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A definicdo dos pesticidas, portanto, deve constituir
preocupacao de todos nds. Uma vez que vamos viver tdo
intimamente ligados a tais substancias quimicas — comendo-as
e bebendo-as

- deixando que elas entrem na propria medula dos nossos
0SS0S

- sera melhor que saibamos alguma coisa a respeito de sua
natureza e da sua poténcia.

Rachel Carson
Primavera Silenciosa, 1962
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RESUMO

As alteragBes cromossémicas sdo doencas genéticas representativas na populacgéo,
responsaveis por abortamentos espontaneos, problemas relacionados a infertilidade
e grande numero de anomalias congénitas, que causam impacto psicossocial e
econdmico nas familias e no sistema de salde. Estédo presentes em cerca de 1% dos
nativivos, 2% das concepc¢des conhecidas em mulheres com idade acima de 35 anos
e quase a totalidade dos abortos ocorridos no primeiro trimestre de gestacédo. Estas
anomalias envolvem alteragdes no conjunto ou estrutura dos cromossomos e Sao
denominadas como sindromes, dentre elas a de Down, ou trissomia do 21, é a mais
conhecida, correspondendo a quarta causa mais frequente de anomalias congénitas.
As alteracdes cromossdmicas podem ser herdadas ou originadas de novo, tendo
influéncia bioldgica ou associadas a fatores ambientais, como a exposi¢do a agentes
fisicos e quimicos, como os residuos industriais e agrotéxicos. O diagnostico é feito
através da analise do cari6tipo, e 0 seu conhecimento € a base para o tratamento
clinico subsequente, progndéstico e dados sobre o risco de recorréncia para o
aconselhamento genético. Assim, o objetivo desta pesquisa foi analisar através de
estudo retrospectivo as cromossomopatias humanas oriundas de regides brasileiras
no periodo de dez anos (2005 a 2015), e correlaciona-las com o uso e ocupacéo de
solo através do programa MaxEnt (maxima entropia), um modelo preditivo para
avaliacdo de associagcao de ocorréncia de casos em funcédo do uso e ocupacgao do
solo. Para tanto, foi realizado um estudo documental, no banco de dados dos
resultados de caribtipos, de amostras enviadas para o estudo citogenético de um
laboratdrio clinico de abrangéncia nacional. Dos 43.672 resultados de cariétipo, 83%
(n=36.435) foi normal, sendo 52% (n=18.946) do sexo feminino e 48% (n=17.489)
masculino. Cari6tipos com alteragdes cromossémicas foram encontradas em 17%
(n=7.237), onde 52% (n=3763) do sexo feminino e 48% (n=3474) do sexo masculino,
sendo as aneuploidias as mais frequentes (77%; n=5.558). As altera¢des estruturais
somaram 16% (n=1.163) e alteracbes numéricas e estruturais concomitantes, 7%
(n=516). Das alteragbes, 79.2% envolvia cromossomos autossomicos, 20,3%
cromossomos sexuais e 0,48% envolvia ambos autossémicos e sexuais. Dentre 0s
casos alterados, 9% (n=663) foi detectado em mosaico. Caracterizando as
cromossomopatias por regides do Brasil, a maior proporcdo de alteracdes por
habitantes foi na regido Sul, com 6/100.000, seguida pelas regibes Centro-Oeste e
Norte, com 4/100.000. As regides Nordeste e Sudeste apresentaram as menores
proporcdes, 3/100.000 e 2/100.000, respectivamente. Ao caracterizar as frequéncias
por regides do Brasil, foi possivel observar que em numero absoluto, as maiores
ocorreram nas regides Norte e Nordeste. As alteracdes autossOmicas estruturais na
regido Sudeste, e numéricas e estruturais concomitantes na regido Norte. Alteracdes
em mosaicos foram mais frequentes nas regides Sul, Nordeste e Centro-Oeste e as
de linhagem anica foram mais significativamente na regido Sudeste. Em relacdo ao



uso e ocupacéo de solo, as areas urbanizadas apresentaram uma maior probabilidade
de ocorréncia de cromossomopatias (50 a 90%), e seguida por areas de lavouras
permanentes (40 a 50%). Esta pesquisa demonstra as prevaléncias das alteracdes
cromossOmicas e suas distribuicdes geograficas no Brasil sendo de grande valia, pois
estudos deste género sdo escassos no Pais e, poderdo servir de ferramenta para
identificar o risco de incidéncia e recorréncia de doencas cromossOmicas,
possibilitando o aconselhamento genético e informacdes para a elaboracdo de
politicas publicas que melhorem a qualidade de vida dos pacientes.

Palavras-chave: Genética Médica. Alteragcbes cromossOmicas. Maxima entropia.
Ocupacao e uso do solo. Agrotoxicos



ABSTRACT

A LAND USE AS AN EFFECT FACTOR ON THE OCCURRENCE OF
CHROMOSOMAL DISEASES IN BRAZIL

Chromosomal alterations are genetic diseases that are very representative in the
population, responsible for spontaneous abortions, problems related to infertility, and
a large number of congenital anomalies that cause psychosocial and economic impact
in families and also in the health system. They are present in about 1% of the liveborn,
2% of the conceptions known in women over the age of 35 years and almost all the
abortions occurred in the first trimester of gestation. These anomalies involve changes
in the set or structure of the chromosomes and are referred to as syndromes, such as
Down syndrome or trisomy 21 is the best known, corresponding to the fourth most
frequent cause of congenital anomalies. Chromosomal changes may be inherited or
de novo originated, having biological influence or associated with environmental
factors such as exposure to physical and chemical agents such as industrial wastes
and agrochemicals. Diagnosis is made through karyotype analysis, and their
knowledge is the basis for subsequent clinical treatment, prognosis, and risk-of-
recurrence data for genetic counseling. Thus, the objective of this research was to
analyze, through a retrospective study, human chromosomal disorders from regions of
Brazil in the period of ten years (2005 to 2015), and correlates them with the use and
occupation of soil through MaxEnt (maximum entropy) a predictive model for
evaluation of association of occurrence of cases of chromosomal alterations as a
function of soil use and occupation. In order to do so, a documentary study was carried
out in the karyotype database of samples sent to the cytogenetic study of a national
clinical laboratory. Of the 43,672 karyotype results, 83% (n=36,435) were normal, 52%
(n= 18,946) female and 48% (n= 17,489) male. Karyotypes with chromosomal
abnormalities were found in 17% (n= 7,237), where 52% (n= 3763) female and 48%
(n=34740) male, were the most frequent aneuploidies (77% 5.558), structural changes
totaled 16% (n = 1,163) and concomitant numerical and structural changes 7% (n=
516). 79.2% of the alterations involved autosomal chromosomes and 20.3% sex
chromosomes, and 0.48% involved both autosomal and sexual. Among the altered
cases, 9% (n= 668) were detected in mosaic. Characterizing chromosomal diseases
by regions of Brazil, the highest proportion was in the South region, with 6 cases
changed/100,000 inhabitants, followed by the Midwest and North regions, with 4
cases/100,000 inhabitants. The Northeast and Southeast regions presented the lowest
proportions (3 cases changed/100,000 inhabitants and 2 altered cases/100,000
inhabitants respectively). When characterizing chromosomal diseases by regions of
Brazil, it was possible to observe that in absolute numbers the highest frequencies
occurred in the North and Northeast regions. Structural autosomal alterations were
more frequent in the Southeast region, and numerical and structural concomitants



were more frequent in the Northern region. Changes in mosaics were more frequent
in the South, Northeast and Center-West regions, and those of single lineage were
significantly more frequent in the Southeast region. Regarding land use and
occupation, urbanized areas had a higher probability of occurrence of chromosomal
diseases (50 to 90%), followed by areas using permanent crops (40 to 50%). This
research demonstrates the prevalence of chromosomal diseases and their geographic
distributions in Brazil being of great value, since studies of this genre are scarce in
Brazil and, can serve as a tool to identify the incidence and recurrence risk of
chromosomal diseases, enabling genetic counseling and information for the
elaboration of public policies that improve the patients quality of life.

Keywords: Medical Genetics. Chromosomal alterations. Maximum entropy.
Occupation and land use. Pesticides.
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INTRODUGAO GERAL

As cromossomopatias representam uma das principais causas de
doencas genéticas que levam a alteracées no genoma do individuo e, estédo presentes
em cerca de 1% dos recém-nascidos vivos e em 2% dos diagnosticos pré-natais em
mulheres com idade acima de 35 anos. Cerca de 50% dos abortos espontaneos no
primeiro trimestre apresentam alteragbes cromossdémicas (ASTBURY, 2011,
NUSSBAUM; MCINNES; WILLARD, 2007). Segundo a Organizacdo Mundial da
Saude (WHO, 2015), estima-se que, no mundo, 276.000 recém-nascidos morrem nas
primeiras 4 semanas, devido a anomalias congénitas, especialmente as relacionadas
a Sindrome de Down, e no Brasil, em 2013, foram registradas 17.674 mortes por

anomalias congénitas de crian¢cas com até 4 anos de idade (WHO, 2013).

A ocorréncia das cromossomopatias causam impacto psicossocial e
econdbmico nas familias e no sistema de saude, pois seus portadores demandam
cuidados especiais, sendo necessario realizar adequacdes estruturais na moradia,
mudar de domicilio para um local proximo ao servico de saude, gastos com
medicamentos e transporte, dispor de um cuidador ou a saida do emprego de algum
membro da familia para assumir esta funcdo (ASTBURY, 2011; HOROVITZ;
LLERENA JR; MATTOS, 2005; HOROVITZ et al., 2006). No caso dos servigos
publicos, ha gastos com os exames, tratamentos, medicamentos, cirurgias, educacao
especial e aposentadorias. Além disso, muitos locais ndo estdo equipados para
receber portadores de necessidades especiais e, por vezes, ha falta de preparo de
profissionais em escolas e instituicdes que recebem pessoas com estas condi¢des
(HOROVITZ et al., 2006).



17

Varios fatores podem promover a ocorréncia das cromossomopatias,
entre eles estdo os hereditarios, a idade materna avancada (principalmente
cromossomopatias numericas), a exposicado a teratdgenos como alcool, drogas,
medicamentos, infecgbes virais e ainda os ambientais, exposicdo a agentes fisicos e

quimicos, como os residuos industriais e agrotoxicos (UEKER et al., 2016).

Xenobiodticos podem influenciar na saude humana e diversos fatores
ambientais tém sido associados ao aumento da frequéncia de alteragbes
cromossOmicas, tanto em células somaticas como germinativas. A exposicdo a
xenobidticos pode ser ocupacional, mas ha outros riscos como os indiretos, por estar
inserido em &reas préximas de lavouras, industrias e de seus despejos ou ainda,
através de alimentos, ar, 4gua e produtos ou em locais de acidentes ambientais
(DOLK; VRIJHEID, 2003; PIGNATI; MACHADO; CABRAL, 2007).

Dependendo do tempo de exposicdo e dose, podem afetar a saude
reprodutiva, por exposicao paterna ou materna nos periodos pré ou pos-concepcional,
e se associados com caracteristicas socioecondmicas, culturais e biolégicas, podem
intensificar este risco (BUDD et al., 2015; GHOSH et al.,, 2011; JI et al., 2012).
Especificamente no contexto da relacdo das cromossomopatias e os fatores
ambientais, Silva et al. (2011) e Ueker et al. (2016) mostraram que ha uma relacao
entre 0 aumento na frequéncia de malformacdes congénitas e a exposicdo a
pesticidas, e que a manipulacdo, ou exposicao de pesticidas por progenitores com

baixo nivel educacional aumenta este risco.

Ainda, estudos correlacionam os riscos de nascimento com alteragcbes
cromossbmicas de mulheres com residéncia nas proximidades de industrias
poluentes, atividades ocupacionais ou a exposicdo a pesticidas (BRENDER et al.,
2008; HEEREN; TYLER; MANDEYA, 2003; UEKER et al., 2016).

Sendo assim, a realizagdo e divulgacdo de estudos sobre as
cromossomopatias trazem inumeros beneficios, pois proporciona a compreenséo da
incidéncia, herdabilidade, efeito de fatores ambientais e recorréncia de alteractes
cromossOmicas na populacdo, sendo dados fundamentais para o aconselhamento
genético e, na elaboracdo de politicas publicas que promovam uma melhora da
qualidade de vida de seus portadores (CHRISTIANSON; HOWSON; MODELL, 2006;
HOROVITZ et al., 2006).
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No entanto, ainda sdo escassas as pesquisas desta natureza no Brasil,
em especial pesquisas que correlacionem as cromossomopatias e sua relacdo com o
uso e ocupacao do solo (OLIVEIRA et al., 2014; SILVA et al., 2011). Neste sentido,
considerando a importancia de se conhecer as prevaléncias das cromossomopatias
nas regides brasileiras, bem como a relacdo da ocorréncia com fatores ambientais,
em especial relacionado com o uso e ocupacao do solo, foi desenvolvido este estudo
retrospectivo que, contempla 10 anos de andlises e mais de quarenta mil resultados

de cariétipos humanos.
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OBJETIVOS

a. Geral:
. Analisar a associacao do uso e ocupacao do solo, através de estudo
retrospectivo, com as cromossomopatias humanas oriundas de regides

brasileiras no periodo de dez anos (2005 a 2015);

b. Especificos:

. Categorizar e caracterizar as alteragcbes cromossomicas em
numericas e estruturais, em relacdo ao grupo populacional e distribuicdo
geografica;

. Estimar a prevaléncia e a distribuicho geografica das
cromossomopatias no Brasil;

o Associar a prevaléncia de cromossomopatias ao uso e ocupacao do

solo de diferentes regides do Brasil.



20

REVISAO DE LITERATURA

Esta revisdo abrange vérias areas, como o conhecimento da estrutura
basica dos cromossomos, as técnicas de obtencdo de metafases e as
cromossomopatias, detalhando as principais alteracdes numéricas e estruturais, 0s
fatores ambientais correlacionados com as cromossomopatias e o uso e utilizagéo do

solo no Brasil.

Cromossomos

Um dos principais avancos da genética humana foi a descoberta, em
1956, do numero cromossdmico humano de 46, sendo 22 pares autossémicos e 1 par
sexual XX (sexo feminino) ou XY (sexo masculino). Esta descoberta contribuiu para a
evolucdo das técnicas em citogenética humana, baseadas em métodos utilizados em
plantas, insetos e em estudos de tumores de animais (MALUF; RIEGEL, 2011; TJIO;
LEVAN, 1956).

Nos anos seguintes, as analises cromossdmicas permitiram identificar
0S cromossomos e relaciona-los a doencas e anomalias congénitas, tais como as
sindromes: de Down (trissomia do 21), Turner (45, X), Klinefelter (47, XXY), triplo X,
de Patau (trissomia do 13) e de Edwards (trissomia do 18) (FERGURSON-SMITH,
2015; LUTHARDT,; KEITGES, 2001). Apos a identificacdo das alteracOes através da
citogenética, foi possivel estabelecer uma ligacdo entre estas anomalias e as perdas
gestacionais, infertilidade, anomalias congénitas, distarbios da diferenciacdo sexual e
outras doencas genéticas (LUTHARDT; KEITGES, 2001).
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Na identificagdo cromossémica, € fundamental o conhecimento de sua
estrutura. O cromossomo é formado por uma unica molécula de DNA associada a
proteinas, como as histonas e nao histonas, e que se encontra condensado no ndcleo
celular. Ao longo do ciclo celular, o DNA tem diferentes graus de compactacdo. Na
interfase, o complexo DNA e proteinas € denominado cromatina; enquanto que na
divisdo celular, fase na qual o DNA esta duplicado e condensado, constituindo o
cromossomo (Figura 1) (GERSEN; KEAGLE, 2013). Especificamente na metafase, 0os
cromossomos estdo em grau maximo de compactacéo, facilitando sua visualizacéo.
O cromossomo metafasico consiste de duas cromatides-irmas unidas pelo centromero
e por coesinas (Figura 2) (FERGURSON-SMITH, 2015; MALUF; RIEGEL, 2011;
STRATCHAN; READ, 2002).
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Figura 1 - Modelo esquematico dos niveis de compactagdo da molécula de DNA. Mostra a
dupla hélice associada com as histonas, sua organizagdo nos nucleossomos, formacéao do
solenoide, al¢as e o cromossomo, constituido pelas crométides (GERSEN; KEAGLE, 2013)

Nos cromossomos dos eucariotos, o DNA armazena coépias de
informacdes do genoma e a funcionalidade dos cromossomos esta vinculada a trés
partes essenciais: telémeros, centrébmeros e cinetdcoros (Figura 2). Os teldbmeros se
localizam na extremidade dos bragos dos cromossomos e séo regides especializadas
em manter e garantir estabilidade para a replicacdo do DNA. O centrdmero, ou
constricao primaria, onde as cromatides-irmas estéo ligadas, delimita os bracos curtos
(p) e longos (g) do cromossomo, sendo fundamental na divisdo celular na segregacgéao
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das cromatides (MALUF; RIEGEL, 2011; STRATCHAN: READ, 2002; SWANSBURY,
2003).

A posicao do centromero determina a classificagdo dos cromossomos
em: acrocéntricos, submetacéntricos e metacéntricos (Figura 2) (MALUF; RIEGEL,
2011; STRATCHAN; READ, 2002; SWANSBURY, 2003). Ja4 o cinetocoro, regiao
especifica no centrébmero, é o local de ligacao das fibras do fuso mitético na divisédo
celular (MALUF; RIEGEL, 2011; STRATCHAN; READ, 2002).

‘ Braco curto (p)
Satélne
p. 4

¥ —— Centromero i o ®) ‘{ —p Constrigio

. '—; Centromern \ secundaria
~ é Pediculo
Braco longo ou haste
- < 9 (@ Brago longo (q) A P do satélite
-
e
Metacéntrico Submetacéntrico Acrocéntrico

Figura 2: Fotomicrografias dos cromossomos e suas caracteristicas para identificacdo e classificacao
em grupos e nimeros baseados no tamanho, padrdo de bandas e posi¢cdo do centrdomero (MALUF;
RIEGEL, 2011).

Citogenética humana

O estudo da citogenética humana se baseia no conhecimento da
estrutura cromossémica e no entendimento da divisdo celular que, nas células
somaticas € conhecida como mitose e nas germinativas, meiose. A divisdo € uma das
fases do ciclo de vida das células, na qual durante a interfase, periodo marcado por
alteracdes no metabolismo que levam a divisdo do ndcleo e do material genético, e a
divisdo do citoplasma, formando células filhas (ALBERTS et al., 2011; SWANSBURY,
2003).

Na mitose, a célula duplica seu material genético e da origem a duas
células, com numero cromossdmico idéntico ao da célula precursora. O processo se
inicia na fase de profase, quando os cromossomos consistem de duas cromatides
irmas ligadas ao centrébmero (Figura 3). O citoesqueleto organiza o fuso mitético,
responsavel pelo alinhamento dos cromossomos em dire¢do ao plano equatorial da

célula e pela segregacdo dos mesmos na anafase (ALBERTS et al., 2011;
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NUSSBAUM; MCINNES; WILLARD, 2007, SCHAEFER; THOMPSON, 2015;
SWANSBURY, 2003).
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Figura 3 - Esquema das Fase da Mitose (SCHAEFER; THOMPSON, 2015).

A meiose ocorre apenas nas células germinativas, uma etapa reducional
na qual ocorrem duas divisdes nucleares seguidas, que formam quatro novas células
haploides, genética e cromossomicamente diferentes entre si e distintas da célula mée
(Figura 4). No processo de fertilizacdo para que seja formado o zigoto com nimero
cromossomico diploide (46 cromossomos=2n) a partir de duas células germinativas
haploides (23 cromossomos=n), 0 ovOcito e o0 espermatozoide. A meiose esta
envolvida na evolugdo e adaptacdo das espécies pois é quando ocorre a
recombinacdo génica (MALUF; RIEGEL, 2011; STRATCHAN; READ, 2002;
SWANSBURY, 2003; THERMAN; SUSMAN, 1996).
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Figura 4 - Esquema comparativo entre as divisdes da meiose (A) e comparando com as fases da mitose
(B) (ALBERTS et al., 2011).
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E importante ressaltar que falhas em qualquer fase do processo de
divisdo celular ou quebras no DNA véo originar as alteragcdes cromossémicas que
podem ser numéricas e/ou estruturais (MALUF; RIEGEL, 2011; SWANSBURY, 2003).

Anélise Cromossdmica e Cromossomopatias
O estudo cromossémico pode ser efetuado no pré-natal e no pés-natal

e varias sao as suas indicacdes baseadas, geralmente, em dados clinicos, como:

e Problemas de crescimento ou no desenvolvimento: como retardo mental,
faceis dismorficas, malformacdes, baixa estatura, genitalia ambigua
(ASTBURY, 2011; HOROVITZ; LLERENA JR; MATTOS, 2005);

e Natimorto ou morte neonatal: aproximadamente 0,7% dos nascidos vivos e
em torno de 10% dos natimortos apresentam alteragcbes cromossomicas,
sendo recomendado que seja realizado andlise citogenética de todos os
natimortos para investigar uma possivel razéo para a perda (ASTBURY, 2011;
HOROVITZ; LLERENA JR; MATTOS, 2005; NUSSBAUM; MCINNES;
WILLARD, 2007);

e Problemas de fertilidade: casais com duas ou mais perdas gestacionais tém
uma propor¢cdo de 3% a 6% de serem relacionadas com alteracbes
cromossOmicas dos pais (ASTBURY, 2011; HOROVITZ; LLERENA JR;
MATTOS, 2005; NUSSBAUM; MCINNES; WILLARD, 2007);

e Historico familiar: em algumas circunstancias, abortamento recorrente,
retardo mental, é indicado o estudo de cariétipo familiar para causas
conhecidas ou suspeitas (ASTBURY, 2011; HOROVITZ; LLERENA JR;
MATTOS, 2005; NUSSBAUM; MCINNES; WILLARD, 2007);

¢ Neoplasias: canceres estdo associados a alteragcdes cromossdmicas e 0
estudo cromossdmico pode ser realizado para diagnosticar ou dar
informacgdes sobre o prognostico da doengca (ASTBURY, 2011; HOROVITZ;
LLERENA JR; MATTOS, 2005; NUSSBAUM; MCINNES; WILLARD, 2007);

e Gravidez em mulheres com idade avancada: ha um risco aumentado para
ocorréncia de alteracbes cromossOmicas, como as aneuploidias,

principalmente a trissomia do 21, em fetos de mulheres com idade acima de
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35 anos (ASTBURY, 2011; HOROVITZ, LLERENA JR; MATTOS, 2005;
NUSSBAUM; MCINNES; WILLARD, 2007).

Andlise e Principais alteracdes Cromossdmicas

Diferentes tipos de tecidos biol6gicos podem ser usados para o estudo
cromossOémico, tais como células amnidticas, vilosidades coribnicas, sangue fetal,
restos de abortos, medula 6ssea, material de tumor, pele e outros fluidos biolégicos,
sendo o sangue periférico o mais utilizado na rotina devido a facilidade técnica e de
obtencéo (ZNEIMER, 2014). A identificacédo de alteracdes cromossdmicas fornece um
diagndstico consistente, sendo a base para o tratamento clinico subsequente, assim
como prognostico e dados sobre o risco de recorréncia para o aconselhamento
genético (TURNPENNY; ELLARD, 2007).

Os estudos cromossdmicos de doencas constitucionais® presentes no
pos-natal sdo feitos a partir de linfocitos obtidos de sangue periférico, que séo
cultivados para obtencdo de maior nimero de células em metafase (ZNEIMER, 2014).
O cultivo dos linfécitos € efetuado a uma temperatura controlada, 37°C, por 72 horas,
no qual as células sdo estimuladas a se proliferam com adicdo de um agente mitégeno
(fitohemaglutinina). Posteriormente, ocorre a adicdo da colchicina, um inibidor das
fibras do fuso mitético, que possibilita a obtencado de um grande namero de linfécitos
em metafase. As células mitdticas passam por um tratamento com solucédo hipotdnica
(KCl 0,075 mM) para separar os cromossomos, sendo fixadas em Carnoy. A
suspensao celular resultante é entdo gotejada em laminas, o que promove o
espalhamento dos cromossomos, e posteriormente, estas laminas sao coradas em
Giemsa e observadas a microscopia de luz (Figura 5) (Moorhead et al., 1960, citado por
SWANSBURY, 2003).

! Presente desde a formacéo do zigoto (TURNPENNY; ELLARD, 2007).
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Figura 5 — Esquema dos passos do cultivo celular na obtencdo de células em metéfase para
analise do cariétipo (SNUSTAD; SIMMONS, 2012).

Na analise dos 46 cromossomos humanos, além de sua identificacao,
de acordo com a posicao do centrdmero, € necessaria também sua classificagdo em
grupos, baseados no tamanho (A, B, C, D, E, F e G). Entretanto, com o avanco da
citogenética e o aumento do numero de laboratérios dedicados a andlises
cromossOmicas, surgiu a necessidade de padronizar a classificacdo cromossémica e
a descricao de resultados através do International System Cytogenetic Nomenclature
(ISCN), que definiu um padrao de bandas denominado idiograma (Figura 6), em que
0S cromossomos exibem bandas claras e escuras, identificadas numericamente em
ordem crescente, iniciando no centrébmero e terminando nos teldmeros em cada um
dos bragos (GERSEN; KEAGLE, 2005; LUTHARDT KEITGES, 2001; ZNEIMER,
2014).
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Figura 6 - Desenho do idioagrama mostrando o padrdo de bandas G para cromossomos, baseado no
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Na producdo das bandas, os cromossomos sao tratados com tripsina,
uma enzima proteolitica, e na sequéncia, corados em corante Giemsa (técnica GTG?),
utilizado na visualizacao e identificacéo inequivoca dos cromossomos de acordo com
0 padrdo de bandas, tamanho e posi¢cdo do centromero (Figura 7) (SWANSBURY,
2003; ZNEIMER, 2014).
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Figura 7- Fotomicrografia de cromossomos em metafase e cariotipo humano feminino (46,XX)
(ZNEIMER, 2014).

Na descricdo do resultado do cariétipo, especifica-se primeiro o nimero
de cromossomos, seguido de virgula e os cromossomos sexuais (46,XX cariétipo
feminino normal ou 46,XY cariétipo masculino normal). Variagcbes no nimero ou
tamanho ou heteromorfismos nas anomalias cromossémicas sdo descritos apds 0s
cromossomos sexuais, seguindo a nomenclatura ISCN, por exemplo, 47,XX,+21
(sindrome de Down) (VAN DYKE; SWANSBURY, 2003).

As anomalias cromossdmicas sao classificadas como numéricas ou
estruturais, envolvendo os autossdmicos, sexuais ou ambos. Elas podem ter origem
parental (somatica ou gamética) ou mutacao nas células somaticas durante a diviséo
mitética no desenvolvimento do zigoto, podendo ter todas as células afetadas ou uma
proporcao delas (Quadro 1). Alteragcdes do numero ou estrutura dos cromossomos

podem afetar os genes e, geralmente, interferem no funcionamento do organismo,

2 GTG: Bandamento-G ou Bandamento Giemsa é uma das técnicas utilizadas de rotina para bandamento
cromossdmico (Bandas G produzidas pela a¢do da Tripsina e coradas por Giemsa).
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resultando em mudancas funcionais (GRIFFTHS et al., 2008; TOBIAS; CONNOR,;
FERGURSON-SMITH, 2011).

Quadro 1 TIPOS DE ANOMALIAS CROMOSSOMICAS
NUMERICAS

Aneuploidias: Monossomias Trissomias Tetrassomias
Poliploidias: Triploidias Tetraploidias
ESTRUTURAIS

Translocacgdes: Reciprocas Robertsonianas
Delecdes: Terminais Interesticiais
Insercdes

Inversodes: Paracéntricas Pericéntricas
Anel

Isocromossomos

DIFERENTES LINHAGENS CELULARES

Mosaicismo

Quimerismo

Fonte: Adaptado de TURNPENNY; ELLARD (2007, pag. 45).

Das alterac6es numéricas, as aneuploidias, que envolvem ganhos ou
perdas de cromossomos, sao as que mais ocorrem e com maior significancia clinica,
presente em 5% das gestacdes conhecidas. A perda de um homologo é denominada
de monossomia e o ganho de um homodlogo é denominado de trissomia, dois
homélogos extras é tetrassomia. As trissomias sdo o tipo de aneuploidia mais
frequente (TURNPENNY; ELLARD, 2007). Estas aneuploidias geralmente ocorrem
em gametas, sendo originadas por erros no processo de segregacao cromossdmica
na meiose | ou Il por ndo-disjuncdo ou por anafase tardia (MALUF; RIEGEL, 2011;
STRATCHAN; READ, 2002).

As alteracOes estruturais (Figura 8) ocorrem, normalmente, durante a
interfase, quando as cromatinas estdo mais vulneraveis a sofrerem lesGes, como
fraturas na sua estrutura, podendo originar alteragbes quando estas fraturas e
rearranjos anormais ndo sao reparadas pelos mecanismos celulares de reparos. As
alteracdes estruturais podem ser balanceadas quando ndo ha perda de material
genético ou desbalanceada quando houver perda ou ganho. Os portadores de
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rearranjos balanceados podem transmitir cromossomos nao balanceados para seus
descendentes (STRATCHAN; READ, 2002).
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Figura 8 — Esquema das alteracdes cromossémicas estruturais. A) Delecdes
terminal e intersticial. B) Crossing-over desigual entre homoélogos originando
material deletado e duplicado. C) Cromossomo em anel. D) Isocromossomo. E)
Translocacao Robertsoniana entre acrocéntricos. F) Insergdo de um segmento de
um cromossomo em outro ndo homélogo (NUSSBAUM; MCINNES; WILLARD,
2007).

Rearranjos balanceados geralmente ndo apresentam efeitos clinicos,
por outro lado, nos desbalanceados, estes sdo graves, supostamente por inativacao

de genes importantes, prejudicando sua expressado (STRATCHAN; READ, 2002).

As alteracdes estruturais sdo menos frequentes que as aneuploidias,
mas tém uma incidéncia estimada de 1 a cada 375 nascimentos. Estes rearranjos
podem ser induzidos por exposicao a agentes clastogénicos, como radiagcao ionizante,
algumas infeccdes virais e produtos quimicos (NUSSBAUM; MCINNES; WILLARD,
2007). Sendo que estas podem ser classificadas em dele¢des, cromossomos em anel,

inversoes, translocacoes, duplicagdes, isocromossomos, cromossomos marcadores.
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Fatores ambientais e sua relagdo com as cromossomopatias

As causas das alteracdes cromossémicas sdo multifatoriais, havendo
indicios de que impactos especificos sobre o ambiente podem influenciar na
ocorréncia de cromossomopatias. Um longo periodo de exposi¢cdo aos impactos
antrépicos adicionalmente ao tipo de exposi¢cao ocupacional parental, polui¢cdo do ar,
outras exposi¢cdes quimicas, tais como solventes domésticos e pesticidas, radiacao,
nutricdo, fatores imunologicos, idade, sexo, nivel socioeconbémico e predisposicao
genética, podem elevar o risco de ocorréncia das cromossomopatias (DOLK;
VRIJHEID, 2003; NICOLOPOULOU-STAMATI; HENS; HOWARD, 2007).

Exposicdes a agentes nocivos, seja pela atividade ocupacional ou ainda
exposicdes indiretas, tais como residir ou trabalhar no entorno de industrias ou areas
rurais, por vezes, trazem danos genotéxicos impercebiveis ao longo da vida, mas que
representam riscos a saude reprodutiva, impactando na reducdo da fertilidade,
malformagdes congénitas ou abortamentos (DEJMEK; VOJTASSK; MALOVA, 1992,
HOUK, 1992; NICOLOPOULOU-STAMATI; HENS; HOWARD, 2007). Estudos
cromossomicos feitos em grupos de pessoas, plantas ou animais tém evidenciado que
a exposicao a diversos tipos de agentes xenobibticos oriundos de despejos industriais,
industrias de borracha, minas de carvao, cortumes de couro, petrogquimicos, postos
de gasolina, fabricas de celulose e papel, aumentam as frequéncias de alteracdes
cromossémicas (RUBES et al., 1992; SASIADEK, 1992).

7

Um aspecto bastante estudado na atualidade é sobre os efeitos
genotoxicos dos agrotéxicos utilizados em larga escala no mundo. De acordo com o
dossié ABRASCO — 2015:

Designar os agrotdéxicos como defensivos agricolas é o artificio
retérico mais elementar para dissimular a natureza nociva desses
produtos. Por um lado, ele sugere que os agrotdxicos supostamente
protegem os cultivos; por outro, oculta os efeitos deletérios desses
produtos sobre a saude humana e o meio ambiente (CARNEIRO,
2015, p. 28).

Na agricultura ha uma diversidade de agrotoxicos largamente utilizados
para o controle de pragas, sendo compostos formulados por ingredientes quimicos

que representam riscos genotoxicos a saude humana e animal, principalmente
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quando a exposicdo ocorre a longo prazo (COSTA et al, 2006; KUMAR;
PANNEERSELVAM, 2008). Os agrotoxicos sao potenciais mutagénicos que atuam ao
nivel molecular nas células, havendo uma possivel associagcdo com o surgimento de
alguns tipos de canceres, assim como com o risco de problemas reprodutivo e na
inducdo de malformagdes congénitas (KUMAR; PANNEERSELVAM, 2008; PIGNATI
et al., 2014).

A producéo agricola brasileira vem crescendo a cada ano, sendo que,
estima-se que a safra 2016/2017 alcance 213,7 milhdes de toneladas (IBGE, 2016).
Para o cultivo da grande maioria das plantas, atualmente se utiliza uma grande
variedade de agrotoxicos. Com a busca pela alta produtividade agricola e a liberacéo
dos transgénicos em 2009, o Brasil consumiu mais de um milh&o de toneladas de
agrotoxicos, e desde entdo, se tornou o maior consumidor mundial dos agroquimicos,
com um consumo equivalente a 5,2 kg por habitante (MILHORANCE, 2015). O uso
intenso de agrotoxicos pode ter como consequéncia a contaminagdo do ambiente com
seus residuos, além de oferecer um risco ocupacional para o agricultor, atingindo toda
uma cadeia de recursos vitais, como ar, agua, solos e o leite materno (INCA, 2015;
PALMA, 2011).

Diante de toda esta problemética, sugere-se, entdo, o0 estudo
desenvolvido a seguir, cujo objetivo principal foi analisar a associagcdo do uso e
ocupacdo do solo, por meio de estudo retrospectivo, com as cromossomopatias

humanas oriundas de regides brasileiras no periodo de dez anos (2005 a 2015).
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RESUMO

Introducdo A ocorréncia de cromossomopatias € um problema de satde mundial. A exploracao
humana sobre o0 solo, realizado por meio da agricultura intensiva e uso de agrotdxicos ou pelo
processo de urbanizagéo, podem ser fatores preditores da elevacdo do risco de malformagdes
congénitas. Neste sentido, predizer potencial geografico da distribuicdo de cromossomopatias
tem elevada relevancia para a satde publica.

Meétodos Este estudo teve como objetivo descrever frequéncias de alteracbes cromossémicas
(prevaléncia e incidéncia) em regides do Brasil, no periodo de 2005 a 2015, para assim modelar
a potencial distribuicdo de probabilidades de ocorréncia de cromossomopatias por meio do
modelo de Entropia Méxima (Maxent). As varidveis de “cobertura e uso da terra” do Brasil foi
construido pelo IBGE, a partir de informacdes coletadas no Censo Agropecuéario de 1996. O
uso da terra apresentou Datum SIRGAS2000, em projecao policonica e escala 1:1.000.000. Ao
todo, foram utilizadas 26 categorias relacionadas ao tipo de uso de solo.

Resultados Dados georrefenciados de 43.672 caribtipos detectaram 7.237 casos de
cromossomopatias, distribuidas conforme o uso e ocupacao do solo no Brasil. O modelo gerado
foi acurado com valor de AUC=0,84 sendo estatisticamente significativo, da associa¢do a
ocorréncia das cromossomopatias com areas de pastagem, lavouras e sistemas agroflorestais,
assim como areas urbanizadas.

Conclusoes Este é o primeiro estudo brasileiro com esta abordagem que parece ser promissora
na previsao da distribuicéo potencial de cromossomopatias e, portanto, pode ser um instrumento
eficaz na prevencdo de ocorréncia destas alteracdes e, por fim, uma excelente ferramenta de
gestdo em saude publica.

Palavras-chave Agrotdxicos; Alteracdes cromossémicas, Modelagem, Maxent
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INTRODUCAO

Cromossomopatias podem ter o aumento de sua frequéncia influenciado por diversos
fatores, dentre eles os impactos sobre o0 ambiente [1]. A exposicdo descontrolada de organismos
ndo-alvo a compostos xenobidticos podem estar associados a ocorréncia das alteragdes
cromossémicas, podendo-se citar, principalmente, os agrotoxicos [2].

Os agrotoxicos, por meio do defluvio superficial de areas agricolas, escoam
substancias organicas ou inorganicas, naturais ou sintéticas [3]. S&o conhecidos por oferecerem
riscos a salde humana e ao meio ambiente, devido a seus efeitos genotdxicos, pois suas
moléculas, podem interagir com as bases nitrogenadas presentes nos nucleotideos, possuem
propriedades de fosforilacéo e alquilacdo, aumentam as espécies reativas de oxigénio que sdo toxicas
a nivel celular, induzindo alteragdes cromossdmicas e no DNA, além de alteracdes epigenéticas [4,5].

Entre os danos, ainda contribuem para o surgimento de neoplasias, alteram a
homeostase celular [6], interferem na regulacdo hormonal [7], alteram a morfologia e
mobilidade espermatica [8] e reduzem a taxa de nascimentos do sexo masculino em relacéo ao
feminino [9]. A exposi¢do ocupacional a diferentes tipos de agrotdxicos pode comprometer a
integridade do DNA espermatico e contribuir para ocorréncia de aneuploidias no
espermatozoide, pois, interferem na segregacdo do cromossomo espermatico [10]. A nédo
disjuncéo dos cromossomos durante a meiose altera o nimero de cromossémicos no nucleo espermatico,
aumentando as chances de ocorréncia de aneuploidias como a Sindrome de Turner (45,X) e
sindrome de Klinefelter. Diante do exposto, bem como a evidéncia de que a producéo agricola
brasileira vem crescendo a cada ano, sendo que se estima que a safra 2016/2017 alcance 213,7
milhGes de toneladas [11], ha a necessidade de se avaliar a distribuicdo geogréfica de

cromossomopatias no territdrio brasileiro e associa-lo ao uso e ocupacgéo do solo.

Com a busca pela alta produtividade agricola e a liberacdo dos transgénicos em 2009,
o0 Brasil consumiu mais de um milh&o de toneladas de agrotdxicos, e desde entdo, tornou-se 0
maior consumidor mundial dos agroguimicos, com um consumo equivalente a 5,2 kg por
habitante [12]. Sendo assim, é eminente a necessidade de se conhecer 0s mecanismos
envolvidos na ocorréncia de cromossomopatias, mas também, ha o interesse epidemioldgico
em identificar as regifes geogréaficas brasileiras com maiores probabilidades de ocorréncia de

alteracdes cromossémicas.

Para compreender os padrées de distribuicdo do potencial de ocorréncia de alteragdes
cromossomicas, € possivel realizar modelagens estatisticas associando cromossomopatias a

ocupacdo e o uso do solo. A contribuicdo relativa das variaveis na distribuicdo geogréfica
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potencial de um evento estudado pode ser analisado utilizando-se o Teste de Importancia das
Variaveis Ambientais, definido pela modelagem de Entropia Méaxima [13] [14]. Os modelos
gerados por esta metodologia apresentam uma superficie continua de valores compreendidos
entre zero e 100, em que altos valores indicam uma maior probabilidade de encontrar um evento

[15] [13] [14], que neste estudo foram as cromossomopatias.

As informacBes fornecidas pelas analises dos resultados retrospectivos de
cromossomopatias nas regides geogréficas brasileiras podem identificar quais as areas
geograficas sdo mais susceptiveis a sua ocorréncia e correlaciona-las aos fatores ambientais
envolvidos. Este tipo de estudo demonstra a importancia da pesquisa epidemioldgica no sentido
de investigar a ocorréncia de cromossomopatias, interpolando com as caracteristicas de uso e
ocupacdo de solo brasileiro, fornecendo, assim, subsidios para entender como a ocupacao
humana no ambiente tem influéncia sobre as taxas de ocorréncias destas alteracdes

cromossémicas.
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METODOLOGIA
Coleta de dados

A pesquisa envolveu um estudo documental retrospectivo de resultados de amostras
de pacientes com indicacdo de exames diagndsticos para alteragbes cromossémicas, no
Laboratorio Alvaro (DASA), o qual é referéncia nacional no segmento de exames laboratoriais.
Mais de 4.800 laboratorios parceiros localizados em varias regifes do Brasil, coletam as
amostras em sua localidade e enviam para execucado neste laboratorio de Referéncia.

Na anélise cariotipica, amostras de sangue periférico de pacientes foram coletadas e
encaminhadas para os nucleos técnicos operacionais para serem processadas, obtendo-se as
imagens das metafases [16]. As imagens das metafases foram digitalizadas e analisadas pelos
programas Case Data Manager v.7.1 (Ap. Biosystems) e lkaros Karyotyping System v. 2015
(Metasystem).

Os dados diagndsticos dos carittipos foram coletados na base de dados do referido
laboratério, estabelecendo como critério de incluséo o periodo correspondente aos anos de 2005
a 2015. Foram inventariadas as variaveis referentes ao procedimento de avaliacdo genético-
clinica, que incluem: local e data de coleta do material biologico; e o cari6tipo (normal ou
alterado) e a analise critica das cromossomopatias encontradas, baseados nos padrdes do ISCN
[16].

Caracterizacdo das cromossomopatias

As cromossomopatias foram avaliadas quanto a suas frequéncias absolutas e relativas,
classificadas por regido do Brasil, com o intuito primario de avaliar a prevaléncia no periodo
estudado. A partir de tais frequéncias, foi realizada a caracterizagdo por tipos de alteragéo,
classificando-as em autossémicas, sexuais, numéricas ou estruturais.

Apbs a realizacdo da estatistica descritiva, foram realizadas analises de associacao por
meio de testes livres de distribuicdo (Teste Permutacional de Monte Carlo) ou que utilizam
distribuicdo de Qui Quadrado. As proporcdes observadas em cada um dos cruzamentos foram
comparadas entre os pares por meio da analise de acompanhamento de Residuos Ajustados.
Todas as analises foram realizadas no programa XLStat versdo 2016, utilizando um nivel de

significancia de 0,05.

Variéveis para caracterizacdo espacial

O mapa de “cobertura e uso da terra” do Brasil foi construido pelo IBGE a partir de

informacdes coletadas no Censo Agropecuario de 1996 [17]. Ao total, sdo trés grandes grupos
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de uso da terra divididos pela porcentagem de estabelecimentos agricolas [17]: Grupo 1: areas
que possuem mais de 50% de ocupacéo pelos estabelecimentos agropecuérios, com 21 tipos de
uso da terra. Dentro desse grupo temos dois subgrupos de uso da terra, um composto por
classificadores simples (um unico classificador ocupando mais de 50% da éarea) e outro por
classificadores compostos (quando necessério, dois classificados s&o somados para chegar ao
valor de 50% de uso da terra por estabelecimentos agropecuérios); Grupo 2: é formado por tipos
de uso do solo que compreendem areas com predominio de vegetacao; Grupo 3: relacionado ao
uso da agua.

O uso da terra apresenta datum SIRGAS2000, em projecdo policonica e escala 1:1.000.000

[17]. Ao todo foram utilizadas 26 categorias relacionadas ao tipo de uso de solo (Tabela 1).

Preparacao dos dados

Para a preparacdo dos dados, e posterior utilizagdo nas andlises, foi realizada a
transformagdo da proje¢do de todos os arquivos “tipo imagem” para o datum “Sirgas 2000”
(modelo policdnico). Em seguida, foi realizada a definicdo do tamanho de pixel das imagens
correspondendo a uma area com 1 segundo (~30m?2). Por fim, foi realizada a extracdo dos
valores das variaveis por ponto de ocorréncia, e com base no centroide. O programa ArcGIS
10.4 foi usado para criar estas camadas espaciais.



Tabela 1. % de uso e ocupacdo do solo por regido do Brasil
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Rétulos de Linha Centro Oeste Nordeste Norte Sudeste Sul
:grf;pzct(;/;’ode ocup./ estabelec. 10,38% 14,53% 72.57% 6,50% 3,57%
Area entre 25% e 10% de ocup./ 5.74% 17.07% 8.87% 9.62% 3.44%
estabelec. agropecuério ' ' ' ' '
':\sizzslztcréaz(:?;:ci?ode ocup./ 17,43% 28,07% 7,51% 2343%  1281%
Area urbanizada 0,70% 1,01% 0,19% 4,24% 3,07%
Florestas Plantadas 0,00% 0,13% 0,00% 0,61% 0,48%
Lavouras 0,06% 0,32% 0,03% 1,13% 1,06%
Lavouras + Matas e/ou florestas 2,17% 0,68% 0,12% 0,76% 4,95%
Lavouras + Outras coberturas e usos 0,00% 0,08% 0,01% 0,08% 0,24%
Lavouras + Pastagens 1,90% 1,00% 0,04% 3,45% 6,93%
Lavouras + Sistemas agroflorestais 0,00% 0,05% 0,00% 0,08% 0,09%
Lavouras permanentes 0,05% 0,41% 0,06% 0,51% 0,44%
Lavouras temporarias 2,92% 1,74% 0,04% 3,04% 13,59%
Matas e/ou florestas 0,22% 0,11% 0,01% 0,59% 1,50%
Matas e/ou florestas + Lavouras 0,46% 1,38% 0,03% 0,33% 1,54%
2/Iuast2: e/ou florestas + Outras coberturas 0,04% 0.12% 0,04% 0,06% 0.07%
Matas e/ou florestas + Pastagens 3,70% 3,46% 1,72% 1,74% 2,29%
Matas e/ou florestas + Sistemas 0,00% 0.19% 0,00% 0,04% 0,03%
agroflorestais

Matas e/ou florestas naturais 3,54% 3,46% 1,02% 0,71% 0,73%
Outras coberturas e usos 0,00% 0,17% 0,01% 0,03% 0,04%
Outras coberturas e usos + Usos 0,06% 0,22% 0,00% 003%  0,13%
diversificados

Pastagens 8,64% 2,84% 0,75% 8,55% 4,59%
Pastagens + Lavouras 2,43% 1,95% 0,08% 7,04% 8,57%
Pastagens + Matas e/ou florestas 11,81% 3,95% 2,95% 7,06% 3,49%
Pastagens + Outras coberturas e usos 0,06% 0,33% 0,02% 0,15% 0,18%
Pastagens + Sistemas agroflorestais 0,09% 0,87% 0,06% 0,30% 0,05%
Pastagens naturais 2,51% 2,88% 0,32% 2,70% 10,85%
Pastagens plantadas 20,60% 3,49% 2,49% 7,73% 3,43%
Sistemas agroflorestais 0,05% 0,53% 0,01% 0,16% 0,02%
Sistemas agroflorestais + usos 0,03% 0,72% 0,03% 0,10% 0,07%
diversificados

Corpo dA_gua costeiro para pesca, aqui., 0,00% 0.00% 0.00% 0.00% 233%
lazer e turismo

Usos diversificados 4,38% 8,27% 1,01% 9,22% 9,42%

Modelagem espacial

A modelagem foi realizada no programa Maxent, que usa o principio de Entropia

Méaxima em modelos de presenca-auséncia para estimar a probabilidade de distribuicdo de

ocorréncia de um determinado fendbmeno baseada na influéncia de variaveis ambientais. O

principio de Entropia Maxima assegura que a aproximacédo de probabilidade de ocorréncia do

fendmeno (cromossomopatias) satisfaca qualquer restricdo ambiental nos sitios desconhecidos

da ocorréncia do fenémeno.
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No presente estudo, a matriz de variaveis ambientais (covariaveis) foi representada
como o vetor z, e a area total estudada como L. Com o procedimento matemético da Entropia
Maéxima, foi definido que f(z) é a funcéo de densidade de probabilidade definida a partir das
covariaveis obtidas para a area de estudo L, fi(z) é a fungdo de densidade de probabilidade
definida a partir das covariaveis obtidas na area de estudo L, quando o fendmeno estava
presente. Logo, a probabilidade de presenca da cromossomopatia, condicionada as variaveis

ambientais, é dada pela formula Pr(y=1|z).

Defini¢do do modelo

A fim de evitar o sobre ajuste dos dados de teste, foi estabelecido o valor do
multiplicador de regularizacdo como 1 [13]. O nimero maximo de pontos de fundo foi de
10.000. Foram utilizados modelos lineares, quadraticos e do tipo “hinge”. Um total de 100 testes
foram estabelecidos para a construcéo de modelos [18]. A &rea sob a curva (AUC) foi utilizada
para avaliar a bondade de ajuste do modelo. O modelo com maior valor de AUC foi considerado
como o de melhor desempenho. A contribuicdo relativa das variaveis ambientais na distribuicdo
geografica potencial das cromossomopatias estudadas foi analisada utilizando-se o Teste de
Importancia das Varidveis Ambientais [13][14]. O mapa final de distribuicdo das
cromossomopatias potenciais tinha uma gama de valores de 0 a 1 que foram reagrupados em
seis classes de ocorréncia de mutagdes potenciais: 50 — 90%, 40 — 50%, 30 — 40%, 20 — 30%,
10 — 20% e <10%.

RESULTADOS
Caracterizacao geral

Do total de 43.672 exames avaliados, observou-se que os resultados de caridtipos
normais abrangeram 83% (n=36.435) dos casos, sendo 52% (n=18.946) feminino e 48%

(n=17.489) masculino. Ja as alteragdes cromossdmicas foram encontradas em 17% (n=7.237)
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dos resultados analisados, 52% (n=3.763) do sexo feminino e 48% (n=3.474) do sexo
masculino, seguindo as mesmas propor¢oes dos cariétipos normais.

Alteracdes numéricas corresponderam a 77% (n=5.558), estruturais, 16% (n=1.163) e
ambas, 7% (n=516). Foram encontradas alteracbes autossdmicas em 79,2% (n=5.736),
cromossomos sexuais, 20,3% (1.466) e 0,5% (n=35) com ambas (autossémicas e sexuais). A
presenca de mosaicismo foi detectada em 9% (n=663) dentre as alteragbes. As
cromossomopatias autossdmicas e sexuais detectadas foram subdivididas em numeéricas e/ou

estruturais, sendo 0s mesmos apresentados na Tabela 2.

Tabela 2 Caracterizagdo Geral das Alteragdes Cromossomicas (n=7244)

Variaveis Categorias FR (n)
Numéricas e Estruturais Numeéricas 77% (5558)
Estruturais 16% (1163)
Mistas 7% (516)
Autossdmicas (79,2%; n=5736) Autossdmicas Numericas 78% (4482)
Autoss6micas Estruturais 17% (989)
Ambas 5% (265)
Sexuais (20,3%; n=1466) Sexuais Numéricas (*incluido 73% (1071)
quimeras 5)
Sexuais Estruturais 11% (159)
Ambas 17% (236)
Autossdmicos e Sexuais 0,5% (35)
Mosaicismo Mosaicismo 9% (663)
Linhagem (nica 91% (6574)

Caracterizacao por Regiédo do Brasil

Quanto a ocorréncia das cromossomopatias por regido brasileira, foi possivel observar
gue em numero absoluto, as maiores frequéncias ocorreram nas regides Norte e Nordeste
(p<0,0001; Tabela 3). Contudo, em relacdo as propor¢des de numero de cromossomopatias por
namero de habitantes, foi possivel observar que as maiores propor¢des foram provenientes da
regido Sul do Brasil, com 6 casos/100.000 habitantes. As regides Centro-Oeste e Norte
apresentaram prevaléncia de 4 casos/100.000 habitantes, a regido Nordeste, 3 casos/100.000
habitantes e a regido sudeste com 2 casos/100.000 habitantes (p<0,0001; Figura 1).

Quanto as cromossomopatias autossomicas, foi verificado que as alteragdes
autossdmicas numéricas ndo apresentaram diferencas estatisticas entre as regifes; as estruturais
autossémicas foram mais frequentes na regido Sudeste, e ambas as alteracfes ocorreram em
maior frequéncia na regido Norte (p=0,003; Tabela 3).

Em relacdo as cromossomopatias sexuais e as alteracbes autossémicas e sexuais
conjuntas, nao foram observadas diferencas estatisticas entre as regides (p=0,262 e p=0,147,

respectivamente; Tabela 3).
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Quanto a ocorréncia de mosaicismo, foi observado que situagdes de mosaico foram
significativamente mais frequentes nas regides Sul, Nordeste e Centro-Oeste, enquanto que a

linhagem unica foi significativamente mais frequente na regido Sudeste (p=0,059; Tabela 3).
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Tabela 3 Frequéncias absolutas dos tipos de alteragdes e comparacdo entre as regides
brasileiras. P-valor do teste de Qui Quadrado para Independéncia.

Variaveis Categorias Sudeste Sul Nordeste Centro- Norte p-valor
Oeste

Alteracédo Normal 122782 103662 7817° 32522 2722  <0,0001

Alterado 2018° 20202 18192 6162 7692
Autossdmicas Numéricas 1246 1226 1155 358 497

Estruturais 3092 277% 2282 9Q2b 85P 0,003

Ambas 682 57° 722 26 422
Sexuais Numéricas 297 329 246 93 101

Estruturais 37 53 40 17 12 0,262

Ambas 48 70 68 26 24
Autossdmicos e 11 6 6 5 7 0,147**
Sexuais
Mosaicismo Mosaico 158b 201a 175a 68a 66ab 0,059

Unica 1860a 1819b 1644b 548b 703ab

* Monte Carlo
** K proporcoes
4 cromossomopatias/
100.000 hab. \
‘ 3 cromossomopatias/-
100.000 hab.
4 cromossomobatias/
100.000 hab.
2 cromossomopatiés/
100.000 hab.
6 cromdésoinébatias/
100.000 hab.
0 250 500 1.000 Km A
L v

Figura 1 Proporcéo de exames de cromossomopatias por 100.000 habitantes em cada regido do Brasil. * A
populacdo de cada regido foi baseada no censo IBGE de 2010.
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Modelagem Espacial

O modelo preditivo para avaliagdo de associagdo de ocorréncia de casos de alteragdes
cromossémicas, em funcao do uso e ocupacao do solo, gerou resultados satisfatérios com as
bases de dados, chegando a um modelo final com boa acuracia com valor de AUC igual a 0,84.

As cores mais quentes observadas no mapa (Figura 2) representam maiores
probabilidades de ocorréncia das cromossomopatias. Foi possivel observar que as areas urbanas
foram as que apresentaram a maior probabilidade de ocorréncia de cromossomopatias (50 a
90%), seguida das areas de lavouras permanentes (40 a 50%) (Tabela 4).

Na regido Sul, onde foi observada a maior prevaléncia de cromossomopatias/100.000
habitantes, as categorias de ocupacdo do solo foram representadas principalmente por Usos
diversificados, Pastagens + Lavouras, Lavouras + Matas e/ou florestas e Pastagens. As regides
Centro-Oeste e Norte caracterizaram-se por apresentar areas entre 50% e 10% de ocupacao por
estabelecimentos agropecudrios. A regido Nordeste foi caracterizada por apresentar areas entre
50% e 10% de ocupacdo por estabelecimentos agropecuarios.
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Probabilidade
B <10%

B 10 |- 20%
120 |- 30%
[ 30 |- 40%
B 40 |- 50%
I 50 |- 90%

Figura 2 Mapa com a probabilidade de criancas nascerem com mutagfes cromossdmicas em funcéo do uso e
ocupacéo do solo.
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Tabela 4 Distribuicao da probabilidade de pessoas com mutacdo cromossdmica em funcao do
tipo de uso e ocupacéo do solo do IBGE [19].

Probabilidades de pessoas
com mutagdo cromossdmica

Tipo de uso e ocupacao do solo (IBGE)

<10%

Area com <10% de ocupagc&o por estabelecimentos agropecuarios
Area entre 10 e 25% de ocupacio por estabelecimentos agropecuarios

10 - 20%

Matas e/ou florestas + lavouras

Matas e/ou florestas + pastagens

Pastagens + Matas e/ou florestas

Florestas plantadas

Matas e/ou florestas

Matas e/ou florestas naturais

Pastagens

Pastagens plantadas

Uso de corpo d’agua costeiro para pesca, aquicultura, lazer e turismo
Area entre 25 e 50% de ocupagio por estabelecimentos agropecuarios

20 - 30%

Lavouras + Matas e/ou florestas

Lavouras + Outras coberturas e usos
Lavouras + Sistemas agroflorestais

Matas e/ou florestas + outras coberturas e usos
Matas e/ou florestas + sistemas agroflorestais
Outras coberturas e usos + usos diversificados
Outras coberturas e usos + usos diversificados
Pastagens + lavouras

Pastagens + sistemas agroflorestais

Usos diversificados

Lavouras temporarias

Outras coberturas e usos

Pastagens naturais

Sistemas agroflorestais

Lavouras + pastagens
Pastagens + outras coberturas e usos

30 -40% Sistemas agroflorestais + usos diversificados
Lavouras

40 - 50% Lavouras permanentes

50 - 90% Areas urbanas
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DISCUSSAO

No Brasil, ha um predominio da realizacdo de exames cari6tipo pos-natal, o que
caracteriza uma medicina curativa. Em alguns paises, este padrdo difere, sendo o exame
geralmente realizado durante o acompanhamento pré-natal, caracterizando uma medicina
preventiva. Assim, de forma seletiva, apds a realizacédo de tal exame, é possivel interromper a
gravidez conforme legislacdo pertinente dependendo do resultado do cariétipo e das
cromossomopatias presentes no feto [20-22]. Tal fato torna dificil o encontro de trabalhos
cientificos que tenham o mesmo tipo de dado, ou seja, exames de cariotipo pos-natal. Sendo
assim, este é um dos primeiros estudos neste escopo.

Este estudo teve ampla cobertura temporal, de 2005 a 2015, e territorial, abrangendo
todas regides geogréaficas do Brasil (Norte, Nordeste, Centro-Oeste, Sudeste e Sul), com nimero
expressivo de exames de cariétipo pdés-natal (n=43.672).

As alteragdes cromossémicas foram detectadas em 17% do total das analises
citogenéticas realizadas no territério brasileiro. De forma semelhante, Ghazaey e colaboradores
[23], em um estudo retrospectivo (2005 a 2011) em pacientes da regido nordeste do Iran,
obtiveram valores préximos de 16,7% de alteragdes (622 casos/3.728 exames). Kim e
colaboradores [24], em um estudo na Coréia, obtiveram valores de 17,5% (721 casos/4.117
exames) de alteracdes em pacientes com suspeita clinica para anomalias cromossdmicas.

No presente estudo, as frequéncias de alteracGes autossémicas no territorio brasileiro
foram equivalentes a 79,2%, sendo semelhante ao observado por Ghazaey e colaboradores [23]
(75,1%) e Kim e colaboradores [24] (73%). Em relacdo as alteracGes sexuais observadas no
presente estudo foi observado 20,3%, sendo também similares aos trabalhos em comparacéao
(Ghazaey e colaboradores - 24,9% [23] e Kim e colaboradores — 26,9% [24]). As classificacOes
como numeéricas, estruturais ou mistas sdo pouco abordadas nos estudos cujo enfoque
geralmente é dado sobre alguma sindrome especifica.

Nossos resultados demonstraram que 77% das alteracdes cromossdmicas obtidas
foram do tipo numérica, e 16% do tipo estrutural. Em seu estudo, Moreira e colaboradores [25]
analisaram 813 exames, onde também foi observada uma alta frequéncia de alteracOes
numéricas (61,9%) em 77% neste estudo, e frequéncia similar de alteracdes estruturais (19,4%),
no comparativo 16%. Quanto a ocorréncia de mosaicismo, a prevaléncia observada foi de 9%
do total de casos alterados, havendo uma prevaléncia de 1,5% dos exames realizados [26].

Na relacdo com o uso e ocupacao do solo, foi verificado que em todos os estados do

Brasil, as regides urbanizadas apresentaram as maiores probabilidades de ocorréncia de
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cromossomopatias (50 — 90%). Como as amostras sdo coletadas em laborat6rios em enderecos
fixos ao invés de serem coletadas aleatoriamente no ambiente, o fato do paciente se deslocar de
sua regido para areas urbanizadas que ofereca servicos especializados, talvez maximize as
chances de ocorréncia nas regides proximas ao laboratério de coleta. O mesmo deve se repetir
com relacdo a outros estudos [27]. Sendo assim, o presente estudo dard maior énfase em regides
que tenham a caracterizacdo do uso do solo nas categorias de lavouras, pastagens e sistemas
agroflorestais.

O Sul do Brasil foi o que apresentou maior prevaléncia de casos (6 casos/100.000
habitantes), e caracteriza-se por apresentar 85% da populac¢do urbanizada, sendo que o Estado
do Parana tem 53% do seu territorio ocupado por lavouras permanentes, com consumo medio
aproximado de agrotoxicos de 5,5 Kg/ha, abaixo da média regional [28]. Nestas regides, é fato
0 alto consumo de agrotoxicos. O uso de agrotdxicos de modo excessivo ou sem técnicas para
aplicacdo oferece riscos ao surgimento de doencas congénitas, devido ao potencial genotdxico
dos seus ingredientes, de forma a alterar o funcionamento de érgdos, células e danificar
proteinas e acidos nucléicos, DNA ou RNA [29].

Pela avaliacdo da modelagem preditiva, foi observado que a probabilidade de ocorréncia
de cromossomopatias foi em média de 20 a 30%, em especial, nas regides de lavouras,
pastagens e sistemas agroflorestais.

Agrotoxicos apresentam propriedades disruptoras endécrinas e, dependendo do tipo
de exposicdo e tempo, podem afetar a espermatogénese, causando danos ao DNA espermatico,
erros na segregacao cromossémica na meiose com consequéncias na reproducdo e na prole [30].
Gibson e Koifman (2008) [31], em estudo ecoldgico no Parand, evidenciaram em seus dados a
possivel influéncia do consumo e exposicdo a agrotoxicos, com a tendéncia de declinio na
proporcéao de nascidos vivos do sexo masculino. Também no estado do Parand, Dutra e Ferreira
(2017) analisaram registros de nascidos vivos num periodo de 20 anos (1994 a 2014),
apontaram uma associac¢ao entre 0 aumento do consumo de agrotéxicos com o0 amento na taxa
de malformacdes congénitas, principalmente na abrangéncia da cidade de Cascavel [32]

Outro fato interessante sdo 0s resultados de uma pesquisa sobre 0 uso de agrotoxicos
e eventos adversos na gravidez nos trés estados da Regido Sul do Brasil, 0s quais sugerem
associacdo entre a maior frequéncia de nascidos antes de 22 semanas de gestacéo e com indice
Apgar insatisfatdrio, e 0 maior consumo per capita de agrotoxicos [33].

A analise citogenética de individuos, de um estado da regido Sul, envolvidos no cultivo
de soja e trigo expostos a agrotdxicos, demonstrou que houve aumento significativo da

frequéncia de alteragdes cromossémicas sob a forma de micronucleos nos individuos expostos
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em relacdo ao grupo ndo exposto [34]. Outro estudo de Silva e colaboradores (2008) [35]
avaliaram o dano genético em grupo por exposicao ocupacional a agrotdxicos e demostraram
alta taxa de micronucleos e danos ao DNA pelo teste de cometa.

A regido Sudeste, apresentou a prevaléncia de 2 casos/100.000 habitantes, a
probabilidade média de ocorréncia de cromossomopatias teve variacdo entre 10 e 20%, mas em
areas urbanizadas a probabilidade variou entre 50 e 90%. Sendo predominantemente urbana
(91,98%), a regido é a que mais consome agrotoxicos no Brasil, com uma média aproximada
de 9 Kg/ha; sendo o estado de Sdo Paulo o maior consumidor do Brasil com média superior a
10kg/ha, e 30% de suas terras sdo ocupadas com lavouras permanentes [36]. Neste estado, na
cidade de Botucatu, em um estudo realizado em um grupo de trabalhadores rurais expostos a
pesticidas foi verificado aumento na frequéncia de alteracdes estruturais em relagdo ao grupo
ndo exposto [37].

Em 2010, um estudo em trabalhadores rurais expostos a agrotoxicos demonstrou que
58,3% dos individuos do grupo exposto apresentaram alteracdes cromossémicas, mesmo em
individuos com niveis normais de atividade da enzima colinesterase, que € um biomarcador de
exposicao a carbamatos e organofosforados [38].

Quanto aos aspectos relativos a urbanizacdo, em regiées com industrias de producéo
de calcados e industrias de cortumes, foi observado que trabalhadores apresentaram maiores
frequéncias de alteracdes cromossdmicas [39]. Em sujeitos expostos a radiacdo de monitores
de video de computadores, pratica comum nos grandes centros, foram observadas frequéncias
significativamente maiores de metafases com anomalias cromossdmicas [40]. Em frentistas de
postos de combustiveis, a exposicdo crénica ao benzeno, tolueno e xileno promoveu maiores
frequéncias de anomalias cromossomicas [41].

O Centro-Oeste, apresentou a prevaléncia de 4 casos/100.000 habitantes, tendo média
de probabilidade de ocorréncia de cromossomopatias com variacao entre 10 — 20%. Esta regido
apresenta grandes areas com estabelecimentos agropecuarios (23,17% e 16,38%,
respectivamente), denotando também o elevado consumo de agrotoxicos. Os Estados de Goias,
Mato Grosso e Mato Grosso do Sul tiveram destaque pelo aumento da comercializagdo de
agrotoxicos entre 0s anos 2000 e 2012 [42-44].

Analises de aguas demonstraram a contaminagao com residuos de agrotdxicos em uma
determinada regido do Mato Grosso, sendo detectados tais residuos em 83% das amostras de
pogos artesianos, 81% das amostras de corregos e rios e 56% das amostras de aguas das chuvas.

Além destes resultados, 0 mesmo estudo apresentou uma espécie de anuros com malformagoes,
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fato que também pode estar correlacionado com a exposic¢éo por agrotdxicos no seu ambiente
[45].

Nesta regido Centro-Oeste, a opcao pelas monoculturas e a dependéncia do agrotoxico
traz consequéncia para o meio ambiente e para a saude, pois as pulveriza¢cbes ndo somente
atingem a lavoura alvo, mas a névoa se espalha afetando ambiente e popula¢do humana [46].

Estudos sobre malformagdes congénitas foram realizadas nesta regido, associando a
sua ocorréncia a exposicéo aos agrotoxicos [8]. Resultados em amostras de leite humano, em
um municipio da regido Centro-Oeste, apresentaram que 100% das amostras estudadas tinham
contaminagdo por algum tipo do agrotéxico e 85% das amostras apresentaram mais de uma
substancia, o que demonstra um risco para mae e para crianga [47].

A regido Nordeste apresentou a prevaléncia de 3 casos/100.000 habitantes, tendo média
de probabilidade de ocorréncia de cromossomopatias com variacao entre 10 — 20%. Esta regido
tem aproximadamente 50 milhdes de habitantes, e a agricultura ainda ndo tem expressiva
representatividade na producdo nacional, pois o clima apresenta periodos de estiagem, ha
desgaste do solo e escassez de agua, 0 que promove impacto negativo sobre o ambiente e,
consequentemente, piora as caracteristicas socioecondmicas e culturais [48].

Em uma maternidade em Campina Grande, Paraiba, que atende principalmente
populacdo de baixa renda, como agricultores de pequenas areas de subsisténcia, a sindrome de
Down foi a segunda maior causa de malformacdes fetais e, preponderou entre maes com menos
de 21 anos, solteiras e com baixo nivel socioecondmico e educacional [49]. Outros estudos
realizados nesta regido demonstraram a associacdo da maior idade materna com a sindrome de
Down [50,51].

Apesar da precariedade de solo, dois estados desta regido estdo entre os dez maiores
consumidores de agrotdxicos no Brasil: a Bahia (9°) e o Maranhdo (10%). Nesta regido ha o uso
intensivo de agrotoxicos na producdo da fruticultura irrigada para exportacdo e na producéo de
algodao, cana-de-acgucar, soja e castanha de caju [42,43].

Em algumas areas, os produtores de tomate aumentam o nimero de aplicacdes de
agrotoxicos preventivamente e, sem rigor ao uso de equipamento de protecdo individual,
aumenta o numero de intoxicacBes [43,52]. A exposicdo de genitores no periodo pré-
concepcional a agrotdxicos elevam a probabilidade de filhos apresentarem defeitos congénitos,
atrelando tal fato ao baixo nivel sécio econdmico dos pais [53].

A contaminacéo do solo e da agua sdo fatores preocupantes, sendo que, no estado do
Ceard, foram realizadas analises de agua de pocos profundos que revelaram contaminacéo por

trés a dez ingredientes ativos de agrotoxicos em todas as amostras [52,54].
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O Norte do Brasil apresentou a prevaléncia de 4 casos/100.000 habitantes, tendo média
de probabilidade de ocorréncia de cromossomopatias com variacdo entre 0 — 20%. As areas
com menor probabilidade de ocorréncia (<10%) caracterizam-se por apresentarem menos de
10% de ocupacéo por estabelecimentos agropecudrios e areas entre 10 e 25% de ocupacéo por
estabelecimentos agropecuarios. Possivelmente isso se deva ndo a baixa contaminagao
ambiental, mas pela falta da procura do atendimento especializado, ou ainda, a ocorréncia de
maior probabilidade no centro urbano por ser um centro de referéncia.

Na Amazonia brasileira, foi realizado um estudo sobre a exposicdo humana ao
mercdrio utilizado no garimpo de ouro, observando-se alteracBes cromossémicas em maior
frequéncia em garimpeiros [55]. Amorim e colaboradores [56] também demonstraram que a
contaminacdo por metil mercdrio tem relacdo com danos cromossémicos em uma populacao
amazonica vivendo as margens do rio Tapajos, no estado do Para. De acordo com Bastos e
Lacerda [57], contaminagdo pelas atividades de mineragdo, principalmente utilizando o
mercUrio para extracdo de ouro, trazem riscos a salde humana pela bioacumulacéo.

Nas demais regifes, onde ha maior uso do solo na forma de lavouras, pastagens e
sistemas agroflorestais, acredita-se que ocorra maior contaminacdo das aguas e solo pelos
agrotoxicos. Um estudo realizado com um grupo de produtores de hortalica de Boa Vista,
Roraima, demonstrou que 98% afirmaram utilizar algum tipo de agrotoxico, e apenas 41%
destes consultam técnicos para compra do produto, 53% desconhecem a simbologia das cores
das tarjas das embalagens, e 89,33% afirmam nao utilizar nenhuma forma de protecéao e quase
a totalidade ndo dao a destinacdo correta as embalagens [58], aumentando ainda mais a
probabilidade de casos de cromossomopatias. Estudos de Waichman [59] e Gregolis e
colaboradores [60] também apresentaram resultados similares, demonstrando a falta de
conhecimento dos riscos de uso de agrotoxicos pela populacao de agricultores.

No presente estudo, foi possivel realizar a associa¢do do uso e ocupac¢éo do solo com
as cromossomopatias humanas oriundas de regides brasileiras no periodo de 2005 a 2015,
compreendendo dez anos de registros de analises laboratoriais. As maiores frequéncias de
alteracbes cromossomicas, em numero absoluto, ocorreram nas regides Norte e Nordeste. As
alteracOes autossdmicas numeéricas e estruturais foram mais frequentes na regido Norte, estando
associado principalmente as condi¢des socioeconémicas, assim como a contaminacdo do solo
por metais e agrotoxicos. Nestas regides, a probabilidade de ocorréncia de cromossomopatias
variou entre 0 — 20%. O Centro-Oeste é uma regido caracterizada pela ampla area de

monoculturas, e elevado uso de agrotdxicos.



56

A regido Sul apresentou as maiores proporg¢des de cromossomopatias e probabilidade
de ocorréncia de alteragdes, caracterizada por apresentar grandes areas de pastagens e lavouras,
e dos principais consumidores de agrotoxicos do Brasil. A regido Sudeste é a mais urbanizada,
apresentou maiores frequéncias de alteragdes estruturais autossémicas, € alto o uso de agentes
mutagénicos do tipo industriais. Porém, é a regido com maior consumo de agrotoxicos, o que
gerou uma probabilidade de ocorréncia de cromossomopatias variavel entre 10 e 20%.

Em conclusdo, estas informacbes demonstram fortes associacdes de maior
probabilidade de ocorréncia de cromossomopatias em areas com elevado uso de agrotoxicos,
tendo risco ampliado em areas urbanizadas. Contudo, vale ressaltar que as amostras do presente
estudo foram coletadas em laboratérios de enderecos fixos, e ndo exatamente no ambiente de
procedéncia do paciente gque se desloca de sua regido para areas com infraestrutura laboratorial

e clinica, o que certamente maximiza as chances de ocorréncia nestas regides.
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