conjunto de validagao). Se a mesma previsibilidade aparecer
em um estudo independente, os modelos de analises multivariadas podem ser
considerados confiaveis. Na verdade, esta € a melhor forma de avaliar a robustez e
capacidade preditiva de qualquer modelo, mas esta abordagem nem sempre € possivel
devido ao baixo numero de amostras. Como alternativa, para determinar a significancia
estatistica de um modelo, os testes de permutagdo sdo outra 6tima ferramenta. Eles
avaliam se a classificagao especifica dos individuos nos dois grupos desenhados é
significativamente melhor do que qualquer outra classificacdo aleatéria em dois grupos
arbitrarios. Neste método, os dois rétulos de classe estao sujeitos a varios rearranjos

aleatorios dos rétulos nos pontos de dados observados. O teste de permutagao é
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repetido muitas vezes, e os modelos permutados e verdadeiros sdo entdo comparados
com esta distribuicdo de todos os modelos possiveis (WANT, MASSON, 2010;
FERREIRA, 2015; ARAUJO, et al., 2021).

O modelo de OPLS-DA incorpora um filtro de correcédo de sinal ortogonal no
modelo de PLS-DA, que separa a variacdo de matriz de dados preditiva da nao-
correlacionada com a resposta. O OPLS-DA torna a interpretacdo do modelo mais
simples, facilitando a interpretagcdo das variaveis discriminantes e mantendo a
capacidade preditiva do PLS-DA (WANT, MASSON, 2010; WORLEY, POWERS, CURR,
2013; FACCIO, 2015).

4.1.1.4.3 ldentificacdao dos metabdlitos discriminantes e interpretagao
biolégica

Traduzir varidveis em identidades de metabdlitos € uma das principais
dificuldades na abordagem metaboldmica, mas € essencial para realizar uma
interpretacdo biologica adequada. Metabdlitos bem caracterizados podem ser
identificados por meio de pesquisas de banco de dados, como HMDB®, HumanCyc,
KEGG, Metlin® e NIST®, verificando quais vias foram alteradas para a interpretacao
bioldgica dos resultados obtidos. Embora incompletas, essas bases de dados contém
informagdes sobre milhares de metabdlitos enddégenos e de drogas. A confirmagéo da
identidade pode vir também da comparagdo com espectros obtidos por espectrometria
de massas em tandem ou por espectros de padrdes analiticos (FACCIO, 2015; CANUTO
et al., 2018; ARAUJO, et al., 2021).

A interpretagdo bioquimica dos resultados € a etapa final que permite obter o
quadro geral de todas as alteragcbes metabdlicas que caracterizam uma condigado
especifica. Geralmente é realizado por extensas pesquisas bibliograficas, analise de vias
e estudos de correlagdo. A pesquisa bibliografica € sempre necessaria para coletar o
conhecimento existente sobre metabdlitos, suas interagdes e associagdes. A analise de
vias pode ser realizada por KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes) ou
HMDB. Estas sao ferramentas uteis que permitem agrupar os metabdlitos significativos
dentro de uma via biolégica comum. Dessa forma, os metabdlitos identificados sao

colocados no contexto bioldgico, ou seja, sédo integrados a uma via ou rede metabdlica,
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a fim de que sua variagdo em relagcdo ao grupo controle seja identificada. Quando a
associagao metabdlito-via metabdlica é alcancada, pode-se responder a questao
biolégica inicialmente formulada, visando a compreensao biolégica e interpretagao
significativa dos dados (TANG, et al., 2019; SILVA, et al., 2019; GANGOLA, et al., 2022).

Dependendo do resultado obtido, um novo desenho experimental com base nos
resultados observados no experimento pode ser realizado. Pode-se, por exemplo, apos
um estudo metaboldmico global, realizar estudos de analise alvo para melhor
compreender os efeitos dos metabdlitos de interesse, ou para confirmar o resultado
obtido (CANUTO, et al., 2018; ARAUJO, et al., 2021).
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4.2 OBJETIVOS

v

v

4.2.1 Objetivo geral

Estudar o perfil metabdlico de individuos expostos ocupacionalmente e nao
ocupacionalmente aos agrotéxicos para identificagdo de possiveis novos
biomarcadores, por meio da andlise de amostras de sangue e urina, utilizando

plataformas analiticas e estatisticas aplicadas a metabolémica.

4.2.2 Objetivos especificos

Definir e selecionar a populagéo de estudo dividida em dois grupos de individuos:
expostos ocupacionalmente (Grupo 1) e ndo expostos ocupacionalmente aos
agrotoxicos (Grupo 2);

Categorizar a populagéo de acordo com a atividade ocupacional,

Otimizar método de preparo de amostras de plasma para analise metaboldmica
global (untargeted), utilizando a cromatografia liquida acoplada a espectrometria
de massas (LC/MS);

Identificar o perfil metabdlico dos dois grupos de estudo por cromatografia gasosa
acoplada a espectrometria de massas (CG/MS) e LC/MS utilizando amostras de
sangue e urina;

Comparar o perfil metabdlico da populacdo de estudo visando identificar
metabdlitos capazes de discriminar os dois grupos de estudo.

Investigar a associagdo dos metabdlitos responsaveis pela discriminagao entre os
grupos em estudo com os mecanismos de agao e vias metabdlicas associadas
aos agrotoxicos;

Aplicar estudos estatisticos para agrupamento e identificagdo de possiveis novos

biomarcadores.
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4.3 MATERIAL E METODO
4.3.1 Populagao do estudo

A populagéao foi composta por 40 individuos do sexo masculino, com faixa etaria
entre 20 e 62 anos, a qual foi dividida em dois grupos.

O grupo exposto foi composto por 20 trabalhadores rurais do municipio de
Paraguacu, Minas Gerais, todos voluntarios, do sexo masculino e com faixa etaria entre
22 e 62 anos, 0s quais estao ocupacionalmente expostos a agrotoxicos. Sdo os mesmos
individuos do grupo exposto estudado no capitulo sobre anélise de biomarcadores de
genotoxicidade.

O grupo controle é formado por voluntarios, sadios, selecionados aleatoriamente,
do sexo masculino e com faixa etaria entre 20 e 62 anos, residentes em Belo Horizonte
e regido. Os critérios de exclusdo adotados foram nao ser fumante, ndo fazer uso de
bebida alcodlica e ndo possuir histérico de exposi¢do ocupacional a agrotoxicos.

As coletas das amostras de sangue e urina do grupo controle foram realizadas no
Hospital das Clinicas da UFMG e na Faculdade de Farmacia da mesma instituicdo, em
Belo Horizonte. Todos os voluntarios forneceram informagdes relacionadas a seus
habitos pessoais, sociais e no trabalho, por meio do preenchimento de um protocolo
toxicolégico e assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.
Posteriormente, foram coletados 10 mL de sangue periférico por pungao venosa e 50 mL
de urina.

Como citado anteriormente, este estudo foi submetido e aprovado pelo comité de
ética e pesquisa da Universidade Federal de Minas Gerais - UFMG (CAAE:
39339720.0.0000.5149, numero do parecer: 5.473.586).
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4.3.2 Analise por UPLC-QToF-MS

4.3.2.1 Material e reagentes

Agua ultrapura (Sistema MiliQ-Millipore®);
Acetonitrila grau LC-MS Sigma-Aldrich®;
Metanol grau LC-MS Sigma-Aldrich®;

Acido metanoico (acido férmico) grau LC-MS Sigma-Aldrich®;

AN N NN

Micropipetas automaticas de volume variavel: 10 a 100 pL, 20 a 200 uL, 100 a
1000pL;

Microtubos para centrifugagcdo com capacidade para 2 mL;

Ponteiras de volumes variados;

Béqueres 50, 100 e 200 mL;

Provetas 100 e 500 mL; Baldo volumétrico 100, 500 e 1000 mL;

Vial com tampa e septo, capacidade para 1,5 mL.

D N NI N N N

Cromatégrafo de ultra eficiéncia LC-20A Shimadzu® acoplado a espectrémetro

de massas QToF T-Rex Impact Il Bruker®;

<

Microcentrifuga refrigerada Beckman Coulter @,
v' Agitador de tubo (vortex) MS 3 digital - Ika®.

4.3.2.2 Preparo de amostras de plasma por UPLC-QToF-MS

Dois protocolos de preparo de amostras de plasma para analise metabolémica
nao alvo por UPLC-QToF-MS foram utilizados como referéncia para padronizagéo do
método: Zhong (2021) e Bruker (2018). As variaveis a serem otimizadas foram: solvente
extrator, descanso a -20°C por duas horas, evaporagao por sistema a vacuo Speedvac
e ressuspensao com solugdo aquosa de acido metandico 0,1%. Apds a definicao, foi
realizado um planejamento fatorial completo (23) para investigar o impacto das variaveis
na eficiéncia da analise metaboldémica (NETO, et al., 2007). A matriz experimental para

otimizagao € mostrada na Tabela 7.
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Tabela 7 - Matriz experimental para otimizacdo das condi¢cdes de preparo de amostras de plasma para
analise metabolémica global por UPLC-QToF-MS.

Experimentos Evaporacgao por sistema a

(n=2) Solvente extrator Tempo de descanso VACUO
1 Cloroférmio:metanol Sem descanso Sem evaporagio
2 Metanol frio Sem descanso Sem evaporagao
3 Cloroférmio:metanol DeSC&lnS-O280602 horas a Sem evaporagao
4 Metanol frio Descans?zgoeCZ horas a Sem evaporagao
5 Cloroférmio:metanol Sem descanso Com evaporacgao
6 Metanol frio Sem descanso Com evaporacgéo

Descanso de 2 horas a

7 Cloroférmio:metanol 20°C Com evaporagéo
8 Metanol frio Descans_ozgoeCZ horas a Com evaporacgao

Fonte: Elaborado pelo autor.

Aliquotas de 100 uL de plasma foram extraidas utilizando-se 300 uL de metanol
ou 300 pL da mistura cloroférmio: metanol (2:1). As amostras foram agitadas em vortex
por 30 segundos e os testes foram realizados conforme Tabela 7. Foram realizados
também preparos de brancos de amostra, onde sdo pipetados todos os reagentes,
exceto o plasma.

Apos agitagdo em vortex, as amostras dos experimentos 1 e 2 foram centrifugadas
a 14000g, por 10 minutos a 4°C e 5 pL do sobrenadante foram injetados no equipamento.
AS amostras dos experimentos 3 e 4 foram deixadas descansando em freezer a -20°C
por 2 horas, para posterior centrifugacdo e inje¢cdo do sobrenadante no LC-MS. Em
relacdo aos experimentos 5 e 6, ndo houve a etapa de descanso; as amostras foram
centrifugadas e o sobrenadante, evaporado em sistema a vacuo Speedvac a 30°C por
aproximadamente 2 horas. Apds secagem completa, o residuo foi ressuspenso com
acido metandico 0,1% e 5 L foram injetados no equipamento. Ja nos experimentos 7 e
8, todas as etapas foram realizadas. Apds agitacdo em vortex, as amostras descansaram
por 2 horas a -20°C, foram centrifugadas e evaporadas no sistema a vacuo a 30°C, sendo

ressuspensas com acido metanaoico 0,1% e injetadas no UPLC-QToF-MS.
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4.3.2.3 Preparo de amostras de urina por UPLC-QToF-MS

As amostras foram preparadas conforme protocolo descrito em Bruker Daltonik
GMBH (2018). As amostras foram homogeneizadas em vortex a 1600 rpm por 30
segundos. Em seguida, 100 yL da urina foram diluidos em 125 yL de metanol em
microtubos tipo eppendorf, e novamente agitadas por 30 segundos. Foram entao
centrifugadas a 1500g, a 4°C, por 10 minutos. Logo apds, 200uL do sobrenadante foram
transferidos para vials devidamente identificados e diluidos em 300 pL de solugao
aquosa de acido metanoico 0,1%. Os vials foram tampados e encaminhados para
analise. Amostras para controle de qualidade (QC) foram preparadas por meio da mistura
de 20uL de cada uma das amostras e analisadas de forma intercalada a cada 5

amostras, para avaliar a estabilidade da aquisicdo de dados.

4.3.2.4 Condic¢des analiticas para plasma e urina por UPLC-QToF-MS

As andlises por UPLC-QToF-MS foram realizadas no laboratério de
Espectrometria de Massas do Instituto René Rachou — Fiocruz Minas.

Para a separagao cromatografica, foi utilizada coluna de fase reversa C1s (100
milimetros de comprimento, 2,1 milimetro de diametro interno e particula de 1,8
micrdmetros) a 40°C com eluicdo gradiente. A fase mdvel consistiu na mistura das
solugdes A) agua com 0,1% de acido metanoico e B) acetonitrila com 0,1% de acido
metanoico, com a programacéo gradiente mostrada na Tabela 8. O volume de amostras
injetado foi de 5 pL.

Tabela 8 — Programacgéao da eluigao gradiente utilizada na separagéo cromatografica.

Tempo (minutos) Fluxo (mL/minuto) % A % B
0 0,400 98,0 2,0

3 0,400 98,0 2,0

8 0,400 90 10,0

14 0,400 50,0 50,0

14,50 0,400 0 100

16 0,400 0 100

16,50 0,400 98,0 2,0

20 0,400 98,0 2,0

Fonte: Elaborado pelo autor.
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O espectrdmetro de massas foi operado no modo positivo, com ionizagdo por
eletrospray (ESI), utilizando energias de colisdo de 20 e 50 eV (cada uma 50% do tempo).
Foram monitorados ions na faixa de 20 a 1000 m/z, com uma taxa de aquisi¢éo de 4Hz.

A fonte de ionizacao foi ajustada para 4500 V e as condi¢cdes da fonte foram
ajustadas para: gas nebulizador (N2) a 5,0 bar; gas de secagem (N2) a 9,0 L/ Min,
temperatura seca a 200°C e tensao capilar em 4,5 KV. Antes da analise, uma solugao
de formiato de sddio foi usada como calibrador externo para calibragcdo de massa exata.

Os dados foram adquiridos pelos softwares Hystar Application® versdo 3.2 e

OtofControl® (Bruker Daltonics Corporation®, Alemanha).

4.3.3 Analise por GC-MS

4.3.3.1 Material e reagentes

Insert de 150 L para vial,

Gas hélio;

Vial com capacidade de 2 mL; Lacre crimp de aluminio;
Agua ultrapura (Sistema Mili-Q-Millipore);

Acetonitrila grau LC-MS Sigma-Aldrich®;

Metanol grau LC-MS Sigma-Aldrich®;

Hexano Sigma-Aldrich®;

Isopropanol grau LC-MS Sigma-Aldrich®;

AN N N N N U N NN

Micropipetas automaticas de volume variavel: 10 a 100 pL, 20 a 200 uL, 100 a
1000pL;

Microtubos para centrifugagdo com capacidade para 2 mL

BSTFA Sigma-Aldrich®;

Urease Sigma-Aldrich®;

Metoxiamina Sigma-Aldrich®;

Piridina Sigma-Aldrich®;

C18 metil éster Sigma-Aldrich®;

Speedvac Eppendorf®;

AN NN N U N NN

Banho-maria HM 1003 - Hemoquimica®;
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v' Termbmetro para banho-maria Pyromed®-
v' Cromatégrafo a Gas (Agilent 7890A), acoplado ao espectrometro de massas com
analisador Quadrupolo (5975C);

Coluna capilar DB-5 de 30 m de comprimento, 0,25 mm de didmetro interno e

<

0,25 pym de espessura de filme;
Banho de ultrassom modelo Sonitop 404 A - Soni-Tech®;
Agitador de tubo (vortex) MS 3 digital - 1ka®;

Balanga analitica modelo E02140 - Ohaus Explore®;

D N N NI N

Microcentrifuga refrigerada Beckman Coulter ®©.

4.3.3.2 Preparo de amostras de urina por GC-MS

Seguindo o protocolo otimizado por Mendes (2021), aliquotas de 100 pL de urina
de cada individuo foram submetidas a pré-tratamento com 30 unidades de urease e
incubadas em banho-maria por 30 minutos a 37°C. Posteriormente, 400uL do solvente
acetonitrila:isopropanol:agua 3:3:2 (v/v/v) foram adicionados a 100 pL de urina, seguida
de agitagdo em vortex por 10 segundos e centrifugacéo a 14000 rpm por 5 minutos e a
4°C. Os extratos foram secos até residuo em Speedvac a 30°C. O residuo obtido foi
submetido a uma segunda extracdo com 400 pyL de acetonitrila:agua 50:50 (v/v) a
temperatura ambiente. Centrifugou-se a 14000 rpm a 4°C por 2 minutos e 200 uL do
sobrenadante foram transferidos para microtubo e evaporados em Speedvac a 30°C. O
residuo foi entdo submetido a derivatizagcdo por metoxiaminagao e sililagdo. A
metoxiaminagao foi realizada adicionando 10 uL de cloridrato de metoxiamina em piridina
a cada amostra e incubada a temperatura ambiente por 16 horas. Para reagcao de
sililagdo, a solugédo de 90 uL de BSTFA com 1% de TMCS foi adicionada, as amostras
foram agitadas por 5 minutos e, posteriormente, incubadas a 70°C durante 1 hora.
Concluida a derivatizagdo, 100 pL de C1s éster de metila em heptano (10 mg/L) foi
adicionado a cada microtubo, as amostras foram agitadas e transferidas para vials com
insert e imediatamente fechados com lacres metalicos. O volume de 5 pL de cada

amostra foi injetado GC-MS.
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Brancos de amostra também foram preparados, contendo todos os reagentes
utilizados no preparo, exceto a urina. Amostras para controle de qualidade (QC) foram
preparadas por meio da mistura de 20uL de cada uma das amostras dos voluntarios e
analisadas de forma intercalada a cada 5 amostras, para assegurar a estabilidade

analitica e avaliar a qualidade dos dados obtidos.

4.3.3.3 Condigoes analiticas para urina por GC-MS

A andlise foi realizada com um instrumento de cromatografia gasosa 7890A
acoplado a um espectrémetro de massas inerte com detector de eixo triplo 5975C da
Agilent Technologies. Os parametros utilizados seguiram o protocolo proposto por Fiehn
et al. (2016). A temperatura do injetor foi ajustada em 250°C em modo split (1:10), usando
hélio como gas carreador com um fluxo de 1,1 mL/min. A coluna capilar utilizada foi uma
DB5-MS com 30m de comprimento, 0,25 mm i.d. e 0,25 m (Agilent Technologies®) com
programacgao de temperatura ajustada em 60°C por 1 minuto, depois aumentada em
10°C/min até atingir 325°C e mantida por 10 minutos, antes de resfriar.

Os parametros do espectrdbmetro de massas utilizados foram: linha de
transferéncia a 280°C, fonte de filamento a 230°C, quadrupolo a 150°C, energia de
ionizagdo de elétrons de 70eV, faixa de massas de 50-600 m/z. Os dados foram
adquiridos utilizando o software Agilent MSD ChemStation.

Todas as amostras foram analisadas randomicamente, em ambas as técnicas
(LC-MS e GC-MS), para evitar incertezas e artefatos relacionados a ordem da injecao e

impedir o efeito de mudancgas graduais da sensibilidade do instrumento em lotes inteiros.

4.3.4 Tratamento dos dados

Os dados brutos obtidos por GC-MS foram convertidos para o formato de arquivo
“.cdf’ através do Chemstation Data Analysis; e os dados obtidos por UPLC-MS foram
convertidos para o formato mzML por meio do software Proteowizard®
(http://proteowizard.sourceforge.net/download.html).

O software estatistico R® versao 4.2.1 e o pacote XCMS Bioconductor® versao

3.12 (http://bioconductor.org/packages/release/bioc/html/xcms.html) foram usados para
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o tratamento e geragdo da matriz de dados, onde foram identificados, separados e, de
acordo com os tempos de retengao, alinhados e agrupados.

Os parametros utilizados para identificar os molecular features (entidades
metabdlicas) obtidos por GC-MS foram o algoritmo matchedFilter, aplicando largura de
pico a meia altura (fwh)=30, limite inferior da razdo sinal/ruido (snthresh)=6,0. Foram
agrupados entao pelo algoritmo density (bw=10 e mzwid=0,05). O alinhamento dos
tempos de retencdo se deu pelo algoritmo peakgroups (Family=gaussian) e no
reagrupamento dos molecular features utilizou-se novamente o algoritmo density (bw=5
e mzwid=0,05).

Com relacao ao pré-tratamento dos molecular features identificados por LC-MS
para urina, utilizou-se o método centwave e os seguintes parametros: snthresh=5.0,
largura de pico cromatografico (min., max) — peakwidth de 3 a 30 segundos, erro de
massa =10 ppm, mzwid=0.01, bw=5 e minfrac=0.3. Para as analises de plasma, os
parametros com valores diferentes dos utilizados para urina foram snthresh= 10.0 e
minfrac=0.2. Para o alinhamento dos tempos de retengao e reagrupamento, os mesmos
parametros para GC-MS foram utilizados.

Apds esse processamento, os picos ndo encontrados em todas as amostras foram
preenchidos pelo algoritmo fillPeaks, com a finalidade de eliminar os valores faltantes
(missing values).

Obteve-se entao, arquivos no formato (.csv) contendo todos os molecular features
identificados, agrupados e alinhados em cada andlise. Os dados relacionados a urina
foram normalizados pela concentracdo de creatinina urinaria correspondente e os
resultados das amostras de plasma foram normalizados pela mediana das intensidades.
A transformacdo logaritmica foi aplicada para todos os dados, assim como o
escalonamento por centralizacdo média. Esse processamento foi realizado no software
MetaboAnalyst® versdo 5.0 (https://www.metaboanalyst.ca/).

A identificagdo putativa dos metabdlitos reconhecidos por UPLC-QToF-MS foi
realizada pela busca dos m/z’'s em bases de dados publicas, como - Human Metabolome
Database (HMDB®) e Metlin®, além da plataforma CEU Mass Mediator, onde se realiza
uma busca de metabdlitos em diferentes bancos de dados simultaneamente (Kegg,
HMDB®, LipidMaps®, Metlin®).
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4.3.5 Analise Estatistica

Os resultados obtidos por UPLC-MS e GC-MS foram submetidos a analise
estatistica multivariada, por meio de métodos quimiomeétricos nao supervisionados como
PCA e supervisionados como PLS-DA e OPLS-DA com predi¢cao de QCs. Todas essas
analises foram executadas no MetaboAnalyst® 5.0. A partir dos modelos de PLS-DA e
OPLS-DA, foram identificados os molecular features discriminantes entre os grupos
utilizando a classificagao de Variable Importance Projection (VIP) e Volcano plot.

Foram aplicadas também estatisticas descritivas para avaliar as variaveis
numeéricas, como a média, o desvio padréao e a mediana. Os testes de Shapiro Wilk e de
Anderson-Darling foram utilizados para verificar se as variaveis possuiam distribuigao
normal gaussiana. As variaveis categoricas foram avaliadas em termos de frequéncia e
porcentagem.

Para verificar as hipoteses de associagcédo entre as variaveis foram utilizados o
teste de Mann-Whitney e o teste exato de Fisher. Uma associagao foi considerada
estatisticamente significativa quando o valor-p foi menor do que 0,05.

O software utilizado nas analises foi o Graphpad Prism® versao 9.0.0.
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4.4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.4.1 Caracteristicas da populagao de estudo

O grupo exposto foi constituido por 20 trabalhadores de lavouras de café da regido
do sul de Minas Gerais; ja o grupo controle foi formado por 20 homens da regido de Belo
Horizonte. A Tabela 9 apresenta as principais caracteristicas e distribuicdo com relagéao
a populacéao do estudo.

A idade média dos individuos do grupo controle foi de 39 anos, com variagao entre
20 e 62 anos, e a idade média do grupo exposto foi de 45 anos, variando de 22 a 62
anos. A maioria dos voluntarios do grupo exposto (70%) trabalhava com agricultura
familiar de pequenas e médias propriedades, enquanto 85% do grupo controle exerciam
funcdo administrativa ou autbnoma. Os participantes do grupo exposto estiveram em
contato direto com agrotéxicos por, pelo menos, trés anos, sendo que 44% deles

relataram mais de 20 anos de exposicao.

Tabela 9 - Comparagéo das variaveis entre os grupos exposto e controle

Variaveis Expostos (n.=20) Controle (n:=20) Valor-p
Faixa etaria? n (%) n (%)
20a30 2(10,0) 8(40,0)
31a40 6(30,0) 3(15,0) 0,118
41 a55 9(45,0) 5(25,0)
>55 3(15,0) 4(20,0)
Tempo de estudo (anos)’ 5(4-8) 16(12-20) 0,223
Fungéo de trabalho?
Administrativa 0(0) 15(75)
Agricultura familiar 14(70) 0(0) <0 .001*
Aplicador 6(30) 0(0) ’
Estudante 0(0) 3(15)
Outro 0(0) 2(10)

Legenda’ 'teste de Mann-Whitney; *teste exato de Fisher; *valor-p<0,05;

As comparagdes realizadas entre os grupos exposto e controle para as variaveis
escolaridade (tempo de estudo), faixa etaria e fungcdo de trabalho demonstraram que
apenas para a variavel funcdo de trabalho houve associagao significativa (p<0,001),
indicando que ha uma maior prevaléncia de individuos com fungdo administrativa entre
os individuos do grupo controle, enquanto entre os expostos, a prevaléncia foi da fungéo

agricultura familiar e aplicador.
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4.4.2 Otimizacao do preparo de amostras biologicas de plasma por UPLC-MS

Na metabolémica, busca-se detectar a maior quantidade de metabdlitos possiveis
em uma so6 analise, que deve ser reprodutivel para produzir resultados confiaveis. Neste
estudo, o objetivo foi obter um procedimento de preparo de amostras que apresentasse
a melhor cobertura metabdlica em termos de numero de metabdlitos detectaveis
(molecular features) e intensidade dos picos. Dessa forma, foi utilizada a afericdo de
notas de 0 a 5 para avaliagao dos parametros mencionados. As notas foram obtidas para
todos os experimentos realizados em duplicata. Esse procedimento é encontrado em
alguns trabalhos de otimizagcado de métodos cromatograficos para metabolémica e facilita
a selecdo das melhores condi¢cdes a serem aplicadas (FACCIO, 2015; DEDA, et al.,
2017; MENDES, 2021).

Com base no numero de molecular features identificados em cada duplicata dos

experimentos, calculou-se a nota utilizando-se a equacao abaixo:

{Nmol =5x (n/nméximo)]

Onde:

v N = nota aferida com base no numero total de molecular features identificados;
v"n = numero total de molecular features identificados na duplicata;

v" nmaximo = numero total de molecular features maximo obtido.

Todos os protocolos de extragdo forneceram um grande numero de metabdlitos,
mas a quantidade de picos obtida foi maior ao se utilizar a mistura cloroférmio: metanol
(2:1) sem descanso e sem evaporagao (experimento 1), conforme demonstrado na

Figura 14:
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Figura 14 - Numero médio (n=2) de features detectados nos experimentos de otimizagao para o preparo
de amostras de plasma para metabolémica por LC-MS.
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Fonte: elaborado pelo autor.

Observa-se uma grande cobertura metabdlica também nos experimentos 8 e 6,
os quais foram utilizados apenas metanol frio como solvente extrator, acrescidos de uma
etapa de evaporagcdo em Speedvac a 30°C com posterior ressuspensao com acido
férmico 0,1%. Nos experimentos 2 e 4, utilizou-se também o metanol, sendo o
experimento 4 seguido de descanso a -20°C por duas horas, sem evaporagao. Os
experimentos 3 e 5 utilizaram o mesmo solvente extrator, cloroférmio: metanol (2:1),
passando o primeiro apenas pela etapa de descanso a -20°C e o segundo, somente pela
evaporagao a vacuo. O experimento 7 passou por todas as etapas, tendo a mistura
cloroformio: metanol (2:1) como solvente extrator. Esses achados indicam que as etapas
de descanso e evaporagao com posterior ressuspensao nao resultaram em uma maior
eficiéncia da analise, o que é evidenciado pelo menor numero de features detectados,
conforme demonstrado na figura 14.

Com relacédo ao solvente extrator, a mistura cloroférmio: metanol (2:1) foi a que
apresentou maior numero de picos. As amostras biologicas sdo complexas e apresentam
uma grande diversidade de metabdlitos em quantidade, estabilidade e propriedades
fisico-quimicas variadas. Em amostras como o sangue, urina e fezes, os metabdlitos

polares representam cerca de 40% do metaboloma detectado por LC-MS, metabdlitos
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polares médios cerca de 50% e nao polares cerca de 10% (ROCA, et al., 2021; EYLEM,
et al., 2022). Por isso, uma mistura com diferentes polaridades pode ser capaz de extrair
um maior numero de compostos, tanto neutros quanto polares, quando comparada ao
uso de um unico solvente extrator. A diferenca de polaridades influencia diretamente na
eficiéncia na extracdo. Brum e colaboradores (2009) realizaram um estudo de
comparagao de métodos de extracao de fracdes lipidicas, utilizando quatro diferentes
tipos de solventes. Os autores perceberam que a mistura binaria cloroférmio: metanol
forneceu uma quantidade significativamente maior de lipideos extraida e obteve maior
reprodutibilidade entre as extragbes. Gusso e colaboradores (2012) realizaram um
estudo semelhante e identificaram um maior rendimento do teor lipidico nas amostras
quando utilizaram a metodologia com solvente extrator binario (cloroférmio: metanol),
afirmando que o uso de um unico solvente ndo é recomendavel para a extracdo de
analitos em amostras bioldgicas.

Em geral, misturas de solventes com polaridades diferentes tém sido empregadas
com sucesso em metaboldmica global, como foi padronizado neste estudo. Entretanto,
cabe destacar que nao existe um protocolo de extragao ideal e universal, capaz de cobrir
todos os metabdlitos de qualquer metaboloma. Portanto, a selecdo do protocolo deve
ser norteada pela matriz biolégica e pela abordagem metabolémica pretendida, como
encontrado em literatura (GUSSO, et al.,, 2012; FIEHN, 2017; ROCA, et al., 2021;
EYLEM, et al., 2022).

A avaliacdo das intensidades dos picos também foi realizada para definicdo da
nota do protocolo de preparo de amostras. Para isso, foram selecionados trés ions de
m/z de alta intensidade, os quais foram identificados em todos os experimentos
realizados. O coeficiente de variagdao (CV) da intensidade foi calculado para cada
experimento, baseado nos resultados das intensidades. A %CV permite avaliar a
repetibilidade de uma analise, sendo de grande relevancia para atestar a confianga dos
resultados obtidos. De acordo com Dudzik e colaboradores (2018), valores da %CV
inferiores a 30% sao considerados adequados para analises metabolémicas. Outros
estudos metaboldmicos utilizam esse mesmo critério para verificar a qualidade dos
dados obtidos nos experimentos (FACCIO, 2015; CANUTO, et al., 2018; YAN, et al.,
2020; MENDES, 2021; EYLEM, et al., 2022). As %CV’s de todos os experimentos
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variaram de 2,73 a 18,66, sendo considerados satisfatorios. As médias das intensidades
foram normalizadas pela menor intensidade registrada em todos os experimentos e
posteriormente essas médias normalizadas foram divididas pela média da melhor
condicdo nesse quesito (FACCIO, 2015; MENDES, 2021). Esses calculos foram
executados para cada m/z, seguido do calculo da nota por meio da seguinte equacgao:

[N intensidade = 5 x (l/I méximo)]

Onde:

v' | = média das intensidades normalizadas pela menor intensidade;

v Imaximo = média maxima das intensidades normalizadas

A selecdo do melhor protocolo de preparo de amostras foi entdo definida pela
soma das notas das duas equacgbes citadas anteriormente, o numero de molecular

features e as intensidades, conforme equacéao abaixo. A nota total pode variar de 1 a 5.

[ Notatotal= Notamolec.feat. + 1,5 Notaintensidade }

A atribuigao de pesos aos parametros de maior importancia € recomendada para
dar maior relevancia a estes e assegurar maior eficiéncia e confianga no resultado final.

Assim, as notas finais s&o mostradas na Figura 15.



Figura 15 — Nota total de cada experimento de amostras de plasma, calculada por meio da soma das

notas aferidas na avaliagdo do nimero de molecular features e suas intensidades
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Com a analise dos resultados, o protocolo utilizado no experimento 1 foi o que

obteve maior pontuagdo, com nota 5, e foi o escolhido para realizagdo do preparo de
amostras de plasma para o estudo de metabolédmica por UPLC-QToF-MS, conforme

Figura 16:

Figura 16 - Esquema representativo do preparo de amostras de plasma por UPLC-QToF-MS
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Fonte: elaborado pelo autor.
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Para metabolémica global por LC-MS, um preparo de amostras minimo e nao-
seletivo deve ser, em geral, o método de escolha. A menor complexidade na preparagao
da amostra é uma vantagem dessa técnica, uma vez que ndo ha necessidade de
derivatizagcdo, como ocorre com a técnica de GC-MS. A precipitacdo de proteinas e
remogao de sais através da adicdo de solventes organicos sdo as técnicas mais
empregadas (CANUTO, et al., 2018; GIKA, et al., 2019; ARAUJO, et al., 2021). Sendo
assim, o protocolo otimizado neste estudo possui um preparo simples que confere ao
experimento maior eficiéncia, além de uma maior rapidez no preparo das amostras.

Para avaliar a estabilidade analitica durante a aquisi¢ao de dados, amostras de
controle de qualidade (QC), preparadas a partir da mistura de igual volume (20 uL) de
cada amostra analisada no estudo, também foram analisadas durante toda a sequéncia
por ambas as técnicas empregadas. Essas amostras foram injetadas no inicio e final da

analise e também intercaladas a cada 5 amostras.

4.4.3 Analise metabolomica de plasma por UPLC-QToF-MS

Devido a complexidade do perfil quimico e aos numerosos resultados analiticos
gerados pela metabolémica global, o processamento dos dados se faz necessario para
garantir o bom alinhamento dos picos, excluir dados irrelevantes, minimizar o viés das
diferencas de concentracdo de metabdlitos de diferentes classes quimicas, entre outros.
O processamento depende da técnica analitica empregada e, em geral, inclui etapas de
criagao do conjunto de dados, agrupamento e alinhamento dos picos, normalizagdo dos
dados, transformagdo e escalonamento (FERREIRA, 2015; PILON, et al., 2020;
ARAUJO, et al., 2021). Neste estudo, os softwares empregados no processamento foram
XCMS Bioconductor®, R® e Metaboanalyst®.

Os resultados de plasma obtidos por UPLC-MS foram normalizados pela mediana
das intensidades, a fim de reduzir o erro sistematico, deixando todas as amostras em
uma escala predefinida (MASTRANGELDO, et al., 2015). A transformagao logaritmica foi
realizada em seguida para linearizar os dados por meio da aplicagcdo de mesma base
logaritmica, reduzindo assim a heterogeneidade da variagao na atividade bioldgica. O

escalonamento por centralizacdo média também foi aplicado na sequéncia, o qual
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consiste num método onde a média do sinal da intensidade de um ion & subtraida de
cada sinal das amostras, fazendo com que cada amostra exiba somente as diferencas
que possuem com relagdo a média de todos os dados originais (FERREIRA, 2015;
MASTRANGELDO, et al., 2015; PILON, et al., 2020).

Cabe ressaltar que, para atingir a cobertura maxima de metabdlitos por LC-MS, é
importante utilizar ionizagao por eletrospray nos modos positivo (que abrange uma maior
variedade de compostos) e negativo (estende a cobertura de informagdes). Apesar da
abordagem desses modos de ionizag&o possibilitar a identificagdo de um maior numero
de metabolitos, os dados obtidos nesse estudo foram somente no modo positivo devido
a impossibilidade operacional no equipamento utilizado. No entanto, essa limitagdo nao
foi prejudicial na identificagcao e interpretacdo dos dados.

Apos as etapas de processamento, métodos estatisticos multivariados foram
aplicados a matriz de dados, utilizando o Metaboanalyst®. Em metabolémica, esses
métodos visam a classificagdo e discriminacdo de metabdlitos responsaveis por
diferenciar os grupos de amostras. Os dados foram avaliados, inicialmente, pelo método
de reconhecimento de padrées nao supervisionado, a Analise por Componentes
Principais (PCA) com predigdo de controle de qualidade (QC). A analise por PCA visa
encontrar similaridades e diferencas entre as amostras, verificar a presenca de
tendéncias ou de amostras andmalas (outliers), além de evidenciar a variabilidade dos
dados adquiridos, sendo uma boa maneira de se verificar a estabilidade analitica durante
as andlises. O grafico 1 mostra uma boa separagdo das amostras dos individuos
expostos ocupacionalmente e ndo ocupacionalmente aos agrotoxicos, refletindo

diferencas em seus perfis metabdlicos.
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Grafico 1 — Modelo de analise por Componentes Principais (PCA) para amostras de plasma de
trabalhadores expostos ocupacionalmente e n&o ocupacionalmente aos agrotoxicos e amostras de
controle de qualidade (QCs).
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Fonte: elaborado pelo autor.

O resultado da analise por PCA demonstrou um forte agrupamento das amostras
de QC, o que indica estabilidade analitica, qualidade e confiabilidade dos dados obtidos.
Os QC’s possuem informacgdes de todas as amostras biolégicas (tanto do grupo controle,
como do grupo exposto), por isso, a observacao de desvios dos resultados reflete em
variagdes analiticas provenientes do preparo de amostras ou da etapa de analise
instrumental. Estudos utilizando metabolémica tém adotado essa estratégia para avaliar
a estabilidade e desempenho do sistema analitico. Essas amostras normalmente séo
injetadas no inicio das analises, para equilibrar e condicionar o sistema a fim de se obter
condi¢des reproduziveis, no final das analises e também em intervalos regulares entre
as amostras, para monitorar a estabilidade e a reprodutibilidade do processo analitico
(FACCIO, 2015; DUDZIK, et al., 2018; MENDES, 2021).

E importante destacar que amostras atipicas (outliers) identificadas pelo modelo
de PCA devem ser analisadas e excluidas. Elas podem ser resultado dos erros de
medicdo decorrentes do preparo de amostras, de problemas instrumentais ou na

execugao do experimento. Se essas amostras nao forem removidas, podem causar erros
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nas etapas subsequentes, conforme descrito em outros trabalhos encontrados na
literatura (FERREIRA, 2015; CHAVES, 2021). Neste estudo, as amostras retiradas
apresentaram problemas durante o processo analitico, como aumento de pressao no
momento da corrida cromatografica, extragdo inadequada, obtendo baixa intensidade
dos picos e, no caso da urina, valores de creatinina extremamente baixos.

Apods a anadlise de PCA, os resultados foram avaliados pelo método multivariado
supervisionado de Analise Discriminante de Minimos Quadrados Parciais (PLS-DA).
Este € um método de regressao capaz de aperfeigoar e modelar as diferengas entre os
metabdlitos responsaveis pela separagao dos grupos (GOULART, 2018). Para a analise,
os dados foram novamente normalizados, sem incluir os resultados das amostras de QC
e 0 modelo PLS-DA foi construido no Metaboanalyst®. O grafico de pontuagéo (Grafico
2) mostra uma separagao efetiva entre as amostras de plasma do grupo controle em

relacdo ao grupo exposto.

Graéfico 2 - Modelo de Analise Discriminante de Minimos Quadrados Parciais (PLS-DA) indicando efetiva
discriminagdo entre o grupo de individuos ocupacionalmente expostos e o grupo dos voluntarios néo
expostos ocupacionalmente aos agrotoxicos.
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Fonte: elaborado pelo autor.
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Com a finalidade de atestar a validade do modelo construido, o teste de validagao
cruzada foi utilizado (Gréfico 3). O modelo gerado tem como pardmetros o R?, que mede
a adequagao do modelo para o conjunto de dados e o Q?, o qual avalia a capacidade de
previsibilidade do modelo. Valores usuais para experimentos bioldgicos sdo Q% > 0,4 e
R? > 0,7 (GODZIEN, et al., 2013; PILON, et al., 2020; ARAUJO, et al., 2021). Os
resultados da validagdo cruzada para amostras de plasma por UPLC-MS, para 5
componentes principais, foram R?= 0,98, Q= 0,92, o que mostra um ajuste adequado

dos dados ao modelo, sendo considerado um modelo altamente preditivo.

Gréfico 3 — Classificagdo do modelo de Andlise Discriminante de Minimos Quadrados Parciais (PLS-DA)
pela validagao cruzada.
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Legenda: parametros de qualidade obtidos a partir da validagdo do modelo PLS-DA: R?= 0,98 (variagdo
explicada pelo modelo) e Q%= 0,92 (previsibilidade do modelo).

Fonte: elaborado pelo autor.

Para maximizar a separagdo entre os grupos e encontrar metabdlitos
discriminantes, o método de classificacdo supervisionado Analise Discriminante
Ortogonal por Minimos Quadrados Parciais (OPLS-DA) também foi utilizado. Este
método é considerado uma variante do PLS-DA e utiliza um filtro capaz de eliminar
variagdes indesejadas nos dados, como aquelas nao relacionadas as alteragcbes

bioquimicas. O grafico de pontuagao obtido € mostrado no gréfico 4.
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Grafico 4 - Modelo de Analise Discriminante Ortogonal por Minimos Quadrados Parciais (OPLS-DA) para
amostras de plasma de trabalhadores expostos ocupacionalmente e n&o ocupacionalmente aos
agrotoxicos (A) e grafico de validagdo do modelo OPLS-DA por permutagdes (B).
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Legenda: A: modelo OPLS-DA para amostras de plasma dos individuos do grupo exposto e controle,
analisadas por UPLC-MS. B: validagdo do modelo OPLS-DA pelo teste de permutagdes (n = 2000).

Fonte: elaborado pelo autor

A aplicagdo combinada de PCA e PLS-DA ou OPLS-DA a conjuntos de dados
metaboldmicos produz informacdes importantes sobre alteracées de metabdlitos que
definem as separagdes entre os grupos. Essas alteracbes podem representar um padrao
especifico, denominado assinatura metabdlica, que é capaz de refletir a exposi¢cao dos
individuos a produtos quimicos (WORLEY, POWERS, 2016; CH, et al., 2019; MENDES,
2021). Uma revisdo realizada por Bonvallot e colaboradores (2014) mostrou que a
exposicao a misturas de agrotdéxicos pode induzir modificagbes metabdlicas
potencialmente ligadas a disturbios fisiopatolégicos e essas descobertas tém justificado

e reforcado o uso da metabolémica na avaliacdo de exposicao a xenobibticos.
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4.4.3.1 Identificagao das entidades moleculares discriminadoras resultantes
da analise metabolomica de plasma por UPLC-QToF-MS

Os valores VIP (do inglés, Variable Importance in Projection) indicam a
importancia de cada metabdlito para todo o modelo. Os features com valores de VIP
maiores ou iguais a 1,5 foram selecionados e classificados como os responsaveis pela
separagao e discriminagao dos dois grupos. Os 15 molecular features mais influentes e
que discriminaram os perfis dos individuos expostos € ndo expostos ocupacionalmente
aos agrotéxicos estao representados no Grafico 5. As caixas coloridas a direita indicam

as concentragdes relativas do metabdlito correspondente em cada grupo em estudo.

Grafico 5 - Valores VIP de quinze features discriminadores identificados no modelo de OPLS-DA.
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Legenda: VIP (Importancia da variavel na proje¢do) dos molecular features identificados por UPLC-Q-
ToF-MS, para as amostras de plasma nas mesmas condicdes analiticas.
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Outra analise realizada foi o Volcano Plot. Ele utiliza o fold change, que tem a
finalidade de comparar os valores absolutos de alteragcdes entre as médias de amostras
dos grupos controle e exposto e o teste de Mann Whitney, que permite identificar a
variabilidade de cada metabdlito pelo valor-p que determina a diferencga estatistica entre
as variaveis. Essa analise realiza os calculos em escala logaritmica para fold change
(Log2) e Mann Whitney (-log10), como descrito por ANTUNES, et al. (2019). No presente
estudo, foram considerados metabdlitos diferenciais aqueles que o valor de fold change
se apresentou acima do threshold de 2, valor-p menor que 0,05 e FDR < 0,01. Sendo
assim, foram encontrados 14 molecular features com resultados mais baixos e 11 mais
elevados, ao se comparar o grupo controle em relagdo ao grupo exposto. Os resultados

estdo representados no grafico 6.

Grafico 6 — Volcano Plot aplicado aos dados das amostras de plasma de individuos expostos e néo
expostos ocupacionalmente aos agrotéxicos.
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Legenda: Cada ponto no grafico representa um molecular feature. Os pontos vermelhos indicam aumento
destes e os pontos azuis, diminuicdo dos mesmos. Os pontos cinzas representam a nao distingdo entre
0S grupos.
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Apos a selegdo dos molecular features significativamente alterados e que mais
contribuiram para a discriminagao entre os grupos, realizou-se a possivel identificagao
desses metabdlitos.

Essa € uma etapa complexa e necessaria para o estudo das vias metabdlicas
envolvidas na exposigao aos agrotoxicos. Dificilmente um metabdlito produz um unico
pico cromatografico, mesmo quando instrumentos de alta resolugao sao utilizados para
a aquisicao dos dados. Além disso, existem diversos metabdlitos ainda ndo conhecidos
que podem apresentar valor de m/z semelhantes ao de alguma substancia ja identificada.
Esses fatores tornam o processo de identificacdo dos metabdlitos extremamente dificil e
trabalhoso (CHONG; WISHART; XIA, 2019; PILON, et al., 2020; CHAVES, 2021).

A identificacado foi realizada por meio da busca da relagdo m/z nos bancos de
dados HMDB®, Metlin® e Lipidmaps®, considerando um erro de massa de até 5 ppm e
os adutos [M+H]*, [M+NH4]" e [M+Na]*. Dos 25 molecular features selecionados, 4 nao
foram possiveis de serem identificados por ndo reconhecimento dos respectivos m/z
pelos bancos de dados utilizados. O resultado dessa avaliagao e a possivel identificacao
foram compilados na Tabela 10, onde s&o apresentados também os valores VIP, o valor-

p, o fold change e a classificagdo quimica dos metabdlitos.
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Tabela 10 - Metabdlitos discriminadores putativamente identificados na analise metabolémica pela técnica
UPLC-MS, no plasma de trabalhadores expostos e ndo expostos ocupacionalmente aos agrotoxicos.

Pontuagdo Fold change

Metabdlitos m/z VIP (Iog2) Valor-p Classificagdo quimica
1-[2-cloro-4-(4-
clorofenoxi)fenil]-2-(1,2,4- 349.038 3.50 -3.8528 0.000 Triazol
triazol-1-yl)etanol
acido 13-bromo(...)hidroxi- .
tridecatrienoico 389.076 3.39 -2.3291 0.000 Prenol Lipidios
P'(20:5(5§%;S;Z’14Z’1 " 618280  3.36 3620  0.000 Glicerofosfoinositol
Difosfatidilglicerol 709.794 3.31 -4.0838 0.000 Fosfatidilglicerol
Cer(d16:1/LTE4) 692.479 3.17 -3.6229 0.000 Ceramidas
Glutamato 147.053 257 14101 0000 AAminoacidos, peptidios e
analogos
PG(18:3(9Z,122,152)/22:4 : _—
(72,10Z.13Z.162)) 821.071 2.50 1.4805 0.000 Glicerofosfolipidios
Paraxantina 180.064 2.33 1.4462 0.003 Purina e derivados
5-aminoftalazina-1,4-diol  194.083 2.31 2.1139 0.006 Benzodiazina
LysoPA(0:0/18:1(92)) 436.258 2.15 1.1522 0.000 Glicerofosfolipidios
Esfingomielina 730.598 2.01 214 0.004 Esfingolipidios
Do 1,22- 370.308  2.00 24958  0.013 Acidos Graxos
ocosanedioico
3-(Metiltio)propanoil-CoA  869.689 1.95 1.003 0.018 Glicerofosfolipidios
5-O-b-D-glucopiranosida  903.255 1.94 1.1131 0.016 Carboidratos
13,14-Diidro PGE1 356.256 1.93 -2.138 0.007 Lipidios
Val Gly Asp 289.127  1.90 11063 001 Aminoacidos, peptidios e
analogos
F°Sfat'd("19§f‘3”)°'am'”a 475269 179 2402 0034  Fosfatidiletanolamina
Fosfatidilcolina (20:0/14:0) 762.092 1.78 -1.1386 0.023 Fosfatidilcolina
Sulfato de norepinefrina  249.030 1.77 1.13 0.033 Arylsulfato
Fosfatidilcolina (14:1) 465.285 1.75 -2.6305 0.025 Fosfatidilcolina
Tirosina 180.073  1.64 11367 0034 Aminoacidos, peptidios e

analogos

Nota: os valores negativos de Fold Change correspondem aos compostos aumentados no grupo exposto,
enquanto os valores positivos, sdo os metabdlitos diminuidos neste mesmo grupo.
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Para avaliar o desempenho desses compostos como potenciais biomarcadores
na avaliacdo da toxicidade induzida por agrotoxicos, foi utilizada a curva ROC (Receiver
Operating Characteristic), uma representagao grafica que ilustra a performance de um
composto relacionado ao seu poder discriminatério. E um teste bastante utilizado na area
médica para apontar se uma condigao especifica esta presente ou ndo. Segundo HOO
e colaboradores (2017), uma area sob a curva (AUC) de 0,5 indica que uma substancia
nao tem habilidade discriminante, enquanto uma AUC de 1,0 representa um teste com
discriminagdo perfeita. Valores de AUC > 0,85 sdo considerados aceitaveis para
aplicagdes clinicas. Com base nesses resultados, 16 candidatos a biomarcadores
apresentaram desempenho satisfatério, com excegdao de 5-O-b-D-glucopiranosida,
13,14-Diidro PGE1, Val-Gly-Asp, fosfatidiletanolamina, fosfatidilcolina. Os resultados da

curva ROC de alguns possiveis biomarcadores sdo mostrados na Figura 17.
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Figura 17 - Curvas ROC de alguns dos metabdlitos plasmaticos discriminantes identificados por
cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas.
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Fonte: elaborado pelo autor. Nota: AUC: area sob a curva ROC, com intervalo de confianga de 95%.
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De acordo com os resultados acima, o composto mais discriminante entre os
grupos foi o 1-[2-cloro-4-(4-clorofenoxi)fenil]-2-(1,2,4-triazol-1-yl)etanol (AUC = 1), um
metabdlito do difenoconazol, fungicida da classe dos triazdis, bastante utilizado pelos
trabalhadores envolvidos neste estudo, segundo relato dos mesmos.

Os triazois sdo altamente eficazes e muito utilizados na agricultura. Eles atuam
ndo apenas nas enzimas-alvo da familia CYP51 (lanosterol-14a-desmetilase),
necessarias para a biossintese do ergosterol, mas também na superdxido dismutase e
peroxidase, a-amilase e 3-amilase e outras enzimas da familia do citocromo P450. De
acordo com a literatura, a exposicdo a fungicidas triazéis pode desencadear
desregulacao enddcrina, devido a inibicao da atividade da aromatase, estresse oxidativo,
apoptose celular e reagbes inflamatérias. Um produto derivado da desmetilagao
realizada pela CYP51 em humanos é o colesterol, necessario para a sintese de acidos
biliares, mineralocorticoides, glicocorticoides e esteroides sexuais. (TENG, et al., 2018;
SANCHEZ, et al., 2020; MACHADO, et al., 2021).

Jiang e colaboradores (2022) e Teng, et al. (2018) utilizaram transcriptémica e
metaboldmica por LC-MS/MS para verificar a toxicidade do difenoconazol em zebra-fish.
A analise de vias metabdlicas, apds a exposi¢cédo a esse agrotoxico, detectou alteracdes
no metabolismo de aminoacidos, incluindo glutamato, metabolismo lipidico, metabolismo
energético, metabolismo de nucleotideos, dentre outros. Ambos os autores afirmaram
que os fungicidas desregularam o metabolismo lipidico em niveis bioquimicos,
transcriptdmicos e metabolédmicos e concluiram que as duas técnicas, quando utilizadas
em conjunto, podem ser uteis para verificar os efeitos toxicolégicos do difenoconazol e
para avaliar os riscos dos xenobidticos em organismos aquaticos.

Uma avaliacao interessante foi realizada por Van Meter e colaboradores (2018)
sobre a influéncia da exposigao a misturas de agrotdxicos no perfil metabolémico de ras.
Eles testaram trés herbicidas, um inseticida e um fungicida triazélico, expondo os anfibios
a um unico composto e a misturas destes. Eles observaram que os metabdlitos e vias
impactadas foram diferentes entre os tratamentos, indicando que os modos de agéo dos
xenobioticos podem mudar dependendo das interagcbes quimicas com os outros
toxicantes. Entretanto, os autores relatam que, independentemente do modo de acgéao,

alguns metabdlitos comumente alterados por essas misturas foram aminoacidos, acidos
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nucleicos e lipidios, os quais sdo criticos para a sintese de proteinas, estrutura e
replicacdo do DNA e como resposta ao estresse oxidativo. Resultados semelhantes

foram observados em nosso estudo.

4.4.3.2 Andlise das vias metabodlicas afetadas pela exposicao aos
agrotoxicos a partir dos resultados da metabolémica de plasma por UPLC-QToF-
MS

Apods a identificacdo dos metabdlitos discriminantes, buscou-se compreender as
vias metabdlicas envolvidas na resposta bioldégica gerada pela exposicdo aos
agrotoxicos. Para isso, todas as variaveis responsaveis pela discriminagdo dos grupos
exposto e controle, de acordo com o valor da pontuacao VIP (VIP > 1,5; valor-p < 0,05),
foram selecionadas e entdo submetidas a analise de via metabdlicas, que foi conduzida
utilizando o software MetaboAnalyst®. Os resultados est&o representados no grafico 7, o
qual mostra todas as vias correspondentes de acordo com os valores de impacto da via
e os valores-p da analise de enriquecimento de via. O tamanho do circulo representa o
fator de influéncia e a cor, identifica a importancia da via para a compreensao da resposta
biolégica. Portanto, os circulos maiores e vermelhos sdo considerados as vias mais

importantes, ou seja, as mais influenciadas.
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Grafico 7 - Representacdo das vias metabdlicas envolvidas na resposta biolégica associada a exposicéo
aos agrotoéxicos.
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Como mostrado no grafico 7, as principais alteragdes foram encontradas nas vias

metabdlicas discriminadas abaixo:
A. Metabolismo dos glicerofosfolipidios e do acido linoleico
Os lipidios sdo compostos organicos formados por cadeias de hidrocarbonetos

que podem ser divididos em oito categorias, de acordo com a classificagao proposta por
LIPIDMAPS (http://www.lipidmaps.org). Sao elas: acidos graxos, glicerolipidios,

glicerofosfolipidios, esfingolipidios, lipidios esterdis, prenollipidios, sacarolipidios e
policetideos. Estudos em literatura relatam que esse grupo quimico desempenha um
papel importante nos sistemas vivos devido as suas fungdes biologicas e efeitos na
saude humana, como armazenamento de energia, estrutura da membrana celular,
comunicagao celular, regulacdo de processos biolégicos e relagdo com doengas
cardiovasculares e outras doencas cronicas. (PEREZ-NAVARRO, et al., 2019; NGUYEN,
et al., 2022).
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Neste estudo, alteracdes nas classes de glicerolipidios, esfingolipidios e acidos
graxos foram identificadas e corroboradas por estudos encontrados em literatura.

Wang, et al. (2017) e Weng, et al. (2021), estudaram a toxicidade da exposi¢cao
ao triazol epoxiconazol em zebra-fish e ambos relataram que os triazdis podem induzir
um desequilibrio da homeostase oxidativa, causando disturbios no metabolismo
energético, metabolismo lipidico e metabolismo de aminoacidos. Yang e colegas (2020)
exploraram a associagcdo entre a exposigcdo materna a 37 agrotéxicos de classes
diferentes e a duracdo da gestagcdo em ratos. Pela analise metabolémica, os autores
perceberam que a via mais afetada foi a do metabolismo de glicerolipidios e concluiram
que essas alteragdes positivas estao relacionadas a exposicao aos agrotoxicos.

Nguyen e colaboradores (2022) avaliaram a neurotoxicidade dos fungicidas
estrobilurina, azoxistrobina e trifloxistrobina em células de neuroblastoma humano. Eles
afirmaram que a concentracao de alguns lipidios foi aumentada frente a exposi¢cao das
células a esses toxicantes, quando comparadas ao grupo controle, como fosfatidilcolina,
fosfatidiletanolamina, triglicerideos, P1(14:1_16:0), ceramidas, carnitinas, dentre outros.
Os autores complementam que esses compostos sdo componentes essenciais em
células neuronais e mitocondriais € a expressao alterada desses lipidios pode estar
relacionada a disfungdo mitocondrial. Resultados semelhantes foram revelados pela
metabolébmica do presente estudo, como niveis aumentados de fosfatidilcolina,
fosfatidilglicerol e fosfatidiletanolamina.

A diversidade estrutural desses glicerofosfolipidios desempenha um papel
fundamental na fluidez e estabilidade das membranas. Estudos relatam que, devido ao
aumento da demanda por constituintes da membrana, ha elevacdo da sintese de
fosfatidilcolina em células cancerigenas e tumores sdlidos. Ja sua redugao foi observada
em condigdes patoldgicas no figado em humanos, incluindo insuficiéncia hepatica. Com
relacao ao fosfatidilglicerol, concentragdes elevadas dessa substéncia foram detectadas
na sindrome coronariana aguda e podem estar ligadas a patogénese de doengas
cardiovasculares. Quanto a fosfatidiletanolamina, pesquisas alegam que esses
compostos podem estar relacionados a doencas vasculares e aumento da incidéncia de
cancer, além de desempenhar um papel importante em outras doengas (JAVAID, et al.,
2021; CHRISTIE, 2022; ROY, et al., 2022).
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Wang, et al., (2021) realizaram analises integradas de lipiddmica e metabolémica
nao direcionadas para verificar os efeitos dos agrotoxicos imidacloprida e acetamiprida
em células neuronais. A analise de vias demonstrou que os metabolismos de
glicerofosfolipidios e esfingolipidios foram as mais afetadas. Segundo os autores,
mudangas na concentragdo de glicerofosfolipidios indicam transformagdes da
composicao e permeabilidade da membrana celular e que o aumento de fosfatidilcolina
encontrada pode ter ocorrido por ruptura da composicdo do citoesqueleto e dos
glicerofosfolipidios, causada pela entrada dos xenobioticos nas células, resultando em
alteracbes na composicdo e no conteudo das fosfatidilcolinas. Por outro lado, a
exposi¢cao ao imidacloprida suprimiu a sintese de acidos graxos.

Sanchez, et al. (2020) estudaram a neurotoxicidade dos triazdis, propiconazol e
tebuconazol, na disfuncédo mitocondrial e na alteragao do metabolismo lipidico em células
humanas. De acordo com os autores, a neurotoxicidade pode ocorrer por diversos
mecanismos, como estresse oxidativo e formagao de radicais livres, comprometimento
mitocondrial e apoptose. No estudo dirigido por eles, foi comprovado que os triazéis
atuam nesses mecanismos e, como resposta bioldgica, alteragbes lipidicas sao
apontadas. Eles encontraram niveis alterados de fosfatidilcolina, fosfatidilglicerol,
fosfatidilinositol, além de identificarem novos lipidios que podem ser expressivos nas
doengas neurodegenerativas.

Outra via metabdlica alterada identificada neste estudo foi o metabolismo do acido
9-12-octadecadienoico (acido linoleico) e acido 9-12-15-octadecatriendico (acido a-
linolénico). Estes lipidios, denominados de acidos graxos poliinsaturados, desempenham
um papel importante na manutengdo da membrana, transducgao de sinal e propriedades
antiinflamatdrias, além de participarem da sintese da hemoglobina e da divisédo celular.
Sao responsaveis por modular a transmissdo nos sistemas colinérgicos,
serotoninérgicos e dopaminérgicos e estdo envolvidos no suporte neurotrofico e estresse
oxidativo por meio da modulag&o da expressao de genes responsaveis por essas agdes
(MARTIN, et al., 2006; MBIYDZENYUY, et al., 2018).

O metabdlito mais importante do acido linoleico nos tecidos animais € o acido
araquidonico e varias familias de eicosandides sao derivadas desse acido, incluindo

prostaglandinas, tromboxanos e leucotrienos (CHRISTIE, 2022). Neste estudo, a
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metabolémica do plasma mostrou aumento da prostaglandina E1 (PGE1) nos individuos
ocupacionalmente expostos.

As prostaglandinas séo prostandides sintetizados a partir do acido araquidénico
por enzimas cicloxigenases (COX-1 e COX-2) e possuem fungbes homeostaticas
essenciais na fisiologia renal, sdo potentes vasodilatadores, inibidores da agregacao
plaquetaria, mas também estdo implicados em muitas condi¢gbes patologicas, como
inflamacgao, doencga cardiovascular e a iniciagao da carcinogénese, representando o elo
entre a inflamacéo e o cancer. Em condicdes normais, os niveis de prostandides nas
células sdo baixos, mas durante uma perturbagdo, a concentracdo destes podem ser
alteradas (CHRISTIE, 2022; MENDES, et al., 2022).

No estudo realizado por Yan e colaboradores (2021), o perfil metabdlico sérico de
individuos expostos a agrotoxicos foi avaliado por LC-MS. Dentre os resultados descritos
pelos autores, foram observadas modificagcbes em vias relacionadas a inflamacéo,
incluindo metabolismo do acido araquidénico e das prostaglandinas, que foram
associadas a exposi¢cao aos xenobidticos. De acordo com os autores, o0 estresse
oxidativo pode aumentar a producdo de acido araquidonico, um intermediario
inflamatério que pode ser convertido em prostaglandinas. Pabst, et al., (2017) realizaram
lipidbmica em pacientes com leucemia mieloide aguda e relataram alteragcbes em um
grande numero de lipidios plasmaticos, dentre eles, os prostandides. Os autores
evidenciaram que os precursores do acido araquidonico e seus metabdlitos estao
relacionados positivamente a gravidade e ao progndstico da doenga.

Tyurina e colaboradores (2015) realizaram uma analise por LC/MS de
cardiolipinas no plasma de ratos expostos a inseticida. Dentre os resultados encontrados
pelos autores, niveis aumentados de acido araquiddnico e acido linoleico foram
detectados e correlacionados com neuroinflamacgdo e estresse oxidativo, causando
neurodegeneracao nos animais. Eles citam que esses achados podem contribuir para
uma melhor compreensdo da patogénese da doenga de Parkinson e levar ao
desenvolvimento de novos biomarcadores de disfuncdo mitocondrial.

Um outro estudo foi desenvolvido por Birch e colaboradores (2022), onde
investigaram os efeitos de desregulacédo enddécrina de agrotdxicos no influxo de calcio

em espermatozoides humanos. Eles verificaram que esses toxicantes podem interferir
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na fungdo do esperma humano por meio de efeitos no canal de Ca?* induzidos, por
exemplo, por aumento de PGE1, causando deficiéncias na capacitagdo, motilidade
espermatica e quimiotaxia em dire¢cdo ao ovulo. Segundo os autores, os achados
encontrados foram capazes de relacionar os efeitos da exposi¢cado a agrotdxicos com a
fertilidade humana.

O metabolismo dos esfingolipidios foi outra via destacada como importante na
exposicao aos agrotoxicos, neste estudo. A esfingomielina apresentou menor
concentragédo no plasma dos trabalhadores em relagdo ao grupo controle e a ceramida,
niveis mais concentrados.

Os esfingolipidios estao fisiologicamente relacionados a regulagcédo do crescimento
celular, diferenciagcao e apoptose. Entre os tipos de esfingolipidios, as ceramidas sao
componentes estruturais da membrana e mensageiros secundarios na sinalizagao
celular (KURZ et al., 2019; SANCHEZ, et al., 2020).

Resultados semelhantes aos nossos foram encontrados por Weng, et al. (2021)
ao estudarem a toxicidade da exposicdo ao triazol epoxiconazol em zebra-fish. Os
autores acreditam que a ativacdo das enzimas responsaveis pela conversao da
esfingomielina em ceramida (esfingomielinases), causada pela exposi¢do, explica a
diminuicao do esfingolipidio.

Pabst, et al., 2017 e Robinson, et al., (2021) estudaram a relagao entre espécies
reativas de oxigénio (ROS) e o metaboloma em células de Leucemia Mieloide Aguda. Os
autores detectaram niveis mais baixos de esfingolipidios no plasma desses individuos e,
apos uma analise global dos achados, concluiram que as ROS sdo importantes na
regulacao da sintese e/ou degradacgao de esfingolipidios.

Conforme evidenciado em literatura, o grupo dos lipidios estdo envolvidos em
varios processos biolégicos como estresse oxidativo, inflamagdo, obesidade e
desregulacédo endocrina. Muitos xenobioticos exercem seus efeitos toxicos por meio de
disturbios nesses processos bioldgicos, portanto, a investigacdo de alteragdes no
metabolismo lipidico torna-se uma estratégia importante para elucidar mecanismos de
acao toxica, além da possibilidade de se identificar novos biomarcadores de exposicao
a essas substancias quimicas (OGRETMEN, 2018; KURZ et al., 2019; MATO et al.,
2019).
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B. Biossintese de fenilalaninal/tirosina e Metabolismo da glutamina

Os aminoacidos séo os blocos de construgdo do nosso organismo na forma de
proteinas e complexos de proteinas e muitos metabdlitos importantes, como
neurotransmissores, purinas e pirimidinas, entre outros, sdo produtos do metabolismo
celular de aminoacidos (GAO, et al., 2022). Neste estudo, alguns aminoacidos
apresentaram-se alterados no grupo exposto em relagao ao grupo controle. Por exemplo,
a tirosina apresentou niveis reduzidos, enquanto o glutamato, niveis aumentados.

A alteracdo em relacdo a tirosina tem importancia, pois esta € responsavel por
inumeras fungdes no organismo, sendo precursora de varios neurotransmissores, CoOmo
dopamina, noradrenalina, adrenalina e hormonios tireoidianos. Esse aminoacido é
sintetizado a partir da hidroxilacdo da fenilalanina pela enzima fenilalanina hidroxilase.
De acordo com estudos relatados em literatura, a biossintese deficiente da tirosina, pode
levar ao acumulo de fenilalanina nos fluidos corporais e também a redugao da producgéao
de catecolaminas (adrenalina, noradrenalina e dopamina). Essas alteracbes de
concentragbes podem estar relacionadas a ocorréncia de sintomas neurodegenerativos
e neuropsicolégicos, como mudangas na atividade motora, déficit de atencédo e
hiperatividade (DA SILVA, 2020; GAO, et al., 2022). Desta forma, a sua diminuigao
poderia promover estes efeitos na populagao exposta aos agrotoxicos.

Gao, et al., (2022) estudaram as alteracdes fisiolégicas e bioquimicas causadas
em larvas expostas ao inseticida Spinetoram por analises transcriptbmicas e
metabolémicas. Dentre as alteracdes encontradas no metabolismo dos aminoacidos, os
autores citam diminuicdo da tirosina no grupo estudado, o que gerou, consequentemente,
diminui¢ao de dopamina, causando doencga de Parkinson nos insetos expostos. Rodrigues
e colaboradores (2022) também detectaram niveis de tirosina reduzidos pela exposi¢cao
a agrotoxicos em células neuronais e correlacionaram alteragbes nos niveis de
aminoacidos com condi¢gbes neurodegenerativas em pacientes com Alzheimer.

Ch, et al (2019) analisaram o perfil metabdlico de saliva e de urina de agricultores
do sexo masculino expostos a agrotdxicos. Eles encontraram resultados semelhantes ao

nosso estudo, como alteragdes nos niveis de aminoacidos e afirmaram que o estresse
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oxidativo, devido a exposigcao a xenobidticos, causa disturbios no metabolismo de
aminoacidos e energia.

Yan, et al (2020) verificaram a hipotese de que a exposigdo a inseticidas
neonicotindides causa disturbios do metabolismo de aminoacidos, acumulo de lipidios e
estresse oxidativo em camundongos. Pela avaliagdo da metabolémica ndo alvo,
observaram aumentos significativos em alguns aminoacidos, como por exemplo, a
fenilalanina, sugerindo que a biossintese da tirosina foi perturbada. Além disso, eles
alegam que o aumento de aminoacidos de cadeia ramificada e fenilalanina também induz
o0 acumulo de lipidios, o que foi consistente com o aumento de compostos lipidicos
identificados por eles nos animais expostos aos neonicotindides. Essa exposicao
aumentou também os niveis de glutamato, que esta associado ao aumento das
necessidades de energia. Esses resultados estdo em consonancia com os encontrados
neste estudo.

Com relagéo a glutamina, esse aminoacido esta envolvido na sintese de acidos
nucleicos, nucleotideos, proteinas, entre outros. Seu metabolismo envolve duas
enzimas, a glutamina sintase, relacionada a sintese da glutamina e a glutaminase, que
atua na conversao desta em glutamato, sendo este ultimo, um importante aminoacido no
metabolismo celular que pode ser convertido em acido gama-aminobutirico (GABA),
glicose, ureia, sintese de outros aminoacidos ou glutationa. Estudos afirmam que a
captagcado de glutamato regulada negativamente pode contribuir para o acumulo de
glutamato na fenda sinaptica, provocando um processo neurodegenerativo, chamado
excitotoxicidade (CRUZAT, PETRY, TIRAPEGUI, 2009; RODRIGUES, et al., 2022).

Alteracdes induzidas pela exposig¢ao a agrotéxicos no metaboloma cerebral foram
estudadas por Rodrigues, et al (2022). Nessa revisdo, eles relatam que foram
observados desvios no nivel dos metabdlitos relacionados a varias vias metabdlicas,
dentre elas, o metabolismo energético, disfungdo mitocondrial, metabolismo lipidico e de
aminoacidos. Houve aumento nos niveis de glutamina e glutamato no cérebro, afetando
a via que é considerada a principal reguladora dos niveis de glutamato. Wang, et al.
(2017) e Bonvallot, et al., 2018 também encontraram resultados semelhantes a estes,
em zebra-fish exposto a epoxiconazol e em um grupo de ratazanas gravidas expostas a

mistura de agrotoxicos, respectivamente.
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Cattani e colaboradores (2017) investigaram os efeitos da exposigao ao glifosato
sobre alguns parametros neuroquimicos e comportamentais em ratos. Os resultados
mostraram que a exposigao a esse agrotoxico causou estresse oxidativo, além de afetar
a neurotransmisséao colinérgica e glutaminérgica no hipocampo dos animais. Os autores
concluem que a neurotoxicidade induzida pelo glifosato apds exposicdo envolve o
fendbmeno de excitotoxicidade do glutamato, devido ao aumento da liberagdo de
glutamato na fenda sinaptica, menor captacao deste por interagcdo do glifosato com
receptores, levando ao aumento do fluxo idnico de Ca?* para as células do hipocampo.
Esses eventos culminam em estresse oxidativo, disfungéo astrocitica e comportamento

depressivo.

C. Biossintese da ubiquinona

A ubiquinona ou coenzima Q é um lipidio ubiquo que esta relacionado ao
transporte de elétrons e a fosforilagdo oxidativa. A biossintese desse composto € um
processo multienzimatico envolvendo varios precursores e, em mamiferos, o grupo
ligado a ubiquinona é derivado do aminoacido essencial fenilalanina, que & convertido
em tirosina e, posteriormente, 4-hidroxibenzoato (PAYET, et al., 2016; STEFELY,
PAGLIARINI, 2017; VUJIC, et al., 2021 ). Neste estudo, a alteracdo metabdlica desta via
foi evidenciada pela diminuicdo de tirosina no plasma dos trabalhadores.

Payet e colaboradores (2016) avaliaram as etapas iniciais na via de biossintese
da ubiquinona em leveduras. Os autores combinaram técnicas como marcacao isotépica,
suplementacgao de analogo quimico e genética para identificar enzimas associadas a via
metabdlica da tirosina e afirmaram que o aumento de tirosina em cultura de células,
elevou o nivel de ubiquinona, concluindo que este aminoacido é utilizado como precursor
da coenzima Q e que suas concentragdes sdo diretamente proporcionais.

Um estudo desenvolvido por Vuji¢, et al. (2021) verificou vias de assinatura de
toxicidade em células endoteliais de cérebro humano expostas ao herbicida Paraquat. A
analise das vias metabdlicas, destacou o metabolismo da ubiquinona, como a via com
maior significancia. Segundo os autores, os resultados obtidos sugeriram que o herbicida

estudado modula mecanismos como estresse oxidativo e vias relacionadas a hipéxia em
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células endoteliais. Mencionam ainda que o Paraquat € um indutor de estresse oxidativo
que inibe os complexos da cadeia respiratoria nas mitocdndrias, especialmente o
complexo |, que esta diretamente relacionado ao metabolismo da ubiquinona.

Park, et al. (2022) estudaram a alteragdo metabolémica intracelular do inseticida
carbofurano, utilizando a metabolémica nao direcionada por LC-MS. Eles observaram
alteragdes no metabolismo de aminoacidos, de nucleosideos (purina e pirimidina) e
biossintese de ubiquinona. As vias metabdlicas relacionadas a produgdo de 4-
hidroxibenzoato e biossintese de ubiquinona mostraram diferengas significativas entre
os dois grupos estudados e concluiram que essas alteragbes provavelmente estdo
relacionadas a resposta ao estresse oxidativo induzida pelo carbofurano. Considerando
os resultados do estudo, os autores evidenciaram a importancia da metabolémica nao
direcionada como uma boa estratégia para identificar alteragdes intracelulares apés a

exposi¢ao a xenobidticos.

A analise metabolbémica do plasma da populagao deste estudo demonstrou que
varios metabdlitos foram significativamente modulados pela exposicdo aos agrotoxicos.
As alteracbes metabdlicas observadas estdo condizentes com os estudos encontrados
em literatura e podem estar associadas ao comprometimento da fungdo da membrana,

estresse oxidativo, inflamacgao, disfungdo mitocondrial e desregulagao enddcrina.
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4.4.4 Analise metaboloémica de urina por UPLC-QToF-MS

As amostras de urina foram preparadas conforme metodologia de preparo de
amostras previamente descrita e foram analisadas nas mesmas condi¢des analiticas, de
forma randomizada, com amostras de QC intercaladas a cada 5 amostras de urina. Apos
etapa de processamento (deconvolugéo, agrupamento e alinhamento), os dados foram
normalizados pela creatinina urinaria, procedimento recomendado para corrigir o efeito
de diluicbes variaveis em amostras pontuais (KHODADADI, POURFARZAM, 2020). Em
sequéncia, foram submetidos as técnicas de analises multivariadas. Inicialmente, a
analise de componentes principais (PCA) foi aplicada a todas as amostras, incluindo os
QCs, para avaliar uma possivel separagao entre os grupos de individuos expostos
ocupacionalmente e ndo ocupacionalmente aos agrotéxicos. O modelo desenvolvido
esta representado no Grafico 8 e nos mostra uma fraca separagéo entre os grupos, mas
um rigoroso agrupamento dos QCs, revelando estabilidade analitica e boa qualidade dos
dados adquiridos.

Grafico 8 — Modelo de PCA das amostras de urina de trabalhadores expostos ocupacionalmente e ndo
ocupacionalmente aos agrotéxicos e amostras de controle de qualidade (QCs).
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Posteriormente, os dados foram analisados pelo método multivariado
supervisionado PLS-DA. Os resultados das amostras de QC foram retirados e nova
normalizagao foi realizada. O grafico 9 mostra que houve uma melhor separagéo entre

OS grupos.

Grafico 9 — Modelo PLS-DA construido para as amostras de urina dos individuos expostos e ndo expostos
ocupacionalmente aos agrotoxicos
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Legenda: A= Modelo PLS-DA desenvolvido para amostras de urina dos voluntarios desse estudo,
analisadas por LC-MS, B= Validagdo do modelo PLS-DA pelo teste de validagdo cruzada, com parametros
de qualidade obtidos R?= 0,99 (variag&o explicada pelo modelo) e Q%= 0,68 (previsibilidade do modelo).

O modelo PLS-DA construido apresentou um bom desempenho, com variagao
explicada pelo modelo (R?) de 0,99 e capacidade preditiva (Q?) de 0,68, para 5
componentes principais. Como citado anteriormente, R? >0,7 e Q%>0,4 sdo aceitaveis
para experimentos bioldgicos (GODZIEN, et al., 2013).

Em seguida, o modelo de OPLS-DA foi aplicado e o resultado é apresentado no
grafico 10. Por este modelo, os graficos construidos conferem melhor visualizagao da
separacao entre as amostras, mas neste estudo, poucos metabdlitos discriminantes com
valores significativos foram encontrados (correlagéo e covariancia > 0,8). Por isso, optou-

se por utilizar os valores VIP obtidos na analise por PLS-DA.
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Grafico 10 - Analise Discriminante Ortogonal por Minimos Quadrados Parciais (OPLS-DA) para amostras
de urina dos individuos participantes do estudo.

Scores Plot
[=] @ Grupo Controle
=] o Grupo Exposto
o
i ]
g " o
& (@] o
= o &
i1 8 &se
- oo ©
5 o
g © o
£ @] o
[=]
o S - o
o
S. .
T 1 T
5 0 5

T score [1] ( 5 %)

4.4.4.1 Identificagado das entidades moleculares discriminadoras resultantes
da analise metaboléomica de urina por UPLC-QToF-MS

Os critérios utilizados para andlise das amostras de urina por LC-MS foram os
mesmos aplicados as amostras de plasma (VIP > 1,5; fold change >2,0; valor-p < 0,05,
FDR < 0,01).

Os molecular features que atenderam a esses critérios foram selecionados e os
15 mais importantes na discriminagéao dos grupos estao representados no Grafico 11. As
caixas coloridas a direita indicam as concentragdes relativas do metabdlito

correspondente em cada grupo em estudo.



135

Grafico 11 - Valores VIP de quinze features discriminadores identificados no modelo de PLS-DA.

M231T169 e HE
M231T167 e ]
M192T150

M871T49

High
M719T48

M787T48
M204T63 ° [ [ |

M939T49 ™ [ [ |

M651T48 )

M583T48 ]

M855T48 [} (]
e

M505T954

Low

M643T48 ® [ | |
M803T49 ® [ ]|
M727T49 | @ EE
| T T T
3.0 35 4.0 4.5

VIP scores

Legenda: VIP (Importancia da varidvel na projecdo) dos molecular features identificados por UPLC-
QToF-MS, para amostras de urina processadas nas mesmas condigdes analiticas.

Com base na analise realizada pelo Volcano plot, foram encontrados 05 molecular
features com resultados mais baixos e 12 mais elevados ao se comparar o grupo controle

em relagdo ao exposto, conforme demonstrado no grafico 12.
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Grafico 12 — Volcano Plot aplicado aos dados das amostras de urina de individuos expostos e nao expostos
ocupacionalmente aos agrotoxicos.
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Legenda: Cada ponto no grafico representa um molecular feature. Os pontos vermelhos indicam aumento
destes e os pontos azuis, diminuicdo dos mesmos. Os pontos cinzas representam a nao distingao entre

0S grupos.

A identidade destes metabdlitos foi entdo buscada nas bases de dados HMDB®,
Metlin® e Lipidmaps®, considerando um erro de massa de até 5 ppm. Dois features nao
foram identificados pelos bancos de dados. A Tabela 11 mostra os dados compilados

dessa avaliacao e da possivel identificacdo das substancias.
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Tabela 11 - Metabdlitos discriminadores putativamente identificados na analise metaboldmica das
amostras de urina de trabalhadores expostos e ndo expostos ocupacionalmente aos agrotéxicos, por

UPLC-MS.
Pontuagdo Fold change e .
Composto m/z VIP (log2) valor-p  Classificagdo quimica
Fosforribosilamina 229.035 4.4742 2.8165 0.006 Pentose fosfato
Carbendazim 191,187 3.2886 -1.4924 0.003 Benzimidazol
Triacilglicerol 852.757 3.2706 1.1967 0.000 Glicerolipidios
1-Palmityl-2-palmitoleoyl- 747 557 3 9557 1.1233 0.000 Glicerolipidios
glicero-3-fosfocolina
PE(22:6(42,72,10Z,13Z2,16Z,1 . L
97)118:4(62,92,122.152)) 783.483 3.2477 1.1553 0.000 Glicerolipideos
N-Acetilgalactosamina 221.208 3.2183 1.637 0.045 Carboidratos
TG(10:0/10:0/10:0) 919.767 3.0001 1.0771 0.001 Glicerolipidios
SM(d18:1/12:0) 646.504 2.9576 1.0084 0.002 Esfingolipidios
Acido UDP-D-galacturénico 581.034 2.9366 1.0137 0.002  Nucleotidio pirimidina
TG(15:0/18:0/0-18:0) 834.804 29.296 1.0899 0.002 Glicerolipidios
Glicosil 2-{6-(2-
cianofenoxi)pirimidina-4- 495.127 2.9051 -1.291 0.002 Benzenoide
yloxi}benzoato
Difosfoinositol tetrafosfato 819.794 2.797 1.0012 0.000 Fosfato inositol
PE(18:3(6Z,92,12Z)/P-18:0) 725.535 2.7486 1.0137 0.001 Glicerolipidios
Acido micofendlico 496158  2.4476 1276 0.032 Carboidratos
glicuronideo
L-Histidina 155.069  2.139 11325 0014 Aminoacidos,

peptideos e analogos

Uma analise exploratéria também foi realizada na matriz de dados obtida para

plasma e urina por UPLC-MS, em busca de compostos relacionados aos agrotoxicos

utilizados neste estudo. As seguintes substancias foram detectadas: glifosato (m/z
169.097), piroclostrobina (m/z 386.924), epoxiconazol (m/z 329.323), tebuconazol (m/z

307.189) e compostos da classe dos triazéis, como por exemplo, 1,2,3-triazole (m/z

238.066) e 1,2,4-triazole (m/z 146.037). Esses achados sao importantes para confirmar

a confiabilidade dos resultados obtidos.
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Com a finalidade de verificar o desempenho dos metabdlitos selecionados como
possiveis biomarcadores, a curva ROC foi utilizada. O resultado de alguns compostos é

mostrado na Figura 18.

Figura 18 - Curvas ROC de alguns analitos urinarios discriminantes identificados por cromatografia liquida
acoplada a espectrometria de massas.
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Fonte: elaborado pelo autor.
Nota: AUC: area sob a curva ROC, com intervalo de confianga de 95%.

Baseado nesses resultados, apenas o0s compostos glicosil 2-{6-(2-
cianofenoxi)pirimidina-4- yloxi}benzoato e carbendazim apresentaram AUC > 0,85. O
primeiro composto € um metabdlito da azoxistrobina, fungicida também descrito na

relagdo de substancias utilizadas pelo nosso grupo exposto. Ja o carbendazim, apesar
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de nado estar na lista de produtos aplicados, apresentou niveis elevados nos
trabalhadores.

A azoxistrobina e outras substancias da classe das estrobilurinas inibem a
respiracao mitocondrial bloqueando o transporte de elétrons. Elas se conectam ao local
de ligacdo do quinol do complexo citocromo b-c1, onde a ubiquinona (coenzima Q10)
normalmente se ligaria ao transportar elétrons para essa proteina. Varios estudos em
animais relataram que esse composto tem o potencial de toxicidade e neurotoxicidade
no desenvolvimento, pode estar associado ao autismo, envelhecimento cerebral,
neurodegeneragao, apoptose e estresse oxidativo (FENG, et al., 2020; Hu, et al., 2022).

Mesnage e colaboradores (2021) investigaram perturbacdes metabdlicas em ratos
por UPLC-MS, causadas por uma mistura de seis agrotoxicos, dentre eles a
azoxistrobina, para obter informacgdes sobre os mecanismos de toxicidade que poderiam
atuar como marcadores bioquimicos precoces de efeitos nocivos crénicos. Os autores
encontraram niveis aumentados de alguns aminoacidos no grupo exposto a mistura dos
xenobioticos, além de niveis diminuidos de glicerolipidios, resultados que estdo de
acordo com os nossos achados. Eles concluiram que houve um estresse oxidativo
resultante da exposicdo a mistura de agrotdoxicos. Além disso, afirmam que as
abordagens transcriptdmicas e metabolémicas para procedimentos de avaliagao de risco
podem resultar em maior sensibilidade, precisdo e previsibilidade dos resultados, com
implicacdes positivas para a saude publica.

Bauer, et al. (2018), realizaram uma triagem por UPLC-QTOF-MS, para
identificacdo e caracterizacdo de metabdlitos dos agrotdxicos tiacloprida, azoxistrobina
e difenoconazol em cultura de plantas e alimentos. Eles abordaram as vias de
degradacao destes xenobidticos durante um estudo cinético, além da degradagéo dos
compostos originais. Dentre os resultados obtidos, um dos metabdlitos detectados foi o
glicosil 2-{6-(2-cianofenoxi)pirimidina-4- yloxi}benzoato. Os autores mencionaram que 0s
metabdlitos encontrados no estudo, geralmente n&o sao detectados em analises de
rotina, pois normalmente estas incluem apenas metabdlitos e os compostos ativos ja
predefinidos. Eles declararam que o método desenvolvido forneceu novas e importantes
informacgdes sobre a presenca e distribuicdo de compostos relacionados ao metabolismo

dos xenobidticos.
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Outro composto que apresentou performance discriminante foi o carbendazim, um
fungicida de amplo espectro, que possui atividade sistémica de inibicao da formagao de
microtubulos mitéticos durante a mitose, afetando o crescimento e a divisdo dos esporos.
Segundo dados da literatura, esse composto €& conhecido por manifestar
embriotoxicidade, apoptose de células germinativas, teratogénese e infertilidade em
diferentes espécies de mamiferos. E considerado agente mutagénico, carcinogénico e
téxico para o desenvolvimento e reproducgao (SINGH, et al., 2016; TURRELLA, 2020).

Chen e colaboradores (2021) utilizaram a analise metaboldémica por UPLC-MS
para compreender os efeitos do carbendazim no metabolismo cerebral das abelhas. Os
autores encontraram, entre os compostos regulados positivamente, o carbendazim como
um dos mais abundantes. Além disso, detectaram glicerolipidios com niveis diminuidos
nas abelhas expostas ao xenobidtico. Segundo os autores, as vias metabdlicas afetadas
incluiram alteragdes no metabolismo de aminoacidos, metabolismo lipidico, metabolismo
energético e biossintese da ubiquinona. Estes resultados estdo de acordo com os
encontrados em nosso estudo, onde o carbendazim foi detectado com niveis elevados e
os glicerofosfolipidios com concentragdes diminuidas nas amostras do grupo exposto,
além de apresentar alteracées em vias metabdlicas semelhantes.

Yang, et al. (2021) estudaram os riscos da exposi¢ao de clorotalonil, carbendazim,
procloraz e suas misturas em zebra-fish embrionarios e larvais com base na analise
metabolomica por LC-MS. Os autores detectaram 26 metabdlitos alterados, que foram
associados principalmente as vias de glicolise, aminoacidos e metabolismo lipidico.
Segundo eles, os aminoacidos e a glicose desempenham papéis importantes no
desenvolvimento embrionario do zebra-fish, portanto a analise metabolémica forneceu
algumas informagdes importantes para a compreensao do pressuposto mecanismo dos

trés fungicidas estudados em organismos aquaticos.

Apesar do desempenho insatisfatério dos outros metabdlitos como possiveis
compostos discriminantes, evidenciado pela analise pela curva ROC, eles sdo também
importantes para compreender os disturbios metabdlicos induzidos pela exposi¢cao aos

xenobidticos.
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4.4.4.2 Andlise das vias metabdlicas afetadas pela exposicdo aos
agrotoxicos a partir dos resultados da metabolémica de urina por UPLC-QToF-MS

Na busca pela compreensdo das vias metabdlicas envolvidas na resposta
biolégica gerada pela exposicdo aos agrotoxicos, as variaveis identificadas e
responsaveis pela discriminagdo dos grupos exposto e controle foram selecionadas e
entdo submetidas a analise de via metabdlicas, pelo software MetaboAnalyst®.

Todas as vias correspondentes de acordo com os valores de impacto e os valores-
p da analise de enriquecimento de via estdo representadas no grafico 13. Os circulos

maiores e vermelhos sdo considerados as vias mais influenciadas.

Grafico 13 - Representagéo das vias metabdlicas envolvidas na resposta bioldgica associada a exposi¢cao
aos agrotoéxicos.
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De acordo com o mostrado no grafico 13, as principais altera¢cdes foram

encontradas nas vias metabodlicas discriminadas abaixo:

A. Biossintese do glicosilfosfatidilinositol-ancora

Glicosilfosfatidilinositois (GPI) sao estruturas de glicofosfolipidos que atuam como
ancoras de membrana de muitas proteinas da superficie celular e sdo essenciais para a
viabilidade celular. A ancora GPI &€ composta por um grupo inositol e glicosamina,
manose e um grupo fosfoetanolamina, que € o ponto onde ocorre a ligacdo da &ncora
com a proteina. Proteinas e glicoproteinas ancoradas por GPl desempenham um papel
essencial em muitos processos bioldgicos, como reconhecimento, ativagao e interagao
celular, reagdo enzimatica da superficie celular, embriogénese, fertilizagéo, infec¢ao
bacteriana e viral (SWARTS, GUO, 2012; BEIHAMMER, et al., 2018; WU, et al., 2020)

Segundo a literatura, os glicosilfosfatidilinositois podem ser clivados por
fosfolipases especificas e a proteina pode ser liberada. Quando a biossintese do GPI é
defeituosa, essas enzimas podem nao funcionar corretamente. Estudos sobre a
regulacdo da sintese de fosfolipidios tem se concentrado na regulacdo de genes
estruturais em resposta aos precursores lipidicos, inositol e colina. Variantes em genes
especificos sao responsaveis por defeitos na biossintese de glicosilfosfatidilinositol e
estdo associados a diversas manifestagdes clinicas, incluindo atraso no
desenvolvimento, deficiéncia intelectual, convulsbes e diversas anomalias congénitas
(GARDOCKI, JANI, LOPES, 2005; WU, et al., 2020).

No presente estudo, realizado em urina de individuos expostos e ndo expostos
ocupacionalmente aos agrotoxicos, os glicerolipidios, de uma forma geral, apresentaram
niveis mais baixos no grupo exposto, em relagdo ao grupo controle, mas a biossintese
do (glicosilfosfatidilinositol foi alterada, principalmente, pela reducdo das
fosfoetanolaminas.

Szewczyk e colaboradores (2020) utilizaram estudos metabolémicos para
compreender a influéncia dos xenobidticos no organismo fungico pela exposi¢ao ao
herbicida atrazina. Eles observaram que houve um aumento da perturbacdo da

membrana, causando maior fluidez na mesma, provavelmente, pela diminuicado das
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fosfoetanolaminas. Além disso, os autores citam que fosfolipidios contendo inositol,
servem como precursores para a sintese de fosfoinositideos e polifosfatos de inositol e
estdo envolvidos no processo de ancoragem de proteinas da membrana plasmatica. Eles
acreditam que um nivel reduzido de inositol indica menor viabilidade celular. Com a
analise de todos os resultados obtidos, eles revelaram que a presenga de atrazina na
cultura fungica induziu estresse oxidativo, perturbagcées do metabolismo de aminoacidos
e lipidios e causou um aumento na fluidez da membrana.

Bernat, et al. (2018) verificaram a resposta de uma cepa fungica ao herbicida acido
2,4-diclorofenoxiacético, com relacdo ao metaboloma, a fluidez da membrana e ao
estresse oxidativo. Os autores observaram que, na presenga do composto téxico, houve
aumentos de até 3 vezes na permeabilidade da membrana, quando comparado ao grupo
controle, indicando influéncia significativa do composto neste local e explicaram que a
membrana pode ser um potencial alvo para a agdo desse xenobidtico, devido a sua
lipofilicidade. Com esse estudo, os autores demonstraram que o herbicida alterou as
concentragcbes gerais de aminoacidos, os perfis de acidos graxos e lipidios, além de
perturbar a homeostase da membrana das células fungicas.

Com relacéo as vias metabdlicas dos esfingolipidios e glicerolipidios, classes ja
contextualizadas no item 4.4.3.2, foram apontadas como alteradas negativamente nas

amostras de urina dos individuos expostos ocupacionalmente aos agrotoxicos.

B. Metabolismo da Histidina

A histidina € um aminoacido que possui diversos papéis na fungao celular. Esta
envolvida na biossintese de bases purinérgicas, desempenha papel estrutural e catalitico
em muitas enzimas e possui importantes fungdes anti-inflamatérias, antioxidantes e anti-
secretoras no organismo. A histidina, pela acdo da enzima histidina descarboxilase, &
convertida em histamina, um potente mediador de numerosas reacgoes fisioldgicas. A
histamina & considerada um neurotransmissor com diferentes funcbes em varios
disturbios do sistema nervoso central, incluindo insbénia, doenga de Parkinson,
esquizofrenia, doenca de Alzheimer e isquemia cerebral (BROSNAN, BROSNAN, 2020;
ACUNA, et al., 2021).
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Liu, et al. (2021), estudaram disturbios metabdlicos em camundongos que foram
expostos a residuos dos agrotdxicos comuns na dieta (clorfenapir e acetamiprida),
utilizando a metabolémica global. Eles observaram, que o grupo exposto apresentou,
dentre outras alteracdes, teores diminuidos de histamina, resultando no acumulo de
histidina no organismo. Com a analise de todos os resultados, eles concluiram que, a
exposicao a xenobioticos, mesmo em baixas concentragdes, causaram alteracdes
significativas no perfil metabdlico dos individuos e que os residuos de agrotoxicos na
dieta causam influéncias subestimadas a saude do organismo.

No estudo realizado por Yan e colaboradores (2021), o perfil metabdlico de
individuos expostos a agrotoxicos foi avaliado por LC-MS. Eles encontraram disturbios
nas vias metabolicas relacionadas ao estresse oxidativo, inflamagao, metabolismo de
lipidios e acidos graxos, metabolismo energético mitocondrial e precursores de
neurotransmissores. Dentre os resultados descritos, foram observadas modificacbes no
metabolismo da histidina e os autores associaram essas alteragdes a inflamacgao e ao
estresse oxidativo. Eles afirmam que os xenobidticos podem exercer influéncias também

as vias relacionadas a inflamacgéo.

C. Metabolismo das purinas

Dentre as vias metabdlicas influenciadas pela exposicado aos agrotoxicos, o
metabolismo das purinas também foi apontado, onde niveis mais baixos de
fosforribosilamina foram encontrados nos individuos do grupo exposto.

As purinas sdo bases nitrogenadas que, além de serem utilizadas na sintese de
DNA e RNA, sdo componentes importantes de varias biomoléculas, como o ATP, GTP,
AMPc, NADH e Coenzima A. Segundo a literatura, a biossintese de purina requer dez
transformagdes enzimaticas para gerar monofosfato de inosina e a primeira etapa
envolve a fosforribosilamina, formada a partir da conversao do 5-fosforibosil pirofosfato
pela amido-fosforibosil-transferase. A fosforribosilamina € um derivado de carboidrato
pertencente a classe de compostos organicos conhecidos como pentoses fosfato. A
desregulacdo da biossintese da purina tem sido associada a cancer, gota,
neuropatologias e disturbios imunolégicos (MALKOWSKI, et al., 2020; PAREEK,
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PEDLEY, BENKOVIC, 2021). Segundo McCune, et al. (2018), o monofosfato de inosina
gerado na sintese das purinas contribui para a produg¢ao de varios intermediarios, como
AMP, GMP, adenosina e inosina. A diminuicao da sua produc¢ao leva a uma inibi¢ao, por
feedback negativo, de 5-fosforibosil pirofosfato e impede a ativagéo, por exemplo, de
células T, reduzindo a agao do sistema imunologico.

Zhang e colaboradores (2022) desenvolveram um método metaboldémico nao
direcionado para investigar o mecanismo de toxicidade enantiosseletiva do inseticida
dinotefurano em abelhas. Eles observaram que a via mais perturbada foi a do
metabolismo das purinas, associada ao fornecimento de energia, e aprofundaram o
estudo dos efeitos desse toxicante em metabdlitos relacionados a purina. Eles
encontraram 17 compostos regulados positivamente e 11 regulados negativamente no
grupo tratado com dinotefurano. Dentre os metabdlitos com niveis reduzidos, estdo o
monofosfato de guanosina e monofosfato de inosina, indicando alteragées nas primeiras
etapas da sintese da purina. Analisando todos os resultados obtidos no estudo, foi
indicado que a maior toxicidade do agrotdxico esta relacionada ao disturbio da via
metabdlica das purinas e ao seu papel inibitério no metabolismo energético, concluindo
que esse xenobidtico pode colocar em risco a existéncia de abelhas ao interromper o
metabolismo energético.

Kislitskaya, et al.,, (2015) analisaram disturbios de enzimas antioxidantes e
metabolismo de purinas na ejaculacdo de homens expostos a agrotoxicos e poluentes
atmosféricos. Os autores alegam que essa exposi¢ao causa disturbios no equilibrio da
peroxidacao lipidica e da atividade antioxidante, ativando formacgéao de radicais livres nas
células germinativas masculinas, o que leva ao aumento dos niveis de estresse oxidativo
e a diminuicdo do metabolismo das purinas. Eles concluem que essas alteragdes podem

interferir na diferenciagcdo morfolégica e no movimento dos espermatozoides.

De um modo geral, verificando todos os resultados da analise de vias deste
estudo, podemos inferir que a exposi¢ao aos agrotdxicos produz toxicidade por meio de
multiplos mecanismos, principalmente por estresse oxidativo, reacdes inflamatorias,
alteracbes de membranas, disfuncdo mitocondrial. Pode-se observar também que as

vias afetadas estdo diretamente relacionadas aos efeitos téxicos relatados pelos
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participantes dessa pesquisa (descritos no item 3.4.1), como doengas respiratorias,

enddcrinas, ansiedade, fadiga, irritabilidade, depresséao, dentre outros.

4.4.5 Analise metaboldmica de urina por GC-MS

As amostras de urina foram preparadas conforme método descrito no item 4.3.3.2,
e analisadas nas mesmas condi¢des analiticas, aleatoriamente, com amostras de QC
intercaladas a cada 5 amostras. Apos o pré-processamento dos dados, a analise de PCA
foi realizada, com predicado das amostras de controle de qualidade (QC). O modelo

desenvolvido é mostrado no grafico 14.

Grafico 14 — Modelo da Analise por Componentes Principais para as amostras de urina, analisadas por
cromatografia gasosa acoplada a espectrOmetro de massas
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Nota-se que ndo houve uma boa separagao entre os grupos por esse modelo ndo
supervisionado. Ja as amostras de controle de qualidade (QC) estdo bem agrupadas no
plot, indicando conformidade no procedimento analitico. Os dados foram novamente

processados, sem o0s resultados das amostras de QC e a analise pelo método
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supervisionado - PLS-DA - foi realizada. O resultado do processamento dos dados esta

demonstrado no grafico 15.

Grafico 15 - Modelo PLS-DA construido para as amostras de urina dos individuos expostos e ndao expostos
ocupacionalmente aos agrotéxicos, analisadas por cromatografia gasosa acoplada a espectrémetro de

massas quadrupolo.
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Nota: A: modelo PLS-DA para amostras de urina dos individuos, analisadas por GC-MS. B: validagéo do
modelo PLS-DA pelo teste de validagdo cruzada, obtendo os parametros. R?= 0,98 e Q?=0,29.

Pode-se observar que ndo houve uma separacgao clara em fungao dos grupos e o
parametro de previsibilidade do modelo foi insatisfatorio (Q2=0,29).

De acordo com a literatura, valores aceitaveis para experimentos bioldgicos sédo
Q?>0,4eR?>0,7 (GODZIEN, et al., 2013). Portanto, os resultados da validagao cruzada
para amostras de urina por GC-MS, mostraram um ajuste inadequado dos dados ao

modelo.
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4.4.5.1 Identificagao das entidades moleculares discriminadoras resultantes
da analise metabolomica de urina por GC-MS

Em fungado dos resultados citados no item anterior, apds analise quimiométrica
com resultados de validacdo abaixo dos valores aceitaveis, € possivel inferir que o
modelo utilizado ndo conseguiu predizer os grupos e discriminar os metabdlitos. Por
esses motivos, ndo foi possivel utilizar os resultados obtidos na investigagdo de
potenciais compostos alterados associados a exposi¢cao aos agrotoxicos.

Novais, (2017) também encontrou resultados semelhantes, relatando que o
modelo de classificagdo gerado em seu estudo foi construido de forma satisfatéria (R? =
0,87), mas com predigdo muito inferior a aceitavel (Q%=0,08). Nenhum metabdlito se
mostrou com concentragdes diferentes entre os grupos. O autor observou deformidade
em alguns picos cromatograficos, indicando que alteragées na metodologia deveriam ser
realizadas para melhor separagao dos picos e ainda relatou que os parametros utilizados
no pré-processamento (software XCMS®) foram inadequados para o tratamento de
dados de GC-MS.

O software XCMS® possui diversos algoritmos para extrair os molecular features
das anadlises durante o pré-processamento. No presente estudo, foram testados varios
diferentes parametros desse software, como o aumento e diminuicdo da relacdo
sinal/ruido (snthesh), largura do pico (bw), o algoritmo peakgroups, entre outros, mas os
resultados ndo se mostraram satisfatérios ao serem submetidos a analise quimiométrica.
Ha sugestdes em literatura sobre a utilizacdo de diferentes parametros e/ou softwares
para um melhor tratamento de dados gerados por GC-MS (QIU, REED, 2014; NOVAIS,
2017).

O preparo de amostras utilizado neste estudo também pode ter influenciado nos
resultados obtidos. Ele possui varias etapas criticas, sendo duas destinadas a
precipitacao de proteinas e remocgao de lipideos nao volateis, seguidas de derivatizagéo
por metoxiaminacao e sililacdo. Acredita-se que esse preparo possa ter causado a
eliminagcao e/ou degradacéo de metabdlitos importantes ou a derivatizagdo inadequada
deles. Dessa forma, sugere-se a realizacao de novos estudos de otimizacao de preparo
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de amostras, além de validacdo de parametros a serem utilizados no pré-processamento

de amostras de urina por GC-MS.

Em suma, neste estudo, verificamos os perfis metabdlicos em amostras de plasma
e urina de individuos expostos e ndo expostos ocupacionalmente aos agrotéxicos. E
importante destacar que, comparado ao plasma, o perfil metabdlico da urina representa
o resultado da filtragao plasmatica glomerular, reabsorgao e excrecao tubular, portanto
as concentracdes dos metabdlitos podem ser diferentes. Cabe ressaltar também que
este estudo apresenta limitagdes, dentre estas, o pequeno tamanho da amostra (n = 40),
0 que pode ter sido uma fonte de variacdo aleatéria nos resultados dos 2 grupos
analisados. Além disso, a identificagcdo dos metabdlitos foi putativa, de acordo com o

nivel 2 reconhecido pela Metabolomics Standards Initiative (MSI).
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CAPITULO V
CONCLUSOES
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5 CONCLUSOES

A avaliagado da genotoxicidade e o estudo do perfil metabdlico em plasma e urina
dos individuos com exposicdo ocupacional e ndo ocupacional aos agrotdxicos foram
realizados neste trabalho.

A padronizagao do ensaio cometa foi realizada de forma adequada e criteriosa, a
qual forneceu resultados precisos, confiaveis e fidedignos acerca de danos genéticos
provocados pela exposi¢cdo aos agrotoxicos.

Na avaliagdo das amostras de trabalhadores expostos ocupacionalmente aos
agrotoxicos, os resultados dos testes de genotoxicidade apresentaram uma maior
frequéncia de alteragbes celulares e dano no DNA, quando comparados ao grupo
ambientalmente exposto aos mesmos compostos quimicos, demonstrando que os
ensaios cometa e citoma foram ferramentas analiticas eficientes na identificacao dessas
anormalidades em amostras bioldgicas. Esses resultados, em conjunto, apontam que a
exposi¢ao aos agrotoxicos tem potencial para ocasionar instabilidade genémica, o que
sugere uma maior suscetibilidade ao desenvolvimento do cancer nos trabalhadores
expostos.

O estudo metabolédmico realizado pela técnica de UPLC-MS revelou disturbios
metabdlicos em plasma e urina de trabalhadores expostos ocupacionalmente a
agrotoxicos. As alteragbes identificadas envolveram diversas vias metabdlicas, com
destaque para o metabolismo de aminoacidos e de varias classes de lipidios, tais como,
esfingolipidios, glicerolipidios, derivados do acido araquiddnico, entre outros. A analise
multivariada realizada por métodos de reconhecimento de padrdes levou a identificagao
de metabdlitos importantes para discriminagdo entre o grupo exposto e nédo exposto
ocupacionalmente aos agrotoxicos, sendo 21 metabdlitos plasmaticos e 15 urinarios.
Com a analise da area sob a curva (AUC), calculada por meio da curva ROC, foram
revelados os compostos com maior potencial para biomarcadores.

Os resultados encontrados pela analise por GC-MS, das amostras de urina, néo
foram capazes de identificar metabdlitos discriminadores, dessa forma, n&o revelaram

potenciais biomarcadores. Novos estudos para otimizacdo do preparo de amostras e
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validagdo analitica dos parédmetros a serem utilizados no pré-processamento de
amostras de urina por GC-MS devem ser realizados.

De acordo com os resultados gerados neste estudo, pode-se inferir que a
abordagem integrada, com a utilizagdo da metabolémica e avaliagado dos biomarcadores
de genotoxicidade, forneceu informacgdes importantes sobre respostas bioldgicas
complexas. Varios metabdlitos foram significativamente alterados pela exposi¢cao aos
agrotoxicos e essa exposi¢ao produz toxicidade por meio de multiplos mecanismos,
principalmente, estresse oxidativo, reagdes inflamatorias, desregulagdo enddcrina e
disfungdo mitocondrial.

A andlise metaboldbmica contribuiu para a indicacdo de candidatos a
biomarcadores que sejam capazes de monitorar uma exposi¢cao e prever os danos a
saude do trabalhador, precocemente. No entanto, para utilizacao clinica, os possiveis
biomarcadores precisam ser validados, utilizando um maior numero de individuos por
grupo e seguindo protocolos mais rigidos. Até o momento, ndo ha trabalhos publicados
sobre o estudo de metabdlitos identificados pela abordagem metabolémica global em
plasma e urina de seres humanos expostos aos agrotoxicos. Por esse motivo, os
resultados deste estudo podem ser de grande relevancia para a compreensdo dos
mecanismos de acgao toxica desses agentes quimicos e para nortear estudos sobre
biomarcadores de efeito precoce, podendo ser utilizados, posteriormente, em programas

de monitoramento da salude de trabalhadores.
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ANEXOS

ANEXO A - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
PROJETO DE PESQUISA

Estudo da genotoxicidade e do perfil metabolico de trabalhadores expostos aos agrotoxicos para
identifica¢do de potenciais biomarcadores no biomonitoramento da exposi¢do ocupacional

Prezado (a) Senhor (a),

Vocé estd sendo convidado(a), como voluntario, para participar de uma pesquisa que tem por
objetivo avaliar a exposi¢do humana aos agrotoxicos para identificacdo de possiveis novos biomarcadores
por meio da analise de amostras de sangue utilizando plataformas analiticas e estatisticas aplicadas a
metabolomica. Estas analises podem auxiliar nas agdes de vigilancia e na ado¢ao de medidas de controle
do risco, visando a protegdo e prevencao da saide do trabalhador. Sua participagdo compreendera responder
um questionario, de aproximadamente 15 minutos, sobre o seu estado de satde, habitos e manuseio de
praguicidas, além da coleta de 10,0 mL do seu sangue e 50 mL de urina, em recipientes estéreis, apropriados
e devidamente etiquetados para realizacdo dos exames. Na coleta de sangue pode correr uma leve dor
localizada e formagdo de um pequeno hematoma. Para minimizar o risco de formagdo de hematomas, a
coleta de sangue sera realizada por profissional experiente. Vocé tem o direito e total liberdade de ndo
responder qualquer pergunta do questionario que julgue violar sua privacidade ou causar qualquer tipo de
constrangimento ou desconforto. As amostras serdo armazenadas no Biorrepositorio da Faculdade de
Farmacia e seu nome, os dados fornecidos e os resultados dos exames serdo mantidos em segredo. Sua
participacdo nao ¢ obrigatdria, e, a qualquer momento, vocé podera desistir de participar e retirar seu
consentimento. Sua recusa ndo trara qualquer penalizagcdo ou prejuizo ao tratamento a que esta sendo
submetido nesta instituicdo. Este termo de consentimento encontra-se impresso em duas vias que deverdo
ser assinadas pelo pesquisador e participante, sendo que uma via serd arquivada pelo pesquisador
responsavel, na Faculdade de Farmacia da UFMG e a outra sera entregue a vocé. Para esclarecer qualquer
duvida sobre a sua participagao neste estudo podera ser apresentada a Profa. Maria José Nunes de Paiva ou
a doutoranda Daniela Magalhdes Nolasco (Depto. de Andlises Clinicas e Toxicoldgicas da Faculdade de
Farmacia da UFMG). O Comité de Etica da UFMG podera também ser acionado em caso de diividas quanto
aos procedimentos éticos da pesquisa.

Se vocé estiver de acordo, por favor, assine esta folha.

Responsaveis pelo projeto
Profa. Maria José Nunes de Paiva Tel. 3409-6888
Daniela Magalhdes Nolasco Tel (31) 99156-2168
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Nome:

Documento de identidade:

Assinatura: Data: / /

CEP - COMITE DE ETICA EM PESQUISA
Av. Antdnio Carlos, 6627 - Unidade Administrativa II - 2° andar - Sala 2005, Campus Pampulha
CEP: 31270-901, Belo Horizonte, MG — Brasil - Email:coep@prpq.ufimg.br - Telefax: 31 3409-4592


mailto:coep@prpq.ufmg.br
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ANEXO B - FICHA DE INVESTIGAGAO DE EXPOSIGAO A AGROTOXICOS

(Quando a questao nao se aplicar anotar o nimero 99)
1. DADOS DE IDENTIFICACAO

1. Data: 2. N2:

3. Nome do municipio de residéncia: ‘ 3.1( ) (1) Zona Rural (2) Zona urbana
4. Enderego: (Rua, Av. etc.): Ne:

5. Bairro: 6. Ponto de Referéncia: ‘ 7. Telefone:

8. Nome do municipio onde trabalha: ‘ 9. Local de Trabalho:

Il. DADOS DO PACIENTE

10. Nome do Paciente: ‘ 11.Sexo: ( ) ’ (1)m ‘ (2)F
12. Gestante: ( ) ‘ (1)Sim ‘ (2)Nao

13. Data de Nascimento: 14. Idade: ‘ 15. Anos de estudo*:

16. Tabagismo: ( ) 16.1( )Atual 16.2( )Anterior (1)Sim (2)Nao

17. Etilismo: () 17.1( )Atual 17.2( )Anterior (1)Sim (2)Nao

18. Ingestao de café: ( ) 18.1 Quantidade: ml/dia (1)Sim (2)Nao

* A correspondéncia é feita de tal modo que cada série concluida com aprovagéo corresponde a 1 ano de estudo.

lll. DADOS OCUPACIONAIS

(1)Proprietario (2)Assalariado (3)Meeiro/Arrendatario (4)Volante
19. Relagdo de Trabalho: ( )
(5)Outro:
(1)Administrativa (2)Téc. Agricola/Agrénomo (3) Aplicador na Pecuaria
20. Fungdo: ( )
(4)Puxa Mangueira (5)Aplicador/Preparador de Calda (6) Outros: (Agricultura Familiar)
21. Contato com Praguicidas: ( ) ‘ (2)Sim (2)Nao
22. Ha quanto tempo tem contato com praguicidas(venenos)? anos
23. Frequéncia do contato com praguicidas: (Anotar valor da multiplicacdo ano/meses/dias): ( )
Quantos meses por ano? ‘ Quantos dias por més? Quantas horas por dia?

24. Quando foi a ultima vez que teve contato (em dias) com um praguicida?

25. Com qual produto teve contato pela ultima vez?

26. Como aplica os produtos? ( ) (1)Bomba costal (mochila) (2)Mangueira (3)Trator sem cabide

(4)Trator com cabine fechada (5)Outros (especificar):

27.1 Nome comercial:

27. Praguicidas de maior utilizagao

R 27.2 Principio Ativo ou Classe Toxicoldgica:
(até trés)

27.3 Cultura/Lavoura:

28. Principal Via de Exposi¢do:( ) (1) Cuténea (2) Digestiva (3) Respiratoria (4) Outra:
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29. Ja ficou doente por causa do veneno? (

)

(2)Sim

(2)Nao

30. Quantas vezes vocé ficou doente por causa do

veneno?( )

(1)Uma dnica vez

(2)Mais de uma vez

31. Alguma vez teve que ser internado? (

)

(2)Sim

(2)Nao

32. Quantas vezes?( )

(1)Uma Unica vez

(2)Mais de uma vez

33. Ha quanto tempo isto aconteceu?( )

(1)Ha menos de 10 anos

(2)Ha mais de 10 anos

34. Tipo de Contato:( ) (1)Direto (2)Indireto (3)Sem contato
35. Utiliza Equipamentos de Protecao Individual:
(1) Completo
35.1( ) Roupaimpermedvel apropriada 35.4( ) Madscaras
| (2) Incompleto
35.2( )Botaapropriada 35.5( ) Oculos de protegdo
(3) Nao
35.3( )Luvas 35.6( ) Protetor auricular
IV. DADOS CLIiNICOS
36. Apresenta Doenga Cardiovascular: () 36.1( )Hipertensdo arterial (pressdo alta)
36.2( )Hipotensdo arterial (Pressdo baixa) 36.3( ) Arritmia (batedeira) (1)Sim (2)Nao
37. Apresenta algum sinal/sintoma referente ao Sistema Nervoso Central Periférico? ( )
37.1( ) Dor de cabega 37.2( ) Fraqueza muscular 37.3( )Tremedeira
37.4( ) Tremor muscular?....Palpebral? 37.5( ) Visdo Turva/Vista embacgada
37.6 ( )Agitacdo/Irritabilidade 37.7 ( )Vertigens/Tonturas 37.8( )Formigamento em MMSS
37.9( )Incoordenagdo Motora (Se ndo compreende pergunta, faca o teste index-nariz.)
(1)Sim (2)Nao
38. Do Aparelho Digestério? () 38.1( ) Cdlicas/Dor de barriga 38.2( ) Dor de estdbmago
38.3( )Azia/Queimacio 38.4( )N&useas/Enjoo 38.5( )Vomito 38.6( ) Diarreia (1)Sim (2)N3o
39. Do Aparelho Respiratério? ( ) 39.1( )Faltadear 39.2( ) Irritagdo Nasal (coceira/ardéncia)
39.3( ) Catarro ou escarro 39.4( )Tosse (1)Sim (2)Ndo
40. Do Aparelho Auditivo: () 40.1 ( ) Diminui¢do da audigdo 40.2 ( ) Zumbido (1)Sim (2)Nao
41. De Pele e Mucosa? O Sr (a) tem alguma coceira relacionada ao uso do agrotdxico? ( )
41.1( ) A coceira veio depois de algum tempo que o sr(a) comegou a trabalhar com o produto?(DC Sensibilizante)
41.2( ) Ou ela aparece logo que usa/prepara o produto? (DC Irritativa)
41.3( ) O Sr(a) tem irritagdo ocular (coceira, vermelhid3o...), por causa do produto? (1)Sim (2)Nao
42. Do Aparelho Urinario: () 42.1( ) Diminuigdo da urina (pouco) 42.2( ) Urina escura/com sangue
42.3( ) Outro: (1)Sim (2)Nao
43, Exposicdo Raio X () 43.1 Data da ultima exposigdo: (1)Sim (2)Nao




V. NEOPLASIA
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44, Tem/Teve Cancer? () 44.1 Qual Tipo?

45. Alguém da Familia tem/teve Cancer? ( ) .
45.1 Qual Tipo?

P . (2)Sim (2)Nao
45.2 E da Regido? ( )
Vi. DADOS LABORATORIAIS
Resultado do Exame de Colinesterase
(Método de Ellman) VR IBMP
46.1 Ch-T 15,5-31 25% de inibigdo da atividade da Ch-T
46.2 Ch- E 32-58 30% de inibi¢do da atividade Ch-E
46.3 Ch-P 1,3-7,8 50% de inibi¢do da atividade Ch-P
47. AST: 48.ALT:
49. y- GT: 50. CREATININA:
VIl. CONDUTA
51. Encaminhado ao Ambulatério de Doenga Ocupacional? ( ) (1)Sim (2)Nao
VIIl. AVALIAGAO NUTRICIONAL
52. Nos ultimos 7 dias, em quantos dias vocé comeu os seguintes alimentos ou bebidas?
Nao 1 2 3 4 5 6 Todos os 7
ALIMENTO/BEBIDA comi dia | dias dias dias | dias | dias

1. Salada crua (alface, tomate, cenoura, pepino, repolho, etc.).

2. Legumes e verdura cozidos (couve, abdbora, chuchu, brécolis,
espinafre, etc.) (ndo considerar batata e mandioca

3. Frutas frescas ou salada de frutas

4. Feijao

5. Leite ou iogurte

6. Batata frita, batata de pacote e salgados fritos (coxinha, quibe,
pastel etc.)

7. Hamburguer e embutidos (salsicha, mortadela, salame, presunto,
linguica etc.)

8. Bolachas/biscoitos salgados ou salgadinhos de pacote

9. Bolachas/biscoitos doces ou recheados, doces, balas e chocolates
(em barra ou bombom)

10. Refrigerante (ndo considerar os diets ou light)




IX. DADOS ANTROPOMETRICOS
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Peso

Altura

53.IMC

54.CA

X. CONDUTA
55. Vocé (ou sua esposa) teve ou tem dificuldade engravidar? ( ) (1)Sim (2)Nao
56. Vocé (ou sua esposa) sofreu algum abortamento espontaneo? ( ) (1)Sim (2)Nao
57.Tem filhos? ( ) (1)Sim (2)Nao
58. Vocé tem algum filho com mal formagdo (congénita)? ( ) (1)Sim (2)Nao
59. Vocé toma algum medicamento de uso continuo? ( ) (1)Sim (2)Nao
Qual:
60. Nos ultimos dois meses vocé utilizou algum remédio para tratar micose? (1)Sim (2)Nao
Qual:

XIl. PERGUNTAS FINAIS
61. Apresenta sangramento gengival? (1)Sim (2)Nao
61.1 - Frequéncia: ( ) diaria ( )semanal ( ) mensal
62. Apresenta dor nos 0ssos? (1)Sim (2)Nao
62.1 - Frequéncia: ( )didria ( )semanal ( ) mensal
63. Vocé teve Covid-19? (1)Sim (2)Nao

63.1 - Se sim, qual a gravidade:
( )sem gravidade ( ) internacdo enfermaria ( ) internagdo UTI
63.2 - Intubagdo: ( )sim( )ndo Quanto tempo:

64. Apresenta alguma comorbidade relacionada ao aumento da gravidade do Covid-19?
( ) Hipertensdo ( )diabetes mellitus ( )obesidade ( )doenga pulmonar ( )anemia
() alteragdes de coagulagdo ( )cancer () imunodeprimido

64.1. Tomou algum medicamento para tratar a Covid-19? Quais?

64.2. Apresenta algum tipo de sequela da Covid-19? Quais?

65. Observagoes:




