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RESUMO

O dano genético pode ocorrer espontaneamente sob circunstancias
metabdlicas normais e pode ser potencializado em situagbes de deficiéncia
dietética e exposi¢cdo excessiva a mutagénicos e carcinogénicos ambientais. As
deficiéncias de &cido fdlico, vitamina Bs e vitamina B1, podem levar a um aumento
nos niveis e alteracdes na metilagdo do DNA. MTHFR é a enzima chave na via de
metabolizagdo do folato e o polimorfismo MTHFR C677T conduz & redugéo na
atividade da enzima. O objetivo deste estudo foi avaliar influéncias da ingestéao
dos micronutrientes Bi,, Bs e folato (Bg), do polimorfismo MTHFR C677T na
instabilidade gendmica de individuos expostos ocupacionalmente a pesticidas. O
estudo envolveu 69 homens e 41 mulheres (n= 110) com uma idade média 42,3 +
13,32 anos no qual 42 (38,2%) deles apresentaram peso normal, 51 (46,4%)
sobrepeso e 15 (13,6%) obesidade grau |, todos os individuos da amostra sao
fumicultores de Venéancio Aires e Santa Cruz do Sul (estado do Rio Grande do
Sul, Brasil). A genotipagem do polimorfismo MTHFR C677T foi realizada pelo
método PCR-RFLP. Os dados de dano de DNA foram avaliados pelos
biomarcadores de exposi¢gdo ocupacional ensaio cometa e micronicleo. O status
nutricional foi avaliado com base na média de 3 recordatérios de 24 horas
(coletados em 3 dias ndo consecutivos , incluindo um final de semana em um
intervalo de 4 meses). A ingestdo dos micronutrientes foi estimada usando o
programa nutricional Food Processor SQL 10.9. N&o foram encontradas
diferencas significativas entre idade e tempo de exposicdo a pesticidas para 0s
parametros analisados. Encontramos aumento na frequéncia de micronucleo de
linfécitos em individuos com ingestdo inadequada de folato e vitamina By,
apresentando diferenca significativa (» = 0,030) e (» = 0,014) respectivamente
quando comparados com os individuos com ingestdo adequada. Dano de DNA
ndo mostrou resultados significativos quando relacionados com tabagismo, anos
de exposicéao, IMC e polimorfismo MTHFR C677T. A correlagdo entre dano do
DNA, ingestdo de folato, Bs € Bi, e o polimorfismo MTHFR n&o apresentou
significancia. Em conclusdo, nossos resultados indicaram que a adequacédo de
folato para valores = 320 pg /dia e vitamina B;, 2 2,0 pyg /dia, nesta amostra

exposta, estaria protegendo da agdo mutagénica dos pesticidas. A dieta
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adequada, tanto em folato quanto em vitamina Bj» poderia estar auxiliando em um

reparo de DNA adequado sugerindo um fator de protecao nesses individuos.

Palavras - chave: metabolismo do folato, dano DNA, polimorfismo MTHFR C677T,

fumicultores, exposigdo ocupacional.
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ABSTRACT

Genetic damage can occur spontaneously under normal metabolic
circumstances and can also be present in situations of dietary deficiency or
inadequate intake of nutrients and excessive exposure to environmental
mutagens. The purpose of this study was to evaluate the influence of the intake of
micronutrients Bi,, Bg and folate and of polymorphism MTHFR C677T in the
induction of DNA damage in individuals exposed to pesticides. The study involved
69 men and 41 women who were tobacco farmers in the region of Venancio Aires
(State of Rio Grande do Sul, Brasil). DNA damage was analyzed by the Comet
Test and Micronucleus Test (MN); dietary intake was evaluated based on the
mean of three 24-hour Diet Recall questionnaires. The nutrient intake data were
computerized and estimated in the Food Processor SQL 10.9 program. The DNA
damage results showed a significant increase in MN frequency in the lymphocytes
of individuals who had an inadequate intake of folate and By (p = 0.030 and p =
0.014, respectively). No significant association was found between DNA damage
and polymorphism MTHFR C677T. Correlations between DNA damage and
polymorphism MTHFR C677T and nutrient intake were not significant. In
conclusion, our results indicated that the adequate intake of folate (= 320 pg /day)
and vitamin B1, (= 2,0 pyg /day) can provide protection from the mutagenic action
of pesticides. A dietary adaptation of folate and Bj> can ensure adequate repair,

showing that diet is a protective factor in this population.

Keywords: folate metabolism, DNA damage, polymorphism MTHFR C677T,

tobacco farmers, occupational exposed.
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I.1 INTRODUCAO

Diversos micronutrientes como as vitaminas e 0S minerais exercem
protecdo aos eventos de dano do DNA gerados por fatores enddgenos e
exodgenos a célula. Eles sdo essenciais nas rotas de ativacdo e desintoxicacao
dos xenobidticos e nos caminhos dos substratos e cofatores para enzimas de
metabolizagdo/detoxificagdo que sdo capazes de reparo e sintese do DNA,
metilagdo e apoptose. A deficiéncia de micronutrientes ou 0 seu excesso pode
modificar a estabilidade do genoma e estes efeitos podem igualmente depender
da interagdo do nutriente-nutriente e do nutriente-gene, assim, o grau de
influéncia da dieta no equilibrio entre os estados de saude e de doenca podera
depender da composi¢do genética do individuo (Lindahl et al.,1999; DeBusk et
al., 2005; Alfan e Muller, 2006; Fenech, 2010; Li e Tollefsbol, 2010).

E crescente a preocupacgdo sobre o efeito mutagénico e carcinogénico de
agentes genotdxicos em populagbes humanas expostas ocupacionalmente.
Esforgos continuos tém sido feitos para identificar os agentes com potencial
genotoxico, reconhecer condicdes de exposicdo danosa e monitorar populagdes
que podem estar sofrendo exposicdo excessiva, com 0 objetivo de prevenir
consequéncias adversas sobre a populagdo (Maluf e Erdtmann, 2003).

Nutrientes e compostos bioativos dos alimentos (CBAs) modulam o
funcionamento do genoma e, da mesma forma, caracteristicas do genoma
influenciam a resposta a alimentagéo, as necessidades de nutrientes e risco para
doengas cronicas ndo transmissiveis (DCNT). Assim, os fatores nutricionais de
uma populacdo podem significar modificacbes nas variadas respostas a
toxicidade ambiental e uma dieta adequada pode inibir parar ou mesmo inverter
uma cadeia de acontecimentos de toxicidade (Hu et al., 1995; Willet, 1995;
Carpenter, 2003; Phillips, 2008; Ragib e Cravioto, 2009).

Estudos epidemiolégicos provam a forte agdo do consumo de frutas e
verduras na protecdo do desenvolvimento de cancer, sobretudo dos compostos
antioxidantes dos alimentos a protecdo de danos oxidativos do DNA. Contudo, em
muitos casos sdo desconhecido os mecanismos moleculares dos varios nutrientes
na protecdo as patologias. Por isso, o desenvolvimento e otimizacdo dos

biomarcadores para investigagdo dos efeitos moleculares dos fatores dietéticos
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em experimentacbes humanas, estudos animais e in vitro sdo de grande

importancia (Cravo et al.,1994; Franceschini et al., 1998; Choi e Mason, 2000).

1.1.1 GENOMICA NUTRICIONAL

A nutrigenémica objetiva suas pesquisas nas diferengas entre exposicoes
dietéticas e provaveis associa¢cdes com fenotipos metabolicos de células e tecidos
especificos, evidenciando a a¢do dos nutrientes e sua interagdo com o genoma e
suas modificagbes na expressdo do gene, através dos mecanismos bioldgicos
que comandam a resposta do alimento em um determinado organismo. A
nutrigenética relaciona os mecanismos da variabilidade individual a respostas dos
nutrientes alimentares associando a presenca ou auséncia de marcadores
biolégicos especificos (Subbiah, 2007; Godard e Ozdemir, 2008; Fenech, 2008).

Estilo de vida, meio ambiente e dieta comecam a ser evidéncias chave na
compreensdo dos fatores genéticos e ambientais de um individuo (Ordovas,
2004). Assim, a resposta individual ao estresse pode variar conforme
absorcdo e taxa do metabolismo a agentes genotoxicos, reparo do DNA,
morte celular (apoptoses/necrose), controle do ciclo celular e da resposta
imune (Goode et al., 2002; Thier et al., 2003).

Segundo Kaput et al (2004) e Trujillo (2006), a base conceitual da
nutrigendémica apodia-se nos principios quimicos da dieta e na sua agéo direta,
ou, indireta sobre o genoma. Por isso, em determinadas situagdes, a dieta pode
ser um fator de risco ou de protegdo importante para o desenvolvimento de
determinadas doencgas e assim 0s genes regulados por ela, podem apresentam
um papel no inicio, na incidéncia, na progressdo e, ou na severidade de uma
doenca cronica.

Os componentes bioativos dos alimentos sdo altamente variaveis, pois, a
maioria dos problemas nutricionais ndo resulta da interagdo de um Unico nutriente
com um unico gene, mas de uma mistura complexa deles com multiplos genes.
Assim, a variacdo genética é a base da diferenca na susceptibilidade dos

problemas nutricionais (Lee e Go, 2005; Afman e Muller, 2006; Sutandyo, 2010).
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.2 INFORMACOES DIETETICAS

1.2.1 ACIDO FOLICO ( vitamina Bg) E O GENE MTHFR

O folato mantém a estabilidade genémica através da regulagédo da sintese
de DNA, reparo e metilagdo. Dentro do ciclo da metionina, a 5 -
metiltetrahidrofolato (5-metil THF) remetila homocisteina & metionina, a qual &
novamente metabolizada a s-adenosilmetionina (SAM). SAM € a principal
doadora de grupos metil nas reagdes celulares, controlando expressdo génica
através de sua habilidade de metilar a citosina no DNA (Duthie, 2011). ( Figura 1)

O folato também é essencial para a sintese de purinas e pirimidinas. A
Desoxi-uridina monofosfato (dUMP) é convertida a timidina nonofosfato (TMP)
pela enzima timidilato sintase (TS) utilizando 5,10-metilenotetrahidrofofato (5,10-
metileno THF) como doador de grupo metil. Subsequentemente, 5,10-
formiltetrahidrofolato (5,10-formil THF) € envolvida na producdo de adenosina e
guanina. A produgdo continua destes precursores de DNA é essencial para a
sintese de DNA e reparo (Duthie, 2011).

Quando ocorre a deficiéencia de folato, o balango dos precursores de
pirimidinas e purinas € alterado e o reparo de DNA é inibido. A uracila é
incorporada ao DNA em vez da timina, levando a quebras nas fitas de DNA e
danos cromossémicos. Além disso, a metilacdo das citosinas € alterada, levando
a hipometilagdo do DNA e/ou mudangas na metilacdo gene-especifica (Duthie,
2011).

A enzima metilenotetrahidrofolato redutase, codificada pelo gene MTHFR,
converte o 5,10-metileno -THF a 5-metil-THF, gerando os grupos metil que serao
utilizados na metilagdo do DNA, e sintese de nucleotideos, como ja mencionado.

O polimorfismo C677T no gene MTHFR consiste em uma substituicdo da
citosina (C) por uma timina (T) no nucleotideo 677, no éxon 4 ; acarretando na
troca do aminoécido alanina pelo aminoacido valina. Os individuos homozigotos
para o alelo T e os heterozigotos apresentam, respectivamente, uma reducéo de
70% e 35% da atividade da enzima MTHFR, quando comparados com o0s
homozigotos CC (Chango A et al., 2000).
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DIETA

S -adenosilmetionina

(SAM)

S-adenosilhomocisteina
(SAH)

5 10-MTHF homocisteina

MTHFR
5-MTHF

CBS

cistationina

|

cisteina ———> glutationa

Figura 1: Fonte: Adaptado de Sharp e Little, 2004 e cedido da tese de Doutorado de Ana Paula Carneiro

Brandalize.

Em resposta ao metabolismo do folato, a vitamina B3, riboflavina, vitamina
Bs e outros cofatores podem modificar a atividade de reagédo catalizada pela
MTHFR. O nivel desses micronutrientes e sua deficiéncia podem influenciar na
formacdo de micronucleos (MN) e no reparo do DNA podendo induzir uma
excessiva incorporacdo de uracila no DNA resultando em alguma alteragédo
genética como mutacao de ponto e quebra cromossémica (Beestra et al,2005,
Fenech, 2001); A deficiéncia de acido folico prejudica a divisao celular e a sintese
de DNA resultando em malformacédo do Sistema Nervoso Central (SNC) e
defeitos no tubo Neural (DTN) (Lima et al, 2002). O polimorfismo C677T do gene
MTHFR é considerado fator de risco para doenca cardiovascular, alguns tipos de
cancer e situacdes neurolégicas (Bailey et al., 1999; Duthie, 2010). Segundo Grillo
e cols. (2002) existe uma associacdo entre o polimorfismo C677T no gene
MTHFR, o metabolismo de acido félico, a metilacdo do DNA e a Sindrome de
Down.

Uma dieta com baixas concentragdes em folato juntamente com diminui¢cao

de vitaminas Bi» e Bg estd associadas com um maior risco de cancer entre
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aqueles com o genoétipo MTHFR 677TT (Fenech et al.,, 1998; Andreassi et
al.,2003; Duthie, 2010).

O &cido folico e a vitamina Bi, sdo micronutrientes vindos da dieta que
possuem acdo protetora para o dano de DNA, inclusive quando s&o
suplementados (Fenech et al., 1997).

Estudos sugerem que os genes de reparo de DNA (XRCC1 e XRCC3) e
genes do metabolismo do folato (MTHFR) também influenciam a formacgéo de
Micronucleos (MN) (Tuimala et al., 2004).

Com relagéo ao polimorfismo C677T do gene MTHFR, alguns estudos
encontraram elevada freqiéncia de MN em individuos com o gendtipo do TT em
comparacao aos genotipos CC ou CT (Andreassi et al., 2003; Botto et al., 2003).
Outros mostraram que MTHFR 677C>T néo influenciou a freqiiéncia de MN (Crott
et al., 2001; Smolkova et al., 2004).

1.2.2 RECOMENDAGCOES PARA INGESTAO DE NUTRIENTES

A partir de 1997, o Food and Nutrition Board /Institute of Medicine (IOM)
deu inicio ao desenvolvimento de um conjunto de valores de referéncia para a
ingestédo de nutrientes (Dietary Reference Intakes — DRIs) a serem utilizados no
planejamento e na avaliacdo de populacdes saudaveis.

As DRIs séo valores numéricos estimados de consumo de nutrientes para
uso no planejamento e avaliacdo de dietas para pessoas aparentemente
saudaveis. As DRIs séo formadas pelas RDA (Recomendac¢des dietéticas
adequadas) e pelas Al (ingestéo adequada) (tabela 1).

Outro valor de DRI utilizado é o EAR (Estimativa do Requerimento Médio).
Quando este valor estiver disponivel para um determinado nutriente, este valor é
0 que deve ser utilizado para fazer uma estimativa quantitativa da adequagéo da
ingestdo habitual deste nutriente. Apesar da RDA ser a meta de ingestéo
individual, ndo é recomendado seu uso para averiguar esta adequacao.
Obviamente, ha uma variacdo da necessidade de consumo entre os individuos,
mesmo sendo estes pertencentes ao mesmo estagio de vida e género. Assim, é

importante levar em conta esta variabilidade, que é dada pelo coeficiente de
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variagdo (CV) do nutriente. Para a maioria dos nutrientes, foi assumido uma
variagdo de 10% do valor de EAR (IOM, 2000; Barr, Murphy e Poos,
2002)."Considerando esta variagdo, é fundamental obter uma estimativa da
variabilidade do consumo intrapessoal, que & o componente que explica a
variagdo do consumo de alimentos do individuo no dia a dia (Sempos et al., 1991).
Embora, ao avaliarmos dois ou mais dias, tenhamos uma medida de variabilidade
intrapessoal, o "Subcomité para Uso e Interpretacdo das DRIS" recomenda que
seja utilizada a estimativa desta variabilidade obtida em estudos de consumo
alimentar em populagbes. No Brasil, ndo temos disponiveis dados de base
populacional sobre a variabilidade do consumo intrapessoal. Portanto, a Unica
alternativa, até o presente, é a utilizacdo dos dados americanos (IOM, 2000).

De posse das informagfes necessarias, as estimativas da ingestdo e da
variabilidade da ingestdo do nutriente; as estimativas da necessidade (EAR) e da
variacdo da necessidade (CV) do nutriente passa-se a calcular a adequagéao
aparente. Para isso, desenvolveu-se uma abordagem estatistica que permite
estimar o grau de confianga com que a ingestdo do nutriente alcangca a
necessidade do individuo. Esta abordagem compara a diferenca entre a ingestdo
relatada (a melhor estimativa da ingestdo habitual) e a EAR. A equagao
desenvolvida também leva em conta a variabilidade da necessidade e a variacao
intrapessoal (do dia a dia). O resultado € um escore-Z, por meio do qual se
determina a probabilidade da dieta estar adequada, ou seja, o grau de confianga
que a ingestao alcancga as necessidades (IOM 2000).

Conforme Cuppari (2002), as Ingestdes Dietéticas de Referéncia (DRIS)
incluem quatro conceitos de referéncia para o consumo de nutrientes, conforme

pode ser observado na Tabela 1
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Tabela 1. Conceitos de referéncia das DRIs.

RDA E o nivel de consumo alimentar de cada nutriente, suficiente para
satisfazer os requerimentos de quase todo individuo saudavel (entre
97 e 98%), compreendido num determinado grupo, por género, faixa
Allowance, ou "Recomendagbes etaria e estagio de vida (o termo continua em uso e denota a
recomendac&o mais apurada a qual se possa chegar).

(Recommended Dietary

de Doses ou Cotas Alimentares"):

Al E um valor de consumo recomendavel, baseado em levantamentos,

determinac¢des ou aproximacdes de dados experimentais, ou ainda de

estimativas de ingestdo de nutrientes para grupo(s) de pessoas

Adequada"): sadias, e que se considera adequado. E usado quando a RDA néo
pode ser determinada.

(Adequate Intake, ou "Ingestao

UL

Tolerable U Intake Level E o mais alto nivel de ingestdo de um nutriente que ndo causara
(Tolerable Upper Intake Level, 0U  gfoitns adversos a satide da maioria das pessoas. Acima do UL, o

“Limite de Ingestdo Maxima risco de efeitos adversos aumenta sensivelmente.

Toleravel.):

EAR

) . E o valor (mediana) suficiente para garantir o requerimento de 50%
(Estimated Average Requirement

dos individuos sadios compreendidos num determinado estagio da
ou “Estimativa do Requerimento Vida (prefere-se o termo 'estagio-de-vida' ao invés de 'faixa etaria’).

Médio"):

Fonte: Adaptado de Cuppari (2002)

[.2.3 CONSUMO HABITUAL E VARIABILIDADE DA DIETA

A estimativa do consumo de alimentos tem merecido destague nos estudos
epidemiolégicos, pois possibilita a estimativa do efeito de nutrientes e alimentos
no desenvolvimento ou prevengdo de doengas, bem como o papel dos nutrientes
sobre a expressao de genes que podem estar envolvidos com doengas cronicas
(Fisbergl et al., 2005).

A variabilidade da dieta € a principal caracteristica do consumo alimentar
de individuos e de populagBes. Ainda que os individuos tenham um padréo
estavel de alimentacdo, o consumo diario de alimentos pode ser caracterizado
como evento aleatério. O dia a dia, o dia da semana, a sazonalidade, entre
outros, contribuem para a variabilidade alimentar diaria e podem ser poten-
cializados por aspectos socioculturais, econémicos e ecoldgicos. A ingestao
alimentar varia entre os individuos (variabilidade interpessoal) e para um mesmo
individuo (variabilidade intrapessoal). A variacdo entre os individuos esté

relacionada as diferencas entre género, idade, estado nutricional e a atividade
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fisica (Willet e Lenart, 1998). Essas flutuagbes podem ser parcialmente removidas
durante a andlise dos dados, desde que a variabilidade intrapessoal seja
conhecida.

Uma estimativa correta da dieta habitual do individuo envolve o
conhecimento da variabilidade intrapessoal e a escolha de um método sensivel
para estimar o consumo. Assinala-se que ndo ha método de avaliacdo de
ingestdo alimentar livre de erro, nem é factivel obter estimativas de ingestdo de
um grande numero de dias, por problemas de tempo e custo (Liu et al., 1978;
Nusser et al., 1996).

Além disso, é necessario procurar estabelecer o padrdo habitual de
consumo alimentar, reconhecendo-se que este € um grande desafio, uma vez que
h& variabilidade intrapessoal. Deve-se ter especial atengdo com o consumo de
alimentos que sédo fontes de determinados nutrientes e que ndo sdo consumidos
diariamente (Beaton, 1994). A medida da dieta feita por meio do registro de um
anico dia, como é feito no recordatério de 24 horas (R24h), ndo tem esta
propriedade. Sugere-se a utilizacdo do registro de trés ou mais dias, ou, como
alternativa, a aplicagdo de varios R24h. Devem-se aplicar quaisquer métodos
selecionados, em dias alternados e abrangendo um dia de final de semana (Willet,
1998).

Sabendo que o erro é inerente a medida da ingestdo e que a coleta e
andlise de dados dietéticos sdo essenciais para que seja possivel identificar a
relagcdo entre a dieta e doencga, torna-se necessario estimar o erro de medida para
classificar de forma mais precisa os individuos por niveis de ingestdo
(Beaton,1994). Mesmo com certa dificuldade de medi¢cdo, o consumo habitual
pode ser verificado (Margetts e Pietnen, 1997). Ferro-Luzzi classifica o R24h
como um método retrospectivo.

O Recordatério de 24hs, considerado como método retrospectivo, tem
como objetivo avaliar a dieta dos individuos e consiste em definir e quantificar
todos os alimentos e bebidas ingeridos no periodo anterior a entrevista
(Thompson e Byers, 1994; Willett e Lenart, 1998; Fisberg et al., 2005). Porém, um
Unico recordatorio néo reflete a ingestdo habitual do individuo, devido a variacdo

intrapessoal. Assim, um dos principais erros dos estudos envolvendo consumo
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alimentar esta relacionado & medida de variabilidade diéria de ingestédo alimentar.
Uma das vantagens deste método € a fécil e rapida aplicagédo, imediato periodo
de recordagdo apdés o consumo, € nao exigir que os participantes sejam
alfabetizados por ser aplicado por entrevistador (Bingham, 1987; Tarasuk e
Beaton, 1992). Uma limitagdo importante é o papel da memoria para identificagdo
e quantificacdo das porgbes, sendo que a melhoria da estimativa da porgao
consumida pelo individuo pode ser facilitada pelo uso de modelos de tamanho de
porcdo e albuns de fotografias (Zaboto et al., 1996; Ccade et al., 2002; Flisberg
2002; Pinheiro et al., 2008).

[.2.4 ACIDO FOLICO E DIETA

Diversas vitaminas participam na protecdo do DNA e na estabilizacio
gendmica. Assim, pode-se imaginar que deficiéncias dietéticas poderiam levar a
um aumento no dano do DNA e subsequentes disfun¢cbes celulares (Paoloni-
giacobino et. al., 2003).

Folato é o termo utilizado para caracterizar a forma natural da vitamina
hidrossolavel do complexo B, cuja denominagdo deriva da planta nativa folium,
que significa folha, ja que foi isolada de folhas de espinafre, em 1941. A forma
natural € encontrada em frutas, legumes e verduras, particularmente nos vegetais
de folhas verdes escuras como o espinafre, a couve, aspargo e o brécolis, e
outras fontes como leguminosas e visceras, principalmente o figado. Tambem é
encontrado no feijdo, abacate, abdbora, batata, carne de vaca, carne de porco,
cenoura, leite, maca, milho, ovo, queijo, vagens, peixe e em suco de frutas citricas
como a laranja e limao (Philippi, 2008).

O A&cido fdlico (4cido pteroilmonoglutamato), forma oxidada e estavel do
folato, embora seja raramente encontrado nos alimentos, € a forma utilizada em
suplementos vitaminicos e produtos alimenticios fortificados, representando 20%
do folato da dieta. Nos alimentos naturais, o chamado folato alimentar é
encontrado na forma de pteroilpoliglutamato, que representa aproximadamente
80% do folato da dieta.
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A tabela 2 mostra o contetdo de folato, Vitamina Bg e B, encontrado em
frutas, legumes e verduras. Os folatos encontrados nos alimentos estéo,
predominantemente, na forma de poliglutamatos, sendo o 5-metiltetrahidrofolato o
congénere majoritério; além disso, sdo prontamente oxidados e as taxas de
oxidacdo variam diretamente com a concentragdo de oxigénio, temperatura,

alcalinidade, exposicdo a luz e concentragdo de ions cobre e ferro. Uma

quantidade consideravel de folato pode ser destruida na coc¢éo, processamento

e estocagem (Van der put et al., 2001; Lima et al., 2003).

Tabela 2. Conteudo de folato, Bs e Bj, encontrado em alguns alimentos

FOLATO B, Bs

Fonte CONTEUDO | Fonte CONTEUDO | Fonte CONTEUDO
(mg /100g (Mg /1009 (mg/100 g)

Banana 20 Figado bovino 70,5 Abacate 0,36

Batata cozida 9 grelhado Banana 0,25

Brécolis cru 71 Leite de vaca 0,4 Batata cozida 0,26

Couve crua 29 integral Brocolis cozido 0,20

Espinafre cozido 73 Queijo tipo 2,2 Farelo de trigo 0,34

Farelo de trigo 44 mussarela Farinha de aveia 0,16

Farinha de aveia 52 Ovo cozido 1,3 Feijao cozido 0,06

Farinha de soja 303 Carne bovina 2,4 Figadobovino 1,00

Feijdo cozido 149 Camarao cozido | 1,8 grelhado

Figado bovino grelhado 253 Peixe grelhado 2,8 Figado de galinha 0,87

Figado de galinha 560 Figado de 16,8 grelhado

grelhado galinha grelhado Oleaginosas 0,27

Laranja 30

Ovo cozido 44

Pao branco 25

Tomate cru 15

E amplamente reconhecido que a alta ingestao de folato, vitaminas Bs € B>
sdo determinantes de baixas concentragfes plasmaticas de homocisteina, tanto
em homens quanto em mulheres (Almeida, 2007). O metabolismo inter-
relacionado da homocisteina com as vitaminas Bg € B1, e folato explica por que
disturbios nutricionais relacionados a deficiéncia destas vitaminas podem resultar
em  hiperhomocisteinemia.  Estima-se que 70% dos casos de
hiperhomocisteinemia deve, em parte, ao estado nutricional inadequado relativo a
vitaminas do complexo B (Selhub, 2002).

Além dos fatores congénitos (deficiéncia  heterozigbtica de
metilenotetrahidroxifolato redutase), outros fatores também podem provocar

elevacdo da homocisteinemia tais como os micronutrientes (déficit de vitaminas
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Bs, Bi2 e folato), os fisioldgicos (idade, sexo) a acdo de alguns farmacos (6xido
nitrico, isoniazida, teofilina, carbamazepina, metotrexate, niacina, colestiramina) e
algumas doencas (insuficiéncia renal cronica, psoriase) (Gravina-Taddei et al.,
2005).

O Institute of Medicine (IOM), em 1998, publicou as recomendacdes para a
ingestao de folato (DRIs) segundo as variagbes em funcdo da idade, sexo, estado
fisiologico (gravidez e lactacdo). Os valores recomendados de ingestdo de acido

félico estdo apresentados na Tabela 3, 4 e 5.

Tabela 3. Valores da DRI para o acido folico

Estagio da vida EAR (ug /dia) RDA/AI (ug /dia) UL (ug /dia)
Homens

9 — 13 anos 250 300 600
14 — 18 anos 330 400 800
19 — 30 anos 320 400 1.000
31 - 50 anos 320 400 1.000
51 — 70 anos 320 400 1.000
> 70 anos 320 400 1.000
Mulheres

9 — 13 anos 250 300 600
14 — 18 anos 330 400 800
19 — 30 anos 320 400 1.000
31 - 50 anos 320 400 1.000
51 — 70 anos 320 400 1.000
> 70 anos 65 320 400 1.000

Fonte: Adaptado de IOM (2005)

Tabela 4. Valores da DRI para vitamina B,

Estagio da vida EAR (ug /dia) RDA/AI(ug /dia) UL (ug /dia)
Homens

9 — 13 anos 15 1.8 ND
14 — 18 anos 2.0 2.4 ND
19 — 30 anos 2.0 2.4 ND
31 - 50 anos 2.0 2.4 ND
51 — 70 anos 2.0 2.4 ND
> 70 anos 2.0 2.4 ND
Mulheres

9 — 13 anos 1.5 1.8 ND
14 — 18 anos 2.0 2.4 ND
19 — 30 anos 2.0 2.4 ND
31 - 50 anos 2.0 2.4 ND
51 — 70 anos 2.0 2.4 ND
> 70 anos 65 2.0 2.4 ND

Fonte: Adaptado de IOM (2005)
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Tabela 5. Valores da DRI para vitamina Bg

Estagio da vida EAR (mg/d)) RDA/AI (mg/d)) UL (mg/d)
Homens

9 — 13 anos 0.8 1.0 60
14 — 18 anos 1.1 1.3 80
19 — 30 anos 1.1 1.3 100
31 - 50 anos 1.1 1.3 100
51 — 70 anos 1.4 1.7 100
> 70 anos 1.4 1.7 100
Mulheres

9 - 13 anos 0,8 1.0 60
14 — 18 anos 1.0 1.2 80
19 — 30 anos 1.1 1.3 100
31 - 50 anos 1.1 1.3 100
51 — 70 anos 1.3 1.5 100
> 70 anos 65 1.3 1.5 100

Fonte: Adaptado de IOM (2005)

Muitos paises suplementam com &cido félico, como medida preventiva de
malformagdes, determinados alimentos (Lumley et al., 1998). O Brasil ndo dispde
de informacdes recentes, de representatividade nacional, sobre caréncias de
micronutrientes em adultos. Mesmo assim, houve decisdo governamental sobre a
fortificacdo universal das farinhas de trigo e milho produzidas no Pais com éacido
folico com base em estudos de abrangéncia local realizados por diferentes
instituicdes em varias regides geogréficas (Brasil, Ministério da Saude, 2005).

No Brasil, o Ministério da Saude, através da Agencia Nacional de Vigilancia
Sanitéria (ANVISA), regulamentou a partir de maio de 2002 e tornou obrigatério a
partir de 2004 a adicao de 150 microgramas de acido félico para cada 100 gramas
de farinha de trigo e milho, além dos produtos derivados do milho comercializados
no Brasil. Devido algumas dificuldade tecnoldgica a resolucdo excluiu a farinha de
trigo integral (Philippi, 2008). Os individuos que apresentam o polimorfismo
C677T MTHFR necessitam de um maior aporte nutricional de acido félico para a
manuten¢do da homocisteinemia. Quantidades maiores de acido félico podem
aumentar a estabilidade da enzima MTHFR, prevenindo desse modo a
hiperhomocisteinemia (Hhcy) (Selhub, 1999). Portanto, pessoas com essa
variante do gene identificado sdo estimuladas a consumir alimentos ricos em
folato (Trujillo, 2006).
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.3 FUMICULTORES

A cultura do fumo é desenvolvida em 700 municipios dos trés Estados do
Sul, 400 destes municipios sdo gauchos. O setor fumageiro exerce grande
importancia na atividade econémica e social do pais. Na area econdmica, o fumo
€ responsavel pela arrecadacdo de grandes somas em impostos € no campo
social, a atividade fumageira é grande geradora de empregos diretos e indiretos,
considerando desde o0 seu plantio até a comercializagdo do cigarro, o
envolvimento no setor de aproximadamente 2,4 milhdes de pessoas (Afubra,
2005).

O Brasil € um dos maiores produtores de tabaco do mundo, sendo que a
regido Sul se destaca como a principal produtora no pais. Praticada em regime de
cultivo familiar, a cultura do tabaco requer trabalho intensivo, além de utilizar
grandes quantidades de agrotoxicos para garantir uma folha de boa qualidade
(Etges et al., 2002). Neste aspecto o uso de pesticidas em larga escala tem
provocado danos a saude dos agricultores e de suas familias, como intoxicagfes
agudas e incapacidade para o trabalho, danos ao ecossistema com a
contaminagédo dos alimentos, do solo, da fauna, dos rios além de desmatamento e
perda de biodiversidade (Schoenhals et al., 2009).

O fumo requer grande quantidade de pesticidas para protegé-lo de insetos
e doencas. A aplicacdo de agrotoxicos € a atividade de manejo da cultura que
oferece maior perigo aos fumicultores e suas familias. A elevada demanda de
pulverizacdes e o0 uso pesado e repetido de agrotoxicos causam danos aos
fumicultores e exigem cuidados com a seguranga no trabalho através da
utilizacdo adequada de Equipamentos de Protecao Individual (EPI) (Agostinetto et
al., 2000).

A prevaléncia de problemas de salde mental e de suicidios em familias
envolvidas com a plantagdo de fumo é significativa, estando o uso de agrotoxicos
organofosforados associado a este fato. Aplicado via de regra, em quantidades
excessivas e sem equipamento de protecdo individual, os residuos deste
agrotoxico sé@o absorvidos através da respiracdo, pele e cabelos, podendo causar

“sindromes cerebrais organicas ou doencas mentais de origem ndo psicologica”.
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Além disso, a nicotina presente nas folhas penetra pelos cabelos e pele atuando
como imunodepressora sobre o organismo de quem a manuseia (Falk et al.,
1996).

De acordo com a Associagdo dos Fumicultores do Brasil, os produtos
quimicos mais utilizados nesta cultura s&o: Oxicloreto de cobre (fungicida
inorganico a base de cobre), Mancozeb (fungicida ditiocarbamato), Metalaxyl
(fungicida metil ester), Ipridione (fungicida dicarboximide), Acephato (inseticida
organofosforado), Thiamethoxam (inseticida nitroguanidina), Imidacloprid
(inseticida  nitroguanidina e  piridimetilamina), = Clomazone  (herbicida
isoxazolidinona), Sulfrentazone (herbicida) e Sethoxydim (herbicida) (Afubra,
2005).

Além da grande quantidade de pesticidas utilizados no cultivo do tabaco, a
manipulagdo das folhas de fumo molhadas é outra ameaca a salde dos
trabalhadores (Niosh, 1996), pois estdo presentes nas folhas do tabaco,
substancias antropogénicas persistentes, citadas acima e outros compostos
organicos com potencial pesticida como, por exemplo, a nicotina. Em humanos, a
nicotina é facilmente absorvida pela pele. Assim, quando os trabalhadores rurais
entram em contato com a folha do fumo, alta quantidade de nicotina transdermal é
observada (Arcury et al., 2003), porém os possiveis danos genotdxicos
ocasionados sédo ainda desconhecidos.

O potencial genotdxico da nicotina foi demonstrado em linfocitos periféricos
humanos e em tecido linfatico de tonsilas palatinas, demonstrando significante
aumento na migracdo do DNA pelo ensaio cometa (Kleinsasser et al., 2005),
assim como em células do epitélio nasal (Sassen et al., 2005).

A nicotina também é responsavel pela doenca da folha verde que é
considerada uma doengca ocupacional. Esta doenga € observada em
trabalhadores que manipulam as folhas de fumo molhadas. Os sintomas incluem
nausea, vomitos, fraqueza, dor de cabeca, tontura, dores abdominais e
dificuldade de respirar, assim como flutuagBes na pressao sanguinea (Quandt et
al., 2000; Parikh et al., 2005; Arcury et al., 2008).
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.4 BIOMARCADORES PARA BIOMONITORAMENTO

Para estudos de monitoramento populacional sdo usados marcadores
bioldgicos, os biomarcadores. Este termo é usado para expressar uma medida
especifica de uma interacdo entre determinado sistema biolégico com um agente
genotoxico. Os biomarcadores s&o classificados em trés categorias: (i)
biomarcadores de exposigéo, (ii) biomarcadores de efeito, (iii) biomarcadores de
suscetibilidade (Pastor et al., 2003; Norppa, 2004).

[.4.1 Biomarcador de exposi¢cdo — Ensaio Cometa

O desequilibrio nutricional pode induzir lesées no DNA, que podem ser
detectadas através do ensaio cometa (Collins, 2004). Esse teste é muito utilizado
para investigacdo do dano oxidativo em estudos de nutrientes, sendo uma
importante ferramenta para a deteccdo precoce de danos no DNA servindo de
auxilio & saude preventiva (Wasson et al., 2008).

Através da técnica do ensaio cometa € possivel a avaliagdo de dano e de
reparo do DNA em células proliferantes e ndo proliferantes em nivel individual.
Esse teste auxilia na deteccdo de lesBes genbmicas que, apos serem
processadas, podem resultar em mutacdo. Diferente das mutagdes, as lesdes
detectadas pelo ensaio cometa s@o passiveis de correcdo. Essa metodologia
consiste na lise celular, relaxamento do DNA e eletroforese, sendo possivel
observar apés coloracdo, os fragmentos de DNA provindos da quebra causada
pelo agente xenobidtico, que, ao serem submetidos a eletroforese migram
formando uma “cauda”. O ensaio cometa sob condi¢des alcalinas € uma técnica
eletroforética sensivel, reprodutivel, simples e rapida para a deteccdo da
presenca de quebras de fita Unica de DNA e de lesGes em sitios alcali-sensiveis
em ceélulas de mamifero in vitro e in vivo empregando-se amostras celulares

extremamente pequenas (Danadevi et al., 2003; Collins, 2004).
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I.4.2 Biomarcador de efeito - Teste do Micronucleo e Aberracfes
CromossOmicas

O teste dos micronucleos é um sistema utilizado para determinar o dano
potencial em células humanas por agentes quimicos sendo, portanto, um bom
modelo para a monitorizagdo humana. Em estudos de biomonitoriramento em
humanos, o teste dos micronicleos é bastante utilizado como biomarcador
genotoxico de exposicdo e efeitos bioldgicos precoces, quer em cultura de
linfocitos como em células epiteliais. Estas Ultimas tém a grande vantagem de
facilmente serem colhidas da boca, nariz e bexiga, através de procedimentos nao
invasivos (Fenech, 2006; Kirsh-Volders, 2006).

Os micronucleos que sao formados por cromossomas inteiros, tém a sua
origem em defeitos na maquinaria de segregagdo de cromossomas, tais como
deficiéncias nos genes que controlam o ciclo celular, falha no fuso mitético,
cinetécoro ou outras entidades do aparato mitético, dano em sub-estruturas

cromossomicas, disrupcado mecénica e hipometilagdo de DNA centromérico.

1.4.3 Biomarcadores de Suscetibiliidade

Os biomarcadores de suscetibilidade indicam quais os fatores podem
aumentar ou diminuir um risco individual no desenvolvimento da resposta do
organismo decorrente da exposicdo aos agentes quimicos ambientais (World
Health Organization, 1993).

Portanto, Indica a maior ou menor sensibilidade do individuo expostos a
substancias quimicas. Devido a variagcbes na suscetibilidade biolégica, os
individuos podem apresentar respostas e assim produzir doses diferentes no sitio
critico mesmo expostos ao mesmo ambiente (World Health Organization, 1993;
Akgtr, 1999).

Hiper-susceptibilidade pode ser definida como a falta de capacidade de
tolerar ou responder efetivamente a patdgenos ou toxicos exdgenos além dos
limites da variabilidade humana (Rudiger, 1999).

Um grupo de potenciais biomarcadores de suscetibilidade para uso em

humanos expostos a compostos quimicos é representado pela avaliagéo in vivo
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de enzimas de metabolizagdo (e dos genes que as codificam) envolvidas em
reacdes de ativacdo ou detoxificacdo quimicas e reparagdo de DNA, como em
polimorfismos nos genes de reparo de DNA e genes de metabolizagcdo de
xenobioticos (CYP1A1, GSTML1 e outros) (Manno et al., 2009).

I OBJETIVOS

2.1 GERAL

A interacdo entre suscetibilidade genética, a nutricdo, a exposicdo a
xenobioticos e arelagdo destes fatores na instabilidade gendémica, pode resultar
em protecdo ou ndo na saude de populagcdes expostas ocupacionalmente. Desse
modo é importante a realizacdo de estudos que determinam a importancia de
cada um destes fatores ou a combinagdo destes nos efeitos genotoxicos dos

compostos presentes na folha do fumo e a alta exposi¢édo a agrotoxicos.

2.2 ESPECIFICOS

1. Analisar os hébitos alimentares através de 3 recordatorios de 24
horas e indice de massa corporal (IMC).

2. Avaliar a quantidade ingerida de acido folico e vitaminas Bs e Bio € a
relacdo com a instabilidade gendmica.

3. Avaliar a relagdo entre o polimorfismo C776T com instabilidade
gendmica.

4. Investigar a relacdo entre o consumo de &cido fdélico, vitaminas Bg e

B1, com o polimorfismo MTHFR com a instabilidade gendmica.

2.3 DELINEAMENTOS DO ESTUDO

O estudo foi realizado numa amostra de trabalhadores do setor fumageiro
do Rio Grande do Sul. Os testes avaliados previamente foram: Ensaio cometa,

teste MN, Aberragcdes cromossOmicas e estabelecimento de banco de DNA.
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Estes testes foram realizados pelo grupo de pesquisa da Dra Katia Kvitko, mais
especificamente e fizeram parte da tese de doutoramento Dra. Fernanda Rabaioli
da Silva.

Este trabalho foi uma proposta retrospectiva de uma amostra ja coletada,
para analisar o polimorfismo aqui proposto, avaliagdo antropomeétrica,
questionario de dados e anamnese alimentar através de trés recordatorios de 24
horas aplicado com intervalos de quatro meses, em diferentes dias da semana e
relacionar com os dados obtidos anteriormente de instabilidade gendmica (Anexo

| e Anexo II).

Il CASUISTICA

3.1 Critérios de Inclusao
Foram incluidos individuos maiores de 18 anos, trabalhadores do setor

fumageiro e que assinaram TCLE.

3. 2 Critérios de Excluséo
Foram excluidos os individuos com idade inferior a 18 anos, que
utilizassem suplemento vitaminico, apresentassem insuficiéncia renal cronica e

psoriase.

IV ASPECTOS ETICOS

De acordo com Normas Regulamentares de Pesquisa em Seres Humanos,
Resolugdo 196/96 do Ministério da Saude, este estudo foi aprovado pelo Comité
de Etica em Pesquisa da Universidade Federal do Rio Grande do Sul, sob o
ndmero de 2007835.
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V PROCEDIMENTOS

Foram convidados a participar da entrevista, os individuos localizados a partir do
banco de dados do estudo do projeto dos fumicultores realizado pelo nosso
grupo. O estudo seguiu conforme os os procedimentos:

sLocalizagdo dos individuos da amostra por telefone marcando hora;

* Orientagdo quanto aos objetivos do estudo;

» Assinatura do termo de consentimento livre e esclarecido;

* Preenchimento do questionario com caracteristicas sociodemogréaficas(Anexo 1);
 Preenchimentos do recordatério de 24 horas (Anexo 2).

Os questionérios e avaliacdo antropométrica foram aplicados por entrevistadores
treinados (nutricionistas e estudantes de nutricdo) que se identificaram,
descreveram os objetivos, informaram aos entrevistados quanto a natureza das
perguntas e a duragdo da entrevista. O tempo médio de preenchimento foi de
aproximadamente 45 minutos - variagdo de 30 a 90 minutos — na primeira
entrevista dependendo da variabilidade da dieta habitual, faixa etaria e motivacao

do participante e 20 minutos na segunda e terceira entrevista.

VI COLETA DE DADOS

6.1 Questionarios de dados
Por meio da ficha de coleta de dados (Anexo 1) foram obtidas as seguintes

variaveis: identificacdo, data de nascimento, idade, género, grau de escolaridade,
tabagismo, presenca de restricdo alimentar, consumo de &lcool e uso de

medicamento.

6.2 AvaliacBes Antropométricas
A avaliagdo antropométrica foi realizada por meio de afericdo do peso e

altura com balanca eletrdnica da marca Plena® com capacidade minima de 1,25
quilogramas (kg) e maximo 150 quilogramas (kg), com sensibilidade 0,1 kg, em
local firme e plano, zerada antes de cada pesagem com 0s pacientes sem
calcados, usando roupas leves e sem portar objetos pesados. Os individuos
foram orientados a estar em posi¢do ortostética para afericdo das medidas em

estadiometro (Kamimura et al. 2002).
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O estado nutricional foi determinado pelo indice de Massa Corporal (IMC)
obtido pela divisdo do peso (quilogramas) pela estatura (metros) elevada ao
quadrado [IMC= P (kg) / E? (m)] e classificado segundo critérios da Organizagéo
mundial da Saude (WHO, 1995).

Tabela 6 - Valores de referéncia para determinagéo do IMC — adultos.

Estado Nutricional IMC (kg/m?)
Desnutricéo <18,49

Eutroéfico 18,50-24,99
Sobrepeso ( pré obesidade) 25,00-29,99
Obesidade grau ! 30,00-34,99
Obesidade grau |l 35,00-39,99
Obesidade grau llI >40,00

Para os individuos acima de 60 anos os valores de referéncia serdo os

propostos pela OPAS (2001), dividido entre ambos 0s sexos:

Tabela 7 - Valores de referéncia para determinagéo do IMC — idosos

Estado Nutricional IMC ( kg/m?)
Baixo peso <23
Eutrofico 23-28
Sobrepeso 28-30
Obesidade >30,00

6.3 Recordatoério de 24 Horas — Método de Referéncia

Para a aplicacdo do Recordatdrio de 24 horas foi perguntado sobre todos
os alimentos consumidos no dia anterior a entrevista, bem como a forma de
preparo e quantidades em medidas caseiras, para cada entrevistado.

Para padronizacdo e apoio na identificagdo das porgdes foram utilizados

utensilios de medidas caseiras (Colher de servir, escumadeira, concha, colher de
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sopa, colher de sobremesa, colher de cha, xicara de cha, “copo americano” e
“copo de requeijdo”, juntamente com algumas figuras do registro fotografico para
inquéritos dietéticos (Zaboto et al., 1996) ( anexo3) .

Para a determinagdo da quantidade de consumo de alimentos-fonte de
folato, vitamina B> e Bg foram utilizados 3 recordatérios de 24 horas com
intervalos de quatro meses, em diferentes dias da semana (anexo Il) e calculado
em programa nutricional especifico na qual foram levantados todos os alimentos e
suas respectivas quantidades ingeridas no dia anterior a entrevista, e 1 QFCA
semiquantitativo, ndo validado, no qual ndo pode ser utilizado para anélise do
estudo.

Os dados dos R24h foram convertidos em nutrientes por meio do programa
Food Processor SQL 10.9 (ESHA Research, Salem, Oregan), que tem como
principal base de dados a tabela norte-americana do United States Department of
Agriculture. Alimentos brasileiros que ndo constavam no programa tiveram seu
valor nutritivo inserido de acordo com informac¢fes nacionais. Dos varios
pardmetros nutricionais, 0 presente estudo focar-se-a apenas em
micronutrimentos folato, B;, e Bs. Todos os dados obtidos foram, posteriormente,
comparados com as Ingestdes dietéticas de referéncia (DRI) e com o0s limites
maximos de ingestao toleraveis para os micronutrientes conhecidos (UL).

Para minimizar possiveis inferéncias errbneas a respeito da ingestdo de
nutrientes em virtude da média de poucos dias como estimativa da ingestéo
habitual, levando-se em consideragédo a elevada variabilidade do consumo, foi
realizado o ajuste da distribuicdo do consumo pela variabilidade com utilizagéo do
software Multiple source method (MSM) (verséo 1.0.1, 2011); disponibilizado pelo
departamento de epidemiologia do instituto alemé&o de nutricho Humana Potsdam-
Rehbricke (DIfE). Este recurso produz uma estimativa empirica do consumo
habitual de cada nutriente e utiliza-se a metodologia proposta por NUSSER et al.
(1996). A interpretacdo dos resultados de adequagéo/ inadequagdo encontra-se

na tabela 8.
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Tabela 8 Valores para a razdo D/Dp e a probabilidade correspondente em

concluir corretamente que a ingestédo habitual esta adequada ou inadequada.

Critério Concluséo Probabilidade de concluir
D/Dp corretamente
> 2,00 Ingestdo habitual adequada 0,98
>1,65 Ingestdo habitual adequada 0,95
>1,50 Ingestdo habitual adequada 0,93
>1,00 Ingestdo habitual adequada 0,85
> 0,50 Ingestdo habitual adequada 0,70
> 0,00 Ingestao habitual adequada/inadequada | 0,50
<-0,50 Ingestdo habitual inadequada 0,70
<-1,00 Ingestéo habitual inadequada 0,85
<-150 Ingestéo habitual inadequada 0,93
<-1,65 Ingestdo habitual inadequada 0,95
<-2,00 Ingestéo habitual inadequada 0,98

Fonte: Adaptado de Snedecore e Cochran( 1980).

VIl ANALISE DOS DADOS

7.1 Analise de micronutrientes
A ingestdo de micronutrientes (acido félico, Bs e Bi2) foi avaliado conforme

critério proposto pelas DRIs, pelo célculo de adequacdo aparente do nutriente(

tabela 2 ) adotando-se a formula abaixo:

Z=D/Dpd = v—EAR

N Vnec + (Vint/n)

Onde:

Y= a ingestdo média dos micronutrientes obtidos através 3 recordatérios 24horas
EAR= mediana da necessidade do micronutriente de acordo com idade e sexo
Vyec= Variancia das necessidades , que corresponde a 10% da EAR= 0,1 XEAR
Vini=variancia intrapessoal conforme idade e sexo. Obtida através da DP

intrapessoal
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A probabilidade correspondente em concluir corretamente que a ingestao

habitual estava adequada ou inadequada foi interpretada (Isli Brasil, 2005).

7.2 Proporcéo de adequagao dos micronutrientes

Foi realizada a proporcdo de adequacdo conforme tabela 8 e individuos
com 50% de probabilidade de adequag¢do ou inadequagdo foram excluidos da

amostra.

Tabela 9 Proporcéo de adequagéo dos micronutrientes ( folato, B1, e Bg)

Micronutriente Individuos
Folato
70 4 98 % de probabilidade de adequacéo 43 (39,09%)
50% de probabilidade de adequacéo/ inadequagéo 1 (0,9%)
70 4 93 % de probabilidade de inadequacéo 66 (60%)
B
70 4 98 % de probabilidade de adequacéo 49 (44,5%)
50% de probabilidade de adequagéo/ inadequacédo 2 (1,2%)
70 4 93 % de probabilidade de inadequacéo 59 (53,64%)
Be
70 4 98 % de probabilidade de adequacéo 28 (25,45%)
50% de probabilidade de adequacéo/ inadequagéo 1 (0,9%)
70 4 93 % de probabilidade de inadequacéo 81 (73,63 %)

*Critério de adequag&o para micronutrientes proposto pelas Dietary reference Intakes (Marchioni, Slater e
Fisberg 2004).

Dos 113 entrevistados, 3 individuos foram excluidos por apresentar
adequacdo dos micronutrientes com 50% de probabilidade e desses, 2 deles

faziam uso de suplementos.
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Abstract

Genetic damage can occur spontaneously under normal metabolic circumstances
and can also be present in situations of dietary deficiency or inadequate intake of
nutrients and excessive exposure to environmental mutagens. The purpose of this
study was to evaluate the influence of the intake of micronutrients B;,, B and
folate and of polymorphism MTHFR C677T in the induction of DNA damage in
individuals exposed to pesticides. The study involved 69 men and 41 women who
were tobacco farmers in the region of Venancio Aires ( Rio Grande do Sul state,
Brasil). DNA damage was analyzed by the Comet Test and Micronucleus Test
(MN); dietary intake was evaluated based on the mean of three 24-hour Diet
Recall questionnaires. The nutrient intake data were computerized and estimated
in the Food Processor SQL 10.9 program. The DNA damage results showed a
significant increase in MN frequency in the lymphocytes of individuals who had an
inadequate intake of folate and Bi, (p = 0.030 and p = 0.014, respectively). No
significant association was found between DNA damage and polymorphism
MTHFR C677T. Correlations between DNA damage and polymorphism MTHFR
C677T and nutrient intake were not significant. In conclusion, our results indicated
that the adequate intake of folate and vitamin B1, can provide protection from the
mutagenic action of pesticides. A dietary adaptation of folate and B> can ensure
adequate repair, showing that diet is a protective factor in this population.
Keywords Folate, DNA damage, polymorphism MTHFR C677T, tobacco farmers,

occupational health, nutrition.
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Abbreviations: personal protective equipment (PPE) micronucleus (MN), Body
mass index (BMI), 24 h dietary recall(24hR), single-nucleotide polymorphism

(SNP) Estimated Average Requirement (EAR).

1. Introduction

Nutrigenomics and nutrigenetics are recent research areas that seek
to understand the effects of diet and food as genetic response modulators. The
effects of deficiency and the imbalance of certain nutrients, as well as the toxic
concentrations of some dietary compounds have been the subject of nutritional
research. To understand these effects, based on research regarding interventions
and the use of biomarkers, gene function and expression have been explored in
studies with different diets [1, 2, 3, 4].

The role of micronutrients in maintaining genomic stability has been
the subject of many studies. The genomic damage caused by moderate
micronutrient deficiency is studied on the same order of magnitude as the levels of
genomic damage caused by exposure to high doses of environmental toxins [5, 6,
7, 8].

Folate and other B-complex vitamins perform key functions in the
biological processes that are important to health. They maintain genome stability
by regulating DNA synthesis, repair and methylation. Dark green vegetables,
cereals, fruit, seeds and animal meat contribute to folate intake [9]. Besides
dietary intake, the levels of folate in the organism are influenced by dietary
supplementation, and by the variation of genes related to folate metabolism

enzymes [10, 11, 12, 13].
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Folate deficiency is associated with increased breaks in DNA,
chromosomal aberrations and micronuclei (MN) formation in human lymphocytes.
However, there are contradictions as to whether these markers are present due to
individual genetic susceptibility or to inadequate consumption of these
micronutrients and/or their cofactors [14, 15, 16].

The MN analysis in peripheral blood lymphocytes (PBL) is one of the
best methods to measure genomic instability in humans [17, 18, 19]. It is the most
valid and the one most commonly used in toxicological studies to investigate the
effects of age, gender, lifestyle factors, environmental exposure to toxins and
nutritional imbalance [20, 21, 22, 23]. In vivo studies in humans showed that the
frequency of MN in PBL is associated significantly with inadequate levels of
consumption or low plasma concentrations of folate, vitamin B;,, riboflavin, biotin,
beta-carotene, vitamin E, retinol and calcium [24, 25].

The methylenotetrahydrofolate reductase enzime, encoded by gene
MTHFR, converts 5,10-methylene-THF into 5-methyl-THF, generating the methyl
groups that will be used for DNA methylation and nucleotide synthesis. Individuals
who are homozygous for the T allele and heterozygous individuals present a
reduction of 70% and 35%, respectively, of the activity of enzyme MTHFR,
compared to homozygous CC genotype [26].

Individuals with genotypes involved in enzyme activity present a
significant increase in the levels of homcysteine and diminished levels of folate
compared to heterozygous and homozygous individuals. Hyperhomocysteinemia
has been identified as a major risk factor in several non-degenerative chronic

diseases [27, 28, 29, 30, 31].
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Kimura et al (2004) showed that there is a significant association
between polymorphism MTHFR C677T, folic acid and the riboflavin co-factor with
genomic instability [32]. This relation is demonstrated by: (a) reduction of nuclear
buds in TT individuals compared to CC for MTHFR C677T and (b) the observation
that high concentrations of riboflavin increase the frequency of nuclear buds under
conditions of low concentrations of folate (12 nm- folic acid), probably due to the
increased activity of MTHFR, deviation of folate on the pathway of dTTP synthesis
and increased incorporation of uracyl to the DNA, chromosome breaks and
subsequent amplification of the gene and formation of nuclear buds [33,34].

Exposure to pesticides and to other chemical compounds used in
agriculture is acknowledged as toxic to human health. The effects of short or long
term exposure can be mild or severe [35]. The quantity and frequency of
application of pesticides to protect plants against insects and diseases can cause
poisoning, skin diseases, irritations of the skin and eyes, as well as nervous and
respiratory system problems and kidney damage [36, 37]. Some studies have
shown the genotoxic effects of the pesticides using the Comet Assay and the MN
test on exposed populations [38, 39, 40].

Tobacco farmers are routinely exposed to a complex mixture of
organic and inorganic pesticides, and also to the compounds present in the
tobacco leaf. The penetration of these mixtures, including dust and liquids
containing toxic and carcinogenic substances, occurs via various pathways of
exposure, such as inhalation and dermal absorption [41, 42].

Therefore it is important to evaluate the levels of environmental

exposure considering the effects of inadequate intake of micronutrients in the diet
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in populations that are occupationally exposed. The purpose of our study was to
evaluate the influence of an adequate intake of micronutrients folate, vitamin Be
and B, and the participation of polymorphism MTHFR C677T in association with
the incidence of DNA damages in a population exposed occupationally to
pesticides.

2. Materials and methods

2.1. Subjects

We evaluated 110 individuals of both genders, living in the city of
Venancio Aires, center-south region of the state of Rio Grande do Sul, Brazil. The
individuals participated voluntarily and they could drop out of the study at any time.
The study was approved by the Ethics Committee of the Federal University of Rio
Grande do Sul (UFRGS), and a letter of consent was obtained from all

participants.

2.2 Anthropometric Measurement and Questionnaires and

Assessment of Vitamin Intake

The following variables were obtained using the data collection form:
identification, age, gender, smoking, dietary restrictions, alcohol consumption and
use of medications. In addition, dietary consumption was obtained using
questionnaires. The nutritional status was determined by Body Mass Index (BMI)
obtained by dividing weight (kilograms) by height (meters), squared [BMI= P (kg) /
E? (m)] and classified according to the criteria of the World Health Organization for
adults and the elderly [43]. Three 24 h dietary recall (R24h) were used at four-

month intervals, on different days of the week to determine consumption of food-
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sources of folate, vitamin B1, and Bs. The R24h data were converted into nutrients
using the Food Processor SQL 10.9 (ESHA Research, Salem, Oregan) program,
whose main data base is the North American table of the United States
Department of Agriculture. The nutritional value of Brazilian foods that were not in
the program was included according to Brazilian information. Of the several
nutritional parameters, the present study focused only on micronutrients folate, B;»
and Bg , and the mean of the 3 recalls calculated was considered the daily intake of
each individual. To standardize and support the identification of the portions,
domestic measuring utensils were used (serving spoon, skimmer,ladle, soup
spoon, dessert spoon, tea spoon, cup of coffee, “American glass”), together with
some figures from the photographic record for dietary enquiries. Adequate folate
consumption according to Estimated Average Requirement (EAR) was the values

of = 320 (ug /day) and B, of 2.0 (ug /day) for adults >19 years [44].

2.3 Sample collection
The blood samples were drawn by venipuncture using vacutainers
with ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA). Polymorphism C677T MTHFR was

detected using the PCR-RFLP method described by Frosst et al [45].

2.4 MN test: cytokinesis-blocked human lymphocyte micronucleus
MN frequency was analyzed using the cytokinesis-block method with
Giemsa staining. MN was scored among 1000 binucleated lymphocyte cells

according to the published criteria [46].
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2.5 Buccal micronucleus cytome assay (BMNCyt assay)
For each individual, the frequency of cell types in the assay is
represented by a total number of 2,000 cells as suggested by Thomas et al. (2009)

[47].

2.6 Comet assay

Comet assay was performed as described by Singh et al [48] with the
modifications suggested by Tice et al [49]. Images of 100 randomly selected cells
(50 cells from each of two replicate slides) were analyzed for the same person

using bright-field optical microscopy.

2.7 Statistical methods

The mean significance of MN frequency, adequation of folate intake,
Bs and Bi> and polymorphism MTHFR was estimated using the Kruskal-Wallis
test. The Exact Fisher's Test was used to calculate the Hardy-Weinberg
equilibrium, using the INSTAT software program. All statistical analyses were
calculated using program SPSS 15.0 and the level of significance considered were

the P values below 0.05.

3. Results

Analyses included 110 individuals (69 men and 41 women) with a
mean age of 42.3 £ 13.32 years (xstandard deviation). The reported time of
exposure was 30.34%+15.35 years (xstandard deviation). The demographic

characteristics of this population are shown in table 1.
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The relations between DNA damage and adequate dietary intake of
micronutrients folate, Bg and B;, are shown in table 2. The results of the analyses
showed increased frequency of MN in lymphocytes and inadequate consumption
of folate and B1,, (P = 0.030 and P = 0.014 respectively). The DNA damage (MN
frequency, Comet assay) did not show significant results related to age, gender
(Figurel) smoking habit, years of exposure and BMI (data not shown). No
significant associations were found between DNA damage (according to the tests
used) and polymorphism MTHFR C677T (table 3).

The correlation between DNA damage and polymorphism of
MTHFR genes with adequate intake of folate de folate, Bs and B12 did not show
significant results (data not shown).

The genotypic distribution of polymorphism MTHFR C677T among
the tobacco farmers was 36.4%(CC), 45.5%(CT) and 18.2%(TT). The allelic
frequency was T=0.41. Genotypic distribution was consistent with the Hardy-

Weinberg equilibrium (Ppwe = 0.53).

4. Discussion
The relation between nutrition, xenobiotics and genetics is complex
and may affect similar biological paths. Interindividual differences in the ability to
activate and detoxify substances and repair damage to DNA may explain the
individual susceptibility to DNA damage after exposure to xenobiotics [50, 51].
Therefore the evaluation of human exposure, associated with the analyses of
effects on biomarkers of exposure, effect and susceptibility in exposed individuals

allows preventing or diminishing the interaction of chemical substances with the
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human organism. Nutrition is a factor that can modulate the toxicity of pollutants,
but these can cause modifications in the metabolic activity of the nutritional factors
[52, 53, 54].

In previous studies with this same sample/population, results
showed that these farmers were exposed to mixture of substances with genotoxic
and cytotoxic potential. Our group of research demonstrated nuclear anomalies in
cells of these tobacco farmers exposed to a mixture of substances both during
pesticide application and leaf harvest, probably due to the nicotine exposure [46].
Thus, previous results considering this sample showed that the period of
occupational risk is continuous over the season for these farmers [46,55].

In this present study we try to explore the relation between
genetics and nutrition, in order to contribute to the identification of factors
important for the occupational health of these exposed workers. In our findings we
observed a difference between the consumption of micronutrients folate, Bs and
B1> and their adequation to current dietary recommendations in population studies
for age and gender [56]. The adequacy of consuming portions of various food
groups as related to recommendations for age and gender observed in this study
appears to reflect the eating pattern of this population group, ie. in the rural area of
Venancio Aires- RS.

Data from the study of the Third National Health and Nutrition
Examination Survey -NHANES Il — indicated that 50% of the American
populations have a folate intake lower than the daily recommended intake [57]. In
women in our survey, the mean found was 352.8ug/day, less than described by

Ferreira et al 2005 (404.7 yg/day) when they evaluated the consumption of folate
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in women of reproductive age in the city of Porto Alegre — southern Brazil. The
scarcity of data and the variations in the methodology and cutoff points found in
the literature make it difficult to compare data referring to the frequency of women
whose folate intake approaches or moves away from the values proposed by the
Dietary Reference Intakes (DRIs) [55, 58].

Beetstra et al (2005) showed that folic acid deficiency increases
chromosomal instability [13]. Vitamin By, is a major co-factor in folate metabolism,
and all clinical manifestations resulting from the inadequate intake of this vitamin
may give rise to changes in DNA. Folic acid is an essential component to prevent
chromosome breaks and hypomethylation of DNA, therefore the chromosome
repair mechanism may also be compromised when the vitamin B1, concentration is
low [59]. Tuimala et al, (2004) demonstrated that the repair of DNA and genes of
the folate metabolism like MTHFR, influence MN formation [60].

Studies on intervention in humans showed that the
hypomethylation of DNA, chromosome breaks, the incorporation of uracyl and
formation of micronuclei are minimized when the folate concentration in the red
cells are greater than 700 nmol/L and the formation of micronuclei is minimized
when the plasma concentration of vitamin Bi, is greater than 300 pmol/L and lower
than 7.5 ymol/L. These concentrations are measured at intake levels equal to or
higher than DRIs , where folate has a greater intake than 320 pg/day and vitamin
B12 greater than 2 pg/day, depending on an individual's capacity to absorb and
metabolize these vitamins and their genetic and epigenetic differences [61]. In our
study, individuals with a folic acid and vitamin B;, deficiency presented a

significant increase in the formation of lymphocyte micronuclei, compared to
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individuals with an adequate folate intake, indicating that adequate levels of folate
and Bj; protect from the mutagenic action of pesticides. A diet with both adequate
folate and Vitamin B;, could help to perform an adequate repair. In vivo studies
demonstrated that vitamin B, deficiency and high levels of homocysteine are
strongly correlated with the increased formation of micronuclei [62].

Some results show the importance of adjusting the diet for protection
against DNA damage in populations exposed to pesticides. In vitro studies
suggest that folate deficiency increases the DNA damage levels, and thus
increases the genotoxicity of chemical agents. Others point out that some
polymorphisms in the genes that encode metabolizing enzymes of xenobiotics,
DNA repair, or folate metabolism are associated with a higher risk of cancer,
depending on exposure to carcinogens, type of tumor and ethnicity [63, 64].

Some studies discuss the metabolic importance of gene MTHFR
C677T and its impact on the required folate intake, showing that the need for this
micronutrient may vary in mutant homozygous individuals (TT) compared to
heterozygous (CT) and wild homozygous (CC) [14, 65, 66, 67, 68].

The genotypic distribution of gene MTHFR and the allelic frequency
of the sample of tobacco farmers, compared to the other Brazilian populations, is
similar to the frequencies in the populations of Rio Grande do Sul and S&o Paulo.
Comparing these populations to the others, they are seen to be more closely
identified with European populations, probably because these states were settled
mainly by Europeans [69].

In our study we did not observe an association between

polymorphism MTHFR and the results obtained by the Comet assay and the MN
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tests in binucleate lymphocytes, corroborating Crott et al, 2001 and Smolkova et
al, 2004 who showed that MTHFR 677C>T does not influence the MN frequency
[22,70].

As to time of exposure, we did not find a correlation with any
parameter such as age, gender or polymorphism evaluated in our work. Our result
was similar to that observed by Paiva et al (2011) where the levels of DNA
damage, stratified by times of exposure, were not different among individuals in
the rural communities [71,72].

Age and gender are the other confounding factors, which may
possibly modulate the level of DNA damage. Fenech and Bonassi (2011) say that
the damage to DNA increases because of age, probably to due to the combination
of several factors: inadequate nutrition, occupational or environmental exposure to
genotoxins, as well as a wide variety of unhealthy lifestyle factors [73]. Some
studies found a significant correlation between age and the amount of DNA
damage [24]. In our sample there was no significant difference in these
parameters.

We did not find significant differences between men and women as
regard establishing adequate mean consumption and DNA damage. However,
when we compare the mean consumption of folate by women with the mean
consumption by men, our results indicate that women consume more folate than
men. When we compare the frequency of micronuclei in men and women, higher
values are noted in men [46], differently from previous studies [73, 74, 75]. This
issue was discussed in a previous study, where it is related to the division of labor

itself, in which men apply pesticides [46].
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Alcoholism is associated with significantly reduced levels of folate,
vitamin B> and vitamin Bg in human beings and the promotion of DNA
lymphocyte hypomethylation; in our study, 40% of individuals drink alcoholic
beverages, and about 84% of these consumed moderately or little, which is a level
lower than 3.0g/kg/d of alcohol, suggesting that there was no interference from this
association [59].

Folate and vitamin B, are important micronutrients to prevent DNA
damage, but the genetic polymorphisms of genes involved in their uptake,
transport and metabolism are also important. MTHFR C677T is one of the
polymorphisms involved, but other polymorphisms such as MTHFR A1298T
MTRA2756G, MTR (RS-1805087), MTRR (RS-1801394), and SHMT (RS-
1979277), have also already been described as influential in the metabolic
individual response to the use of folate and vitamin B, [76].

The fact that the enquiries were completed by nutritionists also
favored greater clarity in the records due to the detailed information collected on
food consumed, such as how the food is prepared and the ingredients used.
Supporting material, such as photographs and home measuring utensils, also
proved useful, giving the participants the same measure of consumption as
reference for the different moments of application, which helped standardize the
data. Considering the results of this study, an association was identified between
inadequate consumption of folate and genomic instability in human lymphocytes,

showing diet to be a protective factor in an exposed population.
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Table 1. Characteristics of the studied population with respect to BMI, PPE

utilization, smoking, alcohol and medicine intake

Parameters N° of subjects (%)
BMI
Underweight = <18.5 01 (0.9)
Normal weight = 18.5-24.9 42 (38.2)
Overweight = 25-29.9 51 (46.4)
Obesity (Class 1) = 30 —34.99 15 (13.6)
Obesity (Class 2 )= 35 - 39.99 01 (0.9)
PPE
Do Not . 30 (27.3)
Yes 36 (32.7)
Some 27 (24.5)
Medication
No medication 87 (79.1)
Antihypertensive drugs 04 (3.6)
Antibiotics 01 (0.9)
Tranquilizing drugs 06 (5.5)
Muscle relaxant drugs 05 (4.5)
Other 04 (3.6)
Smoking
Never smoked 69 (62.7)
Have stopped smoked 38 (34.5)
Current smoking 08 (7.27)
Ingestion of alcohol
Yes 44 (40)
Not 63 (57.3)
Frequency alcohol
Little < 1.0 g/kg/d 09 (20.4)
Moderately >1.0 g/kg/d < 3.0 g/kg/d 28 (63.6)

Heavy > 3.0 g/kg/d 07 (15.9)




Table 2. Distribution of adequacy / inadequacy of folate, Bi» and Bg according to DNA Damage.

Folate Consumption B> Consumption Bs Consumption
DNA Damage intake Inadequate / adequate p intake Inadequate / adequate p intake Inadequate / adequate p
meanztstandard deviation (n) meanztstandard deviation (n) meanzstandard deviation(n)
Damage frequency 13.08+10.65 (38)/11.05 + 7.91(64)  0.572  12.09+ 9.70 (46) / 11.57 + 8.52(56) 0.968 11.95+8.10 (25)/ 11.36 + 9.36 (77) 0.944
Damage index 19.50+17.56 (38) / 16.34 + 12.09(64) 0.561  17.57+5.67 (56)/17.48 + 13.35(56)  0.788 17.76+11.85 (25) / 17.44 +15.17 (77) 0.559
MN lynphocytes 11.25+4,85 (36)/ 9.05+4.04(57) *0.029 10.96+ 4.60 (46) / 8.87 + 4.15(47) *0.014 9.56+ 4.24 (25)/ 10.03 + 4.59 (68)  0.741
MN mucosa 7.97+5.63(34)/ 7.66+4.42(58) 0.709  7.95+5.41 (41)/ 7.63 +4.46(51) 0.768 9.13+5.21 (24)/ 7.29+4.70(68)  0.096

n= number of individuals, independent ;non-parametric Wilcoxon Test for related samples; * = statistically significant



Table 3. Distribution of polymorphism MTHFR C677T the according to DNA Damage.

MTHFR Damage frequency (n) p Damage index (n) p MN lynphocytes (n) p MN mucosa (n) p
CcC 12.37+ 8.48 (40) 18.25+13.50 (40) 10.58+5.37 (38) 8.3815.18 (32)

CT 11.66+9.16 (44) 0,531 17.77+15.55 (44) 0,557 9.35+3.56 (40) 0,660 6.91+4.30 (43) 0.366
TT 10.89+10.26 (18) 15.28+13.83 (18) 9.67+4.27 (15) 8.8245,56 (17)

non-parametric Wilcoxon Test for related samples.
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Figure 1: a) Correlation of the Folate intake Mean with age (years);

b) correlation of MN frequency with age (Spearman’test).

c) Correlation of the comet assay with age (Spearman’test).

d) Correlation of the B1, and Bg intake Mean with age (years).
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1.1 DISCUSSAO

A dieta representa um fator ambiental importante na saide humana e por
iSSo, as pesquisas em nutricdo contemporanea centram no entendimento dos
componentes alimentares e a sua interagdo com o0 genoma. Para isso, sao
considerados, atualmente os estudos com Polimorfismos de nucleotideo Unico
(SNPs). (Zhao et al., 2004 ; Kussmann e Daniel, 2008 ; Kussmann e Fay, 2008).

No contexto clinico e preventivo, as bases geneéticas associadas com
alteracbes metabdlicas podem modificar o risco para doengas cronicas se
coincidirem com deficiéncia de micronutrientes. Além disso, um mecanismo
sinérgico ou antagdnico pode existir entre as deficiéncias de nutrientes essenciais
e exposicdo a agentes téxicos ambientais (Hennig et al., 2004; Hennig et al.,
2007).

A relacdo entre a nutricdo, xenobioticos e genética é complexa, e pode
afetar semelhantes caminhos bioldgicos, além disso, as diferencas interindividuais
na habilidade de ativar e detoxificar substancias e de reparar dano ao DNA
podem explicar a suscetibilidade diferencial a exposicao de pesticidas (Bolognesi
et al.,, 2011). Por isso a avaliagdo da exposi¢cdo humana, associada aos
conhecimentos relativos aos efeitos em biomarcadores de exposi¢cao, de efeito e
de suscetibilidade em individuos expostos, permite prevenir ou amenizar a
interacdo das substancias quimicas com o organismo humano, visto que a
nutricdo pode modular a toxidade de poluentes e os mesmos podem causar
modificacdes na atividade metabdlica dos fatores nutricionais (Hennig et al.,
2004). Os individuos analisados no estudo eram fumicultores, todos expostos a
pesticidas e, em trabalho anterior, (Da Silva et al., in prep) a exposicao a estes
agentes mostrou efeitos genotéxicos com aumento de MN e danos do DNA pelo
ensaio cometa. No presente estudo tentou-se explorar a relacdo entre genética e
nutricdo, a fim de contribuir na identificacdo da importancia destes fatores na
saude ocupacional de trabalhadores expostos.

Em nossos achados observamos diferenca entre o consumo de
micronutrientes folato, Bs € B, € a adequacéo deste as recomendagdes dietéticas

vigentes para a idade e sexo (de acordo com o que Food and Nutrition
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Board/Institute of Medicine (IOM) preconizado para DRIs). A adequagdo do
consumo das porgbes de diversos grupos alimentares em relagdo as
recomendacgdes para a idade e género observado no presente trabalho parece
refletir o padréo alimentar deste grupo populacional, ou seja, da regiao rural de
Venancio Aires-RS.

Os dados do estudo do Third National Health and Nutrition Examination
Survey -NHANES III - indicaram que 50% da populagdo americana tém ingestao
de folato bem abaixo da ingestéo diaria recomendada (Selhub et al, 1999). Nas
mulheres de nossa pesquisa, a média encontrada foi 352,8ug/dia, inferior ao
descrito por Ferreira et al. (404,7 pg/dia) ao avaliar o consumo de folato em
mulheres em idade reprodutiva da cidade de Porto Alegre — sul do Brasil. Dietrich
et al. (2005), utilizando dados do NHANES, conduzidos durante 1988-1994 e
1999-2000, mencionaram que o consumo de folato na populagcdo americana, pds-
fortificagao, era de 294+12,6 ug/dia e 302 + 15,8 pg/dia em mulheres de 20-39
anos e 40-59 anos, respectivamente. A escassez de dados e as variagbes na
metodologia e pontos de cortes encontrados na literatura dificultaram a
comparacao de dados referentes a frequéncia de mulheres cuja ingestdo de folato
se aproxima ou afasta-se dos valores propostos pelas DRIs.

Beetstra et al (2005) mostraram que a deficiéncia de &cido félico aumenta a
instabilidade cromossémica. A vitamina Bi, € um co-fator importante no
metabolismo do folato e as manifestacdes clinicas decorrentes da deficiéncia
desta vitamina podem dar origem a alteragbes no DNA. O é&cido félico é um
componente fundamental na prevengdo de rupturas cromossomicas e
hipometilagdo do DNA, portanto o mecanismo de reparo cromossdmico também
pode estar comprometido quando a concentracdo de vitamina Bi, € baixa
(Swanson et al., 2001). Tuimala et al (2004) demonstrraram que o0 reparo de
DNA e genes do metabolismo do folato (MTHFR) influenciam na formacéo de
Micronucleos (MN). Estudos de intervencdo em humanos mostram que
hipometilagdo de DNA, as quebras cromossOmicas, a incorporagdo de uracil e
formacdo de microndcleos sdo minimizadas quando a concentracao de folato das
células vermelhas é maior do que 700 nmol / L e a formagdo de microndcleos é

minimizado quando a concentracdo plasmética de vitamina Bi» € maior de 300
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pmol / L e menor que 7,5 ymol / L. Estas concentracdes sdo medidas em niveis
de ingestéo iguais ou superiores a DRIs onde folato representa ingestdo maior
que 320 pg / dia e vitamina Bi> maior que 2 ug / dia, dependendo da capacidade
de um individuo em absorver e metabolizar estas vitaminas e as suas diferengas
genéticas e epigenéticas (Fenech, 2011). Em nosso estudo, individuios com
deficiéncia de acido félico e vitamina B, apresentaram significativo aumento na
formacdo de micronucleos de linfocitos em relagdo aos individuos com ingesta
adequada de folato, indicando que niveis adequados de folato e de Bi, protegem
da acdo mutagénica dos pesticidas.

A dieta adequada, tanto em folato quanto em vitamina B;, poderia estar
auxiliando em um reparo adequado. Entretanto, uma vez que esta populagéo tem
exposi¢do continua, ndo € suficiente para ndo ter danos comparado com uma
amostra sem exosi¢cdo (Da Silva et al., in prep), mas é possivel um nivel de
protecéo observado pela dieta.

Estudos in vivo demonstraram que a deficiéncia de vitamina B;, e elevados
niveis de homocisteina tém forte correlacdo com o aumento da formacdo de
micronucleos (Fenech, 2001). Estudos in vitro sugerem que a deficiéncia de folato
aumenta os niveis de danos no DNA e pode aumentar a genotoxicidade de
agentes quimicos, outros apontam que alguns polimorfismos nos genes que
codificam enzimas metabolizantes de xenobibticos, reparacdo do DNA ou o
metabolismo de folato sdo associados com maior risco de cancer, dependendo da
exposicdo agentes cancerigenos, tipo de tumor e etnia (Mcllwain et al., 2006;
Agundez, 2008).

Algum estudo de coorte tem indicado que um nivel elevado de danos
cromossomais de linfocitos estid associada com maior risco de cancer
independentemente da exposicdo ocupacional a cancerigenos ouser tabagista.
Além da exposicdo detectada, o nivel elevado de danos cromossomais de
linfocitos pode sugerir um papel para fatores de susceptibilidade individual(Norppa
et al, 2006 ; Musak L et al., 2008).

Varios estudos discutem a importancia metabodlica do gene MTHFR C677T
e seu impacto sobre a exigéncia de ingestdo de folato, mostrando que a

necessidade deste micronutriente pode variar em individuos homozigotos
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mutantes (TT) em relagédo aos heterozigotos (CT) ou aos homozigotos selvagens
(CC). (Bailey e Gregory, 1999; Lewis, Ebrahim e Davey 2005; Clarke et al., 2010;
Peden et al.,, 2011; Holmes et al., 2011 ). Em nosso trabalho ndo observamos
associagdo entre o polimorfismo MTHFR e os resultados obtidos pelo ensaio
Cometa e pelo teste de MN em linfocitos binucleados corroborando com Crott et
al, 2001 e Smolkova et al, 2004 que mostraram que MTHFR 677C>T nao
influencia a frequéncia de MN (Crott et al., 2001; Smolkova et al, 2004).

A distribuicdo genotipica do gene MTHFR e a frequéncia alélica, quando
comparadas as outras populagBes brasileiras, as freqiéncias genotipicas e
alélicas do SNP MTHFRC677T da amostra de fumilcultores assemelham-se as
frequéncias das popula¢des do Rio Grande do Sul e de Séo Paulo. Comparando
essas populacdes as demais, vé-se que tém maior identidade com as populagdes
européias, provavelmente devido a coloniza¢éo desses estados, que ocorreu com
prevaléncia de europeus (Brandalize et al., 2009).

Em relagdo ao tempo de exposi¢cdo, ndo encontramos correlagdo com
nenhum parametro como idade, género ou polimorfismo avaliado em nossos
trabalhos. Nosso resultado foi similar ao observado por Paiva et al. (2011) onde
os niveis de dano ao DNA, estratificado por tempo de exposi¢do, nédo foi diferente
entre os individuos das comunidades rurais.

Idade e género sdo os outros fatores de confusdo, o que possivelmente
modulam o nivel de danos no DNA. Fenech e Bonassi (2011) afirmam que o dano
ao DNA aumenta em decorréncia da idade, provavelmente devido & combinacao
de varios fatores: a nutricdo inadequada, a exposi¢cdo ocupacional ou ambiental a
genotoxinas, bem como a uma ampla variedade de fatores de estilo de vida ndo
saudaveis. Estudos encontraram uma correlag@o significativa entre a idade e o
nivel de danos no DNA (Fenech e Morley 1986; Migliore et al., 1991) . Em nossa
amostra ndo houve diferenga significativa nesses parametros ( Figura 1).

N&o encontramos diferengas significativas entre homens e mulheres em
relagdo adequacdo de consumo, média de consumo e dano DNA (dados nédo
mostrados). No entanto, quando observamos a média de consumo de folato entre
as mulheres com a média de consumo dos homens, nossos resultados indicam

que o género feminino apresenta um maior consumo de folato quando comparado
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com o consumo dos homens. Quando comparamos a frequéncia de micronucleos
em homens e mulheres notam-se valores mais elevados em homens (Da Silva et
al., in prep) . Diferenciando de achados de estudos anteriores (Rozgaj et al., 2001
; Milic et al., 2008 ; Fenech e Bonassi, 2011). Esta questédo foi abordada em
trabalho anterior, onde esté relacionado com a prépria divisdo do trabalho onde os
homens seriam os responsaveis pela aplicacdo do pesticida (Da Silva et al., in
prep) . O alcoolismo esti associado com niveis significativamente reduzidos de
folato, vitamina B;, e vitamina Bs nos seres humanos e promocdo de
hipometilagdo do DNA de linfécitos; em nosso estudo 40% dos individuos ingerem
bebida alcodlica e destes, cerca de 84% apresentaram consumo moderado ou
pouco na ingestdo, o que representa um nivel menor que 3,0 g/kg/d de alcool,
ndo sugerindo interferéncia dessa associacdo (Fenech, 2011). O folato e a
vitamina B, S&o micronutrientes importantes para a prevengao de danos ao DNA,
mas, os polimorfismos genéticos de genes envolvidos na sua captagéo, transporte
e metabolismo também tem importancia. O MTHFR C677T é um dos
polimorfismos envolvidos, no entanto, outros polimorfismos como MTHFR A1298T
MTRA2756G, MTR (RS-1805087), MTRR (RS-1801394), and SHMT (RS-
1979277), também ja foram descritos como influentes na resposta individual da
resposta metabdlica da utilizagdo de folato e vitamina B, (Piskac-Collier et al.,
2011).

O preenchimento dos inquéritos por nutricionistas também favoreceu maior
clareza nos registros devido ao detalhamento nas informagdes colhidas sobre o
consumo alimentar, como modo de preparo dos alimentos e utlizagdo de
ingredientes em receitas. O uso de material de apoio, como fotografias e
utensilios de medidas caseiras, também se mostrou util, fazendo com o que os
participantes pudessem ter como referéncia a mesma medida de consumo para
os diferentes momentos da aplicagéo, o que contribuiu para a padronizagdo dos
dados. Devido a instabilidade no consumo alimentar que o R24h apresenta, o
ajuste pela variabilidade intrapessoal foi adotado com intuito de atenuar o erro
pela correcdo da distribuicdo do consumo. Considerando estas limitagGes, os

resultados deste estudo identificou associagdo entre consumo inadequado de
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folato e instabilidade gendmica em linfécitos humanos. Mostrando a dieta como

fator de protecdo em populagdo exposta.

CAPITULO IV
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V ANEXOS

5.1 Anexo 1 Questionario dados gerais

Dados Gerais ID.
Data de Nascimento: Sexo:
Anos de estudo: Horérios de atividade trabalho :

Fumo: ( )sim ( )néo se sim, qual o numero de cigarros dia:

Ex fumante ( )sim ( )ndo fumante ocasional ( ) sim ( )néo

Uso medicamento: Qual?

() vitaminas e suplementos; ( )pilulas para pressdo; ( ) antibidticos; ( ) insulina;

tranquilizantes; () relaxantes musculares; () outros:

Est4 fazendo algum tratamento? ( ) sim ( ) ndo — Qual?

Consome bebidas alcodlicas? ( ) sim ( ) ndo — Qual? Frequéncia:

Restricdo alimentar ( ) sim ( ) ndo — Qual?

Dados Antropométricos:  Peso: Altura: IMC :

Dados qualidade Vida: Préatica de atividade fisica ( )sim ( )néo Qual?

() lvezsemana ()2-3vezessemanas () 4-5semanas ()+5semanas
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5.2 Anexo 2 Recordatério de 24 horas

ID=

() segunda () terca() quarta () quinta () sexta () sabado () domingo

Café da manha:

Horério Local Tipo de alimentagdo Quantidade
Colacéo:
\ Horario Local Tipo de alimentagdo Quantidade
Almogo:
\ Horario Local Tipo de alimentagdo Quantidade
Lanche:

Horario Local Tipo de alimentagéo Quantidade
Janta:

Horario Local Tipo de alimentagéo Quantidade

Ceia:

Horario Local Tipo de alimentagéo Quantidade
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5.3 Anexo 3 Material de apoio
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