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RESUMO

Agrotoxicos ou pesticidas sdo produtos quimicos utilizados na pratica
agricola em todo o mundo, embora representem um risco potencial aos
agricultores e ao ambiente. Os efeitos da exposicdo cronica aos agroto-
xicos podem levar ao desenvolvimento de diversas doengas, incluindo
diferentes tipos de céncer, ja que se observam a capacidade genotdxica e
mutagénica dessas substancias. O presente estudo objetiva investigar a
relacdo entre a exposicdo ocupacional aos pesticidas e a presenca de
danos ao DNA e de estresse oxidativo. Foram avaliadas amostras de
sangue periférico de 50 agricultores com exposi¢do ocupacional a agro-
toxicos, residentes no municipio de Anténio Carlos (SC), além de 46
controles residentes na mesma localidade, mas sem exposigdo, e 29
controles residentes no municipio de Floriandpolis (SC). Para avaliacdo
de danos genéticos foram realizados o ensaio Cometa e a técnica de
Micronucleos com Bloqueio da Citocinese Celular (CBMN). O estresse
oxidativo foi avaliado pela dosagem de substancias reativas ao acido
tiobarbitdrico (TBARS) e pela atividade da Catalase (CAT). Além des-
ses testes, foram avaliadas as atividades da acetilcolinesterase (AChE) e
da butirilcolinesterase (BChE) dos grupos exposto e controle residente
em Antonio Carlos. Diferencas significativas foram encontradas nos
danos ao DNA entre os trabalhadores expostos a agrotdxicos e contro-
les. O ensaio Cometa realizado em linfécitos do sangue periférico apre-
sentou indice de dano ao DNA significativamente maior no grupo ex-
posto quando comparado aos grupos controles (p < 0,0001). Também
foram significativamente maiores as frequéncias de Micronucleos (p <
0,001), Buds (p < 0,005) e Pontes Nucleoplasmaticas (p < 0,0001) nos
individuos expostos. Os valores de TBARS foram significativamente
maiores para 0 grupo exposto quando comparados com o grupo controle
morador de Florianépolis (p < 0,0001). A CAT ndo apresentou variagdo
significativa entre os grupos. O sexo feminino parece mais suscetivel
aos efeitos deletérios dos pesticidas, assim como os individuos com
idade mais avangada. Fatores como o tempo de exposicao a pesticidas, 0
uso de EPI, tabagismo e etilismo ndo apresentaram influéncia significa-
tiva sobre os resultados. Assim, conclui-se que os individuos expostos,
participantes deste estudo, estdo mais sujeitos a sofrer danos genéticos e,
consequentemente, mais susceptiveis a doencas decorrentes desses da-
nos. A evidéncia de risco genético relacionado a exposicdo resultante do
uso de pesticidas na populacéo avaliada enfatiza a necessidade de pro






gramas educacionais para trabalhadores agricolas para reduzir o uso de
produtos quimicos na agricultura.

Palavras-chave: Agricultores. Agrotdxicos. Dano ao DNA. Estresse
oxidativo.






Evaluation of genomic instability and oxidative stress in a city of the
state of Santa Catarina

ABSTRACT

Pesticides are products used in agricultural practice around the world,
despite of its potential risk to farmers and the environment. The effects
of chronic exposure to pesticides can lead to the development of several
diseases, including different types of cancer, since the genotoxic and
mutagenic capacity of these substances can be observed. The objective
of this study is to investigate the relation between the occupational ex-
posure to various pesticides and the presence of DNA damage and oxi-
dative stress. Blood samples from 50 rural workers exposed to pesti-
cides, living in Antonio Carlos city (SC), 46 controls from the same city
and 29 controls from the city of Florianopolis (SC) were evaluated using
the Comet Assay and the Cytokinesis-block Micronucleus Technique
(CBMN) for genetic damage, and the test of thiobarbituric acid reactive
substances (TBARS) and Catalase (CAT) activity for the oxidative
stress. Significant differences were found in DNA damage among ex-
posed workers and controls. The Comet Assay performed on peripheral
blood lymphocytes of these individuals had a significantly higher DNA
damage index in the exposed group comparing to controls (p < 0,0001).
Micronucleus (p < 0,001), Buds (p < 0,005) and Nucleoplasmic Bridges
(p < 0,0001) were also found to be significantly higher in the exposed
group. The TBARS values were significantly higher comparing to the
Florianopolis control group (p < 0,0001). Even though CAT values were
higher than controls, there was no statistical difference. The women
seem to be more susceptible to these deleterious effects, as well as the
older individuals. Factors such as exposure extension to pesticides, the
use of individual protection equipment, smoking and alcoholism did not
have a significant influence on the results. Thus, it is concluded that the
exposed individuals, participants of this study, are more subject to suffer
genetic damage and, consequently, more susceptible to diseases result-
ing from such damages. Evidence of DNA damage related to the expo-
sure to pesticides in the population evaluated emphasizes the need for an
educational system for agricultural workers in order to reduce the use of
chemicals in agriculture.

Keywords: Rural workers. Pesticides. DNA damage. Oxidative stress.
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1 INTRODUCAO

O consumo de agrotdxicos assumiu proporgfes alarmantes no
Brasil. Entre 2001 e 2014, a venda desses produtos no pais aumentou de
pouco mais de US$ 2 bilhdes para mais de US$ 12 bilhdes (BRASIL,
2016) e, desde 2008, o Brasil mantém a posi¢do de maior consumidor de
agrotéxicos do mundo. Em 2015, o Sindicato Nacional da Industria de
Produtos para Defesa Vegetal (SINDVEG) declarou ter havido uma
gueda nas vendas dos “defensivos agricolas”, porém, isto ndo significa
uma queda no seu consumo, uma vez que estudos atuais indicam o cres-
cente comércio ilegal de agrotdxicos no pais (ABRASCO, 2015).

Em Santa Catarina (SC), segundo a Secretaria de Estado da
Saude, o consumo de agrotoxicos € crescente e, dentre as principais
unidades da federacdo, representa o estado com a maior produtividade
agricola por area, liderando na producédo de cereais, leguminosas e olea-
ginosas. Entre 2005 e 2013, embora tenha havido uma diminui¢do na
area cultivada de 1.823.602 para 1.564.718 hectares, a taxa de consumo
de agrotdxicos passou de 3,21 para 14,24 quilogramas por hectare
(SANTA CATARINA, 2013; BRASIL, 2016). O ultimo relatério do
Programa de Analises de Residuos de Agrotdxicos em Alimentos (PA-
RA), publicado em 2014 (mas relativo a 2012), identificou que 25% das
amostras colhidas no Brasil, entre legumes, verduras, frutas e gréos,
continham agrotdxicos proibidos ou em excesso. Em SC, o resultado foi
pior que a média nacional: 31,6% das amostras eram improéprias para o
consumo. Como consequéncia da ampla utilizag&o, os casos de intoxica-
cdo por estes compostos também sdo crescentes no estado e acompa-

nham o perfil do consumo (ANVISA, 2014). Um dos municipios desta-
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ques na agricultura catarinense € o de Ant6nio Carlos. Distante 36 km
da capital do Estado, com uma &rea de 229 km? e populacio de 8.012
habitantes, a cidade produz anualmente 150 mil toneladas de produtos
agricolas. A agricultura é a forga da economia do municipio e pelo me-
nos 80% das familias da cidade vivem da producdo e comercializacdo
dos hortifrutigranjeiros. Antonio Carlos detém um dos maiores indices
de Desenvolvimento Humano (IDH) de Santa Catarina e do Brasil, que
por sua vez se reflete na excelente qualidade de vida de sua populagdo
(SANTA CATARINA, 2016).

Devido ao uso crescente de agrotdxicos, o estabelecimento de
protocolos para sua monitoracdo na agua, nos alimentos e nos agriculto-
res expostos é tema amplamente discutido em todo o territério nacional.
O protocolo proposto pelo Ministério da Sadde prevé a dosagem das
colinesterases e os aspectos clinicos como indicadores bioldgicos de
efeito da exposicdo. Porém, em fun¢éo da ampla utilizacéo e da varieda-
de de agrotdxicos dispostos, 0 acompanhamento dos trabalhadores é
extremamente complexo, principalmente quando se consideram exposi-
¢Oes cronicas. A literatura nacional carece de informacgdes relacionadas
ao tema, pois poucos sdo 0s grupos de pesquisa a este dedicados. O
Instituto Nacional do Cancer (INCA), 6rgdo do Ministério da Saude,
divulgou, em 2013, um documento no qual adota um posicionamento de
preocupacdo acerca do uso de agrotdxicos no pais bem como seus efei-
tos sobre a salde e a seguranga alimentar e nutricional dos brasileiros
(BRASIL, 2015). A relevancia deste tema é indiscutivel e o aprofunda-
mento da pesquisa é necessario. As técnicas utilizadas no presente estu-

do, que avaliam a instabilidade gendmica, poderiam incorporar o proto-
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colo de monitoramento dos trabalhadores como indicadores bioldgicos
para a prevencdo de doengas como o cancer, dentre outras.

Atualmente, o biomonitoramento para prevencdo do cancer in-
clui testes que tém a capacidade notavel de identificar agressdes genéti-
cas geradas pela exposicdo ambiental ou ocupacional a agentes mutagé-
nicos. Neste estudo, a instabilidade genémica foi investigada pelo ensaio
Cometa e pela técnica de Microntcleos com o Bloqueio da Citocinese
Celular (CBMN — do inglés cytokinesis-block micronucleus). O primeiro
avalia quebras de fitas simples e duplas de acido desoxirribonucleico
(DNA), além de crosslinks e alteragdes na sua estrutura que sejam sen-
siveis ao pH alcalino. As alteracdes genéticas detectadas pelo ensaio
Cometa ainda sdo passiveis de reparo durante o ciclo celular. Portanto, é
um teste que avalia a genotoxicidade causada por exposi¢des recentes a
xenobidticos. O método permite a observacao do tipo e da quantidade de
dano ao material genético. Numa corrida eletroforética, ocorre migracéo
do DNA danificado em uma lamina com gel de agarose e o dano genéti-
co é classificado de acordo com o comprimento do rastro observado.
Completando essa avaliagdo, a técnica CBMN avalia 0 dano ao DNA
estabelecido apds a acdo do sistema de reparo. Com esta técnica, se
guantificam quebras cromossdmicas, perdas de cromossomos inteiros,
amplificacbes génicas causadas por intoxicacdo celular, células necrdti-
cas e células apoptéticas. Foi também realizada a avaliagdo de estresse
oxidativo pelo ensaio de Substancias Reativas ao Acido Tiobarbitdrico
ou TBARS (Thiobarbituric Acid Reactive Substances), que quantifica
uma substancia resultante da peroxidagéo lipidica celular, além da ativi-

dade da enzima antioxidante Catalase (CAT).
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Este estudo faz parte de um projeto multidisciplinar que esta
sendo desenvolvido no Hospital Universitario Prof. Polydoro Ernani de
Sdo Thiago (HU-UFSC), com a coordenacdo da Prof2 Dr 2 Claudia
Regina dos Santos, do Departamento de Patologia. Estdo envolvidas no
projeto as especialidades médicas de neurologia, hematologia, reumato-
logia e endocrinologia, além do laboratério de analises clinicas e servigo
de imagem, visando uma avaliacdo completa das condig¢des clinicas dos
agricultores que possivelmente estejam associadas a exposicao a agrotd-
xicos. O projeto tem financiamento préprio aprovado em edital do Pro-
grama de Pesquisa para o Sistema Unico de Saude (PPSUS).

Dessa forma, além da avaliacdo pontual aqui prevista, entende-
se que a questdo dos agrotoxicos é tema para acompanhamento da popu-
lagdo em longo prazo. Os dados obtidos desta avaliacdo permitirdo,
além da obtencdo de informagdes cientificas relevantes, a formacéo de
uma equipe dedicada a questdo e disponibilizar, em Santa Catarina, a
realizacdo da determinacdo de indicadores bioldgicos de exposicédo e de
efeito, aprimorando as ferramentas para monitorar a populacdo, inicial-

mente, com exposi¢ao ocupacional.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Agrotdxicos

Agrotoxicos ou pesticidas sdo compostos quimicos utilizados na
agricultura para eliminar elementos indesejaveis, que incluem insetos,
roedores, fungos e algumas plantas. Dependendo da sua natureza quimi-
ca, sdo potencialmente toxicos para 0 meio ambiente e outros organis-
mos, incluindo os humanos, por isso precisam ser aplicados com segu-
ranca e descartados de forma adequada. O Sistema de Avaliagdo de
Pesticidas da Organizacdo Mundial de Saide (WHOPES - World
Health Organization Pesticide Evaluation Scheme) foi criado em 1960
para promover e coordenar testes e avaliar agrotéxicos e sua relagéo
com a salde publica. Ele conta com a participacdo de representantes de
governos, fabricantes de agrotéxicos e de equipamentos de aplicacédo
desses produtos, Centros Colaboradores da Organizagdo Mundial de
Saude (OMS) e instituicbes de pesquisa. Os objetivos do WHOPES séo
facilitar a busca de defensivos alternativos e métodos de aplicagdo que
sejam seguros e de baixo custo, além de desenvolver e promover politi-
cas, estratégias e diretrizes para a aplicacédo seletiva e criteriosa de pesti-
cidas (WHOPES/WHO, 2010).

No Brasil, a Lei n°® 9.974 de 6 de junho de 2000 disp8e quanto
ao registro, classificacdo e fiscalizacdo dos agrotoxicos e as a¢oes sdo
amplamente coordenadas pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA). O Sistema Nacional de Vigilancia Sanitaria (SNVS) €é o
orgdo responsavel por fiscalizar os registros e reavaliar os produtos ja

registrados, além de normatizar e elaborar documentos técnicos e mo-
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nografias sobre os ingredientes ativos dos produtos. Para deferir a regu-
larizacdo do agrotoxico avaliado, a agéncia preconiza que os laborato-
rios responsaveis por realizar os estudos, estejam sempre em concordan-
cia com os protocolos recomendados pela OMS (BRASIL, 2000; AN-
VISA, 2014).

Os agrotoxicos sdo formulagBes quimicas heterogéneas que
agem nos organismos alvo, mas, por ndo serem dotados de absoluta
seletividade, acabam causando efeitos ndo desejaveis nos organismos
ndo alvos e ao meio-ambiente. Os agrotoxicos podem ser bastante per-
sistentes, apresentando meia-vida de décadas. Com frequéncia, sdo en-
contrados em ambientes diferentes da sua origem de aplicagdo, ou seja,
sdo transportados a longas distancias. Devido & répida circulacdo, po-
dem atingir aguas subterraneas, rios e solos. Portanto, todos estao inevi-
tavelmente expostos aos agrotdxicos, seja por contaminagdo ambiental,
consumo ou uso ocupacional. Em geral, o acumulo de agrotéxicos sob a
forma de residuos é considerado uma das principais causas de risco para
0 ambiente e para 0s humanos (BOLOGNESI, 2003; DYK; PLETSCH-
KE, 2011).

A ANVISA traz diferentes critérios de classificacdo dos agroto-
xicos. Eles podem ser agrupados quanto & forma de atuago ou praga a
ser controlada, seu grau de toxicidade ou o0 grupo quimico a que perten-

cem.

Quanto ao uso e tipo de praga a ser controlada ou destruida:
Inseticidas (insetos), herbicidas (ervas daninhas), fungicidas
(fungos), raticidas (roedores), bactericidas (bactérias), nematicidas (ne-

matoides, vermes), larvicidas (larvas), cupinicidas (cupins), formicidas
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(formigas), pulguicidas (pulgas), piolhicidas (piolhos), carrapaticidas
(carrapatos), acaricidas (acaros), moluscicidas (moluscos), avicidas
(aves) e columbicidas (pombos) (ANVISA, 2016).

Quanto a toxicidade:

A classificacéo por toxicidade adotada no Brasil considera fato-
res como a DL50 oral, inalatéria e dérmica (para ratos) e a capacidade
de corrosdo, ulceracdo ou opacidade na cornea dos animais testados.
DL50 é a abreviacdo da dose letal especifica que confere letalidade para
a metade (50%) dos animais testados, geralmente ratos expostos indivi-
dualmente a uma determinada dose (SUITER; SCHARF, 2012; ANVI-
SA, 2016). Existem quatro classes, a saber:

o Classe | (rotulo vermelho) - extremamente toxico; DL50 <5
mg/kg;

. Classe Il (rétulo amarelo) - altamente toxico; DL50 entre 5 e 50
mg/kg;

. Classe Il (rétulo azul) - medianamente toxico; DL50 entre 50 e
500 mg/Kkg;

) Classe IV (rétulo verde) - pouco téxico; DL50 > 500 mg/kg;

Uso e estrutura quimica:

A quantidade de grupos nesta classificacdo é bastante extensa e
esta disponivel no Compendium of Pesticide Common Names — Pestici-
de Classification, no enderego:
http://www.alanwood.net/pesticides/index.html. Seguem alguns exem-

plos:


http://www.alanwood.net/pesticides/index.html
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o Inseticidas: organoclorados, organofosforados, carbamatos,
piretroides, neocotindides;

o Herbicidas: cloroacetanilidas, acidos ariloxialcandico, triazinas,
ureias e glicina substituida;

o Fungicidas: triazol, ditiocarbamatos, benzimidazol, dicarboxi-
midas, entre outros (ANVISA, 2016).

2.2 Efeitos dos agrotdxicos na salde humana

Os efeitos da exposicdo cronica aos agrotdxicos incluem o de-
senvolvimento de diversas doencas, incluindo diferentes tipos de cancer,
ja que se observam capacidade genotoxica e mutagénica destas substan-
cias (BOLOGNESI et al.; 2011). Porém, estes efeitos ainda ndo estdo
satisfatoriamente elucidados, principalmente porque a avaliacdo dos
agrotoxicos considera os resultados obtidos por experimentos conduzi-
dos a partir de altas doses de uma Unica classe quimica ou de um Gnico
agrotoxico, o que ndo condiz com a realidade proposta na avaliacdo do
risco ocupacional, uma vez que 0s agricultores sdo expostos a diferentes
classes e misturas desses compostos (BOLOGNESI, 2003; BENEDET-
Tl et al.; 2013). Em relatério publicado em 2015, um estudo da Interna-
cional Agency for Research on Cancer (IARC), ligada a OMS, esclarece
que a classificacdo de riscos dos pesticidas busca identificar o desenvol-
vimento de cancer motivado pelos produtos estudados em quaisquer
circunstancias, sem relacionar aos niveis de exposi¢cdo, nem definir
graus de risco. Tal posicionamento baseia-se no entendimento de
gue esses produtos ndo sao utilizados isoladamente e que a presenca de

mais de um tipo deles nos alimentos ou no ambiente pode aumentar o
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risco e elevar o grau de carcinogenicidade. Portanto, trata-se de uma
avaliacdo cientifica de dificil mensuracdo (WHO, 2015).

Dentre os pesticidas mais comercializados em Santa Catarina
estdo inseticidas como os organofosforados, carbamatos e piretroides,
fungicidas como os triazois e herbicidas do tipo glicina substituida (gli-
fosato em suas varias formas) e bipiridilios (paraquat) (SANTA CATA-
RINA, 2013).

2.2.1 Organofosforados

Os organofosforados (OF) compfem um grupo de agrotoxicos
utilizado para o controle e a eliminacéo de insetos na agricultura e, em
alguns casos, também séo aplicados nas residéncias. Os seres humanos
podem ser expostos aos OF na prdpria atividade laboral ou vivendo nas
proximidades de alguma propriedade em que se apliquem os pesticidas.
A absorcdo desses produtos geralmente se dé por inalagcdo ou ingestéo
de particulas de poeira carregadas com as substancias e pelo consumo de
produtos contendo seus residuos (NAEHER et al., 2010; MUNOZ-
QUEZADA et al., 2012; MUNOZ-QUEZADA et al., 2013). Apds a
absorcdo, os OF sdo metabolizados para a sua forma toxica, podendo
ligar-se a enzima acetilcolinesterase (AChE) de forma, geralmente, irre-
versivel. Caso o OF ndo se ligue & AChE, entdo ele podera ser hidrolisa-
do ou por meio da enzima paraoxonase (PON) ou espontaneamente para
formar metabélitos especificos de pesticidas e também outros ndo espe-
cificos. Esses metabolitos ou os seus conjugados sdo primariamente
excretados na urina (MUNOZ-QUEZADA et al., 2013). Essas substan-

cias agem, portanto, como inibidores da Achg, impedindo a degradagéo
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do neurotransmissor acetilcolina, o que resulta em um aumento da sua
concentragdo nas sinapses colinérgicas e no prolongamento da sua agéo
no organismo. A superexcitacdo dos receptores muscarinicos e nicotini-
cos do sistema nervoso pode produzir uma variedade de sintomas, inclu-
indo nauseas, vomitos, salivacdo, lacrimacdo, convulsbes e morte (AB-
DOLLAHI; KARAMI-MOHAJERI, 2012; MUNOZ-QUEZADA et al.,
2013). A neuropatia periférica tardia € um efeito bem conhecido da
exposicdo aguda a altos niveis de alguns OF. No entanto, outros efeitos
periféricos da exposi¢do em longo prazo sdo mais controversos. A maio-
ria das pesquisas tem se concentrado nos efeitos sobre o sistema nervoso
central, com evidéncias de comprometimento da fun¢do neurocompor-
tamental apds a exposicdo aos OF (ABDOLLAHI; KARAMI-
MOHAJERI; STARKS et al., 2012). Ha varios relatos acerca de distur-
bios metabdlicos, hiperglicemia e também estresse oxidativo em exposi-
¢Oes agudas e cronicas aos pesticidas, que estdo relacionados ao diabetes
e outras doencas metabdlicas. Existem vérios estudos in vitro e in vivo a
esse respeito, mas poucos estudos clinicos sobre os mecanismos subja-
centes a esses efeitos (KARAMI-MOHAJERI; ABDOLLAHI, 2011).
Em 2011, foram publicados trés estudos independentes relacio-
nando a exposicdo in utero aos OF a problemas no desenvolvimento
cognitivo. Os riscos de pesticidas para a salde das criancas tem sido
assunto de grande preocupacao em nivel global desde a publicagdo do
relatério "Pesticidas nas dietas de Lactentes e Criancas" pela United
States National Academy of Science, em 1993 (DING; BAO, 2014).
Para as criangas, acredita-se que a via de exposi¢do predominante seja a
alimentar. Durante o desenvolvimento, os efeitos neuroldgicos da expo-

sicdo aos OF, mesmo em niveis baixos, podem ser prejudiciais porque
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neurotransmissores, incluindo acetilcolina, desempenham um papel
essencial no desenvolvimento celular e na arquitetura do cérebro (MU-
NOZ-QUEZADA et al., 2013).

Os principais alvos de agdo dos compostos OF sdo, portanto, o
sistema nervoso central e periférico, embora também tenha sido postu-
lado que esses compostos, tanto na intoxicacdo aguda como cronica,
perturbam os processos de oxirreducdo e, assim, induzem ao estresse
oxidativo. A geracdo excessiva de espécies reativas de oxigénio (EROs)
causa danos a todas as macromoléculas vitais, incluindo lipidios, protei-
nas e DNA (OJHA et al., 2013).

2.2.2 Carbamatos

Derivados de ésteres do A&cido carbdmico, os carbamatos
(CBM), assim como os OF, tém como principal efeito a inibicdo da
enzima AChE, que resulta em sinais e sintomas de excessiva estimula-
cdo colinérgica. Mas, ao contrario do que ocorre com os OF, as intoxi-
cagdes por CBM tendem a ser de menor duragdo. Isto se deve ao fato de
a inibicdo da AChE pelos CBM ser reversivel, ou seja, 0 complexo for-
mado é menos estavel, e também porque os CBM sdo mais rapidamente
metabolizados (KARAMI-MOHAJERI e ABDOLLAHI, 2011;
EDLESTON, 2016). As vias de absor¢do dos CBM pelo organismo sdo
a oral, respiratoria e cutanea. A absor¢do por via oral pode ocorrer nas
intoxicacdes agudas acidentais e nas tentativas de suicidio, sendo a in-
gestdo do aldicarb ou “chumbinho” comum nestes casos. Varios CBM
utilizam vias metabolicas similares, que rapidamente os degradam em

oximas, sulfoxidos, sulfo e acetonitrilas e gas carbonico. A acetonitrila
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em concentracdes elevadas no organismo pode levar a formacdo de
meta-hemoglobinemia (CALDAS, 2000), uma condic¢do fisiopatoldgica
potencialmente letal.

Os CBM podem induzir efeitos genotdxicos, incluindo micro-
nucleos, aberracBes cromossdmicas e trocas de cromatides irmas. Con-
tudo, a inducéo de citotoxicidade pelo dano ao DNA é largamente des-
conhecida (GUANGGANG et al., 2013).

2.2.3 Piretroides

Outra classe dentre as mais utilizadas ocupacionalmente é a dos
piretroides (PIR). As piretrinas naturais de Chrysanthemum cinerariae-
folium tém sido utilizadas para o controle de mosquitos desde os tempos
antigos e muitos piretroides sintéticos foram desenvolvidos pela modifi-
cacdo das suas estruturas quimicas para melhor desempenho bioldgico e
estabilidade no ambiente. Alguns desses compostos sdo: permetrina,
aletrina, resmetrina, deltametrina, cipermetrina e fenpropanato.

Os principais sitios alvos da agéo toxica dos PIR s&o os canais
de sodio voltagem dependentes. Além desses, 0s canais de calcio e de
cloreto voltagem dependentes e receptores de acido gama-aminobutirico
(GABA,) também podem contribuir para os efeitos neurotdxicos de
alguns PIR. Os PIR sintéticos podem ser classificados em duas categori-
as: de primeira e de segunda geracdo. A principal caracteristica dos PIR
de primeira geracdo é a sensibilidade a luz e a temperatura. Portanto,
esses pesticidas tém sido utilizados, principalmente, para o controle de
pragas em areas cobertas. Por outro lado, a segunda geracdo de PIR tem

excelente atividade inseticida, bem como uma boa estabilidade em am-
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bientes abertos. Por esta razdo, os PIR de segunda gera¢do sdo muito
utilizados em todo o mundo para o controle das pestes (KANEKO,
2011).

Apos a absorgdo, que nos seres humanos pode se dar pela inges-
tdo, inalacdo ou através da pele, os PIR sdo rapidamente metabolizados
por hidrolise e pela oxidacdo mediada pelo citocromo P450. A meia-
vida dos PIR é curta (SAMS; JONES, 2011; SAMS; JONES, 2012) e
eles sdo excretados principalmente na urina como metabdlitos conjuga-
dos. Os metabdlitos principais sdo utilizados como biomarcadores para
0 monitoramento da exposi¢do aguda em adultos e criangas da popula-
cdo geral e em trabalhadores ap6s o uso do pesticida (SAILLENFAIT et
al., 2015).

Casos de intoxicacdo aguda tém sido relatados em humanos
apos a exposi¢do ocupacional aos PIR, bem como em ambientes ndo
profissionais. Esses problemas sdo causados por ventilagdo inadequada
durante a aplicagdo, derramamentos de pesticidas ou de salpicos, uso
excessivo ou incorreto, e armazenamento inadequado das substancias
(HUDSON et al., 2014). Na maioria dos casos, os efeitos indesejados
sdo reversiveis, enquanto fatalidades sdo relativamente raras. Os sinais e
sintomas sdo mais comumente respiratorios (tosse ou irritagdo das vias
aéreas superiores apds a inalacdo de poeira ou aerossdis), gastrointesti-
nais (nauseas e vomitos), oculares (eritema, ardéncia), dermatolégicos
(eritema, prurido) e/ou neurolégicos (cefaleia, tontura, parestesias) (AP-
PEL et al., 2008).

Pouco se sabe sobre os efeitos em longo prazo da exposicao re-
petida a baixos niveis de PIR (KOUREAS et al., 2012). A preocupacéo

é crescente sobre o0s possiveis efeitos da exposi¢do na fungéo reproduti-
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va dos adultos do sexo masculino. Estudos epidemioldgicos tém associ-
ado a exposicao ocupacional e ambiental a PIR com a qualidade alterada
do sémen, incluindo danos ao DNA e diminui¢do da concentracdo dos
espermatozoides. Diversos estudos tém investigado os efeitos da exposi-
¢do aos PIR durante a gestacdo. Alguns desses estudos sugerem que em
concentragBes ambientais, os produtos podem induzir mudangas sutis
em mecanismos imunoldgicos e no neurodesenvolvimento. Um estudo
sugeriu que a quantidade de metabdlitos urinarios de PIR pode estar
associada com um risco elevado de leucemia linfoblastica aguda infantil
(DING et al., 2012). Uma meta-anélise também mostrou um aumento do
risco da doenca associado a exposicdo ocupacional de gestantes aos
inseticidas (WIGLE et al., 2009). Em 2009, a Agéncia de Protecdo Am-
biental dos Estados Unidos (USEPA — United States Environmental
Protection Agency) classificou a permetrina como "provavelmente can-

cerigeno para os seres humanos" quando ingerida.

2.2.4 Triazois

Os efeitos potenciais dos fungicidas triazois e seus metabolitos
no sistema enddécrino sdo de grande preocupacao para a vida selvagem e
para a salde humana. Neste contexto, os pesticidas triazois mereceram
uma atencao especial devido ao seu potencial de inibicdo da aromatase
do citocromo P450. A aromatase do citocromo P450 (CYP19) catalisa a
conversdo de androstenediona e da testosterona em estrona e estradiol,
respectivamente. Assim, a aromatase modula o equilibrio estrogénico
essencial ndo apenas para as fémeas, mas também para a fisiologia mas-

culina, que inclui a funcéo gonadal. Essa inibicdo afeta os 6rgéos repro-
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dutivos, a fertilidade e o comportamento sexual em humanos e animais
selvagens (SAXENA et al., 2015). Os triazois alteram a expressao géni-
ca no figado, especialmente em vias bioldgicas que regulam a homeos-
tase lipidica, esterol e esteroide. A modulagéo do esteroide hepatico e do
metabolismo de esteroides € um mecanismo de acdo plausivel para alte-
racGes na testosterona sérica e resultados reprodutivos adversos obser-
vados em estudos com ratos e pode ser relevante para a avaliacdo do
risco humano (MARTIN et al., 2007).

2.25 Glifosato

Os herbicidas a base de glifosato sdo os pesticidas mais utiliza-
dos mundialmente. Atualmente proibido na Europa, esses agrotdxicos
ainda sdo comercializados em alguns paises, como os Estados Unidos e
0 Brasil. Em SC, entre 2007 e 2012, foram vendidos aproximadamente 4
milhGes de toneladas de produtos a base de glifosato (SANTA CATA-
RINA, 2013). Os adjuvantes que compdem as formulagdes, apresenta-
dos como inertes e confidenciais, tém se mostrado mais tdxicos do que o
préprio glifosato e ndo foram inclusos nas avaliagfes de risco durante o
processo de liberagdo do uso. Esses agrotéxicos contaminam a agua
potavel, tornando-a uma fonte de exposicdo rotineira. Além disso, a
meia-vida do glifosato na &gua e no solo é maior do que se considerava
inicialmente. Estudos tém reportado variagfes de dias, meses e anos,
dependendo da composicdo do solo. Em 2015, a IARC considerou que
hé& evidéncias suficientes de que o0 uso e consumo de glifosato aumenta o
risco de desenvolvimento do linfoma ndo-Hodgkin e outros tipos de

cancer. O grupo classificou o glifosato como provavelmente carcinogé-
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nico para humanos (CIT, 2017). No Brasil, a classificacdo toxicoldgica
do glifosato estad em reavaliagdo pela ANVISA.

Defarge e colaboradores (2016) demonstraram que o glifosato,
tanto puro quanto as suas formulag¢Ges, possuem atividade desreguladora
de hormdnios in vitro, alterando multiplos hormdnios esteroides. Dentre
as varias consequéncias comprovadas da desregulacdo enddcrina, en-
contram-se a infertilidade, puberdade precoce, endometriose, cancer de
mama, de prdstata, dos testiculos e dos ovarios, disfuncdo sexual, dis-
funcéo tireoidiana e obesidade. Outro estudo, com ratos, mostrou que
houve dano oxidativo ao figado e rins dos animais devido a desregula-
cdo do metabolismo mitocondrial, em niveis de exposi¢do considerados
seguros. Os niveis de glifosato e do seu metabdlito em amostras de teci-
do hepatico e renal sdo 10 a 100 vezes maiores do que 0s niveis encon-
trados na gordura, musculos e na maioria dos outros tecidos. De fato,
tem havido aumento na frequéncia de doenca renal crbnica em agricul-
tores de areas em que h4 uma combinacdo do uso intensivo de glifosato
e consumo de agua “dura” (MYERS et al., 2016).

2.2.6 Paraquat

O paraquat é um herbicida que pertence ao grupo quimico dos
bipiridilios, moléculas com atividade relacionada & formagao de radicais
superdxidos (O,™), 0s quais sdo a base da geracao de estresse oxidativo.
Na presenca de oxigénio e de fornecimento continuo de elétrons, havera
um ciclo de oxidacfes e redugfes, com produgdo continua de anion
superdxido. Os efeitos toxicos do paraquat explicam-se, em grande par-

te, pelas reacdes de oxirredugdo. Nas células, a lesdo oxidante provoca
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um grande espectro de respostas que incluem a senescéncia e a morte
celular. O resultado pode variar significativamente de acordo com a
natureza da célula (MARTINS, 2013).

Em roedores, o paraquat produz um modelo de doenca de Par-
kinson através de estresse oxidativo. Além disso, 0 pesticida esta associ-
ado com risco aumentado da doenca em humanos. As enzimas antioxi-
dantes proporcionam prote¢do celular contra os radicais livres e podem
potencialmente modular a toxicidade (GOLDMAN et al., 2012). De
Jong e colaboradores (2014) avaliaram a toxicidade pulmonar do para-
guat. Segundo os pesquisadores, € muito provavel que o efeito da expo-
sicdo ao agrotdxico seja mais pronunciado quando os sistemas antioxi-
dantes ja estdo esgotados pelo tabagismo e o tecido pulmonar ja foi
danificado pelos radicais livres oriundos do consumo do tabaco. A ex-
posicdo ocupacional a pesticidas pode, entdo, agir de forma sinérgica
com a exposicao ao tabaco. Assim como o glifosato, o paraquat também
foi proibido na Europa, mas continua sendo vendido em outros paises,

inclusive no Brasil.

2.3 Estresse oxidativo e biomonitoramento

A producdo de radicais livres (RL) pelo organismo é um pro-
cesso fisioldgico que viabiliza uma série de processos bioldgicos, como
a geracdo de energia na forma de adenosina trifosfato (ATP) na da ca-
deia transportadora de elétrons, ativacdo de genes e participacdo em
mecanismos de defesa contra agentes infecciosos. Quando produzidos
em excesso, contudo, os RL trazem efeitos deletérios (BARBOSA et al.,

2010), como a oxidacdo de biomoléculas, o que leva a perda de suas
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funcGes bioldgicas, cuja manifestacdo é o dano oxidativo potencial con-
tra células e tecidos (HALLIWELL; WHITMAN, 2004). Em longo
prazo, tais eventos corroboram com a patogenia de numerosas enfermi-
dades cronicas, dentre elas a aterosclerose, o diabetes, a obesidade,
transtornos neurodegenerativos e cancer. Os RL comp&em uma espécie
(4&tomo ou molécula) que possui um ou mais elétrons desemparelhados e
atua na transferéncia desses elétrons em muitas rea¢fes biogquimicas.
Juntamente com outras espécies ndo radicalares, formam o que denomi-
namos espécies reativas de oxigénio (HALLIWELL; GUTTERIDGE,
2007). A geragdo de RL ocorre principalmente na cadeia de transporte
de elétrons mitocondrial, mas também nas membranas celulares, como
efeito da radiacdo ionizante, e no citoplasma. Podem ser produzidos
ainda pela explosao respiratéria que ocorre em fagécitos ativados e co-
mo subprodutos de varias enzimas celulares incluindo NADPH oxidase
(Nicotinamida Adenina Dinucleotideo Fosfato Oxidase), xantina oxida-
se e Oxido nitrico sintase endotelial (HALLIWELL; GUTTERIDGE,
2007; ALFADDA; SALLAM, 2012). Na cadeia de transporte de elé-
trons, 0 O, sofre reducdo para que ocorra a formacgdo de 4gua (H,O).
Para isso, a enzima citocromo oxidase atua sobre quatro moléculas de
citocromo c, removendo um elétron de cada uma delas. Os elétrons s&o
transferidos para o oxigénio conforme a reagéo:
0, + 4¢e + 4H" > 2H,0 + energia (1)

Portanto, a citocromo oxidase controla a geragdo de radicais li-
vres, impedindo sua geracdo excessiva na mitocdndria. No entanto,
cerca de 2% a 5% do oxigénio metabolizado nas mitocdndrias séo des-
viados para outra via metabélica e reduzidos de forma univalente, dando

origem aos radicais livres:
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O, +e >0, (2)
0, + 2H" > H,0,(3)

Os ions ferro e cobre, por serem muito reativos, funcionam co-
mo potentes catalisadores das reacOes de geracdo de radicais livres. O
Fe*? ou Cu" reagem com H,0, gerando o radical HO', numa reago
denominada de Reacdo de Fenton. Esses ions também agem como cata-
lisadores da reacdo entre H,0O, e o radical O,, a fim de gerar o radical
HO’, na reacdo denominada Reacgdo de Haber-Weiss (BARBOSA et al.,
2010). A Tabela 1 traz as principais espécies reativas de oxigénio.

Para que haja a manutengdo da homeostase, 0s organismos ten-
tam manter o equilibrio com um rigido controle das EROs e, para isso,
contam com a ajuda de um complexo sistema antioxidante. Quando
existe um desequilibrio entre as moléculas pré e antioxidantes, com
predominio das pré-oxidantes, ocorre estresse oxidativo (EO), que €
responsavel pela inducdo de danos celulares (Figura 1). Tais danos po-
dem atingir todos os tipos de moléculas, incluindo DNA, lipidios, prote-
inas e carboidratos (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007; ALFADDA,;
SALLAM, 2012).
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Tabela 1. Principais espécies reativas de oxigénio (EROs) e suas carac-

teristicas.

EROS

Caracteristicas

Superoxido (05)

Hidroperoxil (HO,*)

Hidroxil (HO")

Perdxido de hidrogénio (H,0,)

Ocorre em quase todas as células
aerdbicas, sendo produzido a partir da
ativagcdo de neutréfilos, mondcitos,

macro6fagos e eosindfilos.

E a forma protonada do radical supe-
réxido. E mais reativo que 0 supero-
xido, por sua maior facilidade em
iniciar a destruicdo de membranas
bioldgicas.

E o radical mais reativo. Se o hidroxil
for produzido proximo ao DNA
poderdo ocorrer modificagbes de
bases purinicas e pirimidinicas, le-
vando & inativacdo ou mutacdo do
DNA. Oxida grupos sulfidrilas (-SH)
a pontes dissulfeto (-SS) nas protei-

nas e inicia a lipoperoxidagao.

Apesar de ndo ser um radical livre, o
H,O, é um metabdlito do oxigénio
extremamente  deletério,  porque
participa da reacéo que produz o HO".
O H,0, tem vida longa, é capaz de
atravessar camadas lipidicas, pode
reagir com a membrana eritrocitaria e

com proteinas ligadas ao ferro.



43

Formado a partir da reagdo entre O," e
Peroxinitrito (ONOO") NO’, é uma espécie reativa de nitrogé-

nio.

Fonte: Adaptado de HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007; BARBOSA et al., 2010

Figura 1. Esquema simplificado das principais fontes de EROs, sistema

de defesa antioxidante e os efeitos bioldgicos.

Mitocondrias Sistema enzimatico:
Peroxissomos CAT, SOD, GPx

Lipoxigenases Sistama nao enzimatico;
NADPH oxidade Glutationa, vitaminas{A C
Citocromo P450 E)

ONOO~ "Op" ‘RO

o @

RO o NO "Oi?"’

Fungio fisiologica prejudicada ]4— | Homeostase | —

Funcao fisiologica prejudicada |

Fonte: Adaptado de FINKEL; HOLBROOK, 2000.

O monitoramento do EO é feito pela dosagem dos marcadores
oxidativos e antioxidantes. Dentre os marcadores oxidativos, estd a
quantificacdo das substancias reativas ao acido tiobarbitdrico (TBARS).
O ensaio TBARS dosa malondialdeido (MDA) que é uma substancia
formada como subproduto da peroxidacdo lipidica (MURUSSI et al.,
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2014). A peroxidacao lipidica gera uma complexa variedade de produ-
tos, muitos dos quais eletrdfilos reativos. Alguns desses produtos rea-
gem com proteinas e com DNA, resultando em efeitos toxicos. O dano
ao DNA ocorre pela modificacdo dos pares de bases nitrogenadas e por
ligagdo cruzada do DNA com proteinas. Todos os componentes celula-
res sdo suscetiveis a acdo das EROs, porém a membrana é a estrutura
mais atingida em decorréncia da peroxidacdo lipidica, que acarreta alte-
ragfes na sua estrutura e permeabilidade. Como consequéncia, ocorre
perda da seletividade na troca i6nica e liberacdo do contelido das orga-
nelas, como as enzimas hidroliticas dos lisossomas, e formagéo de pro-
dutos citotoxicos (como isoprostanos e malondialdeido), culminando
com a morte celular. Mas, assim como ocorre na formagdo das EROs,
nem sempre 0s processos de lipoperoxidacdo séo prejudiciais, pois seus
produtos sdo importantes na reacdo em cascata a partir do &cido araqui-
dénico (formacdo de prostaglandinas) e, portanto, na resposta inflamato-
ria. Todavia, 0 excesso de tais produtos pode ser lesivo. O MDA tem
sido utilizado ha muitos anos como um bioindicador para a peroxidacédo
lipidica (MARNETT, 1999; HIGDON et al., 2012). A Figura 2 mostra,
simplificadamente, os caminhos que um anion radical superoxido pode

tomar: lipoperoxidacdo ou neutralizagdo pelas enzimas antioxidantes.
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Figura 2. Vias de transformacdo possiveis do radical superdxido: pero-

xidacdo lipidica e neutralizacdo pelas enzimas antioxidantes.

MDA
o
X, LIPO
0, *  ace - PEROXIDAGAO _
 § soo 4-HNE
H)O)
GPx
ou
CAT
L H0

AGPI: &cido graxo poli-insaturado; SOD: Superoxido dismutase; GPx: Glutati-
ona peroxidase; CAT: catalase; MDA: malondialdeido; 4-HNE: 4- hidroxinone-
nal. Fonte: Adaptado de KWIECIEN et al., 2002.

Os sistemas antioxidantes sdo divididos em duas classes: o sis-
tema ndo enzimatico, composto principalmente por B-caroteno (pré-
vitamina A), acido ascorbico (vitamina C) e alfa tocoferol (vitamina E),
e 0 sistema enzimatico, com a Catalase (CAT), Glutationa Peroxidase
(GPx), Glutationa Redutase (GR) e Superéxido Dismutase (SOD) como
as principais enzimas (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007). Muitas
reacdes de degradacdo produzem RL e a maneira que 0 organismo en-
controu para se defender desses produtos foi a formagdo de peroxisso-
mos, pequenas vesiculas envoltas por membrana onde ocorrem reagdes

com grande quantidade de enzimas. O presente estudo analisou a ativi-
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dade da CAT, uma hemeproteina com atividade dependente do ferro
(Fe) da porgdo heme. Ela é encontrada principalmente nos hepatocitos e
eritrocitos e sua funcdo especifica é reduzir o peroxido de hidrogénio
(H,0,), formado ao final da cadeia de transporte de elétrons, em agua
(H,0) e oxigénio (O,). Essa funcdo é dividida com a GPx, a qual atua,
principalmente, na presenca de baixos niveis de H,O, (ja que GPx pos-
sui maior afinidade com o H,0,), enquanto em altas concentra¢cfes de
H,0, a atividade predominante é a da CAT (BARREIROS et al., 2006;
HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007). Portanto, uma alta atividade
enzimatica da CAT se da em alta concentragdo de H,O,, 0 que sugere
forte evidéncia oxidativa. Juntos, a dosagem da atividade das enzimas
antioxidantes e a quantificagdo de metabdlitos de origem oxidativa po-

dem servir para avaliar o quadro de estresse oxidativo.

2.4 Genotoxicidade e biomonitoramento

Ja é amplamente aceita a existéncia de uma forte ligacdo entre
instabilidade genética e o desenvolvimento do cancer. As alteragdes
genéticas associadas a carcinogénese podem ser classificadas em quatro
categorias: (1) pequenas alteracdes de sequéncia envolvendo substitui-
¢cbes de bases ou insercdes e eliminacdes de alguns nucleotideos, (2)
amplificacbes génicas, (3) perdas ou ganhos de cromossomos inteiros e
(4) aberragdes cromossdmicas (BURMA et al., 2006).

Diversos agentes etioldgicos sdo capazes de causar danos ao
DNA e, dentre eles, podemos destacar diversas substancias quimicas
encontradas no meio ambiente, como, por exemplo, os agrotoxicos.

Com o biomonitoramento dos individuos expostos, se tem caracterizado
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0 risco genético associado a exposicao aos pesticidas (BOLOGNESI et
al., 2011). Deve-se notar que “a exposigdo aos pesticidas” é um termo
abrangente, cobrindo misturas complexas de produtos quimicos e muitas
variaveis que podem reduzir ou potencializar seu risco. Muitos estudos
in vitro e in vivo, bem como abordagens epidemioldgicas, demonstraram
a capacidade de certos pesticidas de produzir toxicidade gendmica. Essa
genotoxicidade é considerada fator de risco primario que desencadeara
efeitos ao longo dos anos, como processos carcinogénicos, neurolégicos
e reprodutivos, em decorréncia das frequentes exposicdes. Alteracoes
genéticas podem ocorrer devido a processos mutagénicos e também néo
mutagénicos, provocados a partir do uso dos agrotdxicos (BOLOGNESI
et al., 2003; BOLOGNESI et al.; GEORGE; SHUKLA, 2011). Os danos
ao DNA podem ocorrer pelas quebras das fitas simples (single strand
breaks — SSBs) ou quebras das fitas duplas (double strand breaks —
DSBs), sendo as SSBs as mais comuns. Estas podem surgir em uma
frequéncia de dezenas de milhares de células por dia.

Por conseguinte, o reparo do DNA apresenta-se como um me-
canismo de suma importancia para a manutencdo da integridade dos
organismos e para garantir a estabilidade genémica. Em relacdo a SSBs,
esse dano pode ser sanado pela via de reparo por excisao de bases ou via
de reparo por excisdo de nucleotideos. Em ambos os casos, a leséo é
removida e a sequéncia do DNA original é restaurada por uma enzima
DNA polimerase, utilizando a fita ndo danificada como molde (NAKA-
BEPPU, 2014). J4 as DSBs sdo um tipo de lesdo potencialmente perigo-
so e ocorrem quando as duas fitas da dupla hélice do DNA séo quebra-
das, ndo restando uma fita molde intacta para o reparo. Nesse caso, as

vias de reparo ndo sdo consideradas livres de erro, pois a quebra da fita
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ndo é reparada com a utilizacdo de uma fita homdloga como molde.
Consequentemente, insercdes e delegdes podem ser geradas no local do
reparo, comprometendo, assim, a integridade do genoma e podendo
levar a carcinogénese principalmente quando as alteragfes envolvem um
gene supressor de tumor ou um proto-oncogene (BURMA et al., 2006;
KOZAK, 2009). Para o reparo das DSBs, duas vias de reparo podem ser
seguidas: a juncdo de extremidades ndo homodlogas (non-homologous
end joining — NHEJ) ou a juncéo de extremidades homélogas ou recom-
binacdo homologa (homologous recombination — HR) (KOZAK, 2009).
A HR ocorre apenas nas fases S/G2 do ciclo celular, quando uma das
cromatides irmés esta disponivel. A NHEJ ocorre em todas as fases do
ciclo e constitui a via principal, contribuindo significativamente para a
manutencdo da estabilidade genémica nas células. Nesse caso, as duas
extremidades da fita de DNA quebrada sdo simplesmente reconectadas.

Apesar de os dados epidemioldgicos sobre o risco no desenvol-
vimento de cancer serem conflitantes, alguns estudos demonstram uma
forte relacdo entre a exposicdo ocupacional e alguns proto-oncogenes
nas populagdes expostas, decorrentes dos efeitos citogenéticos dos agro-
toxicos (BOLOGNESI et al.; GEORGE; SHUKLA, 2011). E atribuida
maior frequéncia de risco ao cancer acometendo cérebro, pele, esofago,
pulmdo, rim, bexiga, prostata, testiculo, tireoide, colo e reto, partes mo-
les, além das leucemias e o linfoma ndo-Hodgkin (BLAIR; FREEMAN,
2009). Devido as evidéncias de efeitos carcinogénicos causados por
agrotoxicos e a frequéncia de risco aumentada no desenvolvimento de
malignidades em popula¢fes expostas ocupacionalmente, é cada vez
maior a necessidade de se realizarem estudos destas populagdes (SINGH
etal., 2011).
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Os biomarcadores séo indicadores dos efeitos relacionados ao
risco ocupacional nos sistemas biol6gicos e podem ser mensurados por
técnicas que avaliam diferentes células e moléculas. Eles podem indicar
de forma qualitativa e quantitativa os niveis de exposicao e correlacio-
nar os resultados com problemas de salde a que individuos expostos
estejam sujeitos (GEORGE; SHUKLA, 2011). Duas das ferramentas
mais utilizadas no biomonitoramento da instabilidade genémica sdo o
ensaio Cometa e a técnica de Microntcleos com Bloqueio da Citocinese
Celular, principalmente porque permitem avaliar de maneira precisa
possiveis efeitos deletérios no DNA decorrentes das exposi¢des ocupa-
cionais.

O ensaio Cometa deve ser considerado o método de escolha pa-
ra medir os danos no DNA provocados por diferentes agentes genotoxi-
cos, incluindo produtos quimicos como os agrotéxicos. Os danos obser-
vados no teste sdo devido a lesbes do DNA ainda passiveis de reparo.
Em geral, lesGes genbmicas detectadas sao decorrentes de SSBs e DSBs,
eventos de reparo por excisdo de bases incompletas, crosslinks DNA-
DNA, crosslinks DNA-proteinas, e formagdo de sitios alcali-labeis
(SINGH et al., 1988). O ensaio Cometa é conhecido por sua versatilida-
de e amplitude devido as suas possiveis aplicagcdes. Os resultados obti-
dos com o ensaio Cometa podem ser utilizados para associar o0 risco em
desenvolver cancer, envelhecimento precoce e doengas ligadas ao es-
tresse oxidativo como, por exemplo, diabetes e doengas cardiovascula-
res. Um aspecto relevante é a variacdo individual entre a resposta aos
danos no DNA e a influéncia dos agentes ambientais na genética, por
isso, os dados obtidos com a realizagdo do teste sdo capazes de oferecer

um aconselhamento individual em rela¢do aos riscos relativos a exposi-
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¢do a agentes genotoxicos. Contudo, ndo é aplicada ao ensaio a deteccao
de mutacdes, uma vez que o efeito de reparo pode inibir a sua ocorrén-
cia. Este método permite a observacdo dos niveis de danos ao material
genético celular, devido a migracdo do DNA danificado em um gel de
agarose em uma corrida eletroforética. A intensidade de migracédo, que é
revelada pela coloragdo, é o que se utiliza para classificar o dano de 0 a
4, sendo que 0 representa a auséncia de dano e 4 o dano maximo (Figura
3). O método foi descrito inicialmente por Singh e colaboradores, em
1988, e foi adaptado para ensaios in vivo por Tice e colaboradores, em
2000, adaptacéo essa que foi utilizada neste trabalho.

Figura 3. Células submetidas ao ensaio Cometa coradas por solucgéo de
prata.

Classes de dano

L}

O DNA danificado deixa um rastro ap6s ser submetido a eletroforese. O compri-
mento do rastro do “Cometa” é proporcional a quantidade de dano. Visualizagdo em
microscopio optico. Fonte: Acervo pessoal.

A técnica CBMN em cultura de linfocitos do sangue periférico

tem sido aplicada com sucesso na identificacdo de fatores que tenham



51

impacto significante na instabilidade genética. Sua alta reprodutibilidade
e 0 baixo custo da técnica tém colaborado para sua extensa aplicacéo e
adocdo desse biomarcador em estudos in vitro e in vivo de dano ao
DNA. Os Micronucleos se originam de fragmentos cromossémicos ou
de cromossomos inteiros que ndo tenham sido incluidos no nudcleo da
célula filha durante a divisdo celular. A formacdo de MN nas células em
divisdo é resultado de quebra cromossdmica devido a lesdes do DNA
ndo reparadas ou reparadas erroneamente, ou de erros durante o fuso
mitético com separacdo malsucedida dos cromossomos. Esses eventos
podem ser induzidos por estresse oxidativo, exposi¢do a agentes clasto-
génicos ou aneugénicos, defeitos genéticos na etapa de checkpoint do
ciclo celular e em genes de reparo do DNA. A deficiéncia de nutrientes
gue sejam cofatores para 0 metabolismo do DNA e fuso mit6tico dos
cromossomos também pode levar aos erros. Todos esses eventos podem
causar a formacdo de MN durante o rearranjo cromossdmico, alterar a
expressao genética e produzir efeitos associados com fenétipo de insta-
bilidade cromossémica, como vistos no cancer (FENECH, 2002; BO-
NASSI et al., 2006).

A presenca de uma associagdo entre a inducdo de MN e o de-
senvolvimento do cancer é sustentada por varias observacdes. As mais
bem fundamentadas incluem: (1) a alta frequéncia desse biomarcador
em pacientes com céancer ndo tratados e em individuos afetados por
doencas congénitas; (2) presenca elevada de MN na mucosa oral, usado
como biomarcador substituto em ensaios clinicos de quimioprevencéo;
(3) correlagéo existente entre agentes indutores de MN e carcinogenici-
dade como, por exemplo, radiacéo ionizante e ultravioleta; e (4) a corre-

lacdo inversa entre a frequéncia de MN e a concentracdo sanguinea de
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certos micronutrientes associados com risco reduzido de céncer como,
por exemplo, folato, célcio, vitamina E e acido nicotinico. Outras evi-
déncias — baseadas na correlacdo entre aberrac6es cromossémicas e MN
— resultam de estudos de coorte os quais, em sua maioria, demonstram
que a frequéncia de aberra¢cdes cromossémicas em linfdcitos do sangue
periférico de individuos saudaveis é preditiva do risco de cancer (BO-
NASSI et al., 2006; BONASSI et al., 2011).

Para responder questdes e avaliar os fatores que teriam influén-
cia na frequéncia de MN como, por exemplo, sexo, idade e comorbida-
des, dentre outros, os principais pesquisadores do assunto criaram o
projeto HUMN. O HUMN, que significa Human MicroNucleus, também
é conhecido como o Projeto Internacional Colaborativo sobre Frequén-
cia de Micronucleos em Populagfes Humanas. O HUMN foi langcado em
1997 devido ao interesse mundial na aplicacdo do método CBMN e
serviu para avaliar os efeitos ambientais sobre danos cromossémicos
(FENECH et al., 1999). A pesquisa esta atualmente focada em linfdcitos
humanos e células epiteliais esfoliadas como biomarcadores de exposi-
¢do a substancias tdxicas e como preditores potenciais de efeitos adver-
sos a saude. A combinacdo dos dados disponiveis de uma variedade de
populagdes humanas proporcionaria uma ferramenta poderosa para a
avaliacdo de frequéncias de MN para estudos epidemiolégicos. Os labo-
ratorios que realizam estudos de MN em linfocitos humanos e células
bucais sdo convidados a participar e, atualmente, mais de 40 laboraté-
rios de todo o mundo estdo participando dos diferentes aspectos do
HUMN (FENECH et al., 2011).

A técnica CBMN foi descrita por Fenech e Morley, em 1985. A

Figura 4 mostra as alteragdes celulares encontradas quando submetidas a
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coloracdo de Giemsa. A andlise das alteracdes é feita contando o nime-
ro de eventos que ocorrem em cada paciente ap6s a andlise de 1000
linfécitos binucleados. A incidéncia de mutages cromossdmicas pode
ser verificada mediante andlise citogenética com a pesquisa de MN em
linfécitos ou em epitélio de descamagdo (FENECH et al., 1999).

Figura 4. Formas celulares e alteragbes encontradas pela técnica
CBMN.
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a) célula mononucleada; b) célula binucleada; c) célula multinucleada; d) célula
em necrose; e) célula em apoptose; f) célula com um microndcleo; g) célula
com um micronucleo e uma ponte nucleoplasmética; h) célula apresentando
dois Buds. Fonte: Adaptado de FENECH et al., 2007.
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3 OBJETIVOS

3.1 Obijetivo geral

Investigar o dano de DNA e 0 estresse oxidativo em amostras
de sangue periférico de agricultores com exposi¢do ocupacional a mistu-

ras de agrotdxicos, residentes no municipio de Anténio Carlos (SC).

3.2 Obijetivos especificos

" Analisar os indices de quebras de fita simples, quebras de fita
dupla e de alteragBes estruturais sensiveis ao pH alcalino das fitas de

DNA, pelo ensaio Cometa;

" Analisar a frequéncia de Micronucleos, Buds e Pontes Nucleo-
plasméticas em linfécitos binucleados, pela técnica de Micronucleos

com Bloqueio da Citocinese Celular;

" Realizar os ensaios TBARS e atividade da Catalase para avalia-

¢ao do estresse oxidativo;

] Correlacionar os resultados obtidos com valores das colineste-

rases eritrocitaria e plasmatica.



56



57

4 SUJEITOS E METODOS

41 Casuistica

Trata-se de um estudo de coorte retrospectivo, onde foram ava-
liados 50 individuos da populagdo rural do municipio de Anténio Car-
los, expostos a mistura de agrotoxicos, e 46 controles sem historico de
exposicdo ocupacional a agrotoxicos, os quais foram pareados quanto a
faixa etéria, condicdo de tabagista e local de residéncia. Outro grupo
controle, composto por 29 individuos residentes na cidade de Floriano-
polis, teve seu sangue periférico avaliado para fins de comparacéo entre
as duas localidades. O calculo amostral foi realizado com o uso do pro-
grama WinPepi 8.0, levando-se em consideracdo a variagdo normalmen-
te encontrada nas técnicas utilizadas. Foram incluidos, no grupo expos-
to, individuos com histérico de exposicdo a agrotoxicos como atividade
laboral ha pelo menos 15 anos. A selecdo dos agricultores contou com o
apoio da Secretaria de Salde do Municipio de Ant6nio Carlos. A partir
de uma pré-selecdo dos individuos e de seus respectivos enderegos,
realizada por uma agente de salde do local, uma equipe de pesquisado-
res do presente projeto passou a realizar as visitas domiciliares e aos
locais de trabalho. Contou-se também com o apoio da Fundacédo Jorge
Duprat Figueiredo de Segurangca e Medicina do Trabalho (FUNDA-
CENTRO) — Regional SC, que disponibilizou o meio de transporte e
dois funcionarios para a composicdo da equipe.

No contato com os agricultores, foram oferecidos esclarecimen-
tos a respeito do projeto e, nos casos de aceite, 0 Termo de Consenti-

mento Livre e Esclarecido (ANEXO 1) foi aplicado. Em seguida, os
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participantes responderam a um questionario (ANEXO II) contendo
perguntas a respeito dos dados sociodemograficos, exposicdo a agentes
quimicos, historia ocupacional, histdria clinica (cancer, diabetes, hipoti-
reoidismo, problemas de audicdo, depressdo e ansiedade), consumo de
alcool e tabaco, procedéncia de alimentos e agua, além do uso de medi-
camentos. Apoés a aplicacdo do questionario, procedeu-se com a coleta
de amostras de sangue para as andalises previstas no projeto encaminha-
do ao PPSUS.

Este projeto foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa com Seres Humanos da Universidade Federal de Santa Catari-

na, sob o Namero do Parecer 507.310.

4.2 Amostras

As amostras coletadas para as analises foram de sangue total.
Com o apoio de uma técnica de enfermagem, foram coletados de cada
participante 1 tubo de 4 mL com heparina para a realizacdo dos ensaio
Cometa e CBMN, 1 tubo de 4 mL com &cido etilenodiamino tetra-
acético (EDTA) para TBARS, atividade da Catalase e AChE e 1 tubo de

5 mL de soro com gel separador para BChE.

4.3 Ensaio Cometa

O protocolo utilizado foi baseado na técnica proposta por Singh
e colaboradores (1988) e adaptada por Tice e colaboradores (2000). Em
laminas histoldgicas previamente lavadas, foi confeccionada uma pré-

cobertura com agarose de ponto de fusdo normal (Normal Melting Point
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ou NMP). A agarose foi diluida em &gua e aquecida em forno de micro-
ondas. As laminas foram mergulhadas numa cubeta contendo agarose €
tiveram um dos lados limpos com papel absorvente para retird-la. Em
seguida, foram levadas a estufa a 50° C por 2 horas. A agarose de baixo
ponto de fusdo (Low Melting Point ou LMP) foi aquecida a 37°C em
banho-maria. Com uma micropipeta foram misturados 95 pL da agarose
LMP e 5 pL de sangue periférico heparinizado. Os 100 pL resultantes
foram dispostos sobre a lamina pré-coberta por agarose NMP em duas
ou trés gotas, a qual foi imediatamente coberta por uma laminula, mistu-
rando-se as duas camadas e evitando-se a formacdo de bolhas de ar. O
material foi colocado na geladeira, horizontalmente, para endurecimen-
to. Apds aproximadamente 10 minutos, a laminula foi cuidadosamente
retirada. Posteriormente, a lamina foi, colocada em cubeta vertical, nu-
ma solucéo de lise gelada, por no minimo, 2 horas. A solucéo de lise foi
preparada misturando-se 99 mL de solucdo de lise mée (NaCl 2,5 M,
EDTA 100 mM, Tris 10 mM) com 10 mL de DMSO e 1 mL de Triton
x-100. Para a eletroforese, o tampdo (NaOH, EDTA 200 mM e agua
destilada em pH 10) foi preparado antes de se iniciar a corrida e deixado
na geladeira (deve estar a 4° C). A cuba de eletroforese foi envolta em
gelo. As laminas foram retiradas da lise e colocadas lado a lado, sem
brechas, na cuba. O tampéo foi adicionado e somente ap6s 20 minutos a
corrente foi ligada. Este tempo de contato das ldminas com o tampédo €
necessario para que haja a separacéo das cadeias de DNA e, assim, elas
possam migrar em dire¢do ao anodo. As condicdes da eletroforese foram
25 V e 300 mA (ajustado com o aumento ou diminui¢do do volume de
tampdo). As corridas levaram 20 minutos. Amostras tratadas com H,0,

10 uM foram utilizadas como controle positivo. As laminas foram reti-
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radas cuidadosamente da cuba (a fim de se evitar o deslocamento do
gel) e lavadas 3 vezes com o tampéo de neutralizacdo (5 minutos cada
lavagem). Logo em seguida, as 1aminas foram lavadas 2 vezes com agua
destilada e deixadas secar por no minimo 2 horas a 37° C. Para a fixacéo
do material, o mesmo foi mergulhado por 10 minutos na solucéo fixado-
ra (acido tricloroacético 15%, sulfato de zinco heptahidratado 5% e
glicerol 5%), lavado 3 vezes com &gua destilada e colocado para secar
por, no minimo, 2 horas a 37°C. Antes da coloracdo, as laminas foram
reidratadas por 5 minutos em agua destilada. A coloragédo seguiu 0 mé-
todo descrito por Nadin e colaboradores (2001) As solugdes de colora-
cdo A (carbonato de sddio 5%) e B (nitrato de aménio 0,02%, nitrato de
prata 0,02%, &cido tungstosilicico 0,1%, formaldeido 0,05%) foram
misturadas imediatamente antes do uso e as laminas foram colocadas em
cubetas contendo esta solugdo de trabalho por aproximadamente 30
minutos. Depois que as laminas atingiram uma coloragdo acinzentada,
foram lavadas com &gua destilada e colocadas na solugdo de parada
(acido acético 1%) por 5 minutos. Apds lavar novamente com agua
destilada, as laminas secaram a temperatura ambiente. Prosseguiu-se,
entdo, com a analise.

Foram confeccionadas duas laminas para cada individuo e em
cada uma foram contadas 50 células. As analises foram realizadas de
forma cega por um Unico observador. Regifes prdximas as margens da
lamina ou a bolhas de ar foram evitadas, pois a migragdo pode ser pre-
judicada nestes locais. As células foram observadas em microscopio
optico (ZEISS Primo Star) no aumento de 100 vezes. A migracdo do
DNA danificado durante a eletroforese forma uma cauda semelhante a

um cometa, que corresponde a intensidade do dano (Figura 3). Os Co-
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metas foram classificados em cinco classes de dano, de 0 a 4: classe 0,
células sem danos causados pela exposicdo; classe 1, células com danos
minimos; classe 2, células com danos médios; classe 3, células com
danos intensos e classe 4, células com danos maximos. O somatdrio dos
valores (de 0 a 4) dos 100 nlcleos analisados resulta no indice total de

dano, que pode variar, dessa forma, de 0 a 400 unidades arbitrarias.

4.4 Micronucleos com o Bloqueio da Citocinese Celular

Em um tubo de cultura contendo 5 mL de meio de cultura do
tipo RPMI, 1 mL de soro bovino fetal e 100 pL de fitohemaglutinina A,
foram adicionados aproximadamente 5 mL de sangue. Em seguida, o
tubo contendo as células foi colocado em estufa a 37°C. Ap6s 44 horas
de cultura, foram adicionados 6 ug de citocalasina B por mL de cultura,
permanecendo na estufa por mais 28 horas, conforme o método descrito
por Fenech e Morley (1985). Ao final das 72 horas, o tubo com a cultura
foi centrifugado a 1.500 rpm durante 8 minutos em centrifuga . O sobre-
nadante foi descartado e seguiu-se com adicdo lenta de 5 mL de uma
solucdo hipoténica aquecida de KCI 0,075 M. O KCI agiu sobre as he-
maécias durante 7 minutos e, em seguida, foram adicionados e homoge-
neizados lentamente 0,5 mL de solucdo fixadora de metanol e &cido
acético (3:1). Ap6s nova centrifugacdo, o sobrenadante foi descartado, 5
mL da solugdo fixadora foram adicionados e o material foi para a gela-
deira. Passados 10 minutos, partiu-se para a lavagem das hemacias com
centrifugacfes seguidas pela adicdo de solugdo fixadora até que o so-
brenadante tenha se tornado limpido. No Gltimo descarte, foi deixado 1

mL do sobrenadante no tubo e o material foi ressuspendido. Em laminas
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previamente lavadas e colocadas no congelador foram gotejadas, de uma
altura de 30 cm, 2 a 4 gotas do material. As laminas foram coradas com
solucdo de Giemsa 5% (FENECH et al., 1999).

A andlise foi realizada por microscopia Optica (ZEISS Primo
Star) contando-se 0 nimero de eventos que ocorreram em cada paciente
apo6s a analise de 1000 linfocitos binucleados. Os eventos avaliados
foram: Micronucleos (MNs), Buds nucleares e Pontes Nucleoplasmati-
cas (PNPs) (Figura 4). As analises foram realizadas de forma cega por

um Unico observador.
45 TBARS

O ensaio baseia-se na deteccdo das substancias resultantes de
peroxidacdo lipidica que reagem com o &cido tiobarbitdrico segundo o
método de Bird e Draper (1984). Em tubos de ensaio foram adicionados
1 mL de &cido tricloroacético 12% (TCA). Seguiu-se com a adicdo de
100 pL de plasma e, em seguida, o tubo foi homogeneizado em vértex.
Acrescentou-se 0,9 mL de tampéo Tris-HCI 60 nM, pH 7,4 (0,1 mM
DTPA) e 1 mL de &cido tiobarbitirico 0,73%. Apds nova homogeneiza-
¢do, o tubo foi incubado a 100 °C em banho-maria por 1 hora. Ao final,
0 tubo com o material foi resfriado por 30 minutos a 4 °C e depois foi
centrifugado a 2.000 rpm por 5 minutos. Com micropipeta, foram trans-
feridos 200 uL do sobrenadante para uma microplaca e seguiu-se com a
leitura em 535 nm na Multileitora Infinite M200 TECAN. O resultado

foi expresso em nmol.mL™. As analises foram realizadas em triplicata.
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4.6 Catalase

A atividade da Catalase foi determinada segundo o método des-
crito por Aebi (1984). O método determina a velocidade da decomposi-
¢do do perdxido de hidrogénio durante 20 segundos, pela enzima cata-
lase presente na amostra. No dia da analise, foi preparada e titulada uma
solucdo de trabalho composta de peroxido de hidrogénio 10 nM em
tampdo fosfato 50 nM pH 7,0. Em uma microplaca, foram adicionados
2 UL de sangue periférico em EDTA diluido 1:20. 200 pL da solucéo de
trabalho foram acrescentados, com auxilio de micropipeta multicanal,
imediatamente antes leitura em 240 nm, na Multileitora Spectramax

Paradigm. Os valores foram expressos em mmol.min*.mL™.

47 Colinesterases

O Setor de Toxicologia do Laboratério de Analises Clinicas do
HU-UFSC foi responsavel pela avaliacdo das colinesterases. O principio
do método consiste na hidrélise de um substrato de acetilcolina pela
AChE, na primeira etapa da reacdo, formando acetato e tiocolina. Na
segunda etapa, a tiocolina reage com acido ditionitrobenzoico (DTNB)
produzindo o &nion amarelo 5-tio-2-nitrobenzoéico (TNB).

Para avaliacdo de AChE (colinesterase eritrocitaria), 100 pL de
amostra de sangue periférico em EDTA foram diluidos em 10 mL de
tampdo hemolisante, em tudo Falcon de 15 mL. O método validado pelo
Laboratério de Toxicologia permitiu eliminar interferéncias da hemo-
globina presente na amostra. Primeiramente, foi realizada uma leitura

em 546 nm, para determinagdo da concentracdo de hemoglobina. Em
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seguida, foi realizada a determinacdo da atividade da AChE. Adicionou-
se a 1 mL do hemolisado, 10 pL de etopropazina 6,0 mM (para inibir a
BChE), 2 mL de tampao fosfato 0,1 M pH 7,4 e 100 uL de solucdo de
DTNB 10 mM. Depois, o tubo foi mantido em banho-maria a 37° C por,
no minimo, 10 minutos. Em seguida, foi acrescentado o substrato de
acetiltiocolina 28,3 mM. A leitura cinética foi realizada por espectrofo-
tdmetro UV-1800 em 436 nm. Todas as andlises foram realizadas em
triplicata. Na avaliacdo da BChE, ocorre a hidrélise da butiriltiocolina
pela BChE, com formacédo de butirato e tiocolina, que reduz o reagente
de cor 2,6-diclorofenolindofenol (DCFI), originalmente azul, tornando-o
incolor. A variagdo na absorbancia a 600 nm, é diretamente proporcio-
nal a atividade da BChE presente na amostra e € medida por uma técnica
de taxa bicromética (600 e 700 nm) (FEIJO, 2016).

4.8 Analise estatistica

Os dados deste estudo foram analisados no programa IBM
SPSS 20.0. A avaliagdo da normalidade foi realizada utilizando-se o
teste de Kolmogorov-Smirnov. Os testes de Mann-Whitney, Kruskal-
Wallis e one-way ANOVA foram escolhidos para comparagdes entre 0s
grupos, de acordo com 0s casos. Foram realizadas as CorrelacGes de
Spearman entre as variaveis. Valores de p < 0,05 foram considerados

estatisticamente significativos.
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5 RESULTADOS

5.1 Perfil da populacdo avaliada

As informacdes acerca do perfil da populacdo estudada foram

coletadas por meio de questionario com entrevista (Tabela 2).

Tabela 2. Perfil do grupo Exposto e dos Controles Anténio Carlos e

Florianépolis.
Grupo Exposto Controle ACY Controle Fp'
(n =50) (n = 46) (n=29)
Género 82% masculino 43% masculino 51% maculino
18% feminino 57% feminino 49% feminino
Idade
(Média + DP*) 51,47 + 14,23 48,83 + 14, 23 27,46 £ 10,43
Tabagismo 14% sim 10% sim 2% sim
i 86% ndo 90% ndo 98% ndo
Alcool
(consumo 56% sim 40% sim L
semanal) 44% nao 60% néo

Anos de exposi-
cdo 34,64 + 16,09

(Média + DP*)

Uso de EPI** 72% sim
28% nao

Ultima exposi-  até 2 dias:29,1%
¢ao 2 ab5dias: 16,67%
6 a 10 dias: 22,92%
11 a 15 dias: 16,67%
mais de 15 dias:
14,58%

t: Antonio Carlos; §: Florianopolis; *DP: desvio-padrdo; **EPI: Equipamento
de Protecdo Individual. Fonte: Questionario.
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5.2 Colinesterases

A atividade das enzimas colinesterases foi avaliada no grupo

Exposto e no grupo Controle Ant6nio Carlos, apenas.

Tabela 3. Enzimas colinesterases dos grupos avaliados.

Grupo Exposto Grupo Controle Valor de
(n =50) (n =46) referéncia
BChE
(UIL) 13908,00 + 2528,52* 15204,35 + 2858,82 7000 a 19000
Ache
(U/mmol 500,58 + 63,86 496,66 + 58,11 352a779
Hb)

(*) representa a diferenca estatistica (p < 0,02) em relacdo ao grupo Controle.
BChE: butirilcolinesterase; AChE: acetilcolinesterase.

5.3 Agrotdxicos mais utilizados
A Tabela 4 mostra os agrotoxicos mais utilizados pelos agricul-

tores de Antbnio Carlos e a respectiva classificacdo da ANVISA quanto

a toxicidade.
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Tabela 4. Agrotoxicos mais utilizados pelos agricultores e classificacdo

toxicoldgica.

Classificagéo

Nome comercial Acdo Grupo Quimico Frequéncia toxicologica
ANVSA*
Gramoxone Herbicida Bipiridilios 83,3% Classe |
(Paraquat)
Ro‘.mdUp Herbicida Glicina substituida 63,3% Classe IV ¥
(Glifosato)
Fusilade Herbicida Zcido ariloxfeno- — gq oo cpasse 11
xipropionico
Karate, Decis Inseticida  Piretroides 53,3% Classe 111
SFUOTpILGnXl Captan, Fungicida Dicarboximida 43,3% Classe IV
Opera Fungicida Triazois 40,0% Classe Il
Kasumin Fungicida Casugamicina 40,0% Classe 111
E?r:/f?gg; Inseticida  Imidacloprida 36,7% Classe 111
Amistar, Comet Fungicida Estrobilurina 26,7% Classe Il
?cr:éracol, Cabrio Fungicida Ditiocarbamato 20,0% Classe Il
Ez\r/il;?' Acuthon, Fungicida Mandipropamida  20,0% Classe Il
Premio Inseticida  Antranilamida 20,0% Classe 111

*Classe I: Extremamente toxico; Classe I1: Altamente toxico; Classe I11: Medi-
anamente toxico; Classe 1V: Pouco téxico. 'Em reavaliagdo. Fonte: adaptado de
Ana Julia Lobo Feijé, 2016.
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5.4 Marcadores de instabilidade gendmica

A Figura 5 mostra 0 aumento significativo da frequéncia de MN
no grupo Exposto em comparacdo aos grupos controle e nos grupos
controles entre si.

Figura 5. Frequéncia de Microndcleos nos grupos avaliados.

*%
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Frequéncia de M N

As linhas horizontais internas em cada grupo representam as medianas; boxes e
whiskers representam, respectivamente, os interquartis e valores minimos e
maximos. Grupo Exposto (n = 50); grupo Controle AC (n = 46); grupo Controle
Fp (n =29). (*) representa a diferenca estatistica com p < 0,01; (**) representa a
diferenga estatistica com p < 0,001 (Kruskal-Wallis). AC: Antdnio Carlos; Fp:
Floriandpolis.

Houve aumento significativo da frequéncia de MN com p <
0,03 (Mann-Whitney), para o género feminino (n = 49) em comparacgéo

ao género masculino (n = 75) (Figura 5). Os demais marcadores de ins-
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tabilidade gendmica também foram maiores para as mulheres, porém, as
diferencas ndo foram significativas.

Figura 6. Frequéncia de Microntcleos de acordo com o género.
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As linhas horizontais internas em cada grupo representam as medianas; boxes e
whiskers representam, respectivamente, os interquartis e valores minimos e
maximos. Género masculino (n = 75); género feminino (n = 49). (*) representa
a diferenca estatistica com p < 0,03 (Mann-Whitney).
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A Figura 7 mostra o aumento significativo da frequéncia de

Buds no grupo Exposto em comparagdo aos grupos controle.

Figura 7. Frequéncia de Buds nos grupos avaliados.
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As linhas horizontais internas em cada grupo representam as medianas; boxes e
whiskers representam, respectivamente, os interquartis e valores minimos e
maximos. Grupo Exposto (n = 50); grupo Controle AC (n = 46); grupo Controle
Fp (n = 29). (**) representa a diferenca estatistica com p < 0,005 em relagdo aos
controles (Kruskal-Wallis). AC: Antdnio Carlos; Fp: Florianépolis.
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A Figura 8 mostra o aumento significativo da frequéncia de

PNP no grupo Exposto em comparagdo aos grupos controle.

Figura 8. Frequéncia de Pontes Nucleoplasmaticas nos grupos avalia-
dos.

Frequénciade PNP

As linhas horizontais internas em cada grupo representam as medianas; boxes e
whiskers representam, respectivamente, os interquartis e valores minimos e
méaximos. Grupo Exposto (n = 50); grupo Controle AC (n = 43); grupo Controle
Fp (n = 28). (***) representa a diferenca estatistica com p < 0,0001 em relacdo
aos controles (Kruskal-Wallis). AC: Antonio Carlos; Fp: Floriandpolis.
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A Figura 9 mostra o aumento significativo do indice de dano do

ensaio Cometa no grupo Exposto em comparagéo aos grupos controle.

Figura 9. Indice total de dano de DNA obtido pelo ensaio Cometa nos

grupos avaliados.
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As linhas horizontais internas em cada grupo representam as medianas; boxes e
whiskers representam, respectivamente, os interquartis e valores minimos e
maximos. Grupo Exposto (n = 50); grupo Controle AC (n = 43); grupo Controle
Fp (n = 28). (***) representa a diferenca estatistica com p < 0,0001 em relacéo
aos controles (Kruskal-Wallis). AC: Antonio Carlos; Fp: Floriandpolis.



73

A Figura 10 mostra o aumento significativo na frequéncia das
classes de dano do ensaio Cometa no grupo Exposto em comparagdo aos

grupos controle.

Figura 10. Frequéncia das classes de dano do ensaio Cometa nos grupos

avaliados.
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As linhas horizontais internas em cada grupo representam as medianas; boxes e
whiskers representam, respectivamente, os interquartis e valores minimos e
maximos. Grupo Exposto (n = 50); grupo Controle Antdnio Carlos (n = 43);
grupo Controle Floriandpolis (n = 28). (***) representa a diferenca estatistica
com p < 0,0001 em comparacao aos controles; (**) representa a diferenca esta-
tistica com p < 0,005 (Kruskal-Wallis).
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55 Marcadores de estresse oxidativo

A Figura 11 mostra o aumento significativo de TBARS nos

grupos Exposto e Controle AC em comparacdo ao Controle Fp.

Figura 11. Valores de TBARS dos grupos avaliados.
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O gréfico expressa média e desvio-padrdo. Grupo Exposto (n = 50); grupo Con-
trole AC (n = 46); grupo Controle Fp (n = 28). (***) representa a diferenca
estatistica com p < 0,0001 em relacdo ao Controle Fp (one-way ANOVA). AC:
Antonio Carlos; Fp: Floriandpolis.
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A Figura 12 mostra a atividade da Catalase nos grupos avalia-
dos. Apesar de aumentada no grupo Exposto, ndo houve diferenca esta-
tistica.

Figura 12. Atividade da Catalase nos grupos avaliados.
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O grafico expressa média e desvio-padrdo. Grupo Exposto (n = 19); grupo Con-
trole AC (n = 13); grupo Controle Fp (n = 13). Os valores de atividade da Cata-
lase do grupo Exposto ficaram acima dos valores dos grupos controle. Apesar
disso, ndo houve diferenca estatistica (one-way ANOVA). AC: Antdnio Carlos;
Fp: Floriandpolis.
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5.6 Correlagtes

A Tabela 5 mostra as correlacBes de Spearman encontradas en-
tre as variaveis MN, Buds, PNP, indice total do Cometa, TBARS,

BChE, idade, nimero de dias da Ultima exposi¢cdo e horas mensais de

uso de pesticidas.

Tabela 5. Correlagdes entre as variaveis avaliadas.

MN  Buds PNP Cometa TBARS BChE Idade DUE HMU

MN p p p p p p- p p p
1,000 0,568 0,326 0438 0468 0,190 0212 0245 0,304

*%x *x *x *x *

Buds p p p p p- p- p- p

1,000 0436 0299 0204 0092 0065 0193 0,184
*x * *

PNP p p p p- p- p- p
1,000 0,309 0,319 0,103 0013 0316 0,103

Cometa p p p- p p- p
1,000 0349 0274 0,108 0,326 0,047

*x *% *

p p- p p- p

TBARS 1,000 0223 0338 0,218 0,144
BChE P p- p p-

1,000 0012 0208 0,317

Idade p p p
1,000 0375 0,217

p p-

DUE 1,000 0,284

p
HMU 1,000

MN: Micronucleos; PNP: Pontes Nucleoplasmaticas; BChE: Butirilcolinestera-
se; DUE: Dias da ultima exposi¢do; HMU: Horas mensais de uso. p: coeficiente
de correlagdo Spearman; (**) a correlacdo é significativa no nivel 0,01; (*) a
correlagdo € significativa no nivel 0,05.

6 DISCUSSAO
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Os pesticidas sdo amplamente utilizados em todo o mundo na
agricultura e pecuaria para 0 aumento da producdo de alimentos e tam-
bém na salde publica para o controle de doengas transmitidas por veto-
res. Grandes quantidades desses produtos quimicos acabam sendo libe-
radas para 0 meio ambiente e muitos deles afetam organismos ndo alvos,
representando um perigo potencial para a sadde humana. Alguns agro-
toxicos ja foram testados individualmente por métodos de ensaio de
genotoxicidade in vitro e considerados como potencialmente mutagéni-
cos (KAUR et al., 2011). No entanto, a dose efetiva em muitos testes
isolados é geralmente muito alta. Na realidade, a maioria das exposicdes
ocupacionais e ambientais se dd como exposi¢do as misturas de pestici-
das e, portanto, a extrapolacdo do potencial genotdxico avaliado nem
sempre é adequada para os humanos. No presente estudo, devido a apli-
cacdo de um questionario e, algumas vezes, a visita ao local de estoque
dos agrotdxicos, foi possivel observar o uso combinado de diferentes
tipos de produtos pelos sujeitos desta pesquisa. Os agricultores entrevis-
tados foram extremamente reservados quanto as quantidades, periodici-
dade de uso e duracdo da aplicacdo dos produtos. Alguns individuos
demonstraram a desconfianga de que o grupo de pesquisa levaria suas
informacBes aos 6rgdos de fiscalizacdo, apesar dos esclarecimentos
prestados pela equipe. Por estas razdes, algumas informagfes quanto ao
uso e quantidades informadas nas entrevistas podem estar subestimadas.

As exposicdes cronicas e agudas aos pesticidas sdo avaliadas
pela atividade dos seus biomarcadores, que sdo as enzimas colinestera-
ses. A existéncia de dois tipos de colinesterases ja é conhecida: uma é

AChE ou “colinesterase verdadeira”, que se encontra nos eritrécitos e
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em terminais nervosos colinérgicos, e a outra é a BChE ou “pseudocoli-
nesterase”, encontrada no plasma, figado, musculo liso e células de
gordura. Esta bem estabelecido que a AChE é um biomarcador de efeito
dos organofosforados e carbamatos. Além disso, ha evidéncias de que a
inibicdo da AChE se correlaciona com sintomas induzidos pela toxici-
dade dos pesticidas (SIMONIELLO et al., 2010a). Relatérios de estudos
atuais demonstram que a atividade das colinesterases em trabalhadores
rurais € diminuida em relacdo aos sujeitos controle (SINGH et al.,
2011). Por isso, deve haver o monitoramento dessas enzimas em indivi-
duos com exposic¢ao ocupacional e, sempre que possivel, a determinagdo
dos valores basais para cada individuo, visto que a variabilidade indivi-
dual desses pardmetros é muito alta. Além disso, pode ocorrer inibi¢do
de aproximadamente 25% das colinesterases sem que haja consequén-
cias fisiolégicas significativas para o individuo (ATSDR, 2014). Neste
estudo, tanto os valores de atividade de AChE quanto de BChE do grupo
Exposto se encontraram abaixo dos valores do grupo Controle AC (Ta-
bela 3). Porém, apenas na avaliacdo de BChE essa diferenca foi estatis-
ticamente significante. O resultado de BChE esta de acordo com outros
estudos (HERNANDEZ et al., 2005; ALI et al., 2008; PERTILE RE-
MOR et al., 2009; ASTIZ et al., 2011).

A BChE (colinesterase plasmatica) se reduz de forma mais ra-
pida e intensa do que a AChE (colinesterase eritrocitaria), refletindo a
exposicdo aguda aos agentes toxicos. O tempo de meia-vida da BChE ¢
de 8 dias e a sua recuperacdo inicia-se em 72 horas apds a exposicao,
por isso tem pouco valor na identificagdo das intoxicacbes cronicas.
(MARONI, 2000; ATSDR, 2014). Fato que ilustra essa caracteristica é a

correlacdo negativa encontrada neste estudo entre BChE e os indices de
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dano pelo ensaio Cometa, outro marcador de exposi¢do recente (Tabela
5). Assim, sugere-se que 0s agricultores tenham feito uso dos pesticidas
nos dias anteriores a coleta de amostra. Os niveis de AChE, por outro
lado, podem perdurar por até 100 a 120 dias, que é o tempo de vida
estimado das hemaécias. Dentre os resultados desta pesquisa, encontra-se
a correlagdo negativa entre AChE e as horas de aplicacdo mensal de
agrotoxicos pelos agricultores. A AChE &, de fato, um biomarcador mais
preciso das exposi¢Oes cronicas e de baixa intensidade (ATSDR, 2014).
Né&o foram encontrados outros estudos semelhantes a este mostrando tais
correlagBes. Apesar de haver diferencas nos valores das atividades de
AChE e BChE entre os trabalhadores rurais e os controles, todos 0s
valores encontravam-se dentro da faixa de referéncia. Mesmo néo ha-
vendo inibicdo importante das enzimas, as condi¢des clinicas dos agri-
cultores serdo avaliadas num segundo momento do projeto, em que 0s
eles passardo por consultas médicas no HU-UFSC e realizardo exames
de imagem.

Os resultados obtidos neste estudo indicam a presenca de efeito
genotoxico e mutagénico no grupo Exposto aos agrotéxicos quando
comparados aos grupos Controle AC e Controle Fp. O efeito da exposi-
¢do continua e em baixas doses as misturas complexas de agrotdxicos
esta associado as quebras de fitas simples e duplas de DNA, estresse
oxidativo e crosslinks. Os danos, quando ndo reparados ou reparados
incorretamente, podem persistir e acumular-se, desencadeando proces-
sos mutagénicos e provocando importantes alteracdes citogenéticas
(BENEDETTI et al., 2013). Foi observado um aumento estatisticamente
significativo do indice de dano ao DNA nas células submetidas ao en-

saio Cometa (Figura 8). Também foi encontrada diferenga estatistica na
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maior frequéncia de MN (Figura 5), Buds (Figura 6) e PNP (Figura 7)
em células submetidas a técnica CBMN. Em artigo de revisdo sobre MN
e exposicao a pesticidas, de 2011, Bolognesi e colaboradores reconhece-
ram diversos pesticidas como metamidofds, monocrotofés, glifosato e
endosulfan como agentes capazes de provocar danos ao DNA. A expo-
sicdo a herbicidas e inseticidas como paration, malation, 2,4 D e atrazina
também foi associada ao aumento de indice de dano avaliado pelo en-
saio Cometa por Maroni e colaboradores, além de Garaj-Vrhovac e
Zeljezic, ambos de 2000. Outro artigo que corrobora com os resultados
deste trabalho é o de Benedetti e colaboradores, de 2013, que avaliaram
agricultores expostos a mistura de agrotéxicos e demostraram haver
efeitos genotdxicos e mutagénicos ligados & manipulagdo desses produ-
tos. Assim como esse, outros estudos associaram exposi¢ao ocupacional
as misturas complexas de agrotéxicos com danos ao DNA utilizando o
ensaio Cometa (MORETTI et al., 2000; UNDEGER; BASARAN, 2002;
SIMONIELLO et al., 2008; BHALLLI et al., 2009; BENEDETTI et al.,
2013; KHAYAT et al., 2013; COSTA et al., 2014; DA SILVA et al.,
2014; MARTINEZ-VALENZUELA et al., 2016) e utilizando a técnica
CBMN (MARQUEZ et al., 2005; TOPE et al., 2006; ALl et al., 2008;
COSKUN et al., 2011; GENTILE et al., 2012; VIOLANTE et al., 2012;
CAYIR et al., 2016). Ha, porém, estudos que ndo encontraram tais asso-
ciagdes com o ensaio Cometa (PIPERALKIS et al., 2003 e 2006) ou
com a técnica CBMN (JOKSIC et al., 1997; VENEGAS et al., 1998;
LUCERO et al., 2000; PASTOR et al., 2002 e 2003).

Houve aumento significante na frequéncia de MN para pessoas
do sexo feminino, tal como relatado no trabalho de Violante e colabora-

dores (2012). Os outros marcadores de dano genético também foram
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maiores para esse género, mas nesses casos nao houve diferenca estatis-
tica. Encontrou-se uma correlacdo positiva entre todos os marcadores de
dano genético: Cometa, MN, Buds, PNP (Tabela 5). A idade dos indivi-
duos demonstrou ter influéncia no aumento de MN, verificando-se uma
correlacdo positiva entre eles; este resultado também é corroborado por
outros estudos (PASTOR et al., 2003; MARQUEZ et al., 2005; ALI et
al., 2008; FENECH et al., 2011). Também foram avaliados o tempo de
exposicdo aos pesticidas (em anos), o tempo decorrido desde a UGltima
exposicdo (em horas ou dias), o uso de EPI, tabagismo e consumo de
alcool, mas, neste estudo, nenhum desses fatores mostrou ter influéncia
nos marcadores de dano genético (Tabela 5) . Apesar de Fenech e cola-
boradores (2011) questionarem quanto ao género, idade avangada, ma
nutricdo e outras condigdes individuais acarretarem aumento da quanti-
dade de dano ao DNA, uma grande parte dos estudos com trabalhadores
rurais nfo observa tais correlagdes (JOKSIC et al., 1997; VENEGAS et
al., 1998; LUCERO et al., 2000; PASTOR et al., 2002; TOPE et al.,
2006).

Os agrotdxicos tém sido reportados como genotoxicos, gerado-
res de radicais livres que reagem com as membranas celulares e iniciam
0 processo de peroxidacdo lipidica. O acumulo desses radicais pode
causar estresse oxidativo, dependendo da capacidade antioxidante indi-
vidual. Ha vérios estudos com produtos de lipoperoxidacdo e enzimas
antioxidantes em animais expostos a mais de um agrotdxico, mas pou-
cos estudos com humanos trazem relatos detalhados (ASTIZ et al.,
2011). O estresse oxidativo tem sido proposto como um mecanismo que
liga a exposicdo aos agrotdxicos ao risco aumentado para o desenvolvi-

mento de doengas como 0 cancer e as doengas neurodegenerativas.
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Além de aumentar a producgdo de radicais livres, a exposicdo aos pesti-
cidas também pode afetar a capacidade antioxidante e os mecanismos de
defesa, além de poder aumentar a peroxidacéo lipidica (ABDOLLAHI
et al., 2004; ASTIZ et al., 2011). Alguns autores sugerem que 0s ions
metalicos que compdem a formulagdo de alguns pesticidas sejam res-
ponsaveis pelo estresse oxidativo, interferindo no reparo ao dano do
DNA e gerando EROs. Trés mecanismos predominantes na genotoxici-
dade dos metais foram descritos por Bayersmann e Hartwig (2008): (1)
interferéncia na regulacdo oxirreducéo, acarretando em estresse oxidati-
vo e dano ao DNA; (2) inibi¢&o dos sistemas de reparo, levando & insta-
bilidade genémica e acimulo de mutacdes e (3) desregulacéo da prolife-
racao celular pela indugdo de rotas de sinalizacdo. Evidéncias de que
varios subgrupos quimicos de pesticidas podem induzir o estresse oxida-
tivo foram produzidas a partir de dados toxicoldgicos e estudos epide-
mioldgicos.

Neste trabalho, encontrou-se uma correlagdo positiva entre os
valores de TBARS e a frequéncia de MN, Buds e PNP, o que sugere 0
estresse oxidativo como sendo causador do dano ao DNA observado
pela técnica CBMN (Tabela 5). Os agricultores avaliados nesta pesquisa
apresentaram valores de TBARS maiores que 0s dos grupos Controle
AC e Controle Fp, mas houve diferenca estatistica somente em relacéo
ao Controle Fp (Figura 10). Além disso, a idade também mostrou corre-
lacdo positiva com TBARS, tornando a interpretagdo do resultado incer-
ta, pois o grupo Controle Fp é um grupo significativamente mais jovem.
O TBARS é uma das técnicas mais utilizadas para avaliar a oxidagéo
dos lipidios de membrana a partir do doseamento de malondialdeido,

uma das substancias reativas ao acido tiobarbitdrico. O MDA é formado
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como um produto secundério durante a oxidag&o dos acidos graxos poli-
insaturados, sendo um composto volatil e instavel. H& trabalhos propon-
do que o dano oxidativo as proteinas seria melhor avaliado pelo ensaio
da proteina carbonilada (PrC) juntamente com o TBARS. A PrC teria
vantagens em relacdo ao TBARS devido a sua maior estabilidade. Os
dois marcadores tém correlacdo positiva entre si e, embora haja maior
estabilidade da PrC, o TBARS parece ser mais sensivel (ASTIZ et al.,
2011). Essa seria, portanto, uma alternativa para se confirmar os resulta-
dos desta pesquisa. Murussi e colaboradores (2014) encontraram valores
de TBARS significativamente diminuidos em um grupo de agricultores
e também atribuiram o resultado & instabilidade do MDA. No entanto,
outros estudos demonstram valores aumentados de TBARS em traba-
Ihadores expostos a mistura de agrotoxicos (SIMONIELLO et al., 2010;
ARNAL et al., 2011; SURAJUDEEN et al., 2014).
Lukaszewicz-Hussain, em revisdo publicada em 2010, demons-
trou que o estresse oxidativo expresso como alteragdes nos pardmetros
antioxidantes (por exemplo, atividade de enzimas antioxidantes) é o
mecanismo principal de intoxicacdo aguda e subaguda a partir de pesti-
cidas organofosforados. Os inseticidas piretroides ja foram avaliados
como produtos que afetam a atividade das enzimas antioxidantes e au-
mentam a peroxidacdo lipidica em ratos (RAINA et al., 2009). A expo-
sicdo ao neonicotinoide imidacloprida pode aumentar os niveis de pero-
xidacdo lipidica e é associada a atividades elevadas de enzimas, incluin-
do Superoxido Dismutase (SOD), Catalase (CAT), Glutationa Peroxida-
se (GPx) e Glutationa s-Transferase (GST) (EL-GENDY et al., 2010).
A atividade da Catalase, enzima antioxidante marcadora de es-

tresse oxidativo, foi maior no grupo Exposto quando comparada aos
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controles deste trabalho. Porém, a diferenca ndo foi estatisticamente
significante (Figura 11). Trabalhos que avaliaram a atividade da Cata-
lase em agricultores expostos a pesticidas apresentam resultados contro-
versos. Ha estudos que mostram uma inibicao significativa da atividade
da CAT (SIMONIELLO et al., 2010; HERNANDEZ et al., 2013; MU-
RUSSI et al., 2014). A oxidagdo de biomoléculas contendo grupos tiol
(sulfidril — SH) pode ter grande importancia na citotoxicidade induzida
por pesticidas, ja que esses grupos podem ser depletados pelos radicais
livres na presenca de estresse oxidativo. Consequentemente, enzimas
gue contenham esse grupo, como a Catalase, sdo alvos criticos do pro-
cesso. Outros estudos apresentam uma atividade aumentada dessa enzi-
ma, como o de Ogut e colaboradores (2011). Inclusive, Hernandez e
colaboradores (2013) sugeriram haver uma resposta adaptativa da CAT
e GPx em determinados genotipos da enzima PON 1, que atua na hidrd-
lise de certos agrotoxicos, o que explicaria as diferencas entre estudos
na determinacdo de enzimas do estresse oxidativo. Os pesquisadores
demonstraram uma diminuicdo de BChE associada com um incremento
nos niveis de CAT em certos genotipos, resultado esse também obtido
nesta pesquisa. Estudos recentes tém indicado os polimorfismos genéti-
cos como determinantes da suscetibilidade individual aos xenobi6ticos,
dentre eles, os agrotdxicos. Alteracdes genéticas nas enzimas que meta-
bolizam os pesticidas podem ajudar a esclarecer a maior ou menor toxi-
cidade sofrida pelos individuos.

N&o se pode afirmar, por este estudo, que esteja havendo con-
taminacdo do grupo Controle morador de Ant6nio Carlos por agrotoxi-
cos aplicados nas plantacdes da cidade. Os parametros avaliados que

diferem significativamente entre os dois grupos Controles (Ant6nio
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Carlos e Florian6polis) apresentaram correlacdo positiva com a idade.
Séo eles a frequéncia de MN e TBARS (Tabela 5). Como as médias de
idade entre os grupos sdo diferentes, seria necessario ampliar o nimero
de individuos participantes da pesquisa buscando igualar essas médias.
Somente assim, poderiamos sugerir que a elevacao da frequéncia de MN
e de TBARS no grupo Controle AC seria devido a contaminacdo por

agrotoxicos.
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7

CONCLUSAO
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Os agricultores expostos aos pesticidas apresentaram aumento
significativo da frequéncia de MN, Buds e PNP quando comparados aos
grupos controle. O indice de dano avaliado pelo ensaio Cometa também
foi significativamente maior naqueles individuos. Portanto, pode-se
afirmar que o grupo Exposto esta sofrendo danos de exposi¢do recente,
passiveis de reparo, mas também mutagGes. As mutacdes estdo sendo
causadas por aneugénese, ou perda de cromossomos que é revelada pelo
aparecimento dos MN, além de clastogénese, ou quebra cromossdmica
revelada pelas PNP, e também amplificacdes génicas tipicas de intoxi-
cacdo celular, reveladas pelo aumento na frequéncia dos Buds. Assim,
conclui-se que os individuos expostos aos agrotoxicos, participantes
deste estudo, estdo mais sujeitos a sofrer danos genéticos e, consequen-

temente, mais susceptiveis a doencgas decorrentes desses danos.
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http://link-periodicos-capes-gov-br.ez46.periodicos.capes.gov.br/sfxlcl41?ctx_ver=Z39.88-2004&ctx_enc=info:ofi/enc:UTF-8&ctx_tim=2017-02-28T13%3A06%3A14IST&url_ver=Z39.88-2004&url_ctx_fmt=infofi/fmt:kev:mtx:ctx&rfr_id=info:sid/primo.exlibrisgroup.com:primo3-Article-doaj_xml&rft_val_fmt=info:ofi/fmt:kev:mtx:journal&rft.genre=article&rft.atitle=Genetic%20damage%20and%20exposure%20to%20pesticides%20among%20agricultural%20workers%20from%20Valle%20de%20San%20Quintín,%20Baja%20California,%20México&rft.jtitle=Revista%20de%20Salud%20Ambiental&rft.btitle=&rft.aulast=&rft.auinit=&rft.auinit1=&rft.auinitm=&rft.ausuffix=&rft.au=Erika%20Zúñiga%20Violante&rft.aucorp=&rft.date=20121201&rft.volume=12&rft.issue=2&rft.part=&rft.quarter=&rft.ssn=&rft.spage=93&rft.epage=101&rft.pages=93-101&rft.artnum=&rft.issn=1577-9572&rft.eissn=1697-2791&rft.isbn=&rft.sici=&rft.coden=&rft_id=info:doi/&rft.object_id=&svc_val_fmt=info:ofi/fmt:kev:mtx:sch_svc&rft.eisbn=&rft_dat=%3cdoaj_xml%3eoai:doaj.org/article:13136213913e4e80a6c76c3286b75a09%3c/doaj_xml%3e%3cgrp_id%3e8863204294539320581%3c/grp_id%3e%3coa%3e%3c/oa%3e%3curl%3e%3c/url%3e&rft_id=info:oai/&svc.fulltext=yes&req.language=por
http://www.who.int/topics/pesticides/en/
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ANEXO A — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Universidade Federal de Santa Catarina
Centro de Ciéncias da Salde
Departamento de Patologia
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

| - DADOS DE IDENTIFICACAO DO SUJEITO DA PESQUISA OU LEGAL
RESPONSAVEL

1. Nome do Paciente:

Telefone

2. Nome da
mae:

3. Sexo: ) M ()F Data de Nascimen-
10 L TR

11 - DADOS SOBRE A PESQUISA

1. Titulo do Protocolo de Pesquisa: Estudo de populagdo exposta ocupacionalmen-
te a agrotoxicos

2. Pesquisador Principal: Claudia Regina dos Santos ~ Cargo/Funcéo: Professor
Adjunto IV

Departamento da UFSC: Departamento de Patologia

111 — EXPLICACOES DO PESQUISADOR AO PACIENTE OU SEU REPRE-
SENTANTE LEGAL SOBRE A PESQUISA:

1. Este estudo tem como objetivo avaliar os efeitos dos agrotéxicos na sua
saude. Esclarecemos ainda que somente serdo analisados os pontos descritos, ndo
sendo, portanto realizados outros exames.

2. Aceitando participar deste estudo, vocé responderd um questionario que
tem por objetivo conhecer um pouco de seus habitos, seu estado de salde e seu
historico relacionado ao trabalho. VVocé serd encaminhado ao Hospital Universitario
da Universidade Federal de Santa Catarina onde sera avaliado por um endocrinolo-



102

gista e neurologista e as informagdes contidas no seu prontuério poderdo consultadas
no decorrer da pesquisa.

3. Serdo realizadas, dependendo da necessidade exames por imagem (ultras-
sonografias) E ainda, sera coletada de sua pessoa uma amostra de sangue (20 mL),
ou por ventura uma segunda amostra se for necesséria nova avaliagdo. No seu san-
gue serdo avaliados parametros relacionados a fungdo endocrinoldgica, hematol6gi-
ca, reumatoldgica, e indicadores de exposicdo, efeito e genotoxicidade.

4, A coleta sera realizada por profissional qualificado, utilizando material
descartavel, seguindo os procedimentos de assepsia adequados, garantindo assim a
sua integridade fisica.

5. Todas as analises serdo realizadas, de modo a ndo representar nenhum
custo financeiro, para voce.

6. Voce tera acesso a todos os resultados e caso necessite 0 encaminhamento

para acompanhamento.

IV — ESCLARECIMENTOS DADOS PELO PESQUISADOR SOBRE GA-
RANTIAS DO SUJEITO DA PESQUISA

1. Vocé tem assegurado o direito de a qualquer momento do estudo solicitar
informag0es esclarecedoras sobre o andamento dos procedimentos, bem como dos
eventuais riscos e beneficios relacionados a sua participagdo neste estudo, através
dos telefones (48) 37215069/91486213 (pesquisador), 37219206 (Comité de Etica
em Pesquisa) ou e-mail claudia.santos@ufsc.br.

2. Fica assegurado também que no caso de eventual intercorréncia no mo-
mento da coleta, o Sr. recebera tratamento adequado e serd monitorado até que sua
condi¢do de salde se restabeleca. (Ndo sdo esperados problemas deste tipo, no
entanto é importante garantir assisténcia no caso de qualquer intercorréncia relacio-
nada ao projeto).

3. Os pesquisadores declaram que cumprirdo as exigéncias contidas na Reso-
lucdo CNS 466/2012 e que o sigilo dos participantes serd garantido durante todas as
etapas da pesquisa, inclusive na divulgagdo dos resultados. Os resultados do estudo
serdo publicados sem revelar sua identidade, entretanto estardo disponiveis para

consulta pela equipe envolvida no projeto, e pelo Comité de Etica.


mailto:claudia.santos@ufsc.br
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V — CONSENTIMENTO POS-INFORMADO

Concordo em participar do presente Protocolo de Pesquisa bem como com a utiliza-
¢do dos dados coletados, desde que seja mantido o sigilo de minha identificac&o,
conforme normas do Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos. A minha
participacdo é voluntéria podendo ser suspensa a qualquer momento. Pelo presente
consentimento, declaro que fui esclarecido sobre a pesquisa a ser realizada, de forma
detalhada, livre de qualquer constrangimento e obrigacéo, e que recebi uma copia

deste termo, assinada pelos pesquisadores.

Floriandpolis, ...... de i de 201...

Assinatura do participante Claudia Regina dos Santos
- Pesquisador Principal
(48)37215069 / 91486213
Email: claudia.santos@ufsc.br
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ANEXO B - Questionario
UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA CATARINA
CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE

DEPARTAMENTO DE PATOLOGIA

AVALIACAO DA EXPOSICAO OCUPACIONAL A AGROTOXICOS

1. Questionario numero: __ _

2. Data:__/__/

3. Localidade:

DADOS SOCIO-DEMOGRAFICOS - PARTE |

4, Nome do entrevistado:

5.  Datade nascimento: __/__/

6. Idade: __ __anos completos
7. Local de nascimento: cidade esta-
do

EXPOSICAO A AGENTES QUIMICOS (Assinale quando SIM)

8. O que vocé plan-

ta?

9. Quanto vocé produz anualmen-

te?

10. Qual o periodo da(s) sa-

fra(s)?

11. Quando vocé faz a aplicagio de agrotoxicos durante a sa-

fra?
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12. Quantas horas duram as aplica-
cOes?

13.  Em qual turno vocé normalmente aplica? ( ) matutino () vespertino

14. Quais agrotéxicos voceé utiliza atualmente?-

15.  Vocé se lembra qual agrotéxicos vocé mais usava a 20 anos

atras?

16. Como vocé compra os agrotoxicos? ( ) Com receita () Sem receita
17. Vocé Ié as bulas antes de utilizar o produto? ( ) Sim ( ) Nao

18. Quantas vezes por semana voce utiliza( ) Uma () Pelo menos duas (

) 3 ou mais

19. 0O que vocé faz com o agrotdxico? ( ) Preparaa calda ( ) aplica o produto
20. Como voce faz a aplicacio? ( ) Pulverizador costal () Méaquina

21. Quando foi a sua Ultima exposi¢do? ___ horasou ___ dias

22. Qual(is) foi(RAM) o agrotoxico(s) utilizado(s)?

23.  Voce utilizaalgum EPI1? ( ) Sim () Néo
24. Qual EPI voce utiliza? () Méscaras ( ) Luvas ( ) Botas ( ) Roupas de
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manga comprida

25.  Apos o manuseio do agrotoxico vocé: ( ) continua normalmente suas ativi-
dades () Lava as mdos antes de continuar suas atividades () Toma ba-

nho antes de continuar suas atividades

26. Ao aplicar os agrotéxicos molha a roupa: ( ) Todos os dias () As vezes

HISTORIA OCUPACIONAL (escrever no Verso se Necessario)

27. Quantos anos voceé tinha quando comegou a trabalhar? ____anos

28.  Que trabalhos executou desde entfo? Por quanto tempo?
FUNCAO/ATIVIDADE EMPRESA OU LOCALIDADE, MUNICIPIO
PERIODO

a.

Conferir se o tempo de trabalho referido nas perguntas acima corresponde ao

tempo de trabalho de toda histéria Ocupacional. Se ndo, completar.

HISTORIA CLINICA

29. Quantas intoxicacdes por agrotGxicos voce ja teve ao longo da vida?

30. Queixa atual:
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31. Historia Pregressa da moléstia atual:
(inicio, duracéo, caracteristica do sintoma no inicio, evolugao, relacdo com outras

queixas, situacao atual).

32. Vocétemfilhos?  ( )sim ( )ndo

33.  Vocé teve alguma complicacio na gravidez? ( )sim ( )ndo
Qual?

34. Jateve algum aborto espontaneo?  ( )sim ( )ndo

Quantos?

EXAME FISICO

35. Estado Geral: ( )bom ( )regular ( )ruim

36. Peso:

37. Altura:

38.  Freqiiéncia Respiratoria:

39. Pressdo Arterial:

40. Pulso:

INTERROGATORIO SOBRE DIFERENTES PATOLOGIAS

DIABETES

41. Vocé tem diabetes ( )sim ( )Ndo Haquantotem-
po?___ anos

42.  Alguém da sua familia tem diabetes ( )sim ( )Nao
50. Quem: Ha quanto tempo? anos

HIPOTIREODISMO

51.  Vocé tem hipotireoidismo ( )sim ( )N&do Haquanto tem-
po? anos
52.  Alguém da sua familia tem hipotireodismo ( )sim ( )Néo

53.  Quem: Ha quanto tempo? anos
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AUDICAO

54. Vocé tem algum problema de audi¢do? ( )sim ( )Ndo Haquanto
tempo?____anos

55.  Alguém da sua familia tem ou teve ( )sim ( )Né&o

56. Quem: Ha quanto tempo? anos

57.  Vocé apresenta alguma dificuldade para entender a fala quando ha

varias pessoas falando ao mesmo tempo, ou quando ha ruido competitivo?

( )sim ( )N& Haquanto tempo? anos

58.
59.

60.
61.
62.

63.
64.
65.

66.
67.
68.
69.

70.

Alguém da sua familia tem ou teve ( )sim ( )Néo

Quem: Hé& quanto tempo? anos

Vocé tem zumbido? ( ) sim ( ) Ndo Ha quanto tempo? anos
Alguém da sua familia tem ou teve ( )sim ( )Néo

Quem: Hé& quanto tempo? anos

Vocé tem tontura? ( )sim ( ) Ndo Haquanto tempo? anos
Alguém da sua familia tem ou teve ( )sim ( )Nao

Quem: Hé& quanto tempo? anos

As pessoas da sua familia reclamam que vocé ndo escuta bem?
( )sim ( )Nédo Haquantotempo? anos
Alguém da sua familia tem ou teve ( )sim ( )Nao

Quem: Ha quanto tempo? anos

Vocé tem ou teve exposto ao ruido?

( )sim ( )N&o Por quanto tempo? anos

Ha quanto tempo? anos

EPILEPSIA
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71. Vocé tem ou teve crises (ataques, acesso, convulsdo) na qual perde a

consciéncia e cai subitamente? ( )sim ( )Ndo Haquanto tem-

po? anos
72. Alguém da sua familia tem ou teve ( )sim ( )Néao
73. Quem: Ha quanto tempo? anos

74. Vocé tem ou teve crises em que perde o contato com a realidade (meio) e
fica como se estivesse foradoar ? ( )sim ( )Nao Haquantotem-

po? anos
75.  Alguém da sua familia tem ou teve ( )sim ( )Nao
76. Quem: Ha quanto tempo? anos

77. Vocé tem ou teve crises na qual tem repuxdes incontrolaveis em bragos,
pernas, na boca ou vira a cabeca para o lado?

( )sim ( )N& Haquantotempo?___ anos

78.  Alguém da sua familia tem ou teve ( )sim ( )Nao

79. Quem: Ha quanto tempo? anos

80. Vocé tem ou teve crises de desmaio e que ao acordar nota que fez xixi ou

coc na roupa sem perceber? ( )sim ( )Ndo Haquanto tem-

po? anos
81. Alguém da sua familia tem ou teve ( )sim ( )Nao
82. Quem: Ha quanto tempo? anos

83.  Vocé tem ou teve crises na qual sente sensa¢iio ruim de “fundeza” ou
bola na “boca do estdmago” e que sobe até a garganta e em seguida sai fora
do ar, e depois dizem que vocé ficou mexendo em algo com as maos ou masti-
gando ou olhando para algo distante? ( )sim ( ) Nd Ha quanto tem-

po? anos

84. Alguém da sua familia tem ou teve ( )sim ( )Néo
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85. Quem: Ha quanto tempo? anos

86. Algum médico ou profissional de satide ou mesmo familiares j& Ihe disse

que vocé tem ou teve convulsdo febril na infancia; ou durante alguma doenca

grave qualquer? ( )sim ( )N&o Ha quanto tempo? anos
87. Alguém da sua familia tem ou teve ( )sim ( )Né&o
88. Quem: Ha quanto tempo? anos

89. Vocé tem rapidos abalos tipo “choque” nos bracos (as coisas caem da

mao) ou pernas com ou sem queda, principalmente pela manha?

( )sim ( )N& Haquanto tempo? anos
90. Alguém da sua familia tem ou teve ( )sim ( )Nao
91. Quem: Ha quanto tempo? anos

92. Haalguém desta casa com epilepsia?
( )sim ( )N&o Haquantotempo? anos

93.  Alguém da sua familia tem ou teve ( )sim ( )Nao

94. Quem: Ha quanto tempo? anos

DEPRESSAO E ANSIEDADE

Marque com um 'X" a resposta que melhor corresponder com o que o paciente
refere sentir na ULTIMA SEMANA. N4o é preciso ficar pensando muito em cada
questdo. Neste

questionario as respostas espontaneas tém mais valor do que aquelas em que se
pensa muito.

Marque apenas uma resposta para cada pergunta.

95. Quando vocé se sente tenso ou contraido
3 ( ) A maior parte do tempo

2 () Boa parte do tempo
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1 ( ) De vez em quando
0 ( ) Nunca

96. Vocé sente gosto pelas mesmas coisas de antes?
0 ( ) Sim, do mesmo jeito que antes

1 () Néo tanto quanto antes

2 () S6 um pouco

3 (' ) Jando sinto mais prazer em nada

97. Voceé sente uma espécie de medo, como se alguma coisa ruim pudesse
acontecer?

3 () Sim, e de um Jeito muito forte

2 () Sim, mas néo téo forte

1 ( ) Um pouco. mas isso ndo me preocupa

0 () Néo sinto nada disso

98. Voceé da risada e se diverte quando vé coisas engragadas?
0 ( ) Do mesmo jeito que antes

1 ( ) Atualmente um pouco menos

2 () Atualmente bem menos

3 ( ) N&o consigo mais

99. Vocé esta com a cabega cheia de preocupagdes?
3( ) A maior parte de tempo

2( ) Boa parte do tempo

1( ) De vez em quando

0( ) Raramente

100. Vocé se sente alegre?
3 ( ) Nunca
2 () Poucas vezes
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1 () Muitas vezes
0 ( ) A maior parte do tempo

101. Vocé consegue ficar sentado & vontade e se sentir relaxado?
0 ( ) Sim, quase sempre

1 ( ) Muitas vezes

2 () Poucas vezes

3( ) Nunca

102. Vocé sente que esta lento para pensar e fazer as coisas?
3 ( ) Quase sempre

2 () Muitas vezes

1( ) De vez em quando

0( ) Nunca

103. Vocé tem uma sensagéo ruim de medo, como um frio na barriga ou um
aperto no estdmago?

0( ) Nunca

1( ) Devezemquando

2 () Muitas vezes

3( ) Quase sempre

104. Vocé perdeu o interesse em cuidar da sua aparéncia?
3 ( ) Completamente

2 () Ndo estou mais me cuidando como deveria

1( ) Talvez ndo tanto quanto antes

0 ( ) Me cuido do mesmo [eito que antes

105. Vocé se sente inquieto, como se ndo pudesse ficar parado em lugar ne-
nhum?
3( ) Sim, demais
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2 ( ) Bastante
1( ) Umpouco

0 () N&o me sinto assim

106. Voce fica esperando animado as coisas boas que est&o por vir?
0 ( ) Do mesmo jeito que antes

1( ) Um pouco menos do que antes

2 () Bem menos do que antes

3 ( ) Quase nunca

107. De repente, vocé tem a sensacdo de entrar em panico?
3 () Aquase todo momento

2 () Varias vezes

1( ) De vez em quando

0 () Nao sinto isso

108. Vocé consegue sentir prazer quando assiste a um bom programa de
televisdo, de radio ou quando leio alguma coisa?

0 ( ) Quase sempre

1( ) Vérias vezes

2 () Poucas vezes

3 ( ) Quase nunca

CONSUMO DE TABACO

109. Vocé ja fumou?: ( )sim, ainda fuma (' )ndo/nunca () sim, mas

parou ha __anos

110. Ha quantos anos vocé fuma ou durante quantos anos vocé fumou?

Ha__anos OU ha___ meses OU durante __ anos

111. O que vocé fuma ou fumou MAIS?
( )cigarro comercial ( )cigarro de palha ( )charuto ( )cachimbo ( )ou-
tro:
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112. Quantos CIGARROS em média vocé fuma ou fumava por dia ou por semana?
cigarros/dia OU  cigarros/semana

113. Se ja parou de fumar, por que vocé parou?

CONSUMO DE BEBIDA ALCOOLICA

114. Qual bebida vocé mais gosta de beber?

115. Com que idade vocé comegou a beber? __anos

116. Qual bebida vocé costuma(va) beber mais freqiientemente? ( )cerveja ( )
cachaca ( ) outra:

117. Quantas doses vocé costuma(va) beber por semana?

Um drinque ou uma dose é: uma cerveja longneck ou latinha; meia cerveja grande
(600 ml) ou chopp (350 mL); uma dose de pinga, uisque ou outro destilado (50ml)
ou uma taga de vinho (150ml).

Cerveja ou chopp: ___ Cachaca ou uisque ____ Vinho:____

Anotar frequiéncia por més, se for necessério:

118. Se parou de beber, por que vocé parou?

CONSUMO DE ALIMENTOS E AGUA

119. Voce se alimenta de:

() Carneseverduras () Ndocomecarne ( ) Mais de uma porcao de carne
vermelha todos os dias

120. Qual a sua fonte de alimentos (carnes e verduras)

( ) Producéo propria () compra dos vizinhos () supermercado

121. Qual a sua fonte de agua?

( ) Cérrego proximo acasa () Fonte de 4gua natural ( ) Agua encanada ()
Poco artesiano

122. Onde sdo descartados os residuos de seu banheiro?

( ) Ha saneamento basico () Diretamente no corrego

123. Vocé toma chimarréo?
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( ) Todososdias ( ) Algumas vezes por semana

MEDICAMENTOS

124. VVocé costuma tomar algum remédio por conta prépria? ( ) Sim () Néo
125. Quais?

126. Com que frequéncia? () Diariamente () Semanalmente ( ) De vez
em quando

127. Vocé toma algum medicamento prescrito pelo seu médico? () Sim (

) Néo

128. Quais?

129. Com que frequéncia? () Diariamente () Semanalmente ( ) De vez

em quando

DADOS SOCIO-DEMOGRAFICOS — PARTE 11

130.Cor: ( )Branca ( )Negra ( )Pardo ( )Outra:

131. Estado civil atual:  ( )solteiro ( )casado ( )com companheira ( )vidvo (

)separado/divorciado/desquitado

132. Até que ano (série) vocé estudou na escola? Completei o (a)

(série) do na escola.

ano

133.Quial sua religido? ( )sem religidao ( )Catoélica ( )protestan-

te/crente/evangélico ( )espirita ( )outra

134. Quais e quantos deste itens vocé possui em sua casa?

Televisdo em cores

Video cassete ou DVD
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Radio

Banheiro

Automoével

Magquina de lavar

Geladeira

Freezer (independente ou parte da geladeira duplex)

Trator




