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RESUMO 

 

A exposição ocupacional aos agrotóxicos tem sido considerada um fator predisponente a 

distúrbios do sistema imunológico. Imunossupressão, autoimunidade, câncer em vários órgãos 

e outras doenças em pessoas que trabalham expostas a esses produtos tem sido relatado. Este 

estudo teve como objetivo investigar as células do sistema imune e citocinas plasmáticas em 

40 agricultores submetidos à exposição ocupacional a múltiplos agrotóxicos por, pelo menos, 

15 anos. Paralelamente, foi avaliado para fins comparativos, um grupo controle sem histórico 

de exposição. Células circulantes em sangue periférico foram identificadas pelas 

características de dispersão de luz e por combinações de marcadores celulares em análise por 

citometria de fluxo utilizando o equipamento FACS Canto II. As células foram identificadas 

de acordo com os fenótipos como leucócitos totais, monócitos (clássicos, intermediários e não 

clássicos), neutrófilos (imaturos e maduros), eosinófilos, basófilos e linfócitos. Os linfócitos 

foram subdivididos em linfócitos T helper, linfócitos T citotóxicos, linfócitos T reguladores, 

linfócitos B, natural killer e natural killer T. Os linfócitos T foram subclassificados como T 

naïve, T de memória central, T efetores de memória e T efetores de memória terminal. As 

células B foram subdivididas em células B imaturas e células B maduras, sendo estas últimas 

subclassificadas de acordo com seu estágio maturativo. Células dendríticas circulantes 

(plasmacitoides e mieloides) também foram quantificadas utilizando o painel de anticorpos. 

Concentrações das citocinas plasmáticas IL-17 A, IFN-γ, TNF, IL-10, IL-6, IL-4 e IL-2 foram 

avaliadas por citometria de fluxo utilizando o kit BD™ Cytometric Bead Array (CBA Human 

Th1/Th2/Th17) (Beckton Dickinson, EUA). Os resultados mostraram aumento significativo 

dos valores relativos e absolutos de neutrófilos imaturos e monócitos e aumento absoluto das 

células dendríticas, bem como do total de células T, células T citotóxicas de memória central 

e efetoras de memória nas amostras do grupo de agricultores. Em contrapartida, nesse grupo 

houve diminuição significativa dos valores absolutos de células B maduras e de linfócitos T 

efetores de memória terminal. Além disso, foi observado o aumento significativo da 

concentração de IL–6 no mesmo grupo. Devido ao constante estímulo antigênico que ocorre 

durante a exposição aos agrotóxicos e o consequente recrutamento de células apresentadoras 

de antígenos na pele e trato respiratório, as células dendríticas e monócitos estão circulando 

em maiores quantidades. Nos órgãos linfoides secundários, as células B podem estar com a 

vida útil aumentada devido aos sinais de sobrevivência gerados pela ligação às células 

dendríticas que também se encontram nesse local, fazendo com que diminuam na circulação. 

Os resultados apresentados no presente estudo sugerem que os agricultores avaliados estão 

mais sujeitos a desenvolver problemas de saúde em função das alterações nas quantidades das 

células imunes avaliadas. 

Palavras-chave: agricultores; agrotóxicos; células imunes; citometria de fluxo. 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

ABSTRACT 

 

Occupational exposure to pesticides has been considered a predisposing factor to immune 

system disorders. Immunosuppression, autoimmunity, cancer of various organs and other 

diseases in working people exposed to these products have been reported. This study aimed to 

investigate the immune system cells and plasma cytokines in 40 farmers subjected to 

occupational exposure to multiple pesticides for at least 15 years. At the same time, a control 

group with no history of exposure was evaluated for comparative purposes. Circulating cells 

in peripheral blood were identified by light scattering characteristics and by combinations of 

cell markers analyzed by flow cytometry using the FACS Canto II equipment. Cells were 

identified according to phenotypes such as total leukocytes, monocytes (classic, intermediate 

and non-classical), neutrophils (immature and mature), eosinophils, basophils and 

lymphocytes. Lymphocytes were subdivided into helper T lymphocytes, cytotoxic T 

lymphocytes, regulatory T lymphocytes, B, natural killer and natural killer T lymphocytes. T 

lymphocytes were subclassified as naïve T, central memory T, memory effector T and 

memory effectors terminal. B cells were subdivided into immature B cells and mature B cells, 

the latter being subclassified according to their maturation stage. Circulating dendritic cells 

(plasmacytoid and myeloid) were also quantified using the antibody panel. Plasma cytokine 

concentrations IL-17A, IFN-γ, TNF, IL-10, IL-6, IL-4 and IL-2 were assessed by flow 

cytometry using the BD™ Cytometric Bead Array kit (CBA Human Th1/Th2 /Th17) 

(Beckton Dickinson, USA). The results showed a significant increase in the relative and 

absolute values of immature neutrophils and monocytes and an absolute increase in dendritic 

cells, as well as in the total number of T cells, central memory cytotoxic T cells and memory 

effectors in the samples from the group of farmers. On the other hand, in this group, there was 

a significant decrease in the absolute values of mature B cells and end-memory effector T 

lymphocytes. Furthermore, a significant increase in the concentration of IL-6 was observed in 

the same group. Due to the constant antigenic stimulation that occurs during exposure to 

pesticides and the consequent recruitment of antigen-presenting cells in the skin and 

respiratory tract, dendritic cells and monocytes are circulating in greater amounts. In 

secondary lymphoid organs, B cells may have an increased lifespan due to survival signals 

generated by the attachment to dendritic cells that are also found in this location, causing 

them to decrease in circulation. The results presented in this study suggest that the evaluated 

farmers are more likely to develop health problems due to changes in the amounts of the 

evaluated immune cells. 

Keywords: farmers; pesticides; immune cells; flow cytometry 
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1 INTRODUÇÃO  

 

A exposição aos agrotóxicos e os impactos que estes podem causar tornaram-se um 

relevante problema ambiental e de saúde pública, visto que na última década o consumo 

desses produtos assumiu grandes proporções no Brasil. De acordo com o Sistema de 

Agrotóxicos Fitossanitários (AGROFIT) do Ministério da Agricultura, Pecuária e 

Abastecimento (MAPA), em 2014 ocorreu um pico da comercialização de agrotóxicos no 

país. Entre 2007 e 2014, o quantitativo passou de cerca de 623.353.689 quilos para 

1.552.998.056 quilos, ou seja, um aumento equivalente a 149,14%, enquanto a área plantada 

aumentou de 62.338.730 para 76.246.588 hectares, o que representa um aumento de apenas 

22,31%, segundo os dados do Sistema de Recuperação Automática (SIDRA) do Instituto 

Brasileiro de Geografia e Estatística (IBGE) (BRASIL, 2016). 

Outros dados do IBGE mostram que, em 2017, em Santa Catarina (SC), os agrotóxicos 

foram utilizados em 70,7% das propriedades rurais. O estado de SC apresenta a maior 

produtividade agrícola por área do país e, nesse sentido, o consumo de agrotóxicos é 

crescente. Os casos de intoxicação pela exposição a esses agentes também aumentaram, 

acompanhando o perfil de consumo e possivelmente indicando o uso incorreto e/ou excessivo 

de agrotóxicos pelos trabalhadores rurais no estado. O município de Santo Amaro da 

Imperatriz é um dos destaques na agricultura catarinense. Com área de 344.235 km
2
 e 

população estimada, para 2021, de 23.907 habitantes; a cidade tem como principal atividade 

econômica a produção de hortifrutigranjeiros (IBGE, 2020). 

Em função da ampla utilização e da variedade de agrotóxicos disponíveis, o 

acompanhamento dos trabalhadores que estão em contato com essas substâncias é 

extremamente complexo, principalmente quando são consideradas as exposições crônicas a 

múltiplos produtos. A literatura nacional carece de informações relacionadas ao tema, pois 

poucos são os grupos de pesquisa a ele dedicados. O Instituto Nacional do Câncer (INCA), 

órgão do Ministério da Saúde (MS), divulgou, em 2015, um documento no qual adota um 

posicionamento de preocupação acerca do uso de agrotóxicos no país, bem como seus efeitos 

sobre a saúde e a segurança alimentar e nutricional dos brasileiros (INCA, 2015).  

Vários trabalhos na literatura associam a exposição aos agrotóxicos ao 

desenvolvimento de doenças, incluindo diversas neoplasias malignas, porém os mecanismos 

pelos quais elas se desenvolvem são pouco esclarecidos (ALAVANJA et al., 2014; 
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SCHINASI; LEON, 2014; POYNTER et al., 2017). Considerando que o sistema imune (SI) é 

responsável pela eliminação de células modificadas (LAKSHMI NARENDRA et al., 2013), 

desequilíbrios que o envolvam podem contribuir para o desencadeamento dos processos 

neoplásicos, além de outras doenças imunológicas (DHOUIB et al., 2016).  

Diante da relevância desse tema e dos poucos estudos abordando a relação entre a 

exposição ocupacional aos agrotóxicos e prejuízos ao SI, o aprofundamento da pesquisa se faz 

necessário. Assim, com este trabalho, buscamos dar uma contribuição inicial ao assunto. 
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2 REVISÃO DA LITERATURA 

 

2.1 AGROTÓXICOS: TOXICOLOGIA OCUPACIONAL 

 

A partir da revolução industrial e da modernização da atividade agrícola, passamos a 

conviver com novas substâncias químicas potencialmente nocivas, incluindo os agrotóxicos 

(MAGALHÃES; CALDAS, 2019).  

No Brasil, conforme a Lei Federal Nº 7.802, de 11 de julho de 1989 e seu decreto 

regulamentar Nº 4.074, de 4 de janeiro de 2002, os agrotóxicos são definidos como: “produtos 

e agentes de processos físicos, químicos ou biológicos, destinados ao uso nos setores de 

produção, no armazenamento e beneficiamento de produtos agrícolas, nas pastagens, na 

proteção de florestas, nativas ou plantadas, e de outros ecossistemas e de ambientes urbanos, 

hídricos e industriais, cuja finalidade seja alterar a composição da flora ou da fauna, a fim de 

preservá-las da ação danosa de seres vivos considerados nocivos, bem como as substâncias e 

produtos empregados como desfolhantes, dessecantes, estimuladores e inibidores de 

crescimento” (BRASIL, 2002).  

Para exercer o seu efeito, os agrotóxicos devem ter uma atividade biológica que, em 

geral, interfere em processos enzimáticos vitais dos insetos ou das plantas daninhas através de 

seu antagonismo, inibição ou bloqueio. Porém, essas ações podem não estar restritas aos 

organismos-alvo, colocando em risco, também, a saúde humana, animal e o meio-ambiente. 

Os trabalhadores com exposição ocupacional, especialmente os agricultores, constituem a 

população em situação mais crítica, já que os graus de exposição a esses produtos são maiores 

quando comparados aos da população geral (MAGALHÃES; CALDAS, 2019). 

As características físico-químicas e a forma como o agrotóxico é aplicado são 

importantes para avaliar o grau de exposição. Quanto mais volátil o produto, maior é o seu 

potencial de concentração de vapores. A forma de manuseio também é preocupante, pois 

geralmente o líquido é borrifado, e, assim há o aumento da área de evaporação, o qual é 

representado pela grande superfície resultante da soma da superfície das gotículas em contato 

com o ar e, quanto maior a superfície de líquido exposta ao ambiente, maior o potencial de 

exposição (BUSCHINELLI, 2020). 

Classicamente, intoxicações por agrotóxicos podem ser divididas em agudas 

(exposição em um único episódio ou por um curto espaço de tempo) e crônicas (exposições 
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repetidas por muitos meses ou anos). As intoxicações agudas podem ser do tipo leve, 

moderada ou grave, conforme a seguir: 

 Intoxicação aguda leve: quadro clínico caracterizado por cefaleia, irritação cutâneo-

mucosa, dermatite de contato irritativa ou por hipersensibilização, náusea e discreta 

tontura; 

 Intoxicação aguda moderada: quadro clínico caracterizado por cefaleia intensa, 

náusea, vômitos, cólicas abdominais, tontura mais intensa, fraqueza generalizada, 

parestesias, dispneia, salivação e sudorese aumentadas; 

 Intoxicação aguda grave: quadro clínico grave, caracterizado por miose, hipotensão, 

arritmias cardíacas, insuficiência respiratória, edema agudo de pulmão, pneumonite 

química, convulsões, alterações da consciência, choque, coma, podendo evoluir para a 

morte (BRASIL, 2006). 

 

Distintamente, intoxicações crônicas por agrotóxicos caracterizam-se por quadros 

clínicos muitas vezes indefinidos e inespecíficos, além de irreversíveis em alguns casos. Esses 

diagnósticos são complexos, pode haver maior dificuldade na associação causa/efeito, 

principalmente quando há exposição a múltiplos produtos, situação que caracteriza a 

agricultura brasileira e os sujeitos deste estudo.  Em geral, as exposições ocupacionais 

crônicas são as que causam mais doenças nos trabalhadores (BRASIL, 2006). 

No tocante à classificação dos agrotóxicos, diversos critérios são considerados. Eles 

podem ser agrupados quanto à finalidade ou organismo-alvo a ser controlado, ao seu grau de 

toxicidade ou ao grupo químico a que pertencem.  

Quanto à sua finalidade ou organismo-alvo, os agrotóxicos podem ser classificados 

em: 

 Inseticidas: agrotóxicos que têm ação letal em insetos; 

 Fungicidas: agrotóxicos com ação sobre fungos; 

 Herbicidas: ação de controle às plantas consideradas daninhas ou invasoras, em 

especial, na agropecuária; 

 Desfolhantes: agrotóxicos com efeito desfolhante, ou seja, aquele que em contato 

com as plantas, induzem a queda prematura das folhas; 

 Fumigantes: agrotóxicos com ação sobre fauna e flora, que tem sua ação promovida 

por meio de gases; 
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 Rodenticidas/raticidas: agrotóxicos com ação letal em roedores; 

 Moluscicidas: agrotóxicos com ação em moluscos terrestres ou aquáticos; 

 Nematicidas: agrotóxicos com ação em nematoides; 

 Acaricidas: agrotóxicos com ação em ácaros (PARANÁ, 2018). 

 

Quanto à classificação por toxicidade, desde 2019 a Agência Nacional de Vigilância 

Sanitária (ANVISA) adotou os padrões do Sistema Globalmente Harmonizado de 

Classificação e Rotulagem de Produtos Químicos (do inglês, Globally Harmonized System of 

Classification and Labelling of Chemicals – GHS) (ANVISA, 2019). Com isso, os órgãos 

governamentais do Brasil alegam que o país passará a ter regras harmonizadas como as de 

países da União Europeia e da Ásia, dentre outros, fortalecendo a comercialização de produtos 

nacionais no exterior. Atualmente, existem cinco categorias de toxicidade, conforme a Figura 

1. 

 

Figura 1. Classificação toxicológica dos agrotóxicos adotada pela ANVISA em 2019. 

 

Fonte: (ANVISA, 2019). 
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Quanto aos grupos químicos a que pertencem, a classificação dos agrotóxicos é 

bastante extensa. A seguir, alguns exemplos:  

 Organofosforados (OF): são derivados dos ácidos contendo fósforo em sua molécula 

(ácidos fosfóricos, tiofosfórico, e ditiofosfórico). São mais comumente utilizados 

como inseticidas e acaricidas agrícolas. Alguns exemplos são os inseticidas à base de 

malation, clorpirifós, temefós, acefato, fenitrotion, paration e metamidofós; 

 Carbamatos (CBM): são derivados do ácido carbâmico. O uso doméstico é comum 

como, por exemplo, dos inseticidas carbofuram e aldicarbe; 

 Piretroides: são derivados sintéticos das piretrinas naturais, encontradas em extratos 

vegetais, como os extraídos das flores de Chrysanthemum cinerariaefolium. São 

exemplos de piretroides sintéticos os inseticidas como a deltrametrina, cipermetrina, 

lambdacialotrina e permetrina; 

 Glicina substituída - (N-fosfonometil glicina): desenvolvido com a finalidade de ser 

um herbicida sistêmico não seletivo, utilizado comumente em agricultura, associados 

ou não a sementes transgênicas e em ambientes domésticos. O princípio ativo é 

denominado glifosato; 

 Bipiridilos: são compostos que atuam por meio da formação de radicais livres com o 

oxigênio; utilizados comumente como herbicidas, sendo paraquate o principal 

exemplo;  

 Ditiocarbamatos: pertencem a um grupo de agrotóxicos organossulfurados de ação 

fungicida, tais como mancozeb e tiram; 

 Dinitrofenóis: herbicidas que atuam promovendo o déficit energético desacoplando 

as ligações da adenosina trifosfato (ATP). Como exemplo, temos os 2,4-D e 2, 4, 5-T 

(BRASIL, 2016). 

 

Contudo, o modo de ação tóxica desses produtos em humanos talvez seja o 

conhecimento de maior importância. Em um eventual atendimento médico a um caso suspeito 

de intoxicação, o conhecimento sobre efeitos biológicos como neurotoxicidade (por bloqueio 

do fechamento dos canais de sódio; por inibição de colinesterases; ou por ação agonista no 

sistema gabaérgico ou no sistema nicotínico), ação anticoagulante, etc. pode ser muito útil, 

pois definirá melhor os possíveis sinais e sintomas apresentados pelo indivíduo, facilitando o 

diagnóstico e o tratamento (BROWN, 2010).  
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2.2 O SISTEMA IMUNE NA RESPOSTA À TOXICIDADE  

 

Dentre os vários sistemas afetados pela exposição ocupacional a agrotóxicos, o SI é 

aquele com mais efeitos deletérios, pois é ligado intimamente a outros sistemas como o 

reprodutivo, nervoso, endócrino, cardiovascular e respiratório. Portanto, qualquer perturbação 

no SI também pode levar a distúrbios nesses outros sistemas. As concentrações dos 

agrotóxicos, a duração da exposição, além de fatores individuais como idade, gênero, nutrição 

e genética são determinantes nos danos resultantes dessa exposição (MOKARIZADEH et al., 

2015).  

Estudos em animais têm demonstrado significante disfunção imunológica após 

exposição pontual a altas concentrações de agrotóxicos e após baixas concentrações por 

longos períodos. Entretanto, se a exposição ocorrer no período embrionário, durante a 

formação do SI, até mesmo baixas concentrações de agrotóxicos por curtos períodos podem 

causar danos sérios e permanentes. No período pós-natal, o SI continua vulnerável, pois a 

imunidade humoral se desenvolve somente poucos anos após o nascimento. As vias de 

sinalização intracelulares e extracelulares, que controlam o equilíbrio entre a ativação, 

inibição e regulação das respostas imunes, permanecem vulneráveis por toda a vida 

(CORSINI et al., 2013).  

Segundo Mokarizadeh e colaboradores (2015), o estilo de vida não saudável pode 

proporcionar um microambiente para a imunotoxicidade. A privação de sono, a desidratação 

crônica, o sedentarismo, o estresse, o fumo, o consumo excessivo de álcool, além da 

exposição exagerada aos raios ultravioleta podem acarretar imunossupressão 

(MOKARIZADEH et al., 2015). A nutrição tem um papel importante na atividade enzimática 

para a manutenção de um SI funcional. Concentrações inadequadas de proteínas, vitaminas e 

microelementos podem levar a supressão da atividade imunológica e de enzimas envolvidas 

no metabolismo de xenobióticos e antioxidantes (FURST, 2002; LUEBKE, 2002; 

MOKARIZADEH et al., 2015). A ativação de genes codificantes das enzimas que 

biotransformam xenobióticos também constitui um importante fator de suscetibilidade 

individual aos efeitos da exposição aos agrotóxicos. Polimorfismos genéticos podem levar à 

maior ou menor atividade enzimática, causando alterações na formação de produtos de 

biotransformação tóxicos e provocar variações quanto às concentrações de agrotóxicos que 

produzirão efeitos indesejáveis (COSTA, L. G. et al., 2005; RICHTER; JARVIK; 
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FURLONG, 2009; AGUILAR-GARDUNO et al., 2013). Variações genéticas na produção de 

citocinas e no complexo principal de histocompatibilidade (MHC) também contribuem para 

as variações individuais de imunotoxicidade (TURNER et al., 2011). 

 

2.3 CÉLULAS DO SISTEMA IMUNE PERIFÉRICO 

 

O SI é composto por células e tecidos que se comunicam por meio de citocinas e por 

contato direto, o que resulta em uma rede dinâmica especializada em tipos específicos de 

respostas. Como em qualquer sistema complexo, a função do SI não pode ser prevista a partir 

do comportamento de nenhuma de suas partes separadamente, pois é dependente do contexto 

e envolve centenas de componentes (FURMAN; DAVIS, 2015). Por mais de um século, o SI 

foi identificado somente como um fator de proteção contra doenças infecciosas. As definições 

atuais ainda são amplamente influenciadas por essas observações iniciais, e o sistema 

imunológico é comumente apresentado como um mecanismo de defesa composto por 

respostas inatas e adaptativas. No entanto, a defesa do hospedeiro é apenas uma face da 

função geral do SI na manutenção da homeostase do tecido e da integridade do sistema. De 

fato, o SI é parte integrante dos processos fisiológicos fundamentais, como desenvolvimento, 

reprodução e cicatrização de feridas, e a proximidade entre esse e outros sistemas corporais 

tem sido amplamente demonstrada (JULIER et al., 2017; NELSON; LENZ, 2017; SATTLER, 

2017; NEGISHI et al., 2018).  

O SI, como mencionado, é tradicionalmente dividido em componentes principais da 

imunidade inata e adaptativa, conforme ilustrado na Figura 2. A imunidade inata consiste em 

mecanismos de defesa estrutural celular, bioquímica e física que respondem rapidamente após 

eventos desencadeados pelo contato com micro-organismos patogênicos ou células com ácido 

desoxirribonucleico (DNA) danificado. As células que fazem parte dos componentes da 

imunidade inata como as células dendríticas (DCs), monócitos, macrófagos, neutrófilos, 

mastócitos, células natural killer (NK) e células natural killer T (NKT), representam a 

primeira linha de defesa contra agentes estranhos, comunicando-se por meio de citocinas e 

quimiocinas. A imunidade adaptativa, que consiste em linfócitos T, linfócitos B e seus 

mediadores humorais, incluindo citocinas e anticorpos, alcança uma excelente especificidade 

antigênica pelo rearranjo somático dos genes receptores de antígeno de cada linhagem de 

linfócitos: receptor de células T (TCR, do inglês T Cell Receptor) para linfócitos T e 

imunoglobulina (Ig) para os linfócitos B (LAKSHMI NARENDRA et al., 2013). Portanto, 
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deficiências nesse maquinário complexo podem causar danos em outros mecanismos. As 

condições clínicas resultantes dependem do tipo específico de defeito imunológico subjacente. 

Por exemplo, infecções bacterianas podem se manifestar quando as células B apresentam 

distúrbios, enquanto infecções por vários outros patógenos (por exemplo, vírus e fungos) 

caracterizam a imunodeficiência combinada de células T e B (FRAZÃO; ERRANTE; 

CONDINO-NETO, 2013). Características atópicas como asma, dermatite atópica e alergias 

alimentares podem ser observadas em alguns pacientes com disfunção das células T. A 

desregulação imune também pode se manifestar como granulomas cutâneos, respiratórios ou 

gastrointestinais. (RAJE; DINAKAR, 2015). Desequilíbrios como a autoimunidade podem 

causar desde citopenia autoimune secundária a defeitos das células B até Lúpus Eritematoso 

Sistêmico (LES), que está relacionado a transtornos do sistema complemento (CHENG; 

ANDERSON, 2012). Embora o linfoma e a leucemia sejam as neoplasias mais comuns 

quando as imunodeficiências estão presentes, outros tipos de malignidades também podem ser 

observados (RAJE; DINAKAR, 2015; DE JONG et al., 2017). 

 

Figura 2. Imunidade inata e adaptativa. 

 

Os mecanismos da imunidade inata fornecem a defesa inicial contra infecções. As respostas imunes adaptativas 

se desenvolvem mais tarde e necessitam de ativação de linfócitos. Fonte: adaptado de (DRANOFF, 2004). 
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2.3.1 MONÓCITOS 

 

Os monócitos se originam de células-tronco hematopoiéticas na medula óssea e 

compreendem cerca de 10% dos leucócitos no sangue periférico (SP) em humanos. Os 

monócitos ativados atuam na imunidade inata durante as respostas inflamatórias e patogênicas 

por meio da fagocitose e liberação citocinas e vários outros mediadores. Além disso, os 

monócitos também participam da imunidade adaptativa como células apresentadoras de 

antígenos (APCs) (LEE, J. et al., 2017).  

Os monócitos e os macrófagos pertencem à mesma linhagem de células, mas em dois 

estágios sequenciais de um processo de diferenciação. Os monócitos circulam no SP e, 

eventualmente, migram para os tecidos, onde realizam a sua diferenciação terminal em 

macrófagos. Por sua vez, os macrófagos são células com extrema plasticidade e adquirem 

diferentes tipos morfológicos (macrófagos alveolares, células de Kupffer, macrófagos 

mesangiais, histiócitos etc.) de acordo com o microambiente em que se encontram. Os 

macrófagos possuem uma alta capacidade de adesão, migração e fagocitose, são capazes de 

digerir bactérias, complexos imunes, detritos e micropartículas e, além disso, tais células são 

particularmente ativas nas barreiras corporais (como pulmão, intestino e pele).  Os monócitos 

e os macrófagos são biossensores altamente sensíveis a diferentes padrões moleculares 

associados a patógenos e resíduos de tecidos danificados por meio de seus receptores 

ancestrais Tool Like Receptors (TLR) e moléculas relacionadas. Sua ativação induz uma 

produção rápida de citocinas e quimiocinas em diversos padrões, de acordo com os 

respectivos riscos. As citocinas regulam localmente a reação inflamatória, enquanto as 

quimiocinas atraem e estimulam novos efetores. Essas células também contribuem 

substancialmente para a resposta imune adaptativa pela apresentação do antígeno às células T 

com uma orquestração da reação imune (CASTAGNA et al., 2012; LAMBERT; SACK, 

2017). 

Os monócitos circulantes são classicamente caracterizados por sua expressão de 

CD14, um receptor de lipopolissacarídeos. No entanto, a maturação tardia de monócitos 

periféricos é acompanhada pela expressão de CD16, um receptor de imunoglobulina, e pelo 

declínio simultâneo de sua expressão de CD14 em um pequeno subconjunto dessas células. 

Baseado nesses achados, os monócitos humanos foram divididos em três populações 

principais: monócitos clássicos (cMos) (CD14
+
 CD16

−
); monócitos intermediários (iMos) 

(CD14
+
 CD16

+
) e monócitos não clássicos (ncMos) (CD14

dim 
CD16

+
) (KAPELLOS et al., 
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2019). O local de maturação dessas células, isto é, se ocorre na corrente sanguínea ou fora 

dela, ainda é objeto de debate. Porém, a maior parte dos estudos apoia a hipótese de que a 

diferenciação dos cMos em iMos e ncMos ocorra mais provavelmente fora do compartimento 

sanguíneo (DAMASCENO et al., 2019). 

 

2.3.2 CÉLULAS DENDRÍTICAS 

 

O início e o controle das respostas imunes dependem das DCs, uma classe de APCs 

derivadas da medula óssea encontradas no sangue, tecidos e órgãos linfoides. As DCs formam 

uma interface essencial entre a detecção inata de patógenos e a ativação da imunidade 

adaptativa. Essa tarefa requer uma ampla gama de mecanismos e respostas e, assim, as DCs 

são subdivididas em: DCs plasmocitoides (pDCs) (CD11c
-
 CD123

+
) e DCs mieloides (mDCs) 

(CD11c
++

 CD123
-
) (COLLIN; BIGLEY, 2018).  

As pDCs são produzidas continuamente na medula óssea e emergem como células 

maduras na periferia, onde permanecem não proliferativas e têm uma vida útil relativamente 

curta, de alguns dias (ZHAN et al., 2016). As propriedades essenciais das pDCs são definidas 

como: morfologia secretória "plasmocitoide" semelhante a dos plasmócitos; produção rápida 

e maciça de interferon (IFN) do tipo I em resposta a vírus e alta expressão de MHC II que é 

essencial na apresentação de antígenos às células T CD4
+
. As pDCs também produzem IFN 

do tipo III (IFN-λ) e citocinas adicionais, como, por exemplo, o fator de necrose tumoral 

(TNF)-α, além de quimiocinas (REIZIS, 2019).  

Já as mDCs são capazes de induzir respostas dos linfócitos T CD8
+
 devido ao seu 

papel na apresentação de antígenos capturados no meio extracelular via MHC I.  Essa função 

é essencial para a erradicação de tumores e de muitos vírus (O'KEEFFE; MOK; RADFORD, 

2015). Ao interagir com células T, as mDCs podem induzir sua diferenciação em diferentes 

subconjuntos. Essa diferenciação de células T em cada subtipo é um fenômeno complexo, que 

pode ser influenciado pelas citocinas no tecido de origem das mDCs, pelo seu estado de 

maturação e pela causa do desequilíbrio tecidual. No entanto, esses processos não estão 

completamente elucidados (PATENTE et al., 2018). 
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2.3.3 NEUTRÓFILOS 

 

Os neutrófilos compreendem um subtipo de leucócito polimorfonuclear bem 

reconhecido como um dos principais atores durante a inflamação aguda. Em condições 

fisiológicas, os neutrófilos podem ser encontrados na medula óssea, baço, fígado e pulmão 

(KOLACZKOWSKA; KUBES, 2013). Como células efetoras do SI, estão abundantemente 

presentes na circulação e compreendem de 50 a 70% do total de leucócitos circulantes em 

humanos (LELIEFELD et al., 2016).  

Os neutrófilos fazem parte da primeira linha de defesa contra injúrias e contêm um 

repertório de funções efetoras antimicrobianas, que incluem fagocitose, degranulação e 

formação de armadilhas extracelulares de neutrófilos (NET) (LIEW; KUBES, 2019). Os 

macrófagos e os mastócitos residentes nos tecidos agem como células sentinelas que iniciam o 

recrutamento de neutrófilos, e, dessa forma, controlam e induzem vários processos 

fisiopatológicos, como o aumento da permeabilidade dos vasos sanguíneos locais e a 

liberação de quimiocinas (KOLACZKOWSKA; KUBES, 2013). No SP, em condições 

normais, são encontrados neutrófilos maduros circulando, e, esses podem ser identificados 

com base na expressão da molécula CD16. Porém, nos casos de inflamação ou infecções, 

ocorre o aumento do recrutamento dos neutrófilos a partir da medula óssea e, nesses casos, 

podem-se detectar neutrófilos imaturos no SP, sendo a identificação dos mesmos 

independente da expressão de CD16 (CHERIAN et al., 2010). 

Na última década, estudos apontam o envolvimento dos neutrófilos também na 

imunidade adaptativa, pelo controle da ativação das células T e B, e pela apresentação de 

antígenos às APCs nos linfonodos (KOLACZKOWSKA; KUBES, 2013). O papel dos 

neutrófilos nas infecções é bem estabelecido, mas seu papel em outras respostas imunes 

inatas, na imunidade adaptativa e funções homeostáticas ainda merecem mais estudos (LEY et 

al., 2018). 

 

2.3.4 LINFÓCITOS T 

 

Os linfócitos T são caracterizados por marcadores de superfície celular que definem 

sua função. As células T expressam tipicamente o TCR, que é composto pela molécula CD3. 

No timo, o local de maturação das células T, os linfócitos T CD3
+
 passam a expressar também 

as moléculas de superfície CD4 e CD8. A maior parte dos linfócitos T permanece 
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expressando somente a molécula CD4 e são denominados células T auxiliares (Th, do inglês 

T helper). Quando os linfócitos expressam somente a molécula CD8, são denominados 

linfócitos T citotóxicos (CTLs, do inglês Cytotoxic T Lymphocytes). Algumas células 

permanecem CD4 e CD8 duplamente positivas (DP) e outras se tornam duplamente negativas 

(DN), ou seja, perdem a expressão de ambas as moléculas (GERMAIN, 2002). A Figura 3 

mostra a maturação dos linfócitos T no timo. 

 

Figura 3. Maturação das células T no timo. 

 

 

 

Os precursores das células T migram da medula óssea até o timo pela corrente sanguínea. No córtex do timo, os 

progenitores das células T αβ expressam TCR e os correceptores CD4 e CD8 (DP). A diferenciação funcional e 

fenotípica para células T CD4
+
 CD8

-
 ou T CD8

+
 CD4

- 
ocorre na medula do timo, e as células T maduras são 

liberadas na circulação periférica. Fonte: adaptado de (GERMAIN, 2002). 

 

 

As moléculas CD4 e CD8 são, portanto, correceptoras do TCR que se ligam a 

moléculas MHC de classe II e I, respectivamente, quando essas são apresentadas pelas APCs. 

Após a ativação com um antígeno restrito ao MHC I, as células T CD8
+
 naïve se diferenciam 
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em CTLs, as quais secretam TNF-α, IFN-β, perforinas e granzimas B. As perforinas criam 

poros nas membranas das células alvo, por meio das quais as granzimas podem entrar e 

induzir apoptose, exercendo, assim, sua atividade citolítica. (ELLMEIER; HAUST; 

TSCHISMAROV, 2013).  

Em resposta ao estímulo combinado de antígeno restrito ao MHC II e citocinas 

particulares, as células T CD4
+
 naïve se diferenciam em células efetoras Th1 (produtora de 

IFN-γ), Th2 (produtora de interleucina (IL)-4) e Th17 (produtora de IL-17), ou ainda em 

células T reguladoras (TREG), as quais produzem as suas próprias citocinas e medeiam funções 

diferentes (SCHIFFRIN, 2014).  

As células TREG são importantes na auto tolerância e homeostase imunológica, pois 

têm a capacidade de suprimir respostas imunes inatas e adaptativas a autoantígenos, 

aloantígenos, antígenos tumorais e agentes infecciosos (VIGNALI; COLLISON; 

WORKMAN, 2008). Essas células expressam a subunidade α (CD25) do receptor IL-2 e o 

fator de transcrição Forkhead Box P3 (FoxP3). As ações supressivas das TREG são mediadas 

por mecanismos de contato celular e/ou pela liberação de citocinas anti-inflamatórias IL-10, 

IL-35 e fator transformador de crescimento (TGF) -β (SCHIFFRIN, 2014).  

Durante a ativação das células T naïve, além da interação entre o TCR e o MHC das 

APCs, também há a interação entre o receptor CD28 das células T e os receptores CD80 e 

CD86 das APCs. Por isso, a molécula CD28 é utilizada como marcador de ativação das 

células T (BERNARD; LAMY AND; ALBERTI, 2002). A Figura 4 ilustra a interação 

molecular entre APCs e células T.  
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Figura 4. Função da molécula CD28 na interação entre APCs e células T. 

 

 

A molécula CD28 é utilizada como marcador de ativação das células T. As APCs em repouso não expressam co-

estimuladores e não ativam células T naïve. Micro-organismos e citocinas produzidos durante a resposta imune 

inata ativam as APCs e elas passam a expressar co-estimuladores, tais como as moléculas CD80/86. Assim, as 

APCs tornam-se capazes de ativar as células T naïve. As APCs ativadas também produzem citocinas como IL-2, 

que estimula a diferenciação de células T naïve em células efetoras. Fonte: adaptado de (ALEGRE; 

FRAUWIRTH; THOMPSON, 2001). 

 

 

 

Além das APCs, as células T no SP também podem apresentar moléculas de MHC II 

em sua superfície externa, e o número dessas células aumenta com a ativação. Um dos três 

isotipos de MHC II humanos, denomina-se antígeno leucocitário humano (HLA) – DR, o qual 

também é frequentemente utilizado como marcador de ativação de células T, juntamente com 

outras moléculas, como CD25 e CD69 (REVENFELD et al., 2016).  

Já está bem estabelecido que os estágios finais da diferenciação das células T CD4
+
 e 

CD8
+
 são marcados pela expressão da molécula CD57. Sabe-se, também, que as células T 

CD4
+
 CD57

+
 e T CD8

+
 CD57

+
 não possuem capacidade proliferativa e que estão aumentadas 

em frequência com a ativação imune crônica (KARED et al., 2016). 

No SP, as células T podem apresentar quatro estágios de diferenciação, de acordo com 

a expressão de alguns antígenos receptores de homoenxertos como CD62L, CCR7 ou CD197 

(que permitem a entrada nos órgãos linfoides) e CD45 RA. As células T naïve deixam o timo 

e atingem a circulação apresentando o fenótipo CD62L
+ 

CCR7
+
 CD45 RA

+
. Após a ativação, 

algumas células T CD4
+
 e T CD8

+
 tornam-se células T de memória central (TCM, do inglês, 

Central Memory) que podem ser reativadas após interação subsequente com antígeno 
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previamente encontrado (DEVARAJAN; CHEN, 2013). As TCM são CD62L
+
 CCR7

+
 CD45 

RA
-
 e já são encontradas nos órgãos linfoides secundários. As TCM produzem IL-2 e são 

consideradas células de memória de longa duração, com baixa capacidade efetora, mas alto 

potencial de proliferação, pois sua expansão deve dar origem às células T efetoras de memória 

(TEM, do inglês, Effector Memory. Comparadas às células TCM, as células TEM (CD62L
-
 CCR7

-
 

CD45RA
-
) possuem vida relativamente curta, com menor potencial de proliferação, mas 

realizam uma gama de funções como a produção de IFN-γ, e encontram-se 

predominantemente nos tecidos alvo de infecção. Após a eliminação da infecção, a maioria 

das células TEM, geradas pela expansão clonal, morrem. Mas, ao longo do processo, algumas 

células ativadas por antígenos voltam a expressar CD45 RA e tornam-se células T efetoras de 

memória RA (TEM RA, do inglês, Effector Memory CD45 RA
+
). Elas estão em estado de 

prontidão, com alta capacidade para responder a reexposição aos antígenos nos tecidos muito 

mais rapidamente do que as células TCM, porém essas últimas podem dar origem a uma 

resposta efetiva do SI mesmo décadas após a exposição inicial (SALLUSTO et al., 2000; 

AHLERS; BELYAKOV, 2010; GEGINAT et al., 2013). 

 

2.3.5 LINFÓCITOS B 

 

Os linfócitos B, assim como os linfócitos T, também expressam um receptor 

específico na superfície celular, o receptor de células B (BCR, do inglês B Cell Receptor) e, 

além dele, um complexo proteico correceptor composto por CD19, CD21 e CD81. Porém, 

diferente dos linfócitos T, as células B possuem a capacidade de reconhecer antígenos em 

suas formas nativas, sem a necessidade de interação com as APCs. Quanto a sua maturação, 

essa ocorre em duas etapas, as quais estão localizadas em tecidos diferentes, como segue: (i) a 

diferenciação de precursores de células B de uma célula-tronco hematopoiética para linfócitos 

B maduros naïve ocorre na medula óssea e (ii) a maturação das células de memória/efetoras 

ocorre nos órgãos linfoides secundários. O tráfego de células B resultantes entre esses tecidos 

através do SP reflete o status imunológico de um indivíduo, além de possíveis distúrbios do 

desenvolvimento de células B, autoimunidade e doenças linfoproliferativas relacionadas à 

biologia e homeostase das células B (PEREZ-ANDRES et al., 2010).  

As células B naïve com características fenotípicas maduras (dentre elas, expressão de 

CD20) e um BCR totalmente funcional, deixam a medula óssea, e, através dos vasos 

sanguíneos, atingem o SP e recirculam entre os órgãos linfoides secundários. Em condições 
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basais, cerca de 60-70% das células B circulantes são naïve. Essas células entram nos 

linfonodos pela zona de células T e, se nesse local não encontrarem um antígeno, retornam ao 

SP recirculando pelos tecidos linfoides por mais alguns dias, até sofrerem apoptose. No 

entanto, se as células B naïve encontrarem seu antígeno cognato, o qual é apresentado pelas 

APCs e pelas células T ativadas, elas também serão ativadas e migrarão para o centro 

germinativo (CG). No CG, as células B permanecem migrando continuamente entre a zona 

escura e a zona clara. Na zona escura, as células sofrem proliferação rápida, hipermutação 

somática e recombinação de troca de classes de Ig; na zona clara, elas reencontram o antígeno 

para verificar se os eventos anteriores levaram a uma afinidade de BCR aumentada para o 

mesmo (maturação por afinidade). Esse processo resulta na sobrevivência e proliferação de 

clones de células B com um BCR de alta afinidade para o antígeno, ou seja, células B de 

memória (BM). Por outro lado, as próprias células B podem apresentar antígenos por meio da 

molécula MHC II expressa em sua superfície para os linfócitos Th, sem haver a necessidade 

de interação com APCs clássicas (MCHEYZER-WILLIAMS; MCHEYZER-WILLIAMS, 

2004; ALLEN; OKADA; CYSTER, 2007; PEREZ-ANDRES et al., 2010). A Figura 5 

esquematiza esses eventos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



34 

 

Figura 5. Esquema ilustrando a diferenciação das células linfoides B. 

 
 

Fases da diferenciação das células B. A diferenciação das células B é iniciada na medula óssea e termina nos 

órgãos linfoides secundários. Os antígenos e outros estímulos, incluindo as células Th, estimulam a proliferação 

e a diferenciação de clones específicos de células B. O clone pode se diferenciar em plasmócitos que produzem 

imunoglobulinas ou pode persistir como células de memória. Fonte: adaptado de (KLEIN; DALLA-FAVERA, 

2008). 

 

 

As BM constituem cerca de 20 a 30% das células B no SP. Cerca de 50% das BM, 

após a troca de classes de Ig no CG, perdem a expressão de IgD e IgM e passam a expressar 

outras Ig como IgG ou IgA. Essas populações são denominadas de células B de memória 

class switched (BM-CS). Os outros 50% das células B de memória permanecem co-

expressando IgD e IgM ou somente IgM, e assim são denominadas células B de memória non 

switched (BM-NS) (PEREZ-ANDRES et al., 2010).  

Aproximadamente 96% das BM que tiveram contato com antígenos proteicos em uma 

resposta T-dependente expressam a molécula CD27
 
na sua superfície. O restante dessas 

células não expressa CD27, e são denominadas células B de memória duplo-negativas (BM-

DN). Especula-se que nesses casos ocorra interação com antígeno de maneira T-independente, 

fora do CG (FECTEAU; CÔTÉ; NÉRON, 2006; BERKOWSKA et al., 2011). O último 

estágio de diferenciação das células B é representado pelos plasmablastos, que correspondem 
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a cerca de 1 a 3% da população B circulante.  No SP, os plasmablastos podem ser 

identificados por uma forte expressão da molécula CD38, fraca expressão de CD19 e 

expressão heterogênea de CD20. Essas são células formadas a partir das células BM e que 

atingem o SP no seu caminho do tecido linfoide à medula óssea, ao MALT, ou a tecidos 

inflamados, onde completam sua diferenciação em plasmócitos. Os plasmócitos não possuem 

mais capacidade de proliferação e são caracterizados pela alta capacidade secretória de 

anticorpos antígeno-específicos (PEREZ-ANDRES et al., 2010; SHERWOOD, 2018). 

 

2.3.6 CÉLULAS NK 

 

As células NK são células grandes e granulares, que derivam da medula óssea e 

participam do sistema de vigilância tumoral, além de reconhecer e eliminar células infectadas 

por vírus. Com base na morfologia, na expressão de muitos marcadores linfoides e na sua 

origem de uma célula progenitora linfoide comum na medula óssea, as células NK são 

tratadas como um subtipo de linfócito. Essas células são consideradas componentes da defesa 

imunológica inata por não possuírem receptores específicos para antígenos em sua superfície 

celular. Devido a esse fenótipo, as células NK possuem a capacidade de montar uma resposta 

imune inata rápida e inespecífica contra as células tumorais e células infectadas por patógenos 

intracelulares (GUO et al., 2018). Elas compreendem entre 5 e 15% das células 

mononucleares do SP e também estão presentes nos tecidos, como o fígado, o baço, o pulmão 

e a medula óssea.  

As células NK são produtoras de citocinas como IFN-γ, TNF-α, IL–10 e fatores de 

crescimento, como o fator estimulador de colônias de granulócitos e macrófagos (GM-CSF). 

As informações da última década são de que a citotoxicidade mediada pelas células NK e a 

produção de citocinas impactam as DCs, macrófagos e neutrófilos, e conferem às NK uma 

função reguladora que afeta as respostas das células T e B específicas do antígeno. 

Fenotipicamente, as células NK se caracterizam pela perda da expressão da molécula 

CD3/TCR e pela expressão de CD56, uma molécula de adesão envolvida na interação entre as 

células NK e as células-alvo (OBOSHI et al., 2016).  

A atividade citolítica das NK parece estar confinada principalmente ao subconjunto 

mais maduro que expressa a molécula CD16, enquanto a produção de citocinas é geralmente 

atribuída às células mais imaturas CD16 (+/-) (BÉZIAT et al., 2011; DE MARIA et al., 2011). 
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Este último subtipo é raro no SP, mas predominante em linfonodos e outros tecidos (BÉZIAT 

et al., 2011). 

 

2.3.7 CÉLULAS NKT 

 

As células NKT constituem um subconjunto de células T que se encontram na 

interface entre imunidade inata e adaptativa. Assim como as células T convencionais, as NKT 

expressam o TCR composto pela molécula CD3, mas também marcadores tipicamente 

associados às NK como o CD56 (KRIJGSMAN et al., 2019). Em muitos estudos, a 

coexpressão de CD3 e CD56 é usada para identificar as NKT (JIANG et al., 2014; 

KRIJGSMAN; HOKLAND; KUPPEN, 2018). Essas células compreendem aproximadamente 

5 a 15% do pool de células T periféricas (JIANG et al., 2014). Apesar de possuírem 

capacidade citotóxica, as células NKT exercem seu papel principalmente pela secreção de 

grandes quantidades de citocinas pró ou anti-inflamatórias após sua ativação, que resulta em 

amplificação ou redução da resposta imune, atuando com células reguladoras (KRIJGSMAN; 

HOKLAND; KUPPEN, 2018). Ao contrário das células T convencionais, apenas um pequeno 

subconjunto de NKT trafega através dos órgãos linfoides secundários em condições 

homeostáticas. Nessas condições, as maiores populações de células NKT estão localizadas no 

fígado, pulmões e medula óssea (SLAUENWHITE; JOHNSTON, 2015). 

 

2.3.8 EOSINÓFILOS 

 

Os papéis que os eosinófilos desempenham na saúde e na doença continuam a evoluir. 

Acreditava-se que os eosinófilos apenas desempenhavam um papel primário na defesa do 

hospedeiro contra helmintos e atuavam nas condições alérgicas. No entanto, cada vez mais, os 

eosinófilos estão centralmente posicionados nas redes imunes e inflamatórias, possuindo 

receptores para uma série de mediadores inflamatórios e capazes de produzir numerosos 

mediadores pró-inflamatórios e homeostáticos (CHUSID, 2018). 

 

2.3.9 BASÓFILOS 

 

Os basófilos foram negligenciados por muito tempo em estudos imunológicos, devido 

ao seu pequeno número e à semelhança fenotípica com mastócitos residentes em tecidos. 
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Porém, o desenvolvimento recente de ferramentas analíticas lançou uma nova luz sobre essa 

minoria negligenciada e revelou papéis distintos daqueles dos mastócitos em várias respostas 

imunes. A função primária dos basófilos parece ser a proteção contra infecções por parasitas, 

incluindo e helmintos. É por isso que os basófilos são evolutivamente bem conservados em 

muitas espécies animais, embora em pequeno número (KARASUYAMA; YAMANISHI, 

2014). 

 

2.4 CITOCINAS 

 

As citocinas são pequenas moléculas solúveis de natureza polipeptídica e 

glicoproteica, com tamanho de aproximadamente 40 kDa. Trata-se de mediadores envolvidos 

em praticamente todas as respostas imunes e inflamatórias, que incluem a imunidade inata, 

apresentação de antígenos, diferenciação, recrutamento e ativação celular e expressão de 

moléculas de adesão, participando do controle do SI (BORISH; STEINKE, 2003; HISCOTT; 

WARE, 2011; KANY; VOLLRATH; RELJA, 2019). Diferentes populações celulares podem 

produzir a mesma citocina, e essas moléculas são capazes de induzir uma resposta pró ou anti-

inflamatória. Os efeitos das citocinas são pleiotrópicos e dependem do alvo celular. Além 

disso, diferentes citocinas podem ter o mesmo efeito, ou seja, ação redundante. No entanto, 

também podem ter um efeito sinérgico (CHARO; RANSOHOFF, 2006; KANY; 

VOLLRATH; RELJA, 2019). As citocinas abordadas neste estudo foram TNF-α, IFN-γ, IL-

17 A, IL10, IL6, IL4 e IL-2. 

Uma potente citocina pró-inflamatória é o TNF-α. Essa citocina é capaz de promover 

inflamação sistêmica e produzir efeitos deletérios em algumas doenças autoimunes 

(SALOMON et al., 2018). O TNF-α foi descrito, primeiramente, como uma proteína de ação 

antitumoral, mas depois se reconheceu também sua ação sobre a sobrevivência celular de 

monócitos, macrófagos, neutrófilos e linfócitos. Os principais produtores de TNF-α são 

macrófagos e células T, mas outras células, como células endoteliais, neutrófilos e células B 

já foram descritas como capazes de produzir TNF-α (KANY; VOLLRATH; RELJA, 2019).  

O IFN-γ é uma citocina pró-inflamatória efetora da imunidade mediada por células que pode 

coordenar uma infinidade de funções antimicrobianas. A presença de IFN-γ é crucial para a 

ativação das APCs, pois contribui para a indução da expressão de MHC II. Outras ações são o 

aumento da produção de espécies reativas de oxigênio (ROS) e nitrogênio (NOS), indução de 
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autofagia para a eliminação de patógenos intracelulares e aumento da secreção de citocinas 

pró-inflamatórias (SCHRODER et al., 2004; KAK; RAZA; TIWARI, 2018). Além disso, o 

IFN-γ auxilia na regulação e manutenção da atividade das células T CD4
+
 e T CD8

+ 
(GREEN; 

DIFAZIO; FLYNN, 2013). Os principais produtores de IFN-γ incluem células T, células NK, 

células NKT, APCs como macrófagos e DCs e células B (KAK; RAZA; TIWARI, 2018). 

A IL-17 A é a citocina característica de células Th17 e o seu papel pró-inflamatório 

nas doenças autoimunes tem sido amplamente estudado. Outras populações de células, como 

células T CD8
+
, bem como vários subconjuntos de linfócitos inatos, incluindo células T γδ e 

células NKT também podem produzir IL-17 A (DANIEL; CRISTINA, 2010; MCGEACHY; 

CUA; GAFFEN, 2019). A IL-17 A sinaliza, predominantemente em células não 

hematopoiéticas, para induzir a resposta imune inata. Uma função característica da IL-17 A é 

a indução de quimiocinas, incluindo CXCL1, CXCL2 e CXCL8 (IL-8), as quais atraem 

células mieloides, como neutrófilos, para o tecido infectado ou injuriado (ONISHI; GAFFEN, 

2010; MCGEACHY; CUA; GAFFEN, 2019). A IL-2 é considerada um fator de crescimento 

de células T essencial para a proliferação e diferenciação tanto das células TCM quanto das 

TEM. Além disso, estudos mostram que a IL-2 é necessária para a diferenciação das células T 

em TREG no timo e para sobrevivência e manutenção de funções supressoras das células TREG. 

Na ausência de IL-2, tais células FoxP3
+
 desaparecem dos órgãos linfoides periféricos, 

presumivelmente porque a deficiência desse fator de crescimento leva à morte apoptótica das 

células (BARRON et al., 2010; ABBAS et al., 2018). Deve-se mencionar que a IL-2 também 

tem ações importantes para células NK, contribuindo com a expansão de um subconjunto de 

NK CD56
+
, as quais constituem uma população conhecidamente supressora no 

microambiente tumoral (GRUENBACHER et al., 2010; ABBAS et al., 2018). A IL-6 

desempenha papéis importantes em doenças autoimunes e infecções bacterianas. Essa citocina 

é secretada por células T, monócitos, células endoteliais e fibroblastos. Assim como a IL-2, a 

IL-6 também atua na promoção da diferenciação de células T naïve a células Th (DIEHL; 

RINCÓN, 2002; KANY; VOLLRATH; RELJA, 2019). A primeira referência à IL-6 foi como 

um fator estimulador de células B, em 1986 (HIRANO et al., 1986).  

A IL-10 e a IL-4 são consideradas citocinas anti-inflamatórias que contribuem para a 

manutenção da homeostase imunológica. No entanto, a IL-10 também pode promover 

respostas imunes pela sua contribuição na ativação de células B e células T CD8
+
 (BEDKE et 

al., 2019). A IL-10 é secretada por muitas células do SI adaptativo, incluindo subconjuntos de 

células Th1, Th2 e Th17, células TREG, células T CD8
+
 e células B. Também é produzida por 
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células do SI inato, incluindo as DCs, macrófagos, mastócitos, células NK, eosinófilos e 

neutrófilos (MOORE et al., 2001; SARAIVA; O'GARRA, 2010). A IL-4 atua em diversos 

subtipos celulares, como em linfócitos B e T, em células NK e em células mieloides, atua 

como um importante regulador da resposta imune. A IL-4 também é uma das citocinas 

centrais que regulam as reações inflamatórias de causa alérgica.  Em células B, a IL-4 conduz 

a mudança de classe de Ig para IgG e IgE (JUNTTILA, 2018). 

 

2.5 INDUÇÃO DE ALTERAÇÕES IMUNES POR AGROTÓXICOS 

 

Os tecidos linfoides e as células derivadas podem ser diretamente afetados pelos 

agrotóxicos e seus produtos de biotransformação. A interferência direta desses compostos 

pode ocorrer durante o desenvolvimento, expansão e sinalização de sobrevivência celular, e 

podem estagnar o desenvolvimento e impedir a viabilidade das células imunes.  Os principais 

mecanismos associados à imunotoxicidade direta são o estresse do retículo endoplasmático, a 

indução do estresse oxidativo, a disfunção mitocondrial, a disrupção da via ubiquitina 

proteossoma e a inibição de enzimas com atividade de esterase (MOKARIZADEH et al., 

2015). 

O estresse do retículo endoplasmático é reportado como o primeiro passo da ação 

citotóxica dos agrotóxicos. Essa organela é responsável pela síntese, correta conformação e 

transporte das proteínas e pelo estoque de cálcio. Assim, qualquer transtorno pode resultar no 

acúmulo de proteínas defeituosas na célula. Caso a célula não consiga depletar essas 

proteínas, sofrerá apoptose (MOSTAFALOU; ABDOLLAHI, 2013).  

Outro efeito possível da biotransformação de agrotóxicos é o estresse oxidativo tanto 

pela geração excessiva de ROS como pela depleção dos estoques de enzimas antioxidantes. O 

estresse oxidativo pode levar à morte celular por danos a componentes celulares como 

lipídios, proteínas e DNA. Os danos ao DNA são particularmente deletérios, pois podem 

causar mutações carcinogênicas (SHADNIA; ABDOLLAHI; AZIZI, 2006). A grande maioria 

dos agrotóxicos, especialmente os agentes neurotóxicos, tem demonstrado exercer a sua 

toxicidade por interferir na fosforilação oxidativa da cadeia respiratória mitocondrial. Essa 

interferência pode prejudicar as funções celulares ou levar à morte pela diminuição do 

consumo de oxigênio e do abastecimento de energia (ABDOLLAHI et al., 2004).  
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A disfunção da via ubiquitina proteossoma, responsável pela autofagia, é outro 

mecanismo pelo qual os agrotóxicos promovem a sua citotoxicidade. A consequência é o 

acúmulo citoplasmático de proteínas e, assim, o aumento da sensibilidade à apoptose (CHOU 

et al., 2010; MOSTAFALOU; ABDOLLAHI, 2013). 

O efeito mais notável dos agrotóxicos OF e CBM é a inibição de enzimas com 

atividade de esterase: acetilcolinesterase (AChE) e butirilcolinesterase (BChE). As exposições 

crônicas e agudas aos agrotóxicos são avaliadas pela atividade desses biomarcadores. Sendo 

assim, já que muitos compostos colinérgicos (incluindo acetilcolina, colina acetiltransferase, 

transportador de colina de alta afinidade, receptores muscarínicos e nicotínicos) são expressos 

em células imunes (especialmente em linfócitos), OF e CBM podem alterar a sinalização 

colinérgica linfocitária pela inibição da AChE. Na intoxicação por OF, a hiperestimulação dos 

receptores colinérgicos pela acetilcolina acumulada pode levar a uma rápida e transitória 

sinalização de cálcio, causando prejuízos à modulação das vias de transdução de sinal em 

células B e T, assim como na resposta dos macrófagos a estímulos inflamatórios. Em 

contraste, como feedback negativo, a regulação negativa dos receptores colinérgicos pela 

exposição crônica aos OF pode acentuar a via anti-inflamatória colinérgica e suprimir a 

atividade das células T. Assim, a predisposição a infecções são consequências funcionais da 

intoxicação crônica por OF (TARKOWSKI; LUTZ; BIRINDELLI, 2004; BANKS; LEIN, 

2012). Além disso, a inibição das esterases também pode prejudicar a primeira linha do SI 

contra infecções, pois essas enzimas têm um papel crucial na ativação do sistema 

complemento (GALLOWAY; HANDY, 2003; CHAMBERS; OPPENHEIMER, 2004).  

As desordens imunológicas resultantes da exposição aos agrotóxicos dependem do 

tipo de célula afetada. Por exemplo, infecções recorrentes têm sido observadas em pacientes 

expostos com distúrbios da função neutrofílica (WANG, C. Y. et al., 2010). Essas substâncias 

também podem afetar a atividade citolítica das células NK, o que leva ao aumento do risco de 

câncer e infecções (LUEBKE, 2002; MOKARIZADEH et al., 2015). Outros efeitos 

importantes no SI, como o prejuízo funcional das DCs e dos macrófagos, também são 

relatados. Devido às importantes atividades dessas células (como fagocitose e apresentação de 

antígenos) tamanha disfunção pode levar à resposta inflamatória crônica e inapropriada. 

Consequentemente, o risco de desenvolver alergias e câncer está aumentado. Regulação 

negativa das moléculas co-estimulatórias CD80 e CD86 e da expressão de MHC, o prejuízo 

do burst respiratório e a modulação fenotípica são os possíveis mecanismos pelos quais os 

agrotóxicos prejudicam a função normal das APCs (USTYUGOVA et al., 2007; SCHÄFER 
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et al., 2013). Significante diminuição de HLA-DR nas células mononucleares do SP de 

pacientes com intoxicação aguda por OF é bem documentada, assim como disfunção 

imunológica dela consequente (XIA et al., 2014).  

 

2.6 A CITOMETRIA DE FLUXO NA AVALIAÇÃO DO SISTEMA IMUNE 

 

Devido à complexidade do SI, faz-se necessária a avaliação de vários parâmetros de 

forma simultânea e a caracterização de muitos subconjuntos de células. Nesse sentido, a 

citometria de fluxo tornou-se uma ferramenta muito valiosa para o diagnóstico imunológico 

(STREITZ et al., 2013; KANEGANE et al., 2018). As aplicações da citometria de fluxo na 

avaliação do perfil imune e das imunodeficiências são múltiplas e incluem a investigação de 

populações e subpopulações celulares específicas, proteínas específicas de membrana celular, 

proteínas intracelulares e intranucleares, efeitos biológicos associados a defeitos imunológicos 

e anormalidades imunológicas funcionais (KANEGANE et al., 2018; VAN DONGEN et al., 

2019). 

Além disso, como é um método já consolidado no diagnóstico das neoplasias 

hematológicas (CRAIG; FOON, 2008), o monitoramento imunológico por citometria de fluxo 

tem sido crucial no estudo dos efeitos de novas terapêuticas destinadas a modular a resposta 

imune, como, por exemplo, na redução da rejeição aos transplantes de órgãos e no 

acompanhamento das doenças autoimunes (STREITZ et al., 2013).  

O uso de citometria de fluxo em estudos de toxicologia envolve principalmente a 

fenotipagem imunológica de suspensões celulares a partir de como sangue periférico, baço, 

linfonodo, medula óssea, dentre outras estruturas. As informações obtidas complementam os 

outros elementos da toxicologia como as dosagens bioquímicas. Essa ferramenta pode 

fornecer informações relacionadas aos efeitos diretos e indiretos de diferentes agentes 

(incluindo os agrotóxicos) pela presença, fenótipo e função das células linfoides e seus 

subtipos (isto é, células B, células T, subconjuntos de células T, células NK) que não podem 

ser determinados utilizando a abordagem fenotípica padrão (POCKLEY et al., 2015).  

A citometria de fluxo também é útil para a dosagem de citocinas séricas ou 

plasmáticas. São ensaios do tipo “multiplex” que tem como objetivo medir várias citocinas na 

mesma amostra ao mesmo tempo. Em comparação com o Enzyme Linked Immuno Sorbent 

Assay (ELISA) tradicional, os ensaios multiplex têm várias vantagens, como menor volume 
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de amostra necessário; eficiência em termos de tempo e capacidade de detectar com segurança 

diferentes proteínas em uma ampla faixa dinâmica de concentrações (LENG et al., 2008). 
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3 OBJETIVOS 

 

3.1 OBJETIVO GERAL  

 

Avaliar o perfil imune celular e de citocinas plasmáticas em agricultores com 

exposição ocupacional a múltiplos agrotóxicos residentes em Santo Amaro da Imperatriz 

(SC). 

 

3.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

    Determinar valores relativos e absolutos de neutrófilos (totais, maduros e imaturos), 

monócitos (totais, clássicos, intermediários e não clássicos), eosinófilos, basófilos, 

linfócitos B e seus diferentes estágios maturativos, linfócitos T e suas subpopulações, 

células NK, células NKT e DCs (totais, mDCs e pDCs) em amostras de SP; 

     Determinar a concentração das citocinas plasmáticas IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IL-17A, 

IFN-γ e TNF; 

    Comparar os resultados com um grupo controle; 

    Correlacionar a quantidade de células imunes dos agricultores com os resultados de 

seus respectivos exames, conforme seguem: colinesterases AChE e BChE, eritrograma, 

glicemia de jejum, hemoglobina glicosilada (HbA1c), alanina aminotransferase (ALT), 

aspartato aminotransferase (AST), gama glutamiltransferase (GGT), creatinina, ureia, 

proteína C reativa (PCR), hormônio tireoestimulante (TSH) e testosterona livre (TTEL). 
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4 MATERIAIS E METODOLOGIA 

 

4.1 DELINEAMENTO E AMOSTRAGEM  

 

Neste estudo observacional transversal foram avaliados 40 agricultores com exposição 

ocupacional a múltiplos agrotóxicos (grupo exposto) e 30 indivíduos sem histórico de 

exposição (grupo controle), os quais foram pareados quanto à faixa etária e gênero. O cálculo 

amostral foi realizado pela Equação 1, a seguir (MIOT, 2011):  

 

n = N.Z
2
. p.q / Z

2
.p.q + E

2
.N-1  (1) 

 

A amostra (n) estimada foi de 45 indivíduos considerando os seguintes parâmetros: 

tamanho da população (N) de 1337 agricultores (conforme dados fornecidos pela Secretaria 

de Agricultura e Desenvolvimento Rural de Santo Amaro da Imperatriz), margem de erro (E) 

de 12% e grau de confiança (Z) igual a 90%. 

 

4.2 ÉTICA E SUJEITOS DA PESQUISA 

 

Este estudo faz parte de um projeto multidisciplinar denominado “Estudo de 

População Exposta Ocupacionalmente a Agrotóxicos” que está sendo desenvolvido no 

Hospital Universitário Prof. Polydoro Ernani de São Thiago da Universidade Federal de Santa 

Catarina (HU-UFSC). Estão envolvidas no projeto diversas especialidades médicas, além da 

Unidade de Laboratório de Análises Clínicas (ULAC), visando uma avaliação completa das 

condições clínicas dos agricultores que possivelmente estejam associadas à exposição a 

agrotóxicos.  O Comitê de Ética em Pesquisa com Seres Humanos (CEPSH) da UFSC 

aprovou este estudo sob o número de parecer 507.310 (ANEXO I). 

Foram elegíveis para a pesquisa 43 agricultores com histórico de exposição 

ocupacional a múltiplos agrotóxicos por, no mínimo, 15 anos. A seleção de agricultores 

nessas condições contou com o apoio da Secretaria de Saúde do município de Santo Amaro da 

Imperatriz (SC).  Foram realizadas visitas às casas e/ou aos locais de trabalho dos agricultores 

elencados e, nessa ocasião, foram oferecidos esclarecimentos a respeito do projeto, assim 

como o convite de participação. O Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) foi 

aplicado nos casos de aceite (APÊNDICE A).  Em seguida, os participantes responderam a 
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um questionário (APÊNDICE B) contendo perguntas a respeito da história ocupacional, 

exposição a agentes químicos, procedência dos alimentos e água consumidos e dados 

sociodemográficos. Em seguida, foram agendadas as consultas médicas e fonoaudiológicas 

para pequenos grupos no HU-UFSC, que ocorreram entre fevereiro e junho de 2018. No dia 

do agendamento, os agricultores primeiramente compareceram em jejum à ULAC, onde se 

procedeu a coleta de SP. Nos respectivos setores do laboratório foram realizados exames 

hematológicos, bioquímicos, hormonais e a avaliação de colinesterases. Durante a avaliação 

médica subsequente, foi aplicado um segundo questionário a respeito do histórico clínico 

(questões a respeito de doenças como câncer, diabetes, hipotireoidismo, problemas de 

audição, depressão e ansiedade, além do uso de medicamentos), que está disponível no 

APÊNDICE C. Indivíduos com doenças autoimunes ou alérgicas conhecidas foram excluídos 

da pesquisa, no total de três indivíduos: um portador de artrite reumatoide e dois acometidos 

por asma. Portanto, foi avaliado um total de 40 agricultores.  

Para o grupo controle, foram selecionados voluntários que estivessem realizando 

exames de rotina no setor de coleta da ULAC do HU-UFSC, entre julho e outubro de 2018. 

Após um breve esclarecimento a respeito dos projetos (as amostras também foram utilizadas 

por outra pesquisa desenvolvida no LOEH) e a confirmação verbal de que os indivíduos 

nunca haviam trabalhado na agricultura, o TCLE foi aplicado aos que aceitaram participar da 

pesquisa. Esses participantes também responderam a um breve questionário (APÊNDICE D) 

e, em seguida, procedeu-se à coleta de SP. Nenhum participante do grupo controle foi 

excluído da pesquisa. 

 

4.3 METODOLOGIA, EQUIPAMENTOS E REAGENTES 

 

Para a avaliação das células imunes foi utilizado o método de plataforma dupla, 

utilizando o citômetro de fluxo FACSCanto II (BD Biosciences, EUA) com o software FACS 

Diva (BD Biosciences, EUA) para contagens de valores relativos das células imunes e o 

analisador de células hematológicas Sysmex XE-2100D (Sysmex Corporation, Japão) para 

contagens de valores absolutos. Os valores relativos obtidos pela citometria de fluxo foram 

multiplicados pelas contagens absolutas obtidas pelo contador hematológico, e, assim 
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determinou-se o valor absoluto de cada subpopulação celular. Ambos os equipamentos têm 

sua eficiência avaliada diariamente por controles de qualidade internos. 

4.3.1 PROCESSAMENTO DAS AMOSTRAS 

 

De cada participante, foram coletados 4 ml de SP em tubos contendo ácido 

etilenodiamino tetra-acético (EDTA/K3) (Vacuette, Greiner Bio-One, Alemanha). Para a 

avaliação por citometria de fluxo, tubos de poliestireno de 5 ml (12 mm x 75 mm) (BD 

Biosciences, EUA) foram numerados de 1 a 6 e mais um tubo denominado C (controle). O 

painel de anticorpos monoclonais utilizados neste estudo, além dos procedimentos de 

marcação, aquisição e análise das amostras foram realizados conforme Cardoso e Santos-

Silva (2019) (CARDOSO; SANTOS-SILVA, 2019). Assim, para a preparação do Tubo 1, em 

um tubo Falcon de 10 ml foram adicionados 300 µl de SP e, em seguida, solução tampão 

fosfato salina (PBS) até completar o volume. O tubo foi centrifugado por 5 minutos a 540 x g 

e o sobrenadante foi descartado. Esse procedimento foi repetido mais duas vezes e o 

precipitado final foi suspenso em 100 μl de PBS e transferido para o tubo de poliestireno 

número 1. Para o preparo dos Tubos 2, 3 e 4, o volume de SP foi determinado de acordo com 

a contagem absoluta de linfócitos da amostra (avaliada pelo Sysmex XE-2100D), conforme a 

Tabela 1. 

 

Tabela 1. Volume de sangue periférico adicionado aos Tubos 2, 3 e 4. 

Linfócitos/ mm
3
 Volume de SP (em µl) 

< 1.000 300 

1.000 a 1.500 280 

1.500 a 2.500 250 

> 2.500 200 

SP: sangue periférico. 

 

Para o preparo do Tubo 6, o volume de SP foi determinado considerando a contagem 

de leucócitos da amostra (avaliada pelo Sysmex XE-2100D), conforme a Tabela 2. 
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Tabela 2. Volume de sangue periférico adicionado ao tubo 6. 

Leucócitos/ mm
3
 Volume de SP (em µl) 

< 4.000 300 

4.000 a 5.000 280 

5.001 a 7.000 250 

> 7.000 200 

SP: sangue periférico. 

 

Depois de estabelecidos os volumes das amostras, as mesmas foram adicionadas aos 

respectivos tubos. Os Tubos 1, 2, 3 e 6 foram marcados com os anticorpos monoclonais 

correspondentes conforme a Tabela 3, que ilustra o painel utilizado.  

 

Tabela 3. Painel de anticorpos monoclonais. 

Tubo PacB PacO FITC PE PerCP 

Cy5-5 
PECy7 APC APCH7 

1 
CD20/ 

CD4* 
CD45 

CD8/ 
Lambda 

CD56/ 
Kappa 

CD5 
CD19/ 

TCR γδ 
CD3 CD38 

2 ___ CD45 CD62L 
CD197 

(CCR7) 
CD4 CD45 RA CD3 CD8 

3 HLA-DR CD45 CD57 CD28 CD4 CD45 RA CD3 CD8 

4 CD3 CD45 CD127 CD25 CD4 CD45 RA FoxP3* CD8 

5 CD20 CD45 IgD CD24 CD27 CD19 IgM CD38 

6 HLA-DR CD45 CD16 CD123 CD11c CD10 CD14 
CD3/CD19/ 

CD20 

C 
___ ___ ___ ___ ___ ___ ___ ___ 

Tubo 1: análise do perfil leucocitário; Tubos 2 e 3: análise das células T; Tubo 4: análise das células T 

reguladoras; Tubo 5: análise das células B e Tubo 6: análise das células dendríticas, monócitos e neutrófilos. 

APC: aloficocianina; APCH7: aloficocianina H7; FITC: isotiocianato de fluoresceína; PacB: Pacific Blue/V450; 

PacO: Pacific Orange/V500; PE: ficoeritrina; PECy7: ficoeritrina Cy7; PerCP Cy5–5: proteína clorofila 

peridinina; *CD4 foi conjugado com Brilliant violet 421 (BV421) e FoxP3 foi conjugado com  Alexa Fluor 647 

(AF647). C: tubo controle. Fonte: (CARDOSO; SANTOS-SILVA, 2019). 

 

 

Os volumes de cada anticorpo monoclonal assim como as informações técnicas dos 

mesmos estão disponíveis na Tabela 4. 
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Tabela 4. Informações técnicas dos anticorpos monoclonais utilizados no painel. 

Marcador Fluorocromo Volume/teste (µl) Fabricante Clone 

CD3 APC 5 BD Bioscience UCHT1 

CD3 APCH7 5 BD Bioscience SK7 

CD3 PacB 1 Exbio UCHT1 

CD4 PerCP Cy5-5 1 Exbio MEM-241 

CD4 BV421 2 BD Bioscience RP4-T4 

CD5 PerCP Cy5-5 5 BD Bioscience L17F12 

CD8 FITC 3 Beckman Coulter B9.11 

CD8 APCH7 2 BD Bioscience SK1 

CD10 PECy7 3 BD Bioscience HI10A 

CD11c PerCP Cy5-5 1 Exbio BU15 

CD14 APC 2 BD Bioscience MφP9 

CD16 FITC 7 Beckman Coulter 3G8 

CD19 PECy7 2 Beckman Coulter J3-119 

CD19 APCH7 1 Biolegend HIB19 

CD20 APCH7 1 BD Bioscience 2H7 

CD20 PacB 2 BD Bioscience L27 

CD24 PE 10 BD Bioscience ML5 

CD25 PE 10 BD Bioscience M-A251 

CD27 PerCP Cy5-5 2 BD Bioscience M-T271 

CD28 PE 7 BD Bioscience CD28.2 

CD38 APCH7 2 BD Bioscience HB7 

CD45 PacO 1 BD Bioscience HI30 

CD45RA PECy7 3 BD Bioscience HI100 

CD56 PE 10 Beckman Coulter N901 (NKH1) 

CD57 FITC 15 BD Bioscience HNK-1 

CD62L FITC 15 Exbio LT-TD180 

CD123 PE 3 BD Bioscience 7G3 

CD127 FITC 5 BD Bioscience HIL-7R-M21 

CD197 (CCR7) PE 15 Biolegend G043H7 

FoxP3 AF647 7 BD Bioscience 236A/E7 

HLA-DR PacB 2 BD Bioscience L243 

IgD FITC 5 Beckman Coulter IADB6 
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Tabela 5. Informações técnicas dos anticorpos monoclonais utilizados no painel. 

(continuação) 

Marcador Fluorocromo Volume/teste (µl) Fabricante Clone 
 

Igκ PE 15 BD Bioscience G20-193 

Igλ FITC 7 BD Bioscience JDC-12 

IgM APC 10 BD Bioscience G20-127 

AF647: Alexa fluor 647; APC: aloficocianina; APCH7: aloficocianina H7; BV421: Brilliant violet 421; FITC: 

isotiocianato de fluoresceína; PacB: Pacific Blue/V450; PacO: Pacific Orange/V500; PE: ficoeritrina; PECy7: 

ficoeritrina Cy7; PerCP Cy5-5: proteína clorofila peridinina; Ig: imunoglobulina. Fonte: (CARDOSO; SANTOS-

SILVA, 2019). 

 

 

Após homogeneização em vórtex, foram incubados em ausência de luz à temperatura 

ambiente por 30 minutos. Depois foram adicionados 2 ml de solução lisante de hemácias (BD 

FACS; Lysing Solution) e as amostras foram novamente homogeneizadas e incubadas por 15 

minutos. Posteriormente, os tubos foram centrifugados por 5 minutos a 300 x g, o 

sobrenadante foi descartado e o pellet foi suspenso em 500 μL de PBS. A suspensão celular 

obtida foi adquirida no citômetro de fluxo FACSCanto II (BD Biosciences, EUA). Um tubo 

controle foi preparado com 30 µl de SP, sem adição de anticorpos monoclonais, seguindo os 

mesmos procedimentos, foram salvos 10.000 eventos durante a aquisição. Já na aquisição do 

Tubo 1, foram salvos 200.000 eventos. Na aquisição dos Tubos 2 e 3 foram salvos 100.000 

eventos e utilizou-se uma estratégia de seleção sequencial de eventos de acordo com 

marcadores específicos (do inglês gate) em CD3
+
. 

O preparo do Tubo 4 inicia com a adição do volume predeterminado de SP e dos 

anticorpos monoclonais conforme a Tabela 1, com exceção do FoxP3 (por este ser um 

anticorpo anti-fator de transcrição FoxP3, sua marcação precisou ser intracelular, fazendo-se 

necessário um preparo prévio da membrana celular). Após a homogeneização em vórtex, a 

amostra com os anticorpos foi incubada a 2–8 °C, na ausência de luz, por 30 minutos. Em 

seguida, foi adicionado 1 ml de PBS refrigerado e o tubo foi centrifugado por 5 minutos a 540 

x g. O sobrenadante foi retirado e o pellet foi suspenso por vórtex. 1 ml de solução tampão 

Fix/Perm Buffer (BD Pharmingen™ Transcription Factor Buffer Set) refrigerado foi 

adicionado, seguido por homogeneização e nova incubação a 2–8 °C, na ausência de luz, por 

40 minutos. Ao término, foi adicionado 1 ml de solução tampão Perm/Wash Buffer (BD 

Pharmingen™ Transcription Factor Buffer Set). Após esse procedimento, foi realizada a 
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centrifugação do tubo (a partir desse momento, as centrifugações ocorreram em centrífuga 

refrigerada por 6 minutos a 350 x g). O sobrenadante foi descartado e o pellet foi ressuspenso 

em 2 ml de Perm/Wash Buffer. Repetiu-se a centrifugação sob as mesmas condições, e, dessa 

forma, o pellet foi ressuspenso em 100 µl de Perm/Wash Buffer, seguido da adição do 

anticorpo monoclonal FoxP3 e homogeneização. A amostra foi submetida à incubação a 2–8 

°C, na ausência de luz, por 40 minutos. 2 ml de Perm/Wash Buffer foi acrescentado e o tubo 

foi centrifugado seguido do descarte do sobrenadante. Essa etapa de lavagem foi realizada 

mais uma vez e, ao final, o pellet foi suspenso em 300 µl de PBS. Assim, a amostra estava 

pronta para a adquisição no citômetro de fluxo FACSCanto II (BD Biosciences, EUA). Para a 

análise do Tubo 4, foi realizado gate em CD3
+
 e foram salvos 100.000 eventos. 

Para a preparação do Tubo 5, as células mononucleares foram separadas por 

densidade, utilizando o reagente Histopaque®-1077 (Sigma–Aldrich, USA). Assim, em um 

tubo de poliestireno contendo 2 ml de Histopaque foi adicionada uma mistura de 1 ml de SP e 

1 ml de PBS. Em seguida, o tubo foi centrifugado por 30 minutos a 540 x g. O anel de células 

formado foi coletado com pipeta Pasteur e colocado em outro tubo, onde foi acrescentado 4 

ml de PBS. Após nova centrifugação por 5 minutos a 300 x g, o sobrenadante foi descartado e 

o precipitado de células mononucleares foi suspendido em 100 μl de PBS, e em seguida 

transferido para o Tubo 5.  A partir desse procedimento o protocolo de marcação seguiu os 

mesmos passos descritos para os Tubos 1, 2, 3 e 6. Para a análise do Tubo 5, utilizou a 

estratégia de gate em CD19
+
 e foram salvos 50.000 eventos. 

 

4.4 ANÁLISE DAS CÉLULAS IMUNES 

 

A análise das células imunes foi realizada utilizando o software Infinicyt versão 1.6.0 

(Cytognos S.L., Salamanca, Espanha).  

As células avaliadas foram identificadas de acordo com os seus fenótipos, como 

segue: leucócitos totais (CD45
+
), neutrófilos (HLA-DR

−
, CD14

−
), monócitos (CD14

+
, HLA-

DR
+
), basófilos (CD123

+
, HLA-DR

−
), eosinófilos (CD45

+ 
e SSC alto). Os linfócitos foram 

subdivididos em T CD4
+
 (CD3

+
 CD4

+
 CD8

-
), T CD8

+
 (CD3

+
 CD8

+
 CD4

-
), NKT (CD3

+ 

CD56
+
), T γδ (CD3

+
 CD4

-
 CD8

-
), células B (CD19

+
) e NK (CD3

-
 CD56

+
). 

Os linfócitos T CD4
+
 e T CD8

+
 foram subclassificados como naïve (CD62L

+
 CD45 

RA
+
), central memory (CD62L

+
 CD45 RA

−
), effector memory (CD62L

‐
 CD45 RA

−
) e effector 

memory RA (CD62L
‐
 CD45 RA

+
). Os marcadores de ativação como CD57, HLA-DR, CD45 
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RA e CD28 também foram avaliados para as células T CD4
+
 e T CD8

+
, além da expressão de 

CD25 por T CD8. As células TREG (CD3
+
 CD4

+
 CD25

+
 FoxP3

+
) foram classificadas em naïve 

(CD45 RA
+
) e de memória (CD45 RA

-
). 

As células B foram subdivididas em células B maduras (CD19
+
 CD20

+
) e 

plasmablastos (CD19
+
 CD20

-
 CD38

hi
). As células B maduras também foram classificadas de 

acordo com a expressão das IgD e IgM. De acordo com a expressão de CD27, as células B 

também foram identificadas como naïve (CD27
−
) e de memória (CD27

+
). As células B de 

transição (IgM
+
 CD27

−
 CD24

hi
 CD38

hi
) e as células B reguladoras (BREG) (CD19

+
 CD24

hi
 

CD38
hi

) também foram enumeradas. 

Em todos os tubos, a análise iniciou com a remoção de células que passam ligadas a 

outras (dublets) e restos celulares (debris) celulares, seguida pela remoção da população 

eritroide (CD45
-
) e a seleção da população leucocitária (CD45

+
), conforme a Figura 6. 

 

Figura 6. Dot plots mostrando os singlets, dublets e debris celulares e a seleção da população 

leucocitária. 

 

Painel A) remoção dos dublets celulares utilizando forward scatter-área (FSC-A) x forward scatter-height 

(FSC-H); Painel B) remoção dos debris celulares utilizando forward scatter-área (FSC-A) x side scatter-area 

(SSC-A); Painel C) seleção da população de leucócitos (CD45
+
) utilizando CD45/ PacO x side scatter-area 

(SSC-A). PacO: Pacific Orange/V500. Fonte: autora. 
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A seleção da população linfocitária total foi inicialmente definida pelos gates 

mostrados na Figura 7. Esta estratégia foi utilizada na análise dos Tubos de 1 a 5. 

 

Figura 7. Dot plots mostrando gates utilizados para determinar a população linfocitária total. 

 

Painel A) seleção dos linfócitos totais utilizando o marcador CD45/ PacO x side scatter-area (SSC-A). Painel B) 

seleção dos linfócitos utilizando side scatter-area (SSC-A) x forward scatter-area (FSC-A). 

PacO: Pacific Orange/V500. Fonte: autora. 

 

 

 

4.4.1 ANÁLISE DO TUBO 1 

 

O objetivo do Tubo 1 foi determinar a celularidade (perfil leucocitário) e a clonalidade 

das células B. Os valores relativos de neutrófilos, basófilos, monócitos, eosinófilos e subtipos 

de linfócitos foram determinados utilizando as estratégias de gate mostradas nas Figuras 8 e 9.  

 

Figura 8. Estratégias de gate para a seleção dos neutrófilos, basófilos, monócitos e 

eosinófilos. 

 

Painel A) neutrófilos, basófilos e eosinófilos selecionados de acordo com a posição no dot plot. Painel B) 

monócitos selecionados de acordo com a fraca expressão de CD4. SSC-A: side scatter-area; PacO: Pacific 

Orange/V500 e PacB: Pacific Blue/V450. Fonte: autora. 
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Figura 9. Estratégias de gate para a seleção dos subtipos de linfócitos. 

 

 

Painel A) linfócitos totais separados em linfócitos T e NKT (ambos CD3
+
), linfócitos B (CD19

+
) e células NK 

(duplamente negativas). Painel B) linfócitos CD3
+
 subdivididos em T CD8

+
, T CD4

+
, T duplamente positivos e 

T duplamente negativos. Painel C) células NKT no CD56
+
. Painel D) seleção das células B maduras (CD20

+
). 

Painel E) avaliação da clonalidade das células B maduras (a relação Kappa/Lambda entre 0,5 e 3,0 é considerada 

normal). Painel F) células NK subdivididas em CD56
+
 e CD56

hi
. APC: aloficocianina; APCH7: aloficocianina 

H7; FITC: isotiocianato de fluoresceína; PacB: Pacific Blue/V450; PacO: Pacific Orange/V500; PE: ficoeritrina; 

PECy7: ficoeritrina Cy7; PerCP Cy5–5: proteína clorofila peridinina e Ig: imunoglobulina. Fonte: autora. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



54 

 

4.4.2 ANÁLISE DO TUBO 2 

 

O Tubo 2 foi utilizado para classificar as células T CD4
+
 e T CD8

+
 nos subtipos naïve, 

TCM, TEM e TEM RA. Para isso, as expressões de CD62L e de CD45 RA foram consideradas e 

as análises foram realizadas conforme a Figura 10. 

 

Figura 10. Estratégias de gate para a seleção dos subtipos de linfócitos T CD4
+
 e T CD8

+
. 

 

 
 

Painel A) separação dos linfócitos T CD4
+
 e T CD8

+
. Painel B) seleção das subpopulações de linfócitos T 

CD4
+
: naïve (CD62L

+
 CD45 RA

+
); CM (CD62L

+
 CD45 RA

-
); EM (CD62L

- 
CD45 RA

-
) e EM RA (CD62L

-
 

CD45 RA
+
). Painel C) seleção das subpopulações de linfócitos T CD8: naïve (CD62L

+
 CD45 RA

+
); CM 

(CD62L
+
 CD45 RA

-
); EM (CD62L

-
 CD45 RA

-
) e EM RA (CD62L

-
 CD45 RA

+
). APCH7: aloficocianina H7; 

FITC: fluorescein isothiocyanate; PECy7: ficoeritrina Cy7 e PerCP Cy5–5: proteína clorofila peridinina. Fonte: 

autora. 
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4.4.3 ANÁLISE DO TUBO 3 

 

As células T foram também avaliadas no Tubo 3. Nesse caso, foram considerados os 

marcadores de ativação CD57, CD28 e HLA-DR. Os dot plots estão demonstrados na Figura 

11. 

 

Figura 11. Estratégias de gate para a análise da ativação das células T CD4
+
 e T CD8

+
. 

 
 

Painel A) separação dos linfócitos T CD4 e T CD8. Painel B) análise da expressão de CD57 na população de 

linfócitos T CD4. Painel C) avaliação do marcador HLA-DR nas populações memory e naïve de linfócitos T 

CD4
+
. Painel D) expressão de CD28 pelos linfócitos T CD4

+
. Painel E) análise da expressão de CD57 na 

população de linfócitos T CD8. Painel F) avaliação do marcador HLA-DR nas populações memory e naïve de 

linfócitos T CD8.  Painel G) expressão de CD28 pelos linfócitos T CD8. SSC-A: side scatter-area; 

neg:expressão negativa; APCH7: aloficocianina H7; FITC: fluorescein isothiocyanate; PacB: Pacific Blue/V450; 

PE: ficoeritrina; PECy7: ficoeritrina Cy7; PerCP Cy5–5: proteína clorofila peridinina. Fonte: autora. 
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4.4.4 ANÁLISE DO TUBO 4 

 

 

O objetivo do Tubo 4 foi avaliar as células TREG utilizando a combinação dos 

marcadores de superfície CD4, CD25, CD127 e o marcador intracelular FoxP3. A Figura 12 

mostra os dot plots. 

 

Figura 12. Estratégias de gate para a análise das células TREG. 

 
 

Painel A) separação dos linfócitos T CD4
+
 e T CD8

+
. Painel B) primeiro gate de seleção das células TREG 

utilizando CD25 e CD127. Painel C) segundo gate de seleção das células TREG utilizando o marcador intracelular 

FoxP3. Painel D) as células TREG foram classificadas de acordo com a expressão de CD45 RA em naïve (CD45 

RA
+
) e de memória (CD45 RA

-
). Painel E) o gate em linfócitos T CD8

+
 permitiu a análise da expressão da 

molécula de ativação CD25 pelas células. Fonte: autora. 
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4.4.5 ANÁLISE DO TUBO 5 

 

As células B foram classificadas em diversas subpopulações CD19
+
 pela combinação 

de anticorpos do Tubo 5, especialmente em relação a expressão de IgD, IgM e CD27, 

conforme a Figura 13.  

 

Figura 13. Estratégias de gate na avaliação de subtipos de células B. 

 
 

Painel A) as células B (CD19
+
) foram divididas em plasmablastos (CD38

++
 CD20

-
) e células B maduras 

(CD20
+
). Painel B) células B maduras classificadas de acordo com a expressão de imunoglobulina (IgD e IgM). 

Painel C) juntamente com a expressão de CD27, células IgD
+
 IgM

+
 e IgD

- 
IgM

+ 
foram subclassificadas em non-

switched naïve (CD27
-
) e non-switched memory (CD27

+
) e as células IgM

- 
em class-switched memory (CD27

+
) e 

de memória com perda da expressão de CD27. Painel D) células IgM
+
 e CD27

-
 foram classificadas como células 

B de transição (CD24
hi

 CD38
hi

) e as células CD19
+ 

CD24
hi 

CD38
hi 

foram classificadas como células B 

reguladoras (sobrepostas na imagem). Fonte: autora. 
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4.4.6 ANÁLISE DO TUBO 6 

 

 

O Tubo 6 foi utilizado para avaliar os neutrófilos maduros e imaturos, subconjuntos de 

DCs (pDCs e mDCs), bem como de monócitos (cMos, ncMos e iMos) e também os basófilos. 

As Figuras 14 e 15 mostram os gates utilizados nessas análises.  

 

Figura 14. Estratégias de gate para a análise dos neutrófilos maduros e imaturos. 

 
 

Painel A) neutrófilos foram selecionados em HLA-DR
-
 e CD14

-
. Painel B) neutrófilos imaturos foram 

classificados pela ausência de expressão de CD16 e CD10. Fonte: autora. 
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Figura 15. Estratégias de gate para a análise dos subconjuntos de monócitos, DCs e para os 

basófilos. 

 
 

Painel A) a população selecionada não apresenta marcadores T e B, mas expressa HLA-DR, podendo 

corresponder a DCs ou monócitos. Painel B) DCs e monócitos foram separados de acordo com a expressão de 

CD16 e CD14 . Painel C) monócitos classificados como clássicos, não clássicos e intermediários de acordo com 

a expressão de CD16 e CD14. Painel D) divisão de DC em plasmocitoides (CD123
+
 CD11c

-
) e mieloides 

(CD123
-
 CD11c

+
). Painel E) basófilos identificados pela expressão de CD123

+
 e ausência de HLA-DR. Fonte: 

autora. 
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4.5 ANÁLISE DAS CITOCINAS 

 

Para a dosagem de citocinas, o plasma dos indivíduos foi separado em criotubos no 

momento do isolamento das células mononucleares. Imediatamente, os criotubos foram 

congelados a -80 °C. Ao final de todas as coletas deste estudo, as amostras foram 

descongeladas e testadas utilizando o kit BD™ Cytometric Bead Array (CBA Human 

Th1/Th2/Th17) (Beckton Dickinson, EUA), por citometria de fluxo, de acordo com as 

instruções do fabricante. Este kit avalia as concentrações de IL-17A, IFN-γ, TNF, IL-10, IL-6, 

IL-4 e IL-2 utilizando esferas conjugadas com anticorpos de captura que se ligam às citocinas 

de interesse presentes nas amostras. Cada tipo de esfera possui diferentes intensidades de 

fluorescência (Figura 16), assim, é permitida a análise simultânea dos diferentes tipos de 

citocinas. Foi elaborada uma curva padrão com diluições que variaram de 0,0 pg/ml a 5.000,0 

pg/ml e o software FCAP Array™ (Beckton Dickinson, EUA) calculou todas as 

concentrações de citocinas baseado nesta curva. Antes do ensaio, o citômetro de fluxo 

FACSCanto II (Beckton Dickinson, EUA) foi submetido à calibração com um reagente 

específico do kit CBA. 

 

Figura 16. Histogramas de distribuição das sete populações de esferas em função de suas 

intensidades de fluorescência. 

 

Fonte: Manual de instruções do kit BDTM Cytometric Bead Array (CBA) Human Th1/Th2/Th17 Cytokine Kit. 

 

 

 

4.6  ANÁLISE ESTATÍSTICA 

 

Os dados deste estudo foram analisados pelo programa IBM SPSS (versão 20.0, 

EUA). Inicialmente, as variáveis numéricas foram submetidas ao teste de normalidade 

Kolmogorov-Smirnov. Os dados com distribuição paramétrica foram avaliados pelo teste t de 
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Student. Os dados de distribuição não paramétrica foram avaliados pelo teste de Mann-

Whitney U. Foi considerado um nível de significância de 5% (p < 0,05) e intervalos de 

confiança de 95%. A correlação entre as variáveis numéricas foi realizada pelo cálculo do 

coeficiente de correlação  ρ de Pearson. Valores de ρ até 0,39 positivos ou negativos foram 

considerados correlação fraca; valores de ρ entre 0,40 a 0,69 positivos ou negativos foram 

considerados correlação moderada; valores de ρ entre 0,70 e 0,89 positivos ou negativos 

foram considerados correlação forte e valores de ρ acima de 0,9 positivos ou negativos foram 

considerados correlação muito forte (DEVORE, 2006). 
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5 RESULTADOS  

 

5.1 CARACTERÍSTICAS DA POPULAÇÃO E EXAMES LABORATORIAIS 

 

 Os indivíduos avaliados foram classificados em dois grupos com características gerais 

semelhantes, como já mencionados: grupo exposto e grupo controle. A mediana de idade do 

grupo exposto foi de 50 anos, com intervalo de 29 a 72 anos e do grupo controle também foi 

de 50 anos, com intervalo de 32 a 66 anos. 72% dos participantes do grupo exposto eram 

homens e 28%, mulheres. No grupo controle, 67% eram homens e 33% mulheres. O tempo de 

exposição aos agrotóxicos variou de 15 a 57 anos, com mediana de 37,47 anos. Como moram 

na mesma cidade rural, os indivíduos do grupo exposto têm hábitos nutricionais semelhantes. 

Todos relataram o consumo de carnes, frutas e vegetais da produção local. Em relação aos 

equipamentos de proteção individual (EPI), 88% relataram o uso de dois ou mais EPIs, como 

botas, luvas, chapéus, máscaras ou roupas compridas, mas a utilização desses recursos não 

interferiu nos resultados deste estudo. As características gerais são mostradas na Tabela 5. 

 

Tabela 6. Características gerais das populações avaliadas. 

Características Grupo exposto Grupo controle 

Gênero 
72 % homens 

28 % mulheres 

67 % homens 

33 % mulheres 

Idade (em anos) 

 
50,42 ± 13,51 50,90 ± 10,25 

Tempo de exposição a 

agrotóxicos (em anos) 

 

37,47 ± 26,16 ______ 

Uso de EPI 
88 % sim 

12 % não 

______ 

EPI: equipamento de proteção individual. Idade e exposição a agrotóxicos são mostrados como média ± desvio 

padrão. Grupo exposto (N = 40); grupo controle (N = 30). Fonte: autora. 
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5.1 EXAMES HEMATOLÓGICOS, BIOQUÍMICOS E HORMONAIS 

 

Como mencionado no item 4.2, os agricultores passaram por avaliação laboratorial no 

HU-USC. Foram realizados na ULAC a determinação da atividade das colinesterases AChE e 

BChE, além de exames hematológicos, bioquímicos e hormonais.  

As atividades de AChE e BChE mantiveram-se dentro dos valores de referência, com 

exceção de apenas um agricultor, com resultado para BChE de 6000,00 U/L. Os exames de 

quantificação de hemácias, hemoglobina, hematócrito e plaquetas não apresentaram nenhuma 

alteração dentre os participantes. A glicemia de jejum foi o exame que apresentou o maior 

número de resultados acima dos valores considerados normais: 19 indivíduos entre 100 e 125 

mg/dL e 2 indivíduos com valores acima de 125 mg/dL, ou seja 52,5% dos agricultores 

apresentaram alterações.  Dentre eles, oito apresentaram também alteração de HbA1c (20% 

dos indivíduos). Apesar dos resultados, apenas três agricultores se autodeclararam diabéticos 

no QUESTIONÁRIO HISTÓRICO DE SAÚDE (APÊNDICE C). Quanto à avaliação das 

enzimas hepáticas, foram encontrados em quatro agricultores resultados aumentados da GGT, 

dois de AST e 11 de ALT. Três indivíduos apresentaram alterações concomitantes nas três 

enzimas, porém os mesmos não declararam problemas de saúde no questionário. Na avaliação 

da função renal foram observados 12 indivíduos com ureia aumentada, no entanto a creatinina 

manteve-se dentro dos valores referenciais em todos os agricultores. Sete indivíduos 

apresentaram valores da PCR aumentados. Os exames hormonais de TSH e TTEL de homens 

e mulheres não apresentaram resultados fora dos valores de referência. Os resultados estão 

disponíveis na Tabela 6. 

 

Tabela 7. Avaliações hematológicas, bioquímicas e hormonais dos agricultores. 

Exames Resultados Valores de referência 

AChE (U/mmol Hb) 

média ± DP 
497,90 ± 59,19 352,00 a 779,00 (U/mmol Hb) 

BChE (U/L) 

mediana (intervalo) 
14000,00 (6000,00 – 18000) 7000,00 a 19000,00 (U/L) 

Hemácias/µL  

média ± DP 
4,89 ± 0,39 4,2 a 5,9 milhões/µL 

Hemoglobina (g/dL) 

média ± DP 
14,72 ± 1,27 13,0 a 18,0 g/dL 
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Tabela 6. Avaliações hematológicas, bioquímicas e hormonais dos agricultores. 

(continua) 

Exames Resultados Valores de referência 

Hematócrito (%)  

média ± DP 
43,69 ± 3,14 38 a 52% 

Plaquetas/µL
 

média ± DP 
226860,47 ± 48735,72 140000 a 450000/µL 

HbA1c (%) 

mediana (intervalo) 
5,35 (4,40 – 11,20) 4,7% a 5,6% 

Glicemia (mg/dL)  

mediana (intervalo) 
99,50 (79,00 – 357,00) Inferior a 99,00 mg/dL 

ALT (U/L) 

mediana (intervalo)  
32 (18 - 134) Até 38 U/L 

AST (U/L)  

mediana (intervalo)  
23 (12 - 63) Até 41 U/L 

GGT (U/L)  

mediana (intervalo) 
31 (18 – 177) 8 a 61 U/L 

Creatinina (mg/dL) 

média ± DP 
0,86 ± 0,15 0,7 a 1,3 mg/dL 

Ureia (mg/dL) 

média ± DP 
40,92 ± 11,90 10 a 45 mg/dL 

PCR (mg/L) 

 mediana (intervalo)  
2,55 (0,80 – 12,00) Até 3,00 mg/L 

TSH (UI/mL) 

média ± DP 
2,29 ± 1,37 0,34 a 5,60 UI/mL 

TTEL (Mulheres) (ng/dL) 

média ± DP 
26,81 ± 13,00 Até 48,93 ng/dL 

TTEL (Homens) (ng/dL) 

media ± DP 
403,32 ± 135,18 165 a 753 ng/dL 

AChE: acetilcolinesterase; BChE: butirilcolinesterase; HbA1c: hemoglobina glicosilada; ALT: alanina 

aminotransferase;  AST: aspartato aminotransferase; GGT: gama glutamiltransferase; PCR: proteína C reativa; 

TSH: hormônio tireoestimulante; TTEL: testosterona livre. Fonte: sistema DATATOX. 

 
 

 

5.2 AGROTÓXICOS UTILIZADOS 

 

Os agricultores relataram o uso de 62 grupos químicos diferentes de agrotóxicos, 

sendo os principais: piretroides, ditiocarbamato, glifosato, triazol, avermectina, benzimidazol, 

fusilade, paraquat e cimoxanil + mancozebe, que são utilizados por mais da metade da 

população estudada. A Tabela 7 mostra a lista completa de agrotóxicos citados com as 
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respectivas classificações toxicológicas (tanto a antiga quanto a nova reclassificação adotada 

pela ANVISA em 2019) e o percentual de agricultores que os utiliza. Destaca-se o metil-

paration, de comercialização proibida, ainda ser citado por 4,7% dos agricultores. 

 

Tabela 8. Agrotóxicos utilizados pelos trabalhadores rurais e classificações toxicológicas. 

Agrotóxico 

Classificação 

toxicológica antiga da 

ANVISA 

Reclassificação toxicológica 

da ANVISA (a partir de 

2019) 

Utilização 

(%) 

Piretroides Classe I Categoria 4 79,1 

Ditiocarbamato Classe II Categoria 5 74,4 

Glifosato Classe III Categoria 4 74,4 

Triazol Classe III Categoria 5 72,1 

Avermectina Classe I Categoria 4 60,5 

Benzimidazol Classe III Categoria 5 60,5 

Fusilade Classe III Categoria 5 58,1 

Paraquat Classe I Categoria 1 55,8 

Cimoxanil + mancozebe Classe III Categoria 5 53,5 

Neonicotinoide + piretroide Classe II Categoria 4 48,8 

Acilalaninato + 

ditiocarbamato 
Classe I Categoria 5 46,5 

Casugamicina Classe III Categoria 5 46,5 

Mancozebe Classe II Categoria 5 46,5 

 

Metilcarbamato Classe I Categoria 3 46,5 

Isoftalonitrila Classe II Categoria 4 46,5 

Benzotiadiazol Classe III Categoria 5 44,2 

Oxadiazina Classe III Categoria 4 44,2 
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Tabela 7. Agrotóxicos utilizados pelos trabalhadores rurais e classificações toxicológicas. 

(continua) 

Agrotóxico 

Classificação 

toxicológica antiga da 

ANVISA 

Reclassificação toxicológica 

da ANVISA (a partir de 

2019) 

Utilização 

(%) 

Triazinamina Classe IV Categoria 4 39,5 

Estrobilurina Classe IV Categoria 5 37,2 

Neonicotinoide Classe III Categoria 4 37,2 

Difenoconazol + 

azoxistrobina 
Classe III Categoria 5 34,9 

Acefato Classe III Categoria 5 30,2 

Carbamato + benzamida 

piridina 
Classe II Categoria 5 30,2 

Cipermetrina + profenofós Classe III Categoria 4 27,9 

Antranilamida Classe III Categoria 5 25,6 

Inseticida biológico Classe IV Não classificado 25,6 

Metalaxyl-M + mancozebe Classe I Categoria 3 25,6 

Dicarboximida Classe I Categoria 2 23,3 

Fenilpiridinilamina Classe I Categoria 5 23,3 

Triazol + estrobilurina Classe III Categoria 4 23,3 

2,4D Classe I Categoria 4 20,9 

Tiametoxam Classe II Categoria 5 20,9 

Tiofanato metilico + 

clorotalonil 
Classe II Categoria 3 20,9 

Antranilamida + 

avermectinas 
Classe II Categoria 4 18,6 

Antranilamida + 

neonicotinoide 
Classe III Categoria 5 18,6 

Clorotalonil + cloreto de 

cobre 
Classe I Categoria 4 18,6 
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Tabela 7. Agrotóxicos utilizados pelos trabalhadores rurais e classificações toxicológicas. 

(continua) 

Agrotóxico 

Classificação 

toxicológica antiga da 

ANVISA 

Reclassificação toxicológica 

da ANVISA (a partir de 

2019) 

Utilização 

(%) 

Mandipropamida Classe II Categoria 5 18,6 

Clorantraniliprole Classe IV Não classificado 16,3 

Imidacloprido Classe III Categoria 4 16,3 

Formetanato Classe II Categoria 2 14,0 

Procimidona Classe II Categoria 5 14,0 

Clorpirifos Classe I Categoria 3 11,6 

Morfolina Classe II Categoria 4 11,6 

Metilcarbamato de oxima Classe I Categoria 2 11,6 

Picloram + 2,4D Classe I Categoria 4 11,6 

Spinetoram Classe III Categoria 5 11,6 

Ureia Classe III Categoria 5 9,3 

Cetoenol Classe III Categoria 5 9,3 

Piretroide + antranilamida Classe II Categoria 4 9,3 

Fenamidona Classe III Categoria 5 7,0 

Fenitrotiona Classe II Categoria 4 7,0 

Homoalanina substituída Classe I Categoria 4 7,0 

Éter difenílico Classe I Categoria 4 7,0 

Pimetrozina Classe I Categoria 5 7,0 

Estrobilurina + triazol + 

ditiocarbamato 
Classe II Categoria 5 4,7 

Ciclohexeno-

dicarboximida 
Classe II Categoria 5 4,7 

Metil-paration Classe I Comercialização proibida* 4,7 

Fungicida biológico Classe III Não classificado 2,3 
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Tabela 7. Agrotóxicos utilizados pelos trabalhadores rurais e classificações toxicológicas. 

(conclusão) 

Agrotóxico 

Classificação 

toxicológica antiga da 

ANVISA 

Reclassificação toxicológica 

da ANVISA (a partir de 

2019) 

Utilização 

(%) 

Metamitrona Classe IV Categoria 4 2,3 

Picloram Classe I Categoria 4 2,3 

Classe I: Extremamente tóxico; Classe II: Altamente tóxico; Classe III: Moderadamente tóxico; Classe IV: 

Pouco tóxico; Categoria 1 – Produto Extremamente Tóxico; Categoria 2 – Produto Altamente Tóxico; Categoria 

3 – Produto Moderadamente Tóxico; Categoria 4 – Produto Pouco Tóxico; Categoria 5 – Produto Improvável de 

Causar Dano Agudo; Não classificado – Produto não classificado. *: Comercialização proibida pela RDC Nº 56 

de 11 de dezembro de 2015. Fonte: autora e ANVISA, 2019. 

 

 

5.3 CELULARIDADE TOTAL 

 

Na avaliação dos valores absolutos de leucócitos totais por µl de SP, constatou-se não 

haver diferenças significativas entre o grupo exposto e o grupo controle, como demonstrado 

na Figura 16. Entretanto, analisando os linfócitos B, linfócitos T e monócitos, foram 

observados valores diferentes entre os grupos. O grupo exposto apresentou diminuição do 

número absoluto de linfócitos B (p < 0,01) e, em contrapartida, o número de linfócitos T se 

mostrou significativamente elevado nesse mesmo grupo (p < 0,05). Com relação aos 

monócitos, essas células também apresentaram valores absolutos significativamente 

aumentados no grupo exposto (p < 0,01).  

Também foram analisados os valores relativos das células, ou seja, o percentual em 

relação ao número de leucócitos totais. Como se pode observar na Figura 17, os linfócitos B e 

os monócitos mais uma vez apresentaram diferenças estatísticas entre os grupos. Os linfócitos 

B apresentaram valores significativamente diminuídos (p < 0,05), enquanto os monócitos 

encontraram-se significativamente aumentados no grupo exposto (p < 0,01) em comparação 

ao grupo controle.  
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Figura 17.  Comparação da celularidade absoluta entre os grupos avaliados. 

 

Valores representados em quantidades de células por µl de sangue total. As linhas horizontais internas em cada 

grupo representam as medianas; whiskers representam valores mínimos e máximos. Painéis D e G: **p < 0,01; 

painel E: *p < 0,05 (Mann-Whitney test). Grupo exposto (N = 40); grupo controle (N = 30). Fonte: autora. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



70 

 

Figura 18. Comparação da celularidade relativa entre os grupos avaliados. 

 

Valores representados como porcentagens considerando-se os leucócitos totais como 100%. As linhas 

horizontais internas em cada grupo representam as medianas; boxes e whiskers representam, respectivamente, os 

interquartis e valores mínimos e máximos. Painéis A, B e D apresentaram dados paramétricos, sendo a média 

representada por um “+” no gráfico de caixa (teste t de Student). Painel C: *p < 0,05; painel F: **p < 0,01; 

(Mann-Whitney test). Grupo exposto (N = 40); grupo controle (N = 30). Fonte: autora. 

 

 

5.4 NEUTRÓFILOS IMATUROS E MADUROS 

 

Como visto no item anterior, os grupos avaliados não diferiram quanto aos números 

absolutos e relativos de neutrófilos, porém quando avaliamos a maturação dessas células 

foram obtidos resultados importantes. A população imatura de neutrófilos foi 

significativamente mais elevada no grupo exposto em três cenários considerados: 

porcentagem dentre os leucócitos totais (p < 0,01), porcentagem dentre os neutrófilos totais (p 

< 0,01) e no número absoluto de células por µl de SP (p < 0,01). A Figura 18 ilustra essas três 

situações. 
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Figura 19. Celularidade relativa e absoluta da população imatura de neutrófilos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

Painel A: valores representados como porcentagens considerando-se os leucócitos totais como 100%; Painel B: 

valores representados como porcentagens considerando-se os neutrófilos totais como 100%. Painel C: valores 

representados em quantidade de células por µl de sangue total. **p < 0,01 (Mann-Whitney test). Grupo exposto 

(N = 40); grupo controle (N = 30). Fonte: autora. 

 

 

Já a população madura de neutrófilos apresentou diferença estatística entre os grupos 

apenas quando considerados os neutrófilos totais como 100 %, conforme mostra a Tabela 8. 

 

Tabela 9.  Celularidade relativa e absoluta da população de neutrófilos maduros. 

Células Grupo exposto  Grupo controle  p value 

Neutrófilos maduros 
% dos leucócitos totais 

56,28 ± 9,93 57,40 ± 7,98 0,64 

Neutrófilos maduros 
% dos neutrófilos totais 

99,68 ± 0,37 99,95 ± 0,07 0,00* 

Neutrófilos maduros  

células/µl 
4179,55 ± 1611,04 3859,51 ± 1114,93 0,50 

Valores representados como média ± desvio padrão (teste t de Student). * p < 0,001. Grupo exposto (N = 40); 

grupo controle (N = 30). Fonte: autora. 

 

 



72 

 

5.5 MONÓCITOS CLÁSSICOS, INTERMEDIÁRIOS E NÃO CLÁSSICOS 

 

Os monócitos, que se mostraram elevados em números absolutos e percentuais no 

grupo exposto no item 5.3, também foram classificados em três subpopulações distintas: 

clássicos, intermediários e não clássicos. A população de monócitos clássicos foi a que se 

encontrou em maiores quantidades no SP em ambos os grupos. Porém no grupo exposto, essa 

quantidade ainda foi significativamente maior em comparação ao grupo controle (p < 0,01), 

conforme mostra a Tabela 9. Os números de monócitos intermediários e não clássicos não 

diferiram entre os grupos. 

 

Tabela 10. Valores absolutos de monócitos clássicos, intermediários e não clássicos.. 

 Células/µl Grupo exposto  Grupo controle  p value 

cMos 474,65 (187,47 – 924,96) 348,97 (199,41–647,66) 0,00** 

iMos 44,17 (9,34–326,27) 38,31 (13,80–75,04) 0,28 

ncMos 57,72 (2,77–105,06) 37,86 (11,85–83,40) 0,17 

Valores representados como mediana (intervalo). cMos: monócitos clássicos; iMos: monócitos intermediários; 

ncMos: monócitos não clássicos. **p < 0,01 (Mann-Whitney test). Grupo exposto (N = 40); grupo controle  

(N = 30). Fonte: autora. 

 

 

As subpopulações de monócitos também foram avaliadas quanto aos percentuais em 

relação ao compartimento monocítico total. A Figura 19 mostra que não houve diferença 

estatística das proporções entre os grupos. 
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Figura 20.  Proporção das subpopulações de monócitos no compartimento monocítico. 

 

Valores representados como porcentagens médias considerando-se os monócitos totais como 100%. cMos: 

monócitos clássicos; iMos: monócitos intermediários; ncMos: monócitos não clássicos. cMos e iMos avaliados 

pelo Mann Whitney test e ncMos pelo teste t de Student. Não foram encontradas diferenças estatísticas entre os 

grupos. Grupo exposto (N = 40); grupo controle (N = 30). Fonte: autora. 

 

 

Por outro lado, ao considerarmos os leucócitos totais como 100%, os monócitos 

clássicos mantiveram-se em maior proporção no grupo exposto (p < 0,01), enquanto os 

monócitos intermediários e não clássicos não apresentaram diferenças. A Figura 20 representa 

esses dados. 
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Figura 21. Proporção das subpopulações de monócitos em relação aos leucócitos totais. 

 

 

Valores representados como porcentagens considerando-se os leucócitos totais como 100%. 

Painéis A e C apresentaram dados paramétricos, sendo a média representada por um “+” no gráfico de caixa 

(teste t de Student). Painel B avaliado por Mann-Whitney test. No Painel A, **p < 0,01. Grupo exposto (N = 40); 

grupo controle (N = 30).  Fonte: autora. 

 

 

 

5.6 CÉLULAS DENDRÍTICAS 

 

As DCs totais foram quantificadas em células por µl de SP, assim como suas 

subpopulações plasmocitóides e mielóides. Verificou-se que os valores de mDCs estavam 

elevados no grupo exposto (p < 0,05), elevando também os valores de DCs totais (p < 0,05) 

(Figura 21), visto que as mDCs correspondem à grande maioria dessas células. A Figura 22 

mostra os valores percentuais das pDCs e mDCs em relação às DC totais.  
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Figura 22. Valores absolutos de células dendríticas totais e das subpopulações plasmacitóide 

e mielóide. 

 
Valores representados em quantidades de células por µl de sangue total. As linhas horizontais internas em cada 

grupo representam as medianas; whiskers representam valores mínimos e máximos. DCs: células dendríticas. 

Painéis A e C: *p < 0,05 (Mann-Whitney test). Grupo exposto (N = 40); grupo controle (N = 30). Fonte: autora. 

 

 

 

Figura 23. Valores relativos das pDCs e mDCs considerando as DC totais. 

 
Valores representados como porcentagens considerando-se as células dendríticas totais como 100%. DCs: 

células dendríticas; pDCs: células dendríticas plasmocitóides; mDCs: células dendríticas mielóides. Não foram 

encontradas diferenças estatísticas entre os grupos (teste t de Student). Grupo exposto (N = 40); grupo controle 

(N = 30). Fonte: autora. 
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5.7  LINFÓCITOS T E SUAS SUBPOPULAÇÕES 

 

O aumento do número absoluto de linfócitos T totais no grupo exposto já foi 

demonstrado no item 5.3, entretanto outras análises referentes a essa população foram 

realizadas. Inicialmente, as subpopulações T (T CD4
+
, T CD8

+
, T γδ

+
, T DP e T DN) foram 

avaliadas quanto a sua distribuição (considerando o total de linfócitos T como 100%), porém 

não foram encontradas diferenças entre os grupos. Os resultados estão dispostos na Tabela 10. 

 

Tabela 11. Valores percentuais de linfócitos T CD4
+
, T CD8

+
, T γδ

+
, T DP e T DN. 

Células (%) 
Grupo exposto 

(% dos linfócitos T) 

Grupo controle 

(% dos linfócitos T) 
p value 

T CD4
#
 40,90 (21,21 – 61,92) 34,49 (23,04 - 45,18) 0,06 

T CD8
¶
 22,19 ± 8,26 21,13 ± 6,70 0,98 

T γδ
¶
 3,97 ± 2,70 3,69 ± 2,08 0,97 

T DP
#
 0,82 (0,07 – 14,77) 0,75 (0,20 – 6,44) 0,66 

T DN
#
 0,39 (0,11 – 14,92) 0,40 (0,18 – 0,70) 0,84 

¶: valores representados como média ± desvio padrão (teste t de Student); #: valores representados como 

mediana (intervalo) (Mann-Whitney test). Não foram encontradas diferenças estatísticas entre os grupos. DP: 

duplamente positivos; DN: duplamente negativos. Grupo exposto (N = 40); grupo controle (N = 30). Fonte: 

autora. 

 

 

Adicionalmente, foram analisadas as subpopulações: naïve, CM, EM e EM RA dos 

linfócitos T CD4
+
 e T CD8

+
. A Tabela 11 mostra a comparação dos valores absolutos dessas 

células entre os grupos avaliados. Os linfócitos T CD8
+
 CM mostraram-se significativamente 

aumentados no grupo exposto (p < 0,05). Da mesma forma, os linfócitos T CD8
+
 EM 

encontraram-se em maior número nesse mesmo grupo (p < 0,05). O contrário ocorreu com os 

valores de linfócitos T CD8
+
 EM RA, já que houve diminuição significativa no grupo exposto 

(p < 0,05). Não foram encontradas diferenças estatísticas entre os valores dos demais subtipos 

celulares. 
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Tabela 12. Valores absolutos das subpopulações de linfócitos T CD4
+
 e T CD8

+
. 

Células/µl Grupo exposto 

Mediana (intervalo) 
Grupo controle  

Mediana (intervalo) 
p value 

T CD4
+
 naïve 241,02 (56,29 - 825,71) 190,88 (60,46 - 504,67) 0,41 

T CD4
+
 CM 265,42 (3,54 - 769,24) 280,42 (142,37 - 479,54) 0,95 

T CD4
+
 EM 184,54 (2,02 - 434,61) 170,03 (105,18 - 359,64) 0,98 

T CD4
+
 EM RA

 
 19,73 (1,43 - 179,39) 28,06 (5,94 - 529,76) 0,29 

T CD8
+
 naïve 85,36 (8,10 - 354,51) 90,39 (34,28 - 532,08) 0,31 

T CD8
+
 CM 69,70 (2,10 - 291,08) 46,32 (14,40 - 190,52) 0,02* 

T CD8
+ 

EM 148,79 (1,73 - 527,08) 102,01 (30,97 - 339,70) 0,01* 

T CD8
+
 EM RA 65,53 (11,24 - 374,81) 134,44 (37,42 - 382,71) 0,01* 

Valores representados em quantidades de células por µl de sangue total. CM: central memory; EM: effector 

memory; EM RA: effector memory RA. *p < 0,05 e **p < 0,01 (Mann-Whitney test). Grupo exposto (N = 40); 

grupo controle (N = 30). Fonte: autora. 

 

 

Essas mesmas subpopulações celulares também foram avaliadas quanto ao seu 

percentual considerando como 100% os linfócitos T CD4
+
 totais e T CD8

+ 
totais, porém não 

houve diferença estatística entre as populações estudadas, conforme ilustra a Figura 23. 
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Figura 24. Proporção dos valores relativos de linfócitos T naïve, TCM, TEM e TEM RA nas 

populações T CD4 e T CD8. 

 

 

Resultados expressos em porcentagem média, considerando os valores de linfócitos T CD4
+
 (Painel A) e T 

CD8
+
 (Painel B) como 100%. CM: central memory; EM: effector memory; EM RA: effector memory RA

+
. Não 

foram encontradas diferenças estatísticas entre os grupos (Mann-Whitney test). Grupo exposto (N = 40); grupo 

controle (N = 30). Fonte: autora. 

 

 

 

Os marcadores de ativação CD57, HLA-DR, CD45 RA foram avaliados para as 

populações T CD4 e T CD8, além do CD25 para os T CD8, porém não foram encontradas 

diferenças significativas entre os grupos. A Tabela 12 mostra os resultados. 
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Tabela 13. Distribuição dos marcadores de ativação nos linfócitos T CD4 e T CD8. 

 Células/µl Grupo exposto  Grupo controle  p value 

TCD4 DR
+
 ¶ 64,36 ± 27,11 65,45 ± 34,02 0,88 

TCD4 CD57
+
#  21,210 (3,870 - 154,640) 27,130 (1,580 - 555,550) 0,67 

TCD4 CD57
+

 RA
+

 # 3,550 (0,590 - 99,570) 3,410 (0,070 - 515,310) 0,70 

TCD4 CD57
+

 RA
-

 # 15,500 (1,860 - 122,880) 18,500 (1,510 - 64,890) 0,66 

TCD4 CD28
+ 

¶ 94,90 ± 5,53 93,90 ± 8,34 0,17 

TCD4 CD28
-

 # 13,560 (0,000 - 139,220) 12,475 (0,200 - 548,530) 0,91 

TCD8
 

DR
+
 # 104,07 (8,77 - 441,43) 88,61 (21,23 - 263,29) 0,37 

T CD8
 

CD57
+
 # 96,02 (11,83 - 459,07) 97,55 (18,56 - 376,42) 0,93 

T CD8
 

CD57
+
 RA

+
# 64,45 (7,51 - 315,96) 78,14 (9,04 - 238,51) 0,35 

T CD8
 

CD57
+ 

RA
-
# 21,53 (0,13 - 271,07) 27,27 (0,50 - 137,91) 0,96 

T CD8
 

CD28
+
# 234,11 (34,35 - 595,09) 227,71 (120,52 - 635,83) 0,75 

T CD8
 

CD28
-
 ¶ 43,30 ± 18,46 39,88 ± 14,14 0,32 

T CD8
 

CD57
+

 CD28
+ 

# 6,88 (1,62 - 46,29) 9,44 (0,82 - 37,16) 0,30 

T CD8
 

CD57
+

 CD28
- 
# 83,90 (7,44 - 423,27) 85,15 (12,18 - 367,34) 0,97 

T CD8
 

CD25
+
 # 6,47 (1,28 - 301,76) 5,93 (1,95 - 37,98) 0,45 

Valores representados em quantidades de células por µl de sangue total. ¶: valores representados como 

média ± desvio padrão (teste t de Student); #: valores representados como mediana (intervalo) (Mann-Whitney 

test). Não foram encontradas diferenças estatísticas entre os grupos. Grupo exposto (N = 40); grupo controle (N 

= 30). Fonte: autora. 

 

 

Ainda considerando os linfócitos T, foi realizada a avaliação da população TREG total, 

TREG naïve e TREG memória. Foram considerados os números absolutos de células por µl de 

SP (Tabela 13) e o percentual das células considerando os linfócitos T totais como 100% 

(Figura 24). No entanto, em nenhum desses cenários houve diferença significativa entre os 

grupos. 
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Tabela 14. Valores absolutos das células TREG e das populações naïve e memória. 

Células/µl Grupo exposto 

Mediana (intervalo) 

Grupo controle 
Mediana (intervalo) 

p value 

T
REG

 34,89 (2,86 - 304,80) 28,19 (12,01 - 82,05) 0,67 

T
REG 

naïve 9,10 (0,33 - 294,96) 7,00 (1,70 - 43,62) 0,83 

T
REG 

memória 22,37 (0,71 - 56,93) 17,36 (6,79 - 68,52) 0,75 

Valores representados em quantidades de células por µl de sangue total. Não foram encontradas diferenças 

estatísticas entre os grupos (Mann-Whitney test). Grupo exposto (N = 40); grupo controle (N = 30). Fonte: 

autora. 

 

 

Figura 25. Proporção das populações de TREG em relação aos linfócitos T totais. 

 

 

Resultados expressos em porcentagem de células, considerando os valores de linfócitos T totais como 100%. 

Não foram encontradas diferenças estatísticas entre os grupos (Mann-Whitney test). Grupo exposto (N = 40); 

grupo controle (N= 30). Fonte: autora. 
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5.8 LINFÓCITOS B E SUAS SUBPOPULAÇÕES 

 

 A diminuição dos linfócitos B totais circulantes no grupo exposto já foi demonstrada 

no item 5.3, contudo ainda referente a essas células, foram avaliadas as subpopulações de 

linfócitos B imaturos, B maduros e seus estágios maturativos, BREG e plasmablastos.  

Como pode ser observado na Figura 25, os valores relativos de linfócitos B imaturos 

não foram diferentes entre os grupos, porém o percentual de linfócitos B maduros foi menor 

no grupo exposto (p < 0,01) em comparação ao grupo controle. Os valores absolutos de 

linfócitos B imaturos, em células/µl de SP, não foram diferentes entre os grupos avaliados, 

assim como os linfócitos B maduros.  

 

Figura 26. Valores relativos e absolutos de linfócitos B imaturos e maduros. 

 

As linhas horizontais internas em cada grupo representam as medianas; boxes e whiskers representam, 

respectivamente, os interquartis e valores mínimos e máximos. No Painel B: ** p < 0,01 (Mann-Whitney test). 

Grupo exposto (N = 40); grupo controle (N = 30). Fonte: autora. 

 

 

As células B também tiveram suas proporções quanto ao estágio maturativo avaliadas. 

Os valores relativos das células B do compartimento pré-CG (B transicionais somadas às B 

naïve), B naïve, B non-switched de memória (NS-BM), B class-switched totais (CS), B class-

switched de memória (CS-BM), B class-switched de memória duplamente negativas (CS-BM 

DN) e os plasmablastos estão ilustrados na Figura 26. De um modo geral, as proporções 
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foram mantidas, exceto os plasmablastos, que aparecem em menores proporções no grupo 

exposto (p < 0,01).  

Por outro lado, ao considerarmos as quantidades absolutas dessas células por µl de SP, 

obtivemos resultados distintos entre os grupos, com valores diminuídos no grupo exposto em 

muitas subpopulações, assim como nas células B totais. Os resultados estão demonstrados na 

Tabela 14. 

 

Figura 27. Avaliação das células B quanto ao estágio maturativo. 

 

Painel A: comparação dos subtipos de células B em: compartimento pré-CG (pré-naïve somadas às B naïve) e 

células B naïve (BN). Painel B: comparação dos subtipos de células B em non-switched B de memória (NS-BM), 

class-switched (CS) totais, CS-BM (CD27
+
) e CS-BM DN (CD27neg) (duplo negativas). As linhas horizontais 

internas em cada grupo representam as medianas; boxes e whiskers representam, respectivamente, os interquartis 

e valores mínimos e máximos. Painel C: valores relativos de plasmablastos. CG: centro germinativo. Neg: 

ausência de expressão. No Painel B: *p < 0,05 e no Painel C: **p < 0,01 (Mann-Whitney test). Grupo exposto  

(N = 40); grupo controle (N = 30). Fonte: autora. 
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Tabela 15. Valores absolutos das células B e das subpopulações em diferentes estágios 

maturativos. 

Células/µl Grupo exposto Grupo controle p value 

Células B totais 191,19 (39,19–507,74) 261,19   (91,49–739,45) 0,01* 

B imaturas 0,36 (0,00 – 3,22) 0,38 (0,00 – 4,61) 0,81 

B maduras 166,52 (39,02 – 506,06) 225,73 (81,74 – 481,18) 0,06 

B transicionais 6,08 (0,80 – 68,36) 11,49 (2,87 – 90,65) 0,01* 

B naïve 87,31 (7,05 – 310,84) 144,99 (24,83 – 401,52) 0,03* 

NS-BM
 
 20,04 (3,12 – 112,86) 26,05 (2,80 – 132,23) 0,05 

CS 34,08 (12,42 – 137,29) 50,41 (10,64 – 167,50) 0,05 

CS-BM 24,17 (9,54 – 105,17) 39,25 (9,10 - 139,61) 0,02* 

CS-BM DN 9,13 (2,42 - 63,67) 10,72 (1,54 – 29,51) 0,82 

Plasmablastos 0,31 (0,01 – 1,76) 0,99 (0,03 – 4,01) 0,00** 

BREG 6,06 (0,43 – 59,79) 14,23 (2,36 – 84,15) 0,00** 

BREG CD27
+
 0,33 (2,10 - 291,08) 0,64 (0,04 – 2,98) 0,00** 

Valores representados em quantidades de células por µl de sangue total; mediana (intervalo). NS-BM: células B 

non-switched  memória; CS: células B class-switched; CS-BM: células B class-switched memória; CS-BM DN: 

células B class-switched memória duplamente negativas. *p < 0,05 e **p < 0,01 (Mann-Whitney test). Grupo 

exposto (N = 40); grupo controle (N = 30). Fonte: autora. 

 

 

Em relação aos linfócitos BREG, os valores relativos apresentaram-se estatisticamente 

diminuídos no grupo exposto (p < 0,01) em comparação ao grupo controle. O mesmo 

comportamento foi observado com relação às células BREG CD27
+
 (p < 0,01), conforme 

mostra a Figura 27. Os valores absolutos dessas duas subpopulações estão demonstrados na 

Tabela 14 e também estão significativamente diminuídos no grupo exposto. 
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Figura 28. Proporção das células BREG e BREG CD27
+
 em relação às células B totais. 

 

As linhas horizontais internas em cada grupo representam as medianas; boxes e whiskers representam, 

respectivamente, os interquartis e valores mínimos e máximos. ** p < 0,01 (Mann-Whitney test). Grupo exposto 

(N = 40); grupo controle (N = 30). Fonte: autora. 

 

 

 

5.9 NK e NKT 

 

As células NK, NK CD56
++

 e NKT foram avaliadas quanto a sua proporção, 

considerando os linfócitos totais como 100% e quanto às suas quantidades absolutas em 

células por µl de SP. Porém, não foram encontrados resultados distintos entre os grupos em 

nenhum desses cenários, conforme ilustram a Figura 28 e a Tabela 15, respectivamente. 

 

Figura 29. Distribuição das células NK, NK CD56
++

 e NKT em relação aos linfócitos totais. 

 

 

 

 

 

 

 

 

As linhas horizontais internas em cada grupo representam as medianas; boxes e whiskers representam, 

respectivamente, os interquartis e valores mínimos e máximos. NK: células natural killer; NKT: células natural 

killer T. Não foram encontradas diferenças significativas entre os grupos (Mann-Whitney test). Grupo exposto (N 

= 40); grupo controle (N = 30). Fonte: autora. 
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Tabela 16. Valores absolutos das células NK e subpopulação NK CD56
++

 e das NKT. 

Células/µl Grupo exposto  Grupo controle  p value 

NK  278,13 (54,22 – 936,94) 327,79 (99,70 – 775,01) 0,31 

NK CD56
++

 7,91 (1,77 – 19,98) 8,16 (2,73 – 29,35) 0,88 

NKT  90,83 (21,30 – 358,56) 62,33 (23,32 – 420,92) 0,59 

Valores representados em quantidades de células por µl de sangue total; mediana (intervalo). NK: células natural 

killer; NKT: células natural killer T. Não foram encontradas diferenças significativas entre os grupos (Mann-

Whitney test). Grupo exposto (N = 40); grupo controle (N = 30). Fonte: autora. 

 

 

 

5.1 CITOCINAS  

 

Neste trabalho também foram quantificadas as citocinas plasmáticas IL-2, IL-4, IL-6, 

IL-10, IL-17A, TNF e IFN-γ em ambos os grupos. A IL-6 apresentou valores 

significativamente maiores no grupo exposto em comparação ao grupo controle. A Tabela 16 

traz as informações relativas às citocinas em pg/ ml. 

 

Tabela 17. Comparação das concentrações plasmáticas de citocinas entre os grupos. 

Citocinas (pg/ ml) Grupo exposto  

Mediana (intervalo) 

Grupo controle  

Mediana (intervalo) 
p value 

IL-2 0,16 (0,00 – 5,25) 0,00 (0,00 – 1,07) 0,09 

IL-4 0,29 (0,00 – 11,82) 0,25 (0,00 – 2,29) 0,39 

IL-6 0,51 (0,00 - 10,51) 0,35 (0,00 – 3,04) 0,04* 

IL-10 0,00 (0,00 – 9,78) 0,00 (0,00 – 0,35) 0,08 

TNF 0,00 (0,00 – 18,15) 0,00 (0,00 – 0,61) 0,72 

IFN-γ 0,00 (0,00 – 11,82) 0,00 (0,00 – 3,32) 0,21 

IL-17 A 0,00 (0,00 – 7,09) 0,00 (0,00 – 2,60) 0,74 

IL-2: Interleucina-2; IL-4: Interleucina-4; IL-6: Interleucina-6; IL-10: Interleucina-10; TNF: fator de necrose 

tumoral; IFN-γ: Interferon-γ; IL-17A: Interleucina-17 A. (*) p < 0,05 (Mann-Whitney test).  Grupo exposto (N = 

40); grupo controle (N = 30). Fonte: autora. 
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5.2 CORRELAÇÕES ENTRE SUBPOPULAÇÕES DE CÉLULAS DO SI E 

AVALIAÇÕES BIOQUÍMICAS 

 

Utilizando as correlações de Pearson entre as variáveis, encontrou-se moderada 

correlação negativa entre o número absoluto de monócitos por µl de SP e a atividade de 

BChE, ou seja, quanto mais inibida a atividade da enzima pelo uso de agrotóxicos, maior o 

número de monócitos circulantes. Também foi observada correlação positiva fraca entre o 

número absoluto de linfócitos B por µl de SP e a atividade de AChE, ou seja, quanto mais 

inibida a enzima menor o número de linfócitos B. Os resultados significativos estão 

destacados em negrito na Tabela 17. 

 

Tabela 18. Correlações significativas entre colinesterases e células do SI. 

Variáveis  AChE BChE 

Monócitos Pearson Correlation (ρ) ,003 -,436** 

(células/µl) p value ,984 ,003 

Linfócitos B Pearson Correlation (ρ) ,326* ,028 

(células/µl) p value ,033 ,857 

AChE: acetilcolinesterase; BChE: butirilcolinesterase. Valores em negrito representam as correlações 

significativas (Pearson correlation). Valores de ρ até 0,39 positivos ou negativos foram considerados correlação 

fraca; valores de 0,40 a 0,69 foram considerados correlação moderada. Fonte: autora.  

 

 

Correlações positivas fortes foram encontradas entre os valores de glicemia e 

hemoglobina glicosilada e o número absoluto de TREG total por µl de SP. Os valores absolutos 

de TREG naïve também possuem correlação positiva forte com a hemoglobina glicosilada e 

correlação positiva muito forte com a glicemia, conforme mostra a Tabela 18.  

 

Tabela 19. Correlações significativas entre glicemia e HbA1c e células TREG. 

Variáveis  Glicemia HbA1c 

TREG total Pearson Correlation (ρ) ,865** ,786** 

(células/µl) p value ,000 ,000 

TREG naïve Pearson Correlation (ρ) ,945** ,862** 

(células/µl) p value ,000 ,000 

TREG: linfócitos T reguladores; HbA1c: hemoglobina glicosilada. Valores em negrito representam as correlações 

significativas (Pearson correlation). Valores de ρ entre 0,7 e 0,9 foram considerados uma correlação forte e 

valores de ρ acima de 0,9 foram considerados uma correlação muito forte. Fonte: autora. 
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6  DISCUSSÃO 

 

No Brasil, o tema segurança no uso e no consumo de agrotóxicos tem gerado muitos 

debates. A antiga classificação toxicológica dos agrotóxicos adotada pela ANVISA incluía a 

análise de estudos de toxicidade aguda por via oral, via dérmica e inalatória, além de estudos 

considerando irritação dérmica e ocular. A depender da dose letal mediana (DL50) (ou seja, a 

quantidade de substância que leva 50% dos animais estudados à letalidade) e/ou das 

características das lesões na pele e nos olhos, a substância era classificada como 

extremamente tóxica, altamente tóxica, medianamente tóxica e pouco tóxica. Com a adoção 

das mudanças propostas pela Resolução de Diretoria Colegiada nº 294 em 2019 (RDC 

294/19), os resultados dos estudos toxicológicos de irritação dérmica e ocular não são mais 

utilizados para fins de classificação toxicológica (ANVISA, 2019). Assim, produtos que 

anteriormente eram classificados como “extremamente tóxicos” por provocarem corrosão ou 

serem irritantes cutâneos ou oculares agora são classificados considerando apenas o risco de 

morte (FIOCRUZ, 2019). A Tabela 7 apresenta diversos exemplos de substâncias que 

anteriormente eram consideradas como Classe I: Extremamente tóxico e hoje são Classe 5 – 

Improvável de causar dano agudo.  

Baseado nas informações dos questionários e, em algumas ocasiões, na visita aos 

efetivos locais de trabalho, constatou-se o emprego combinado de múltiplas classes de 

agrotóxicos pelos participantes desta pesquisa. Porém, durante as entrevistas, os agricultores 

foram bastante evasivos a respeito das quantidades, periodicidade de uso e duração da 

aplicação das substâncias. Percebeu-se a preocupação de muitos sobre como essas 

informações seriam de fato utilizadas (receio de que chegassem aos órgãos de fiscalização?) 

apesar dos esclarecimentos prestados pela equipe de pesquisadores. Por essas razões, algumas 

informações acerca do uso de agrotóxicos obtidas pelas entrevistas podem estar subestimadas. 

Uma das classes de agrotóxicos que chama atenção neste estudo é a dos piretroides, 

pois foi a mais citada pelos agricultores (79,1%) (Tabela 7). Sua reclassificação ocorreu da 

Classe I: Extremamente tóxico para a Categoria 4 – Produto Pouco Tóxico. Para citar alguns 

trabalhos envolvendo essa classe de agrotóxico, temos um estudo de 2016 realizado por Tu e 

colaboradores em que piretroides supostamente induziram efeitos neurotóxicos, 

hepatotóxicos, nefrotóxicos e interferiram no sistema imunológico em mamíferos (TU et al., 

2016). Em outro experimento realizado em 2017, o qual utilizou macrófagos murinos tratados 
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por piretroides, observou-se a diminuição da viabilidade celular e indução de apoptose pela 

regulação positiva da proteína 53 (p53) e da caspase 3 e regulação negativa da proteína Bcl-2 

(do inglês, B-cell lymphoma-2). Além disso, também foi detectada a inibição da expressão do 

mRNA para IFN-β após a infecção viral dos macrófagos, o que levou à perda da atividade 

antiviral e também inibição da transcrição de citocinas pró-inflamatórias, como IL-1β, IL-6 e 

TNF-α (WANG, X. et al., 2017). A cipermetrina, que é um piretróide disruptor endócrino, 

pode favorecer metástases de câncer de pulmão ao inibir o desenvolvimento de macrófagos 

M1 e aumentar a polarização para macrófagos M2 (HUANG, F. et al., 2018). Os carbamatos, 

que foram citados por 74,4% dos agricultores, foram reclassificados migrando da Classe II: 

Altamente tóxico para a Classe 5 – Improvável de causar dano agudo. No entanto, já se 

verificou que tais substâncias afetam a ação de tirosinas quinases citoplasmáticas presentes 

em células T e células NK. A sinalização dessas quinases e do TCR desempenha papéis 

importantes na regulação das células T, afetando a liberação de citocinas e a proliferação 

celular (PALACIOS; WEISS, 2004). Células NK tratadas com carbamatos também 

apresentaram imunotoxicidade associada à indução de apoptose e diminuição da expressão de 

perforina e granzima (LI; KOBAYASHI; KAWADA, 2015). Outro agrotóxico de destaque no 

presente estudo foi o glifosato, citado por 74,4% dos agricultores. O glifosato é um dos 

produtos herbicidas mais utilizados e, atualmente, seu uso está sob o intenso debate. Há 

discrepâncias entre as concentrações autorizadas nos países, o que demonstra a ausência de 

um consenso claro sobre o glifosato até o momento. (MADDALON et al., 2021). No Brasil, o 

glifosato passou da Classe III: Moderadamente tóxico, para a Categoria 4 – Produto Pouco 

Tóxico. Os efeitos do glifosato no sistema imunológico parecem estar relacionados à alteração 

da cascata do complemento, prejuízos da função fagocítica das células imunes, aumento da 

produção de citocinas pró-inflamatórias e alteração das funções linfocitárias, o que prejudica 

as interações entre microrganismos e o sistema imunológico (PEILLEX; PELLETIER, 2020). 

Em 2017, a Agência Internacional de Pesquisa sobre o Câncer (IARC), ligada à Organização 

Mundial de Saúde (OMS), classificou o glifosato como “provavelmente carcinogênico” em 

humanos. No entanto, outras agências não endureceram suas restrições ao glifosato e até 

prolongaram as autorizações de seu uso. 

Recentemente, no Brasil, travou-se uma discussão polêmica acerca do Projeto de Lei 

6.299 de 2002 (PL 6299/02), também chamado de “Pacote do Veneno”, o qual altera a Lei de 

Agrotóxicos (Lei 7.802/89). Dentre algumas mudanças trazidas pelo PL 6299/02 estão a 

substituição da denominação “agrotóxicos” por “defensivos fitossanitários”; o enfoque de 
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urgência nos processos de registro de agrotóxicos; o fato de os estados perderem o poder de 

vetar agrotóxicos autorizados pelo governo federal; a autorização do uso de agrotóxicos 

quando os riscos forem considerados “aceitáveis” (incluindo carcinogenicidade, 

mutagenicidade, distúrbios hormonais e danos ao meio ambiente), dentre outras. O INCA 

lançou uma NOTA PÚBLICA ACERCA DO POSICIONAMENTO DO INSTITUTO 

NACIONAL DE CÂNCER SOBRE O PROJETO DE LEI Nº 6.299/2002, em que se 

manifesta contrário a ele. 

 

(...) Dentre os efeitos sobre a saúde humana associados à exposição aos 

agrotóxicos, os mais preocupantes são as intoxicações crônicas, 

caracterizadas por infertilidade, impotência, abortos, malformações, 

neurotoxicidade, manifestada através de distúrbios cognitivos e 

comportamentais e quadros de neuropatia e desregulação hormonal. (...) 

Além disso, há estudos que evidenciaram os efeitos imunotóxicos, 

caracterizados por imunoestimulação ou imunossupressão, sendo esta última 

fator favorável à diminuição na resistência a patógenos ou mesmo, 

diminuição da imunovigilância com comprometimento do combate às 

células neoplásicas levando a maior incidência de câncer, e efeitos 

genotóxicos como fatores preditores para o câncer. (...) Considerando que o 

Instituto Nacional de Câncer José Alencar Gomes da Silva (INCA/SAS/MS) 

tem como missão promover o controle do câncer com ações nacionais 

integradas em prevenção, assistência, ensino e pesquisa e considerando o 

aumento dos problemas de Saúde Pública, que serão gerados com a 

flexibilização do processo de registro dos agrotóxicos no Brasil, o INCA se 

manifesta contrário ao PL 6.299/2002 (INCA, 2018). 

 

O primeiro estudo a chamar atenção para os possíveis efeitos dos agrotóxicos na 

função leucocitária humana foi realizado em 1979 por Lee, Moscati e Park. Esses 

pesquisadores demonstraram in vitro que a proliferação de leucócitos em fito-hemaglutinina 

(um agente pró-mitótico) havia diminuído na presença de agrotóxicos OF (LEE, T. P.; 

MOSCATI; PARK, 1979). Posteriormente, Hermanowicz e Kossman (1984) mostraram um 

prejuízo acentuado na quimiotaxia e na adesão de neutrófilos de trabalhadores expostos aos 

agrotóxicos (HERMANOWICZ; KOSSMAN, 1984). No presente estudo, o grupo exposto 

ocupacionalmente a agrotóxicos apresentou maior número absoluto de neutrófilos imaturos 

circulantes (Figura 18). Esse dado sugere uma alta demanda por neutrófilos à medula óssea, 

havendo, inclusive, escape de células ainda imaturas para o SP (CHERIAN et al., 2010). Esse 

recrutamento excessivo de neutrófilos pode indicar que estejam, possivelmente, ocorrendo 
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falhas na função dos neutrófilos do SP, o que os torna insuficientes no combate a infecções e 

nos processos inflamatórios em geral. No estudo de Queiroz e colaboradores (1999), a 

fagocitose e a morte intracelular de Candida albicans e Candida pseudotropicalis por 

neutrófilos no SP de agricultores foram estudadas. As duas espécies de Candida foram 

utilizadas, uma vez que em indivíduos com deficiência de mieloperoxidase os neutrófilos são 

incapazes de matar Candida albicans, enquanto Candida pseudotropicalis pode ser 

efetivamente lisada. A fagocitose de ambos os antígenos foi normal pelos neutrófilos de todos 

os agricultores estudados. No entanto, houve uma redução considerável da capacidade dos 

neutrófilos nos trabalhadores expostos de matar Candida albicans, enquanto a Candida 

pseudotropicalis foi efetivamente lisada. Esse achado indica alguma interferência com a 

atividade da mieloperoxidase dos neutrófilos da população exposta a agrotóxicos (QUEIROZ; 

FERNANDES; VALADARES, 1999). 

Outros resultados que chamam atenção no presente estudo são o aumento absoluto e 

relativo de monócitos clássicos (Tabela 9 e Figura 20, respectivamente) e o aumento absoluto 

de mDCs (Figura 21) no SP dos agricultores. A absorção através da pele é a principal via de 

exposição a agrotóxicos nos indivíduos que aplicam essas substâncias (SO et al., 2014). Na 

pele, são encontrados macrófagos (células provenientes de monócitos) e DCs 

predominantemente derivadas de monócitos (neste estudo denominadas mDCs) que 

desempenham um papel como APCs dando início à resposta imune. Após o contato com um 

antígeno, as APCs são ativadas e migram através dos vasos linfáticos para os órgãos linfoides 

secundários, onde interagem com os linfócitos T (MORANDI et al., 2014). Os valores 

aumentados dessas células no SP indicam alta demanda pelo SI.  Wafa e colaboradores (2013) 

encontraram resultados semelhantes para monócitos em seu estudo com agricultores 

tunisianos (WAFA et al., 2013). No entanto, o aumento quantitativo não garante plena 

funcionalidade dessas células. O comprometimento funcional de DCs e de macrófagos após a 

exposição a agrotóxicos já foi claramente demonstrado por alguns estudos in vitro 

(SCHÄFER et al., 2013; XIA et al., 2014; HUANG, FANG et al., 2016). Outro fato 

importante é que as APCs também são essenciais para a resposta imune inicial nos pulmões, 

que são amplamente atingidos pela inalação que pode ocorrer durante a aplicação dos 

agrotóxicos, e a funcionalidade comprometida dessas células pode estar relacionada à lesão 

pulmonar que, não raro, é associada à exposição aos agrotóxicos em diversos estudos. Tosse 

crônica, sibilância, dispneia, “aperto no peito”, asma e bronquite crônica são os sintomas e 

doenças mais citados pelos estudos envolvendo doenças pulmonares e exposição a 
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agrotóxicos (BEARD et al., 2003; HOPPIN et al., 2006; SALAMEH et al., 2006; NDLOVU; 

DALVIE; JEEBHAY, 2014; MAMANE et al., 2015).  

As DCs ou APCs, como já mencionado, desempenham um papel fundamental na 

iniciação de respostas imunes, apresentando antígenos para os linfócitos T (MERAD et al., 

2013; TKACH et al., 2017). Os linfócitos T naïve circulam continuamente pelo corpo, 

migrando pelo sangue e pelos órgãos linfoides secundários. Ao interagirem com as APCs 

nesses órgãos, os linfócitos T naïve são ativados e sofrem várias alterações moleculares, como 

por exemplo, a perda de CD45 RA (SAMJI; KHANNA, 2017). Neste estudo, foi observado o 

aumento de linfócitos T CD8
+
 com a perda do CD45 RA (ou seja, ativados pelas APCs), tanto 

do tipo T CD8
+
 CM, quanto de T CD8

+
 EM. Em contrapartida, os linfócitos T CD8

+
 EM RA 

encontraram-se diminuídos no grupo exposto (Tabela 10).  Esses achados são concordantes 

com estudos in vitro, os quais mostraram que a apresentação de antígenos aos linfócitos T 

CD8
+
 ou CTLs, bem como sua proliferação, não parece ser prejudicada por agrotóxicos 

(SHEIL et al., 2006), porém, a atividade citotóxica pode ser prejudicada por esses compostos 

(LI et al., 2002; SHEIL et al., 2006; LEE, G. H.; CHOI, 2020). De fato, as células T CD8
+
 

CM possuem alta capacidade de proliferação, originando as T CD8
+
 EM, no entanto as 

células T CD8
+
 EM RA (diminuídas nos agricultores) são dotadas de alta capacidade 

citotóxica e respondem prontamente à reexposição a antígenos (mais rapidamente que as T 

CD8
+
 CM) (SALLUSTO et al., 2000; AHLERS; BELYAKOV, 2010; GEGINAT et al., 

2013). Portanto, a ação citotóxica pode estar comprometida no grupo dos agricultores, já que 

os CTLs com maior capacidade citotóxica estão significativamente diminuídos. De modo 

geral, os CTLs contribuem para o controle de infecções virais (especialmente na ausência de 

anticorpos) (GRANT et al., 2016) e são as células imunes mais importantes no combate ao 

câncer (FARHOOD; NAJAFI; MORTEZAEE, 2019). Portanto, qualquer prejuízo na ação 

dessas células pode impedir ou dificultar a luta contra proliferações neoplásicas ou infecções 

virais, e essas são duas condições associadas à exposição aos agrotóxicos em diversos estudos 

(LERRO et al., 2021).   

Devido ao baixo peso molecular (< 1000 D), muitos agrotóxicos são classificados 

como haptenos, ou seja, sozinhos eles são incapazes de evocar uma forte resposta imune. No 

entanto, esses produtos químicos se ligam a grandes proteínas próprias (como as proteínas 

séricas) por ligação covalente, gerando um padrão antigênico e, assim, podem fomentar 

respostas alérgicas, de reações cruzadas e até mesmo autoimunes. A resposta imune a esse 
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complexo hapteno-proteína carreadora requer, além das APCs, a existência de células B 

específicas para o hapteno e, simultaneamente, células Th específicas para a proteína. Essas 

células B específicas ligam-se ao determinante do hapteno e internalizam o conjugado. As 

células B por sua vez expressam moléculas de MHC classe II e apresentam peptídios 

derivados da proteína carreadora a linfócitos Th específicos para essa proteína.  Assim, os 

dois tipos de linfócitos cooperam reconhecendo diferentes epítopos do mesmo complexo 

antigênico. (MOKARIZADEH et al., 2015). Neste estudo, os agricultores apresentaram 

diminuição absoluta e relativa de linfócitos B totais (Figuras 16 e 17, respectivamente), do 

percentual dos linfócitos B maduros em relação aos linfócitos totais (Figura 25) e do 

percentual de plasmablastos em relação aos linfócitos B totais (Figura 26). A diminuição do 

número de células B no SP sugere que esses indivíduos estão, possivelmente, sofrendo 

imunossupressão, pois provavelmente a produção de anticorpos está diminuída e, portanto, a 

função imunológica está enfraquecida. O estímulo constante da resposta ao efeito hapteno-

carreador pode causar imunotoxicidade direta aos órgãos linfoides secundários, com 

consequente ineficiência da resposta humoral. De acordo com Mokarizadeh e colaboradores 

(2015), os órgãos linfoides secundários podem ser diretamente prejudicados por agrotóxicos 

ou seus produtos de biotransformação e suas células imunes derivadas podem ter a sinalização 

de sobrevivência afetada durante o seu desenvolvimento e expansão (MOKARIZADEH et al., 

2015). Portanto, a diminuição das células B no SP possivelmente ocorre em consequência do 

aumento da sua vida útil nos centros germinativos dos folículos linfoides (COSTA, C. et al., 

2014), pois, nesse microambiente, as células B podem tornar-se resistentes à indução de 

apoptose devido aos sinais de sobrevivência gerados pela ligação às DCs que também se 

encontram ali (BLOOM; LEMLEY; MUSCARELLA, 2006). Esses resultados corrobaram 

aqueles observados por Aroonvilairat e colaboradores (2015) e por Costa e colaboradores 

(2014) que observaram diminuição de células B no SP de agricultores (COSTA, C. et al., 

2014; AROONVILAIRAT et al., 2015).  

Uma subpopulação de células B importante que também está diminuida no grupo 

exposto é a de células BREG (Tabela 14 e Figura 27). Tais células são amplamente aceitas 

como um componente modulador do sistema imunológico que suprime a inflamação. As 

populações de células BREG são pequenas em condições fisiológicas, mas se expandem 

substancialmente tanto em pacientes humanos quanto em modelos murinos de doenças 

inflamatórias crônicas, doenças autoimunes, infecções, transplantes e câncer (WANG, L.; FU; 

CHU, 2020). A formação de células BREG não é restrita a um determinado estágio de 
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maturação das células B. Considerando publicações recentes, foi demonstrado que células B 

imaturas, células B maduras e até mesmo os plasmablastos (os quais também se encontram 

em menor número no grupo exposto) tem a capacidade de se diferenciar em células BREG. 

Esses estudos reforçam a ideia de que o principal requisito para a diferenciação de células 

BREG não é a expressão de um fator de transcrição específico de células BREG, mas sim o 

ambiente no qual uma célula B se encontra e, nesse sentido, as citocinas pró-inflamatórias 

podem conduzir a indução de células BREG (ROSSER; MAURI, 2015). Dois fenótipos 

distintos de células BREG encontraram-se diminuídos no grupo exposto deste estudo, o que é 

extremamente preocupante devido ao papel imunorregulador que essas células desempenham. 

O primeiro é proveniente de células B imaturas expressando CD19
+ 

CD24
hi 

CD38
hi

 , que 

podem ser encontrados no SP e nos locais de inflamação. Sua ação imunorregulatória ocorre 

pela produção de IL-10, supressão de células T CD4
+
 e das respostas de células T CD8

+
 

específicas para vírus, além da indução de células TREG. Esse fenótipo de BREG é defeituoso 

em pacientes com doenças autoimunes como LES e Artrite Reumatoide (AR) (BLAIR et al., 

2010; FLORES-BORJA et al., 2013; ROSSER; MAURI, 2015).  O outro fenótipo é 

proveniente de plasmablastos que expressa CD27. Esse subtipo de célula BREG pode ser 

encontrado no SP e, além de produzir IL-10 e suprimir as células T CD4
+
, ele também 

suprime a ação das DCs (MATSUMOTO et al., 2014).  

Quanto às células NK, neste estudo não foram encontradas diferenças quantitativas 

relativas ou absolutas entre os grupos avaliados (Figura 28 e Tabela 15, respectivamente). De 

fato, os estudos não demonstram prejuízo na proliferação destas células quando expostas a 

agrotóxicos. No entanto, diversos estudos demonstram haver transtornos na parte funcional 

das células NK, como prejuízo da lise de células-alvo, diminuição das concentrações de ATP 

e menor liberação de granzimas e perforinas, além da inibição da capacidade de ligação 

dessas células (TAYLOR; TUCKER; WHALEN, 2005; ROWE; BRUNDAGE; BARNETT, 

2007; NNODU; WHALEN, 2008; TAYLOR; WHALEN, 2009; LI; KOBAYASHI; 

KAWADA, 2015). 

Outro resultado relevante do presente estudo foi o aumento da concentração de IL-6 

plasmática no grupo exposto (Tabela 16). Essa citocina é secretada por células T, monócitos, 

células endoteliais e fibroblastos (SCHAPER; ROSE-JOHN, 2015). A IL-6 atua na ativação e 

na quimiotaxia de neutrófilos e monócitos para regiões teciduais inflamadas. Enquanto os 

neutrófilos atuam nos eventos iniciais da inflamação, os estados posteriores são dominados 
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por monócitos e, nessa “troca” de leucócitos, a IL-6 desempenha um papel fundamental 

(HURST et al., 2001). Além da IL-6 plasmática, este estudo observou, conforme citado 

anteriormente, valores aumentados de neutrófilos imaturos e monócitos circulantes no SP dos 

agricultores. Em conjunto, esses resultados sugerem que esses agricultores expostos a 

agrotóxicos encontram-se em condições pró-inflamatórias. Atualmente, semelhante à PCR, a 

IL-6 é dosada para monitorar a inflamação em pacientes com câncer, infecção ou doenças 

autoimunes. O motivo do uso da IL-6 como biomarcador é seu papel central na ativação e 

manutenção da resposta inflamatória (HURST et al., 2001; LUNA et al., 2014). 

No entanto, a IL-6 não atua somente na fase aguda da inflamação. Os avanços recentes 

têm demonstrado que essa citocina atua na transição entre as respostas imunes inatas e 

adquiridas (MCLOUGHLIN et al., 2005). Curiosamente, a IL-6 foi descrita inicialmente por 

seus efeitos na imunidade adaptativa como promotora da diferenciação das células T em T 

CD4
+
 (DIEHL; RINCÓN, 2002). Contudo, neste estudo não houve diferenciação dessa 

população entre os grupos. A primeira referência à IL-6 foi como um fator estimulador de 

células B pelo grupo de Kishimoto, em 1986 (HIRANO et al., 1986) e, em 1988, o mesmo 

grupo publicou um estudo demonstrando que a IL-6 atua também na diferenciação de CTL in 

vitro (OKADA et al., 1988).  

Exposições, tanto crônicas quanto agudas, a agrotóxicos podem ser avaliadas pela 

atividade de duas enzimas colinesterases. A AChE ou “colinesterase verdadeira” localiza-se 

nos eritrócitos e em terminais nervosos colinérgicos, enquanto a BChE ou 

“pseudocolinesterase” está presente no plasma, fígado, músculo liso e adipócitos. Está bem 

estabelecido que a AChE é um biomarcador de efeito dos OF e CBM e há evidências de que a 

inibição da AChE se correlaciona com sintomas induzidos pela toxicidade dos agrotóxicos 

(SIMONIELLO et al., 2010). A AChE é, de fato, um biomarcador mais preciso das 

exposições crônicas e de baixa intensidade. Por outro lado, a  BChE se reduz de forma mais 

rápida e intensa do que a AChE, refletindo a exposição aguda aos agrotóxicos. O tempo de 

meia-vida da BChE é de 8 dias e a sua recuperação inicia-se em 72 horas após a exposição, 

por isso, tem pouco valor na identificação das intoxicações crônicas. Já a AChE pode perdurar 

por até 100 a 120 dias, que é o tempo de vida estimado dos eritrócitos (MARONI et al., 2000; 

ATSDR, 2014).  

O monitoramento dessas enzimas em indivíduos com exposição ocupacional a 

agrotóxicos deve ser realizado e, sempre que possível, é interessante determinar os valores 

basais para cada indivíduo, visto que a variabilidade individual desses parâmetros é muito alta 
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(ATSDR, 2014). Neste estudo, tanto a atividade de AChE quanto de BChE mantiveram-se 

dentro dos valores de referência (Tabela 6). Porém, esses dados não eliminam a possibilidade 

de que os agricultores estejam sofrendo efeitos deletérios. Queiroz e colaboradores (1999) 

encontraram disfunções nos neutrófilos de trabalhadores que apresentavam atividade das 

colinesterases dentro dos valores de referência (QUEIROZ; FERNANDES; VALADARES, 

1999). Da mesma forma, Aiassa e colaboradores (2019) encontraram danos ao DNA de 

trabalhadores rurais sem alterações na atividade das colinesterases plasmáticas (AIASSA et 

al., 2019). Além disso, apesar de estarem dentro dos valores de referência, neste estudo 

encontramos uma correlação positiva fraca entre a atividade de AChE e a quantidade de 

células B totais (Tabela 17), mostrando que quanto menor a atividade da enzima (ou seja, 

maior inibição causada pela ação de agrotóxicos), menos células B foram encontradas no SP 

dos agricultores. No caso da BChE, foi encontrada correlação negativa fraca com a 

quantidade de monócitos totais, ou seja, quanto menor a atividade da enzima (maior inibição), 

maior a quantidade de monócitos no SP. Esses resultados corroboram a hipótese de que tais 

alterações quantitativas de células tenham como causa a exposição ocupacional aos 

agrotóxicos. 

Chama atenção neste estudo o percentual de agricultores que apresentaram elevação da 

glicemia de jejum e HbA1c (Tabela 6). O diagnóstico de diabetes não pode ser determinado 

baseando-se em uma única medição desses parâmetros, no entanto percebe-se uma tendência 

à hiperglicemia na população estudada. Essa condição intermediária caracterizada por 

concentrações glicêmicas elevadas apresenta um risco aumentado para diabetes mellitus e 

suas complicações, incluindo as doenças cardiovasculares. Segundo a Pesquisa Nacional de 

Saúde de 2014-2015, a prevalência de hiperglicemia intermediária e pré-diabetes era de 18,5 

% (17,4 - 19,7) no Brasil e 16,7% (14,4 - 19,3) especificamente na região Sul  (ISER et al., 

2021). Porém, no presente estudo, a prevalência de hiperglicemia na população estudada foi 

de 52,5%. Um estudo de coorte de Montgomery e colaboradores (2008) que acompanhou 

aplicadores de agrotóxicos por 10 anos concluiu que existia um risco aumentado de diabetes 

independente de idade, estado de residência e índice de massa corporal, especialmente quando 

aplicados OF e organoclorados (estes últimos tiveram a comercialização proibida no Brasil 

em 2007) (MONTGOMERY et al., 2008). Outro estudo transversal com uma população rural 

coreana exposta a agrotóxicos sugeriu uma associação com diabetes, que foi mais forte em 

indivíduos apresentando sobrepeso (PARK et al., 2019).  



96 

 

Por fim, foram encontradas correlações positivas forte e muito forte entre os linfócitos 

TREG e os resultados de glicemia de jejum e HbA1c, respectivamente (Tabela 18). As células 

TREG são essenciais na manutenção da tolerância imunológica, pois pelo seu papel supressor 

colaboram com a homeostase e equilíbrio imunes. Sendo assim, as complicações decorrentes 

de respostas imunes anormais são as principais causas de mortalidade e morbidade em 

pacientes diabéticos (ZHEN et al., 2012). Na literatura, já existem estudos com modelos 

animais abordando essa correlação. Um estudo de Zhen e colaboradores (2012) utilizou 

camundongos diabéticos induzidos por estreptozotocina (STZ) para estudar os efeitos da 

hiperglicemia de longo prazo na produção e função de linfócitos TREG in vivo. Quatro meses 

após a indução, a frequência de células TREG foi significativamente elevada no SP e tecidos 

linfoides dos animais. Além disso, essas células apresentaram prejuízos das funções 

imunossupressoras que foram resgatados após a administração de insulina (ZHEN et al., 

2012). Outro estudo de Muller e colaboradores (2011) utilizando o mesmo modelo animal 

encontrou um aumento relativo de linfócitos TREG no SP, porém questiona se este resultado 

seria um efeito direto da STZ ou um efeito indireto da hiperglicemia (MULLER et al., 2011). 

Os mecanismos pelos quais haveria elevação das células TREG em função da hiperglicemia 

não foram elucidados até o momento. 
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7 CONCLUSÕES  

 

 Em comparação ao grupo controle, os agricultores com exposição ocupacional a 

múltiplos agrotóxicos apresentaram no SP:  

 Aumento de valores relativos e absolutos de neutrófilos imaturos; 

 Aumento de valores relativos e absolutos de monócitos clássicos; 

 Aumento de valores absolutos de mDCs;  

 Aumento de valores absolutos de linfócitos T CD8
+
 CM e T CD8

+
 EM e diminuição 

dos linfócitos T CD8
+
 EM RA; 

 Diminuição de valores absolutos de células B em diversos estágios maturativos;  

 Aumento das concentrações de IL-6 plasmática. 

Neste estudo, também foi observada correlação positiva entre a atividade da AChE e 

os números absolutos de células B totais e correlação negativa entre a atividade da BChE e  a 

quantidade de monócitos totais, corroborando a hipótese de que as alterações quantitativas de 

células tenham como causa a exposição ocupacional aos agrotóxicos. 

Além disso, ainda foram observadas correlações positivas entre os linfócitos TREG e os 

marcadores de hiperglicemia (HbA1c e glicemia de jejum). 

 Finalmente, os resultados apresentados no presente estudo sugerem que os 

agricultores avaliados estão mais sujeitos a desenvolver problemas de saúde em função das 

alterações nas quantidades das células imunes avaliadas. Estudos epidemiológicos com 

acompanhamento de longo prazo e grande número de participantes devem ser realizados e, 

preferencialmente, acompanhados por estudos in vitro para confirmar evidências sobre 

indução de imunotoxicidade por exposição a agrotóxicos. Percebe-se que na maioria dos 

estudos sobre o tema, células e/ou animais são expostos a um único agrotóxico, enquanto em 

condições da vida real os trabalhadores rurais são expostos a múltiplos produtos, a depender 

do tipo de cultivo e da sazonalidade. Nesses casos, prováveis sinergias ou efeitos antagônicos 

dessas substâncias quando elas são combinadas podem levar a efeitos e riscos singulares. 
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APÊNDICE A - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO 

 

 

UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA CATARINA 

CENTRO DE CIÊNCIAS DA SAÚDE 

DEPARTAMENTO DE PATOLOGIA 

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO 

 

I – DADOS DE IDENTIFICAÇÃO DO SUJEITO DA PESQUISA OU LEGAL RESPONSÁVEL 

 

1. Nome do Paciente:_____________________________________________________ 

2. Telefone: ____________________ 

3. Nome da mãe:________________________________________________________ 

4. Sexo: ( )M             ( )F                                 Data de Nascimento:........../............/......... 

 

 

II – DADOS SOBRE A PESQUISA 

1. Título do Protocolo de Pesquisa: Estudo de população exposta ocupacionalmente a 

agrotóxicos 

2. Pesquisador Principal: Claudia Regina dos Santos       

Cargo/Função: Professor Adjunto IV  

Departamento da UFSC: Departamento de Patologia  

 

III – EXPLICAÇÕES DO PESQUISADOR AO PACIENTE OU SEU 

REPRESENTANTE LEGAL SOBRE A PESQUISA: 

1. Este estudo tem como objetivo avaliar os efeitos dos agrotóxicos na sua saúde. 

Esclarecemos ainda que somente serão analisados os pontos descritos, não sendo, 

portanto realizados outros exames. 

2. Aceitando participar deste estudo, você responderá um questionário que tem por 

objetivo conhecer um pouco de seus hábitos, seu estado de saúde e seu histórico 

relacionado ao trabalho. Você será encaminhado ao Hospital Universitário da 

Universidade Federal de Santa Catarina onde será avaliado por um endocrinologista e 

neurologista e as informações contidas no seu prontuário poderão consultadas no 

decorrer da pesquisa. 

3. Serão realizadas, dependendo da necessidade exames por imagem (ultrassonografias) 

E ainda, será coletada de sua pessoa uma amostra de sangue (20 ml), ou por ventura 

uma segunda amostra se for necessária nova avaliação. No seu sangue serão avaliados 

parâmetros relacionados à função endocrinológica, hematológica, reumatológica, e 

indicadores de exposição, efeito e genotoxicidade. 

4. A coleta será realizada por profissional qualificado, utilizando material descartável, 

seguindo os procedimentos de assepsia adequados, garantindo assim a sua integridade 

física. 
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5. Todas as análises serão realizadas, de modo a não representar nenhum custo 

financeiro, para você. 

6. Você terá acesso a todos os resultados e caso necessite o encaminhamento para 

acompanhamento. 

IV – ESCLARECIMENTOS DADOS PELO PESQUISADOR SOBRE GARANTIAS 

DO SUJEITO DA PESQUISA 

1. Você tem assegurado o direito de a qualquer momento do estudo solicitar informações 

esclarecedoras sobre o andamento dos procedimentos, bem como dos eventuais riscos 

e benefícios relacionados a sua participação neste estudo, através dos telefones (48) 

37215069/91486213 (pesquisador), 37219206 (Comitê de Ética em Pesquisa) ou e-

mail  claudia.santos@ufsc.br. 

2. Fica assegurado também que no caso de eventual intercorrência no momento da 

coleta, o Sr. receberá tratamento adequado e será monitorado até que sua condição de 

saúde se restabeleça. (Não são esperados problemas deste tipo, no entanto é importante 

garantir assistência no caso de qualquer intercorrência relacionada ao projeto). 

3. Os pesquisadores declaram que cumprirão as exigências contidas na Resolução CNS 

466/2012 e que o sigilo dos participantes será garantido durante todas as etapas da 

pesquisa, inclusive na divulgação dos resultados. Os resultados do estudo serão 

publicados sem revelar sua identidade, entretanto estarão disponíveis para consulta 

pela equipe envolvida no projeto, e pelo Comitê de Ética. 

V – CONSENTIMENTO PÓS-INFORMADO 

 

Concordo em participar do presente Protocolo de Pesquisa bem como com a utilização dos 

dados coletados, desde que seja mantido o sigilo de minha identificação, conforme normas do 

Comitê de Ética em Pesquisa com Seres Humanos. A minha participação é voluntária 

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 obrigação, e que recebi uma cópia deste termo, assinada pelos 

pesquisadores. 

 

Florianópolis, ...... de ..................... de 20... 

 

______________________                       ________________________________________ 

Assinatura do participante                            Claudia Regina dos Santos - Pesquisador Principal 

                                                                      (48)37215069 / 91486213 

                                                                         Email: claudia.santos@ufsc.br 
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APÊNDICE B - QUESTIONÁRIO EXPOSIÇÃO OCUPACIONAL 

 

UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA CATARINA 

CENTRO DE CIÊNCIAS DA SAÚDE 

DEPARTAMENTO DE PATOLOGIA 

AVALIAÇÃO DA EXPOSIÇÃO OCUPACIONAL A AGROTÓXICOS 

 

1. Questionário número: _ _ _ Nº SUS: ___________________________ 

2. Data: _ _ / _ _ / _ _ Prontuário nº_____________________ 

3. Localidade:________________________________________________ 

 

DADOS SÓCIO-DEMOGRÁFICOS – PARTE I 

4. Nome do entrevistado:______________________________________________ 

5. Data de nascimento: _ _ / _ _ / _ _ Idade: __ __anos completos 

6. Nome da mãe: 

7. Local de nascimento: Cidade______________________________ Estado _____ 

8. Cor: 

( ) Branca ( ) Negra ( ) Pardo ( ) Outra:________________ 

9. Estado civil atual: ( )solteiro ( )casado ( )com companheira ( )viúvo 

( )separado/divorciado/desquitado 

10. Até que ano (série) você estudou na escola? 

Completei o (a) _____ano (série) do ___________ na escola. 

11. Qual sua religião? 

 ( )sem religião ( )Católica ( )protestante/crente/evangélico ( )espírita ( )outra________ 

 

EXPOSIÇÃO A AGENTES QUÍMICOS (Assinale quando SIM) 

12. O que você planta?__________________________________________ 

13. Quanto você produz anualmente?_____________________________________________ 

14. Qual o período da(s) safra(s)? 

_______________________________________________ 

 15. Quando você faz a aplicação de agrotóxicos durante a 

safra?______________________________________________________________________

___________________________________________________________________________

___________________________________________________ 

16. Na época de aplicação de agrotóxicos, quantos dias por semana você 

aplica?____________ 

17. Quantas horas duram as aplicações? 

____________________________________________ 

18. Em qual turno você normalmente aplica? 

( ) Matutino ( ) Vespertino 
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19. Quais agrotóxicos você utiliza atualmente? Marque o número correspondente ao 

formulário, ou escreva por extenso o nome comercial ou do ingrediente ativo. 

___________________________________________________________________ 

___________________________________________________________________ 

___________________________________________________________________ 

___________________________________________________________________ 

___________________________________________________________________ 

___________________________________________________________________ 

20. Você se lembra qual agrotóxicos você mais usava há 20 anos atrás? 

___________________________________________________________________ 

 

21. Como você compra os agrotóxicos? 

( ) Com receituário ( ) Através de amigos 

 

22. Você lê as bulas antes de utilizar o produto? 

( ) Sim ( ) Não 

 

23. Quantas vezes por semana você utiliza? 

( ) Uma ( ) Pelo menos duas ( ) 3 ou mais 

 

24. O que você faz com o agrotóxico? 

( ) Prepara a calda ( ) aplica o produto 

 

25. Como você faz a aplicação? 

( ) Pulverizador costal ( ) Máquina 

 

26. Quando foi a sua última exposição? _____horas ou ______dias 

 

27. Qual(is) foi(RAM) o agrotóxico(s) utilizado(s)? 

___________________________________________________________________ 

___________________________________________________________________ 

28. Você utiliza algum EPI? 

( ) Sim ( ) Não 

 

29. Qual EPI você utiliza? 

( ) Máscaras ( ) Luvas ( ) Botas ( ) Roupas de manga comprida 

 

 

30. Após o manuseio do agrotóxico você: 

( ) Continua normalmente suas atividades  

( ) Lava as mãos antes de continuar suas atividades  



116 

 

( ) Toma banho antes de continuar suas atividades 

 

31. Ao aplicar os agrotóxicos molha a roupa: 

( ) Todos os dias ( ) Às vezes 

 

32. Como você faz o descarte da embalagem? 

( ) Joga Fora ( ) Reutiliza ( ) Outro/Como: _________________________________________ 

 

HISTÓRIA OCUPACIONAL (escrever no verso se necessário) 

33. Quantos anos você tinha quando começou a trabalhar? __ __ anos 

34. Que trabalhos executou desde então? Por quanto tempo? 

___________________________________________________________________ 

___________________________________________________________________ 

35. Função/atividade empresa ou localidade, município período: 

___________________________________________________________________ 

___________________________________________________________________ 

___________________________________________________________________ 

___________________________________________________________________ 

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

tempo de trabalho de toda historia ocupacional. Se não, completar. 

 

TABAGISMO 

36.Você já fumou?: 

( )sim, ainda fuma ( )não/nunca ( ) sim, mas parou há __ anos 

 

37. Há quantos anos você fuma ou durante quantos anos você fumou? 

 Há _ _ anos OU há __ __ meses OU durante _ _ anos 

 

38. O que você fuma ou fumou MAIS? 

( )cigarro comercial ( )cigarro de palha ( )charuto ( )cachimbo 

( )outro:_____________ 

 

39. Quantos CIGARROS em média você fuma ou fumava por dia ou por semana? 

________ cigarros/dia OU ______ cigarros/semana 

 

40. Se já parou de fumar, por que você parou? ( )NSA _____________________________ 

 

CONSUMO DE BEBIDA ALCOÓLICA 

41. Qual bebida você mais gosta de beber?____________________________________ 

42. Com que idade você começou a beber? _ _ anos 

 

43. Qual bebida você costuma(va) beber mais freqüentemente? 

( )cerveja ( ) cachaça ( ) outra:____________ 
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44. Quantas doses você costuma(va) beber por semana? 

Um drinque ou uma é: uma cerveja longneck ou latinha; meia cerveja grande (600 ml) ou 

chopp (350 ml); uma dose de pinga, uísque ou outro destilado (50 ml) ou uma taça de vinho 

(150 ml). 

Cerveja ou Chopp: __ __ Cachaça ou uísque __ __ Vinho:___ 

Anotar frequência por mês, se necessário: ______________________________________ 

 

CONSUMO DE ALIMENTOS E ÁGUA 

45. Você se alimenta de: 

( ) Carnes e verduras ( ) Não come carne ( ) Mais de uma porção de carne 

vermelha todos os dias 

 

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

 ( ) Produção própria ( ) compra dos vizinhos ( ) supermercado 

 

47. Qual a sua fonte de água? 

( ) Córrego próximo a casa ( ) Fonte de água natural ( ) Água encanada 

( ) Poço artesiano 

 

48. Onde são descartados os resíduos de seu banheiro? 

( ) Há saneamento básico ( ) Diretamente no córrego 

 

49. Você toma chimarrão? 

( ) Todos os dias ( ) Algumas vezes por semana 

 

MEDICAMENTOS 

50. Você costuma tomar algum remédio por conta própria? 

( ) Sim ( ) Não 

Quais?_____________________________________________________________ 

___________________________________________________________________ 

51. Com que frequência? 

( ) Diariamente ( ) Semanalmente ( ) De vez em quando 

52. Você toma algum medicamento prescrito pelo seu médico? 

( ) Sim ( ) Não 

Quais?_____________________________________________________________ 

___________________________________________________________________ 

53. Com que frequência? 

( ) Diariamente ( ) Semanalmente ( ) De vez em quando 
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DADOS SÓCIO-DEMOGRÁFICOS – PARTE II 

54. Quais e quantos destes itens você possui em sua casa? 

 Tem Não tem 1 2 3 4 

Televisão em cores       

Video cassete ou 

DVD/Bluray 

      

Rádio       

Banheiro       

Automóvel       

Máquina de lavar       

Geladeira       

Freezer 

(independente ou 

parte da geladeira 

duplex) 

      

Trator/Colheiradeira       

Computador de 

mesa/ Notebook ou 

Tablet 

      

Ordenhadeira 

Elétrica 
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APÊNDICE C – QUESTIONÁRIO HISTÓRICO CLÍNICO 

 

 UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA CATARINA 

CENTRO DE CIÊNCIAS DA SAÚDE 

DEPARTAMENTO DE PATOLOGIA 

AVALIAÇÃO DA EXPOSIÇÃO OCUPACIONAL A AGROTÓXICOS 

 

1. Questionário número: _ _ _ 

2. Data: _ _ / _ _ / _ _ 

3. Nome do entrevistado:______________________________________________________ 

 

 HISTÓRIA CLÍNICA 

4. Você já passou mal alguma vez após aplicação que te fez procurar atendimento? 

( ) Sim ( ) Não 

5. Quantas vezes? ________ 

6. Como foi?________________________________________________________ 

___________________________________________________________________ 

7. Queixa atual:______________________________________________________________ 

8. Você tem filhos? 

( )sim ( )não 

9. Você teve alguma complicação na gravidez? 

( )sim ( )não 

Qual?_______________ 

10. Já teve algum aborto espontâneo? 

( )sim ( )não 

Quantos?__________________ 

11. Está na menopausa? 

( ) Sim ( ) Não 

12. Com que idade iniciou? ____________ 

13. Os ciclos são regulares? ___________ 

 

 

INTERROGATÓRIO SOBRE DIFERENTES PATOLOGIAS 

DIABETES 

14. Você tem diabetes 

( ) Sim ( ) Não ( ) Não sabe 

 Há quanto tempo?___________anos 

 

15. Alguém da sua família em 1º grau tem diabetes? 
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( ) Sim ( ) Não ( ) Não sabe 

Quem: _________________ Há quanto tempo?________anos 

HIPOTIREODISMO 

16. Você tem algum problema na tireóide? 

( ) Sim ( ) Não ( ) Não sabe 

Há quanto tempo?___________anos 

 

17. Alguém da sua família tem esse problema? 

( ) Sim ( ) Não ( ) Não sabe 

Quem: _________________ Há quanto tempo?________anos 

 

DEPRESSÃO E ANSIEDADE 

Marque com um 'X" a resposta que melhor corresponder com o que o paciente refere sentir na 

ÚLTIMA SEMANA. Não é preciso ficar pensando muito em cada questão. Neste 

questionário as respostas espontâneas têm mais valor do que aquelas em que se pensa muito. 

Marque apenas uma resposta para cada pergunta. 

 

18. Quando você se sente tenso(a) ou contraído(a)? 

 3 ( ) A maior parte do tempo 

 2 ( ) Boa parte do tempo 

 1 ( ) De vez em quando 

 0 ( ) Nunca 

 

19. Você sente gosto pelas mesmas coisas de antes? 

 0 ( ) Sim, do mesmo jeito que antes 

 1 ( ) Não tanto quanto antes 

 2 ( ) Só um pouco 

 3 ( ) Já não sinto mais prazer em nada 

 

20. Você sente uma espécie de medo, como se alguma coisa ruim pudesse acontecer? 

 3 ( ) Sim, e de um Jeito muito forte 

 2 ( ) Sim, mas não tão forte 

 1 ( ) Um pouco. mas isso não me preocupa 

 0 ( ) Não sinto nada disso 

 

21. Você da risada e se diverte quando vê coisas engraçadas? 

 0 ( ) Do mesmo jeito que antes 

 1 ( ) Atualmente um pouco menos 

 2 ( ) Atualmente bem menos 

 3 ( ) Não consigo mais 

22. Você está com a cabeça cheia de preocupações? 

 3 ( ) A maior parte do tempo 

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

 0 ( ) Raramente 

 

 23. Você se sente alegre? 

 3 ( ) Nunca 

 2 ( ) Poucas vezes 

 1 ( ) Muitas vezes 

 0 ( ) A maior parte do tempo 

 

 24. Você consegue ficar sentado à vontade e se sentir relaxado? 

 0 ( ) Sim, quase sempre 

 1 ( ) Muitas vezes 

 2 ( ) Poucas vezes 

 3 ( ) Nunca 

  

25. Você sente que está lento(a) para pensar e fazer as coisas? 

 3 ( ) Quase sempre 

 2 ( ) Muitas vezes 

 1 ( ) De vez em quando 

 0 ( ) Nunca 

 

 26. Você tem uma sensação ruim de medo, como um frio na barriga ou um aperto no 

estômago? 

 0 ( ) Nunca 

 1 ( ) De vez em quando 

 2 ( ) Muitas vezes 

 3 ( ) Quase sempre 

 

 27. Você perdeu o interesse em cuidar da sua aparência? 

 3 ( ) Completamente 

 2 ( ) Não estou mais me cuidando como deveria 

 1 ( ) Talvez não tanto quanto antes 

 0 ( ) Me cuido do mesmo jeito que antes 

 

 28. Você se sente inquieto(a), como se não pudesse ficar parado(a) em lugar nenhum? 

 3 ( ) Sim, demais 

 2 ( ) Bastante 

 1 ( ) Um pouco 

 0 ( ) Não me sinto assim 

 29. Você fica esperando animado(a) as coisas boas que estão por vir? 

 0 ( ) Do mesmo jeito que antes 
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 1 ( ) Um pouco menos do que antes 

 2 ( ) Bem menos do que antes 

 3 ( ) Quase nunca 

 

 30. De repente, você tem a sensação de entrar em pânico? 

 3 ( ) A quase todo momento 

 2 ( ) Várias vezes 

 1 ( ) De vez em quando 

 0 ( ) Não sinto isso 

 

 31. Você consegue sentir prazer quando assiste a um bom programa de televisão, de rádio ou 

quando lê alguma coisa? 

 0 ( ) Quase sempre 

 1 ( ) Várias vezes 

 2 ( ) Poucas vezes 

 3 ( ) Quase nunca 

 

CÂNCER 

32. Já teve algum tipo de câncer? 

( ) sim ( ) não 

 Há quanto tempo? 

 

33. Alguém da sua família já teve câncer? 

( ) sim ( ) não 

 Quem:__________________ Há quanto tempo?___________________ 

 

Outras observações:_________________________________________________________ 
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APÊNDICE D – QUESTIONÁRIO PARA CONTROLES SAUDÁVEIS 

  

QUESTIONÁRIO APLICADO AOS CONTROLES SAUDÁVEIS 

 

1) Você tem ou já teve alguma doença hepática (no fígado)?  

a. Não  

b. Sim ( ) hepatite viral (hepatite A, B ou C)  

( ) esteatose hepática (gordura no fígado)  

( ) cirrose  

( ) outra: ____________________  

 

2) Você está tomando antibiótico ou teve infecção nos últimos 7 (sete) dias?  

a. Não  

b. Sim  

 

3) Você está tomando medicamento imunossupressor? Ex: Azatioprina (Imuram), 

Tacrolimo (Prograf, Tarfic e Tacrofort), Ciclosporina (Sandimmum e Sigmasporim), 

Prednisona (Meticorten, Artinizona, Corticorten, Flamacorten, Predson, Prednax, Prednis, 

Predcort e Precortil), Micofenolato de sódio (Myfortic), Micofenolato mofetil (Cellcept), 

Everolimo (Certican), Sirolimo (Rapamune).  

a. Não  

b. Sim  

 

4) Você tem diabetes?  

a. Não  

b. Sim  

c. Não sei  

 

5) Você tem alguma doença autoimune ou doença inflamatória crônica? (ex: artrite 

reumatoide, lúpus eritematoso sistêmico, doença celíaca, esclerose múltipla, doença de Crohn, 

asma e sinusite crônica)  

a. Não  
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b. Sim  

c. Não sei  

 

6) Você está se sentindo gripado/resfriado (a) ou com febre?  

a. Não  

b. Sim  

 

Fonte: autora e colaboradores (2018). 
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