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Resumo

Introdugado: o Estado de Seguranca Alimentar e Nutricional (SAN) é aquele que
deve garantir o direito de acesso permanente a alimentagdo de qualidade e em
quantidade suficiente sem prejudicar o acesso a outros direitos basicos. No Brasil,
os estabelecimentos de agricultura familiar rural representam 84,4% do total de
estabelecimentos agropecuarios e contribuem com mais de 70% de todos os
bPrograma de Biotecnologia/ alimentos consumidos pelos brasileiros. Nesse contexto, destaca-se a produgéo da
RENORBIO, Universidade Federal commodity café. No entanto, apesar de serem produtores de alimentos, ndo auferem
bons rendimentos. A lenta atividade econdmica pode levar a perda de salarios e
renda, doengas e inseguranga alimentar (INSAN). Além disso, os efeitos moleculares
da INSAN sao pouco estudados, sobretudo epigenéticos.

'Departamento de Farmacia e
Nutricdo, Universidade Federal
do Espirito Santo, Alegre, Espirito
Santo, Brasil

do Espirito Santo, Vitéria, Espirito
Santo, Brasil

Autor correspondente

wagmiranda@gmail.com Objetivos: o objetivo do presente estudo é analisar a associagdo entre a metilagao do

promotor do BDNF e a INSAN e a associagdo da INSAN com fatores sociodemograficos,

Manuscrito recebido: maio 2021 de estilo de vida e epigenéticos, em cafeicultores da zona do Caparad, no Espirito
Manuscrito aceito: dezembro 2021 Santo. Sudeste do Brasil
Vers&o online: outubro 2022 ’ '

Método: o estudo foi realizado em 22 comunidades cafeeiras selecionadas
aleatoriamente na Zona do Caparad, area que produz café de reconhecida qualidade.
Um total de 570 familias de cafeicultores, entre 18 a 60 anos, foram incluidos no
estudo e responderam a um questionario sobre caracteristicas socioeconémicas,
uso e posse da terra, habitos de vida, saude e condigdes de trabalho. A avaliagdo
da INSAN foi realizada por meio da Escala Brasileira de Inseguranga Alimentar. A
metilagdo do éxon | do BDNF foi examinada por PCR especifica para metilagéo. indice
de massa corporal e analises bioquimicas foram realizadas. Modelos de regressao
logistica foram utilizados para verificar os fatores associados a INSAN (p<0,05). Os
dados foram analisados usando o software estatistico Stata® versédo 14.

Resultados: a prevaléncia de INSAN encontrada foi de 23,68%. Na regressao
logistica multivariada, a ocorréncia de INSAN foi associada a hipermetilagdo do éxon
| do promotor do gene BDNF [ORa = 5,03 (95% (1,98, 12,82)] quando comparado ao
gene nao metilado. Além disso, a INSAN foi associada a carga de trabalho excessiva
[ORa = 3,36 (1,23, 9,22)], posse de menos hectares de terra [ORa = 0,77 (0,67, 0,90)]
e maior numero de sintomas e/ou doengas da vida real [ORa = 1,12 (1.04.1.20)].

Conclusao: o estudo mostrou uma alta prevaléncia de Inseguranca Alimentar na
regido analisada. Esse fendmeno foi associado a fatores epigenéticos (metilagao do
gene BDNF), carga horaria excessiva, pequena propriedade de terra e maior nimero
de doengas/sintomas. A INSAN pode ser um estressor capaz de promover alteragcdes
epigenéticas no gene BDNF, importante gene regulador da cognicao, crescimento e
sobrevivéncia neuronal e envolvido com doengas psiquiatricas.

Palavras-chave: cafeicultores, inseguranga alimentar e nutricional, BDNF, metilagao
DNA.
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Por que este estudo foi feito?
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Existem poucos dados sobre alteragdes moleculares decorrentes da inseguranca alimentar e nutricional, sobretudo efeitos

epigenéticos.

O que os pesquisadores fizeram e encontraram?

Aumento da metilacdo do gene BDNF foi associado a Inseguranga alimentar, além do menor tamanho de propriedade, tipo de trabalho

e condigao de saude.

O que essas descobertas significam?

A inseguranca alimentar pode ser um estressor psicossocial suficiente para provocar alteragdes epigenéticas no gene BDNF,
responsavel pela regulagao de fungdes cognitivas, de sobrevivéncia neuronal e envolvido com a génese de doengas psiquiatricas.

B INTRODUGAO

De acordo com as estimativas mais recentes da
Organizagdo das Nagdes Unidas para a Alimentagdo ¢ a
Agricultura (FAO) (2019), 26,4% da populagdo mundial,
cerca de 2 bilhdes de pessoas, apresentam inseguranga
alimentar e nutricional (INSAN). Junto com a desnutrigao,
a prevaléncia da INSAN constitui o principal indicador
para o monitoramento da erradicagdo da fome no mundo. A
inseguranca alimentar fornece uma perspectiva alimentar
global relevante para todos os paises do mundo: uma
perspectiva que vai além da fome em dire¢do ao objetivo
de garantir o acesso a alimentos nutritivos e suficiente para
todos'.

As pessoas em inseguranga alimentar estdo
expostas a incerteza quanto a capacidade de obter
alimentos e sdo obrigadas a reduzir, algumas vezes durante
o ano, a qualidade ¢/ou quantidade dos alimentos que
consomem por falta de dinheiro ou outros recursos. Assim,
o rompimento dos padrdes normais de alimentagdo pode
ter consequéncias negativas para a nutrigdo, satide ¢ bem-
estar’.

Hauma crescente conscientizagdo e reconhecimento
cientifico na comunidade de saude de que os resultados e as
disparidades na satde sdo mais frequentemente motivadas
por determinantes sociais de saide do que por assisténcia
médica’. A baixa renda e¢ a inseguranca alimentar sdo
determinantes sociais da satde e estio associados a alguns
dos problemas de satide mais graves e onerosos do pais. Os
determinantes sociais da saude incluem condi¢do social,
econdmica, fisica ou relacionadas a outras condigdes
em que a pessoa vive, trabalha, estuda e se diverte que
influenciam sua saude*.

Nos tltimos anos, os geneticistas reconheceram que
a heranca de tracos caracteristicos era possivel por meio
de mecanismos independentes do genétipo. Mudangas
fenotipicas em que a sequéncia do DNA ndo ¢ alterada,
mas a expressdo do gene ¢ alterada ligada ou desligada,
por assim dizer sdo chamadas de mudangas epigenéticas.
O estudo desses fendmenos ¢ chamado de epigendmica. A
epigenética nutricional estd documentado como nutrigao,
um dos fatores ambientais primarios que estdo em continua
interagdo com os individuos e que podem influenciar
mudangas epigenéticas com resultantes consequéncias
para o desenvolvimento da satde’.

Desde 2006, as discussdes sobre a Inseguranga
Alimentar e Nutricional (INSAN) no Brasil envolvem
esforcos para ampliar o acesso a alimentos em quantidade
e qualidade adequadas, sem comprometer o acesso a outras
necessidades essenciais, por meio de praticas alimentares

que promovam a saude, respeitando a diversidade cultural
e sendo ambientalmente, culturalmente, economicamente
e socialmente sustentavel®.

De acordo com a Pesquisa Nacional por Amostra
de Domicilios’, a prevaléncia de INSAN no Brasil caiu de
39,8% em 2004 para 25,8% em 2013. No ES, a INSAN
foi reduzida de 32,2% em 2004 para 12,2% em 2013,
uma redug@o bastante significativa. Em 2014 o Brasil foi
excluido do mapa da fome pela Food and Agricultural
Organization (FAO)/United Nations (UN). A situagdo se
agravou em 74% apds os dois primeiros anos de pandemia
COVID-19, em que aproximadamente 33 milhdes de
pessoas se encontraram em estado de INSAN grave
(fome). Tal contexto evidencia fragilidade em politicas
publicas sociais, que se desarticularam antes do inicio
da pandemia, como a extingdo do Conselho Nacional de
Seguranga Alimentar e Nutricional (CONSEA)?®.

Ha algumas evidéncias de que a principal causa
da deficiéncia de SAN entre os agricultores familiares
em comunidades rurais remotas estd mais relacionada a
escassez de alimentos do que desigualdade de propriedade
da terra’ e/ou as restrigdes econdmicas'’. O Brasil ¢ uma
grande poténcia agricola, com 15,6% da populagdo vivendo
em areas rurais’. Embora sua area seja de apenas 0,5% do
territorio nacional, o estado do Espirito Santo (ES) ocupa o
segundo lugar entre os estados produtores de café do pais e
o primeiro na produgdo de Coffea canephora'.

O fenémeno da transigdo epidemioldgica, iniciado
durante o século passado, levou a uma maior incidéncia
de doengas cronicas, em detrimento das doencas
infecciosas, o que exigiu uma mudanca nos esfor¢os de
satde publica!®. Os altos niveis de estresse associados aos
déficits nutricionais tém tido efeitos importantes sobre o
estado de satde. Além do potencial para doenga, ha efeito
da inseguranga alimentar na saude mental. A inseguranga
alimentar esta relacionada a problemas de uso de drogas
na adolescéncia'' e ideacdo suicida na idade adulta?. A
INSAN esta relacionada a vulnerabilidade social, pois
resulta de uma combinacdo de fatores que podem levar
a deterioragdo do bem-estar das pessoas, familias ¢
comunidades'.

Muitos desfechos relacionados a saude tém
sido atribuidos a influéncias ambientais, como fatores
socioecondmicos que causam alteragcdes epigenéticas ¢
podem influenciar em alteragdes na expressdo génica ¢
aumento no risco de doengas'. Além disso, as evidéncias
mostram que o estresse afeta negativamente a saude ao
longo da vida6 e que os fatores ambientais podem ter
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impactos multigeracionais. A abordagem dos determinantes
sociais da saude € importante ndo apenas para melhorar a
satide geral, mas também para reduzir as disparidades de
satde que muitas vezes estdo enraizadas em desvantagens
sociais e economicas15.

O conhecimento sobre os mecanismos pelos quais a
nutri¢do afeta a expressdo génica é recentel6, embora, em
1939, C.H. Waddington tenha descrito sobre as interagdes
entre os genes ¢ seus produtos em certos fenotipos.
Posteriormente, estudos epigenéticos comprovaram a
existéncia de padroes hereditarios de expressao génica que
nao sdo decorrentes de altera¢des na sequéncia do DNA',

A metilacdo do DNA tem recebido atengao especial
como mediador epigenético e moderador de exposigdes
ambientais sobre desfechos relacionados a satde'*'®, e
consiste naadi¢do de um grupo metil em citosinas precedidas
de guaninas (CpG). A metilagdo de um promotor génico
geralmente esta associada ao silenciamento transcricional
ou reducao de sua expressdo'.

Na fungdo cerebral, mecanismos epigenéticos
estdo envolvidos com cognigdo, inteligéncia, transtornos
alimentares, autismo, depressao, esquizofrenia e doenga de
Alzheimer! 71920,

O Fator Neurotrofico Derivado do Cérebro
(BDNF) ¢ uma proteina que promove o crescimento
e sobrevivéncia neuronal, portanto, primordial para a
manutengdo das fungdes cerebrais como a cognicdo.
A diminui¢do em seus niveis pode ser devido a fatores
externos (por exemplo, agentes toxicos, falta de nutrientes)
ou internos (por exemplo, estresse) e pode estar envolvida
com a patogénese e resposta ao tratamento nas diversas
condi¢des neuropsiquiatricas. Varios estudos associaram a
diminui¢@o dos niveis de BDNF no cérebro e no sangue
periférico com o aumento da metilagdo do promotor do
gene BDNF?!23,

Considerando o papel do BDNF no sistema nervoso
central (SNC), especialmente na neurotransmissao
e patogénese de condicdes neuropsiquidtricas e
considerando a influéncia do estresse nos niveis de
BDNF, pode-se hipotetizar que o estresse provocado pela
inseguranca alimentar e nutricional pode levar a alteragdes
epigenéticas no gene BDNF. Entretanto, existem poucos
estudos avaliaram a relag@o entre alteragdes epigenéticas ¢
INSAN'™, e ndo existem estudos que abordaram a relagdo
entre alteragdes epigenéticas no gene BDNF e INSAN.

Assim, o presente estudo objetivou analisar
a associagdo entre a metilagdo do promotor do gene
BDNF e a INSAN ¢ a associagdo da INSAN com fatores
sociodemograficos, de estilo de vida e epigenéticos, em
cafeicultores da zona do Caparad, no Espirito Santo,
Sudeste do Brasil.

Este estudo permite evidenciar possiveis efeitos
da inseguranca alimentar e nutricional e pode auxiliar a
guiar politicas publicas a favor da redug¢do de desordens
comportamentais e doengas cronicas’, assim como
encorajar o desenvolvimento de sistemas sustentaveis de
producdo agricola que favorece seguranca alimentar a
populagdes rurais®.
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B METODO
Coleta de dados

Os dados foram coletados como parte da avaliagdo
em satide de um projeto do Sistema Unico de Satde
Brasileiro, estudando pequenos cafeicultores do Estado
do Espirito Santo, localizado na regido Sudeste do Brasil,
durante os meses de janeiro a dezembro de 2015.

Uma pesquisa transversal foi usada para fornecer
informagdes sobre a relagdo entre propriedade do
agricultor, epigenética, satide e bem-estar. As informagdes
foram coletadas por meio de entrevista pessoal com
cafeicultores, com idade entre 18 a 60 anos, residentes na
zona rural de 11 municipios (Alegre, Divino Sao Lourengo,
Dores do Rio Preto, Guagui, Ibatiba, Ibitirama, Irupi, [tna,
Jerénimo Monteiro, Muniz Freire, e Sdo José do Calgado)
localizados na zona do Caparao, Sudeste do Brasil (entre
as latitudes de 20°12°23 S a 20°46°50” S e longitude de
41°07°44 70 a 42°05°14” O).

Os pequenos agricultores de cada municipio
foram selecionados aleatoriamente e os individuos que
se voluntariaram assinaram o Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido (TCLE), conforme Resolucdo 466/12
do Conselho Nacional de Satde. Foi entrevistado apenas
um individuo com idade entre 18 e 60 anos por domicilio.
O critério de inclusdo foi: ser agricultor familiar. Foram
excluidos da analise os individuos que apresentaram dados
incompletos sobre a Inseguranga Alimentar e Nutricional
(INSAN).

Familias com renda per capita inferior a US$ 5
(cinco ddlares americanos) por dia foram consideradas de
baixa renda®. O estado de sobrepeso ¢ obesidade foram
classificados de acordo com o indice de massa corporal
(IMC)*.

Calculo do tamanho amostral

As estimativas do tamanho da amostra foram
calculadas utilizando informagdes anteriores sobre
essa regido em particular, que possui um total de
68.221 trabalhadores rurais, segundo dados do Instituto
Brasileiro de Geografia e Estatistica’. Para o calculo da
amostra aleatoria simples, os municipios envolvidos
foram incluidos com peso igual. Na auséncia de estudos
especificos em um municipio, utilizou-se uma prevaléncia
de 50% da INSAN. O tamanho estimado da amostra
necessaria foi calculado assumindo um erro amostral de
5% e um intervalo de confianga de 95%. Por fim, 10% de
perdas foram adicionados e o tamanho amostral calculado
foi de 423 agricultores familiares®’.

Avaliagao da Insegurancga Alimentar e Nutricional

A vpartir de 2017, a prevaléncia de inseguranga
alimentar grave com base na Escala de Experiéncia de
Inseguranga Alimentar (FIES) também foi incluida no
relatorio como outro indicador complementar de fome
usando uma abordagem diferentel. No presente estudo,
a INSAN foi avaliada pela aplicagdo da Escala Brasileira
de Inseguranga Alimentar (BFIS)*, instrumento validado
composto por 14 questdes, destinado a familias de um
mesmo domicilio com e sem membros menores de 18
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anos; as preocupagdes avaliadas foram: falta de comida
em casa, ter algum membro da familia passando um dia
inteiro sem comer nos ultimos trés meses, entre outros. O
grau de gravidade da INSAN (leve, moderada e grave) foi
agrupado neste estudo.

Avaliagao bioquimica

Os exames de sangue foram realizados de acordo
com as recomendagdes do fabricante (Bioclin® Kits), para:
proteina total, creatinina, uréia, albumina, colesterol total,
lipoproteina de alta densidade, glicemia, transaminase
oxalacética e transaminase piravica. As coletas de amostras
foram realizadas entre 6h ¢ 7h da manha, apds um intervalo
de jejum de 12 horas. Todas as analises foram realizadas
com o analisador automatico Bioclin® BS 120®.

Tabela 1: Primers BDNF
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Extracao e quantificagdo do DNA gendémico
O DNA do sangue foi extraido usando o protocolo
salting-out®”. A qualidade e a concentra¢do do DNA foram
avaliadas por espectroscopia (NANODROP®, EUA).

Metilagdo do gene BDNF

Para determinar a metilacdo do promotor do éxon
I do gene BDNF, regido (chrll: 27 743 605-27 744 379),
primers especificos30 (listados na Tabela 1) foram usados
parareagdo em cadeia da polimerase especifica de metilagdo
(MS-PCR). CpGs onde os primers M foram emparelhados
foram avaliados. Apos tratamento com bissulfito de sodio
(Zymo®), as amostras foram amplificadas e visualizadas
por eletroforese em gel de agarose (1,5%).

Primers metilados

Tamanho produto PCR

Forward: 5-GTAGTT TTC GTA GGA GGATGAAGC-3
Reverse: 5’-ATA AAT AAT TAACAA CCC CGATAC G-3¢

Primers nao metilados

163 bp

Forward: 5- GTAGTT TTT GTA GGATGA GGAAGT G-3°

Reverse: 5-TAT AAATTAACAACC CCAATACACA-3

161 bp

Taxa de Resposta

A taxa de resposta, definida como a proporgao de
domicilios onde o contato foi realizado e uma entrevista
concluida, foi de 100%.

Variaveis
O estado da INSAN foi tratado como variavel
dependente. Foram avaliadas diversas variaveis

independentes para associagdes com INSAN: metilagdo
do éxon I do BDNF, condi¢do de satide autorreferida,
sintomas e/ou doengas, perfil socioecondmico, tamanho
da propriedade em hectares, renda familiar mensal total
e renda per capita, escolaridade, posse e uso de terras,
nimero de produgdo cultivada, sexo, idade, fatores de
risco (tabagismo, consumo excessivo de alcool), filiacdo a
cooperativas ou associagdes, composi¢ao familiar (estado
civil, filhos e numero de membros da familia) ¢ indicadores
bioquimicos (proteina total, creatinina, uréia, albumina,
colesterol total e lipoproteina de alta densidade, glicemia,
transaminase oxalacética, transaminase piriivica, vitamina
D e cortisol).

Codificacdo de variaveis

Exceto para idade, tamanho da propriedade,
namero de sintomas e/ou doengas e tamanho da familia, as
variaveis foram codificadas. Para variaveis independentes,
como escolaridade, cor da pele autorreferida e renda
familiar mensal com renda per capita, havia varias opgdes
de resposta. Para INSAN foi utilizado um c6digo binario. A
metilagdo do BDNF foi classificada como 0 (nao metilada)
ou 1 (metilada). As condigdes de satide autorreferidas foram
0 (bom/muito bom) ou 1 (regular/ruim/muito ruim). O
estado civil era 0 (sem parceiro estavel) ou 1 (companheiro
estavel). A escolaridade foi 0 (sem escolaridade) ou 1
(ensino fundamental incompleto, <5 anos), 2 (ensino
fundamental completo, 8 anos), 3 (ensino médio, 11 anos)

e 4 (ensino superior, 15 anos ou mais). A cor da pele era
0 (branca) ou 1 (ndo branca). O indice de pobreza foi 0
(n2o baixa renda) ou 1 (baixa renda). A classe social foi
1 (Classe E, até 2 salarios minimos/més), 2 (Classe D, 2
a 4 salarios minimos/més) ou 3 (sem renda). Presenca de
filhos, filhos menores, horta, acesso ao lazer, trabalho extra
fora da propriedade, carteira assinada, acesso a auxilios/
beneficios governamentais, pertencimento a cooperativa/
sindicato, coleta de lixo, foram codificados com 0 (sim) ou
1 (ndo ). Presenga de filhos, filhos menores, acesso ao lazer,
trabalho extra fora da propriedade, contrato formal, acesso
a auxilios/beneficios governamentais, pertencimento a
cooperativa/sindicato, coleta de lixo, foram codificados
com 0 (sim) ou 1 (ndo ).

Uso de pesticidas (glifosato, tebuconazol,
flutriafol, tiametoxano ou oxicloreto de cobre), tabagismo,
etilismo, uso continuado de medicamentos, riscos a satude
decorrentes do trabalho e e impedimento laboral por dor
nas costas foram codificados como 0 (ndo) ou 1 ( sim).
O IMC foi classificado como 1 (normal), 2 (baixo peso),
3 (sobrepeso) ou 4 (obeso). O sexo foi codificado com 0
(masculino) ou 1 (feminino). O perfil bioquimico foi 0
(normal) ou 1 (alterado).

Andlise Estatistica

Apds a codificagdo da amostra, os dados foram
analisados por meio do software estatistico Stata®
versdo 14. Variaveis quantitativas foram apresentadas em
medianas e intervalos interquartis, ou médias e desvios-
padrao de acordo com a normalidade (teste de Shapiro-
Wilk). Variaveis categoricas foram apresentadas em
frequéncias relativas (%) e absolutas (No). Nas analises
descritivas, o valor-p foi apresentado apos regressao
logistica univariada com 5% de significancia e INSAN
como variavel dependente (p<0,05).

Inicialmente, a regressdo logistica univariada foi
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utilizada para identificar os fatores associados a INSAN.
Em seguida, por meio de modelagem método backward, foi
realizada regressdo logistica multivariada para investigar
a relagdo entre INSAN e fatores associados identificados.
Em cada etapa, a variavel de menor valor F foi removida.
O ajuste final do modelo foi realizado utilizando O ajuste
final do modelo foi feito usando o modelo de teste de
qualidade de ajuste. A significancia estatistica foi definida
como p<0,05.

Bl RESULTADOS

A INSAN prevaleceu em 23,68% das 570
entrevistas realizadas em 22 comunidades rurais de 11
municipios que compdem a regido de estudo (Fig. 1). Os
entrevistados tinham em média 42,38 (DP + 12,59) anos de
idade. A metilagdo do éxon I do promotor do gene BDNF
esteve presente em 39,10% das analises.

Rural communities

1-FelizLembranga 12 -SantaRosa
2 -Santa Luzia 13-Trindade
3-VistaAlegre 14-Bom Sucesso
4-Pedra Menina 15-Alto Trindade
5-Cdrrego Patrimdnio 16 - Fazenda Alegria
6-CorregoSaoFelipe 17 - Mineroduto
7 -Perdidos 18-Andorinha
8 - Cafarnaum 19-MeinoJesus
9 - Cambraia 20 - Vieira Machado

-Sar 21-Boa Esperanca
11-CdrregoDantas 22 - Fazenda Independéncia

S8 Yosé do Caldado

° A
0 5 10 15km
-

Figura 1: Mapa das comunidades da zona do
Caparad, no Espirito Santo, Sudeste do Brasil.
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Foi possivel associar alteragdes sociodemograficas
e epigenéticas com a INSAN dos agricultores. Houve
associagdo positiva (p<0,05) com a INSAN as seguintes
variaveis: sexo, escolaridade, nimero de filhos vivos,
nimero de filhos menores de idade, nimero de moradores
por domicilio, renda per capita, classe social, prego dos
alimentos, tamanho do imovel, situac¢ao legal do imovel,
consumo de alcool, uso de pesticida tiametoxam, uso
cronico de medicamentos, nimero de sintomas e/ou
doengas relatados, dor nas costas, estado geral de satde
autorreferido, indice de massa corporal, circunferéncia
abdominal e metilagdo do BDNF. Outras variaveis listadas
foram escolhidas (p<0,200) para insercdo na analise
multivariada.
Para maiores detalhes, o leitor podera acessar
o material suplementar (Tabela S1 a S5) que mostra
os resultados da regressdo logistica univariada ¢ a
caracterizacdo geral dos dados (S1- demografico, S2-
socioecondmico, S3- satde, S4- atividades S5 - testes
bioquimicos sanguineos).

Andlise de regressao logistica multivariada das
variaveis de INSAN

A analise multivariada mostrou que a INSAN esta
associada positivamente a metilagdo do gene BDNF, o qual
individuos que apresentam metilagdo no gene BDNF sdo 5
vezes mais provaveis de apresentarem INSAN na amostra
do estudo, em relagdo aqueles que ndo possuem metilagdo
no mesmo gene. Além disso, individuos com trabalho extra
fora da propriedade, individuos que apresentam maior
namero de sintomas ou doengas relatadas e individuos com
menor tamanho da propriedade também estd associado
positivamente a INSAN.

Tabela 2: Regresséo logistica multivariada usando modelagem backward em agricultores familiares

Caracteristica

Odds Ratio Ajustado (95% IC) valor p

Metilacdo BDNF

Negativa

Positiva

Tamanho propriedade em hectare

Variavel continua

Trabalho extra fora da propriedade

Negativa

Positiva

Numero de sintomas e/ou doencgas relatados
Variavel continua

]

5.03 (1.98-12.83) 0.001

0.77 (0.67-0.90) 0.001
1

3.36 (1.23 - 9.22) 0.018

1.12 (1.04— 1.20) 0.003

B DISCUSSAO

A variacao dos pregos das commodities de café afeta
consideravelmente a renda dos agricultores familiares. Ha
impactos diretos emanados, uma vez que a mudanga nos
pregos das commodities afeta os termos de troca, os ajustes
da taxa de cambio ¢ o balango dos pagamentos; e efeitos
indiretos secundarios desses impactos macroeconomicos
sobre os pregcos domésticos, incluindo alimentos;
desemprego, reducdo das remuneragdes ¢ perda de renda;
e servigos sociais e de saude'.

Foi encontrado 23.68% de INSAN nos cafeicultores

regionais pesquisados, similar a alta prevaléncia (26.4%)
de INSAN relatada no mundo'. Ao considerar apenas as
populagdes rurais, essa regido apresentou uma taxa de
INSAN 1,28 vezes maior do que a regido sudeste do Brasil
(18,6%) e 3,17 vezes maior do que o estado do ES (7,5%)*".
A analise multivariada demonstrou que a INSAN
aumenta em 5 vezes o risco de metilagdo do gene BDNF.
Este ¢ o primeiro estudo desse tipo a investigar a INSAN
em agricultores familiares, associando mecanismos
epigenéticos e socioambientais entre seus determinantes.
A contribui¢do dos fatores ambientais na
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metilagdo do DNA tem chamado aten¢do recentemente,
principalmente fatores relacionados ao estresse®”. Nossos
resultados reforcam esses achados, mostrando uma
associagdo da INSAN com a metilacdo patologica do
promotor do éxon I do BDNF, que tem sido associada a
disturbios comportamentais como depressdao e bulimia
nervosa®.

Além disso, o menor tamanho da terra, o trabalho
fora da propriedade e maior relato de sintomas/doengas,
associam-se positivamente a INSAN.

INSAN e numero de sintomas e/ou doengas
relatadas

Para paises altamente dependentes de commodities,
redugdes nas receitas fiscais ou a queda dos pregos das
commodities pode ameagar a continuidade dos programas
sociais, redes de seguranga ¢ outros componentes dos
planos de desenvolvimento econdmico e social. Os cortes
nos gastos do setor social ¢ de saude podem ter impactos
negativos na seguranga alimentar e nutricional'.

As pessoas que relataram o maior nimero de
sintomas e/ou doengas tiveram pontua¢des mais altas de
INSAN, Odds Ratio Ajustada (ORa) 1,12 (95% CI 1,04
a 1,20). Cada sintoma e/ou doenga relatada aumentou em
12% a chance de co-ocorréncia de INSAN.

Despesas com satde como porcentagem da despesa
total do governo em paises com alta dependéncia de
mercadorias durante o periodo de 2008-2015 contraiu
1,3% para paises de baixa renda'. Esse fato contribui para o
entendimento do impacto dos cuidados de satude precarios
para os agricultores familiares.

Na regido estudada, 17,11% dos produtores
relataram depressdo e 47,99% autoavaliaram o estado
de satide como muito ruim, ruim ou regular. As queixas
mais frequentes foram dores musculares (64,73%), dor
de cabega (62,08%), dores nas costas (58,14%), caibras
musculares (55,03%), irritagdo nos olhos (52,38%), dores
nas articulagoes (50,44%), sobrepeso/obesidade (49,18%),
tontura e vertigem (48,22%), dor abdominal (44,27%), tosse
(42,68%) e visdo turva (38,62%). Praticas insustentaveis
enquanto trabalham na agricultura contribuem para a
INSAN*,

Metilagdo do promotor do éxon | de BDNF e
INSAN

A desaceleragdo da atividade econdémica como
resultado da queda dos pregos das commodities pode levar
ao desemprego, a perda de salarios e, consequentemente,
a perda de renda. Tudo isso tem um impacto negativo
na seguranga alimentar ¢ nutricional, com implicagdes
potencialmente ao longo da vida e intergeracionais para a
satude e desenvolvimento'.

Os principais problemas de satde das pessoas que
vivem em vulnerabilidade social incluem o aumento da
exposicdo a fatores de risco ambientais, estado nutricional
precario e dificuldade de acesso a alimentos, a servigos
de saude e medicamentos, bem como outros problemas
econdmicos, psicossociais, culturais ou de saude. Todos
estes fatores que atuam como agentes estressores, afetando
o0 bem-estar*.

A inseguranga alimentar e nutricional com ou sem

oy

ol

www. jhgd.com.br

fome ¢ um intenso estressor relacionado a preocupagio

pela escassez alimentar e medo da fome. Esta relacionada

com descontrole, estigma social, instabilidade familiar,

fragilidade e inseguranga. Portanto, o estresse psicossocial

provocado pela INSAN pode desencadear a ativagao do

eixo Hipotalamo-Pituitaria-Hipofise (HPA) envolvida com
a responta ao estresse'.

O estresse a longo prazo pode levar a desregulagio
do eixo HPA levando a alteragdes na responsividade
ao estresse, ¢ pode afetar a saude cerebral por meio de
alteragdes epigenéticas’. O estresse psicossocial pode
aumentar a vulnerabilidade a depressao e estar relacionada
a aumento da adiposidade central, contribuindo para o
aumento da morbidade'**.

Nosso estudo mostrou que a metilagdo do gene
BDNF também esta associada com INSAN (ORa5,03, IC
95% 1,97 a 12,82). Além do efeito estressor da INSAN
que age por meio de alteragdes epigenéticas, pode
existir os efeitos de alteragdes na nutrigdo. Os efeitos da
nutri¢do na fungdo cerebral sdo principalmente mediados
por alteragdes na expressdo génica. Essas alteragdes tém
caracteristicas diversas, como dindmicas e de curto prazo,
estaveis ¢ de longo prazo, e algumas ja sdo consideradas
hereditarias®*’.

Borgoi et al., 2021 encontrou em populagdo adulta
associagdo positiva entre INSAN e a hipermetilagdo do
gene NR3CI, responsavel pela expressdo do receptor
de glicocorticoide e regulagdo do eixo HPA com agdo
moduladora na responsividade ao estresse. Além disso, os
autores reportaram agdo mediadora da metilagdo do gene
NR3CI entre INSAN e a depressdo nesses individuos.
Dessa forma, os autores sugeriram que a agdo estressora
do estado de INSAN pode levar a metilagdo do gene
NR3CI1 regulador da responsividade ao estresse e levar ao
desenvolvimento da depressdo'.

Em modelos animais expostos ao Bisfenol A, a
metilagdo do BDNF no sangue pode ser usada como um
preditor da metilagdo de BDNF cerebral e expressdo génica,
bem como a vulnerabilidade comportamental induzida
pela exposigdo ambiental precoce®, sugerindo a metilacao
do BDNF no sangue como um novo biomarcador potencial
para detecgdo precoce de doengas psiquiatricas.

Exercicios extenuantes estdo relacionados ao
aumento de espécies reativas de oxigénio, redugdo da
expressao do BDNF, bem como diminuigao da plasticidade
sinaptica e cognicdo®. A depressdo também aumenta
a metilacdo do exon I do BDNEF, ¢ foi encontrada em
17% dos agricultores, sendo uma possivel causa de
disfungdo epigenética, reducdo da neurogénese e danos na
plasticidade neuronal®?**. Essas altera¢des podem persistir
até a idade adulta nos tecidos hipocampais*!.

INSAN e trabalho extra fora de sua prépria
propriedade

Notou-se que os trabalhadores, mesmo com
trabalho adicional fora de sua propriedade, apresentaram
maior probabilidade de apresentarem INSAN (ORa 3.36
95% IC: 1.23 - 9.21). Trabalhar na propriedade alheia ¢
esporadico e nao cria vinculo empregaticio. Os dados
aqui apresentados mostram deficiéncia de SAN, mesmo
quando a ajuda financeira governamental foi obtida pelo

J Hum Growth Dev. 2022; 32(3):227-236. DOI: 10.36311/jhgd.v32.13846 VI



JHG

agricultor ou quando ele estava associado a Sindicatos ou
Cooperativas.

A falta de SAN ¢ um marcador de desigualdade
socioecondmica ¢ esta associada a pobreza e ao
desequilibrio social. Portanto, estimativas de pobreza
¢ desigualdade social podem ser utilizadas de forma
complementar para a previsdo da INSAN*>#,

Apesar de ser mais frequente em paises pobres,
a falta de SAN também aparece em 5 a 10% dos
domicilios em paises desenvolvidos. Entre 2007 e 2008,
as prevaléncias na Franga, Estados Unidos da América e
Canada foram de 12,2, 14,5 e 7,7%, respectivamente’. Em
2013-14, o Trussell Trust, uma rede europeia de bancos
alimentares, forneceu ajuda alimentar de emergéncia a
mais de 900.000 adultos e criangas. Organizagdes gregas,
espanholas ¢ francesas também relataram um aumento
no numero de pessoas que procuram apoio alimentar de
emergéncia*.

Neste estudo, 74,14% dos agricultores relataram
renda per capita por dia inferior a US$ 5,00 ¢ foram
classificados como baixa renda*. Enquanto nossos dados
foram coletados na regido Sudeste e mais rica do pais, o
nordeste ¢ onde esta localizada a maior parte da pobreza
rural no Brasil (53%)’.

Nossos resultados corroboram os dados obtidos do
Indice de Desenvolvimento Humano Municipal (IDHM),
que tem a renda como indicador do INSAN. O Programa
das Nagdes Unidas para o Desenvolvimento informou que
o IDHM para a regido estudada foi de 0,665, classificado
assim como “médio  desenvolvimento humano”,
comparado a um valor de 0,740 (alto desenvolvimento
humano) encontrado para o estado do ES como um todo®.

Embora preocupantes, dados do governo brasileiro
mostram que, nos ultimos anos, o desempenho da
populacao melhorou. No geral, a taxa de pobreza extrema
rural caiu de 21,8% em 2002 para 7,6% em 2014 (redugdo
de 65,2%), ¢ a pobreza reduzida de 49% em 2002 para
20,2% em 2014 (redugdo de 58,7%)%.

Além da baixa renda, a instabilidade dos pregos do
mercado de produc@o também € uma questdo importante.
Os agricultores familiares enfrentam desvantagens
relativas, incluindo a concorréncia com bens importados
¢ subsidios governamentais aos grandes produtores,
que mantém acesso privilegiado a servigos ¢ canais de
comercializagdo.

Agricultores que fizeram trabalho extra fora de
suas proprias propriedades tiveram 336% mais chance de
ter INSAN (ORa = 3.36). Niveis mais baixos de educagao
também contribuiram para isso’. As intervengdes de
seguranga alimentar no cenario devem focar mais em
género, educacgio e servigos financeiros*®. Esses resultados
corroboram outros achados**#’ que associam o baixo nivel
socioeconomico dos domicilios rurais com maior ingestao
de alimentos mais baratos e de menor valor nutricional.

INSAN e tamanho da propriedade

A maioria das propriedades rurais do estudo ndo era
grande o suficiente para garantir a subsisténcia e o progresso
socioecondmico (Lei 4.504/64). Isso representa um
fracasso dos Direitos Humanos a Alimentagdo Adequada
(DHAA)*', principalmente devido a concentragdo da

2

(o)

CDH
www. jhgd.com.br
propriedade da terra no Brasil*-*2.

Considerando que o menor tamanho de terra que se
qualifica como agricultura familiar é de 21,6 hectares™>,
mais de 90% dos agricultores apresentavam déficit de area
de propriedade. De acordo com nossos dados, um aumento
no tamanho da propriedade de 1 hectare correlacionou-se
com uma diminui¢do de 23% (ORa = 0.77) na INSAN.

Portanto, mesmo apds o progresso social alcangado
no Brasil nos tltimos 15 anos, ha grandes discrepancias
entre as classes sociais no campo, como encontrado neste
estudo. Em geral, para promover a agricultura familiar
¢ a reducdo da pobreza/desigualdade no meio rural, ¢é
necessaria maior diversificagdo na produgdo de alimentos,
fortalecimento da oferta de alimentos em localidades
remotas ¢ promog¢ao das economias locais.

Pelas razdes expostas, a reforma agraria pode ser
auxiliar para alcangar a SAN nas areas rurais, gerando
emprego ¢ aumentando o acesso a alimentos nutritivos'.
Além disso, a compreensdo dos mecanismos subjacentes
que ligam a nutrigdo, a expressdo génica e a fungdo
cerebral, permitira uma melhor nutricdo do organismo ¢
satde do cérebro.

Este estudo possui algumas limitagdes. Um desenho
trasversal do estudo ndo nos permite inferir causalidade,
apenas demonstragdo de forte associagdo da variavel
com o aumento da prevaléncia. Um estudo qualitativo da
metilagdo do DNA possui qualidade, mas determinagdes da
metilagdo do DNA com estudos com pirossequenciamento
apos conversao por bissulfito tém sido considerado padrao
ouro e sdo capazes de detectar quantitativamente o perfil de
metilagdo da amostra.

Este estudo contribui significativamente para o
nosso conhecimento atual de biomarcadores epigenéticos
¢ demonstra o uso potencial da metilagdo do gene BDNF
para prever a vulnerabilidade comportamental induzida
por adversidades da vida, como a INSAN. Até onde
sabemos, este ¢ o primeiro estudo a abordar INSAN e
relacionar a alteragdes epigenéticas no gene BDNF, gene
de fundamental importancia para saide cognitiva ¢ bem-
estar da satide mental.

Além disso, essa pesquisa pode contribuir para
orientar politicas publicas para a reducdo de disturbios
comportamentais e doengas cronicas’, bem como estimular
o desenvolvimento de sistemas de producao de alimentos
mais sustentaveis que garantam a seguranga nutricional
das populagdes rurais®.

CONCLUSAO

A INSAN ¢é um grande problema para os
trabalhadores rurais. Uma prevaléncia de 23,68% de
INSAN entre as familias agricultoras foi observada em
nosso estudo. O perfil socioecondomico foi marcado por
baixos niveis de escolaridade ¢ baixa renda per capita.
A metilacdo do BDNF, possuir pequenas propriedades,
grande numero de sintomas/doencas e a necessidade de
trabalhar em propriedade alheia foi associada positivamente
a INSAN. Agdes governamentais para promover praticas
de trabalho sustentaveis sdo necessarias para melhorar a
seguranc¢a alimentar e a saude dos pequenos cafeicultores
familiares.
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Abstract

Introduction: state of Food and Nutritional Security (FNS) is one that should guarantee the right of
permanent access to quality food and in sufficient quantity without prejudicing access to other basic
rights. In Brazil, rural family farming establishments represent 84.4% of total agricultural establishments
and contribute to more than 70% of all food consumed by Brazilians. In this context, the production
of the coffee commodity stands out. However, despite being food producers, they do not earn a good
income. Slow economic activity can lead to loss of wages and income, illness, as well as food insecurity
(FNiS). In addition, the molecular effects of FNiS are poorly studied, especially epigenetic.

Objective: the objective of the present study is to analyze the association between Brain-Derived
Neurotrophic Factor (BDNF) DNA methylation and socio demographic, lifestyle, and epigenetic factors,
among coffee farmers in the Caparad zone, in Espirito Santo, Southeast Brazil.

Methods: the study was carried out in 22 randomly selected coffee producing communities in Zona
Capara0, an area that produces coffee of recognized quality. A total of 570 coffee farming households,
18 to 60 years of age, were included in the study by answering a questionnaire about socioeconomic
characteristics, land use and ownership, behavior, health, and working conditions. FNiS evaluation
was carried out using the Brazilian Food Insecurity Scale. BDNF exon | methylation was examined
by methylation-specific PCR. Body mass index and biochemical analyses were performed. Logistic
regression models were used to verify factors associated with FNiS (p<0.05). Data were analyzed using
the Stata® statistical software package version 14.

Results: the FNiS prevalence found was 23.68%. In multivariable logistic regression, the occurrence
of FNiS was associated with hypermethylation of exon | of the BDNF promoter exon | [ORa = 5.03
(95% (1.98, 12.82)] when compared to the unmethylated gene. Moreover, FNiS was associated with
excessive workload [ORa = 3.36 (1.23, 9.22)], possession of less land (hectares) [ORa = 0.77 (0.67,
0.90)] and greater number symptoms and / or ilinesses in real life [ORa = 1.12 (1.04.1.20)].

Conclusion: there is a high prevalence of Food Insecurity in the studied region. This phenomenon was
associated with epigenetic factors (BDNF methylation), excessive workload, small land ownership and
a greater number of diseases / symptoms. Food insecurity is a psychosocial stressor that can lead to
epigenetic changes in the BDNF gene, responsible for regulating cognitive functions, neuronal survival
and involved in the genesis of psychiatric diseases.

Keywords: coffee farmers, food and nutrition insecurity, BDNF, DNA methylation.
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