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RESUMO

O termo pesticida € usado para denominar uma ampla variedade de produtos
quimicos utilizados para destruir ervas daninhas, insetos e fungos. No Brasil, o
uso de pesticidas na agricultura vem se ampliando de forma continua e,
consequentemente, a analise sobre os efeitos deste tipo de exposicao
ambiental comega a documentar um perfil epidemiolégico da distribuicdo de
cancer tanto em populagbes ocupacionalmente expostas a estes agentes
quimicos, como na populagdo geral indiretamente afetada por contaminagao
alimentar e dos recursos hidricos. Os possiveis efeitos toxicos de tais
exposi¢cdes ainda sao desconhecidos e as informagbes da toxicidade
relacionada apenas aos ingredientes ativos ndo sao suficientes para avaliar o
risco dos efeitos adversos dos pesticidas a saude humana e ambiental. Os
trabalhadores expostos a pesticidas, quando comparados ao grupo controle,
tiveram aumento de 8 vezes mais micronucleos e 20 vezes mais células
binucleadas e maior dano ao DNA avaliado pelo ensaio cometa, em relagdo ao
grupo controle (p<0,0001), como demonstrado pelo teste t e andlises de
regressao linear simples. Nesse estudo, variaveis como tabagismo, consumo
de Aalcool, idade, sexo, tempo de exposicdo e tipo de pesticida nao
influenciaram o aparecimento de danos genéticos. Entretanto, houve aumento
de micronucleos em trabalhadores que nao utilizavam equipamentos de
protecao pessoal (p=0,006). Assim, a exposigcao a pesticidas, independente do
tempo e tipo de agente utilizado, pode causar genotoxicidade e mutagenicidade
aos individuos que os manipulam.

Palavras-chave: pesticidas, micronucleo, cometa, mutagenicidade e

genotoxicidade.
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ABSTRACT

The term pesticide is used to refer to a wide variety of chemicals used to Kill
weeds, insects and fungi. In Brazil, the use of pesticides in agriculture has been
expanding continuously, and therefore the analysis of the effects of this type of
environmental exposure begins to document an epidemiological profile of the
distribution of cancer in both populations occupationally exposed to these
chemicals as in the general population indirectly affected by contaminated food
and water resources. The possible toxic effects of such exposures are unknown
and the information related only to the toxicity of active ingredients are not
sufficient to assess the risk of adverse effects of pesticides on human health
and the environment. Workers exposed to pesticides when compared with the
control group showed increased 8 times more micronucleus and 20 times more
binucleated cells and increased DNA damage measured by comet assay.
Variables such as smoking, alcohol consumption, age, sex, duration of
exposure and type of pesticide did not affect the appearance of genetic
damage. However, there was an increase of micronucleus in workers who did
not use personal protective equipment. Pesticide exposure can cause

genotoxicity and mutagenicity to individuals who deal with such agents.

Keywords::pesticides, micronuclei, comet assay, mutagenicity and

genotoxicity.



1. INTRODUCAO

Desde os primordios da civilizagdo, o homem tem continuadamente se
esforcado para melhorar sua condicdo de vida. Seu esforgco para aumentar a
producdo em quantidades suficientes de alimentos contrapds as devastagoes
causadas pelas pragas, dando origem, entdo, aos compostos denominados de
agroquimicos, incluindo fertilizantes e agrotéxicos (Silva & Fay, 2004).

O termo pesticida é usado para denominar uma ampla variedade de
produtos quimicos utilizados para destruir ervas daninhas (herbicidas), insetos
(inseticidas) e fungos (fungicidas). O contato do ser humano com estes
produtos decorre principalmente do seu amplo uso na agricultura, horticultura,
reflorestamento e manuseio no processamento secundario dos pesticidas nas
industrias (McDuffie et al., 2001).

O consumo de agrotéxicos cresce de forma correspondente ao avango
do modelo do agronegodcio, que concentra a terra e utiliza grande quantidade
de venenos para garantir a produgcao em escala industrial (SINDIAGRI, 2011).
Nesse quadro, os agrotdxicos de uso agricola ja ocupam o segundo lugar no
registro de intoxicagdes, com 5645 casos humanos documentados em 2009
(SINITOX, 2009).

Atualmente, o Brasil esta em quarto lugar entre os dez principais paises
que representam 70% do mercado mundial de agrotoxicos e, entre os anos de
1964 a 1991, o consumo nacional aumentou 276%, sendo o aumento da area
plantada de 76% (Gonzaga & Blank, 2005).

A exposicdo a pesticidas tanto ocupacionalmente e ambientalmente
provoca uma série de problemas a saude humana. Estima-se cerca de 10 mil
mortes por ano devido ao uso de pesticidas quimicos em todo o mundo, sendo
que cerca de 75% destes ocorrem nos paises em desenvolvimento (Chitra et
al., 2006)

Geralmente a exposi¢ao ocupacional dos trabalhadores agricolas ocorre
por falta de informacao ou por falta de recursos. Desta forma, os equipamentos
de protecao individual (EPI's) tendem a n&o ser utilizados no momento do
preparo e utilizagdo dos agrotoxicos, até porque nem sempre estdo adequados
a realidade e ao clima que os trabalhadores brasileiros enfrentam. Apesar da

obrigatoriedade do fornecimento de equipamentos de protegdo, como luvas e



perneiras (NR4, 1978), nem todos os empregadores rurais as observam.
Mesmo quando estes equipamentos estdo disponiveis, a inadequacido dos
mesmos acaba constituindo em outras cargas laborais. Os EPI’'s em geral sado
confeccionados com material ndo adequado ou que ndo apresentam muitas
opc¢des de tamanho, acabam se tornando obstaculos para o trabalhador, antes
de serem instrumentos de seguranga, pois podem atrapalhar os movimentos
requeridos durante o trabalho, prejudicando a sua produtividade. (Peres &
Moreira, 2007) Outro agravante desse processo € que, devido ao ritmo do
trabalho, o desgaste desses equipamentos durante a safra € grande. Apesar
disto, geralmente, ndo séo fornecidos equipamentos em numero suficiente para
a reposicao no decorrer da safra, ficando sob a responsabilidade do
trabalhador a aquisicdo de novos equipamentos, quando necessario (Alessi &
Navarro, 1997).

A contaminagdo ocupacional aos pesticidas se caracteriza pela
contaminagao dos trabalhadores que manipulam essas substancias. Esta
contaminagdo € observada tanto no processo de formulagdo (mistura e/ou
diluicdo dos agrotoxicos para o uso) quanto no processo de utilizagado
(pulverizagédo, auxilio na condugcdo das mangueiras dos pulverizadores e
descarte de residuos e embalagens contaminadas, etc.) e na colheita (onde os
trabalhadores manipulam/entram em contato com o produto contaminado).
Embora atinja uma parcela mais reduzida da populacéo (os trabalhadores
agricolas ou guardas de endemias, por exemplo — que manipulam estes
produtos em seu processo de trabalho), esta via é responsavel por mais de
80% dos casos de intoxicagdo por agrotoxicos, dada a intensidade e a
frequéncia com que o contato entre este grupo populacional e o produto é
observado (Moreira et al., 2002).

A notificagdo e a investigagdo das intoxicagdes por agrotéxicos ainda
sdo muito precarias no Brasil. Dificuldades de acesso dos trabalhadores rurais
aos centros de saude e diagndsticos incorretos sao alguns dos fatores que
influenciam a falta de registro dos casos e, que na maioria dos estados
brasileiros, estes agravos ndo sao de notificagdo compulsoria aos sistemas de
vigilancia epidemioldgica e/ou sanitaria (Peres & Moreira, 2007).

No caso de trabalhadores agricolas com exposigdo ocupacional aos

pesticidas, afecgdes do trato reprodutivo masculino tém aumentado nos ultimos



cinquenta anos, incluindo a incidéncia de cancer testicular. Em consequéncia
de tal exposigdo, os filhos desses individuos podem apresentar algumas
anomalias congénitas, como a hipospadia e o criptorquidismo. No Brasil, o uso
de pesticidas na agricultura vem se ampliando de forma continua e,
consequentemente, a analise sobre os efeitos deste tipo de exposi¢cao
ambiental comeca a documentar um perfil epidemiolégico da distribuicdo de
cancer tanto em populagbes ocupacionalmente expostas a estes agentes
quimicos, como na populacédo geral indiretamente afetada por contaminagao
alimentar e dos recursos hidricos (Santos et al., 2008).

Os possiveis efeitos tdxicos de tais exposi¢des ainda sdo desconhecidos
e as informagdes da toxicidade relacionada apenas aos ingredientes ativos nao
sao suficientes para avaliar o risco dos efeitos adversos dos pesticidas a saude
humana e ambiental. Em relagdo a genotoxicidade, a determinagcéo das
alteracbes genéticas nos individuos expostos aos pesticidas pode ser utilizada
como marcador de efeito biolégico precoce fornecendo um quadro geral da
exposi¢cao genotoxica aos pesticidas (Falck et al., 1999).

Varios estudos relatam os efeitos prejudiciais dos agrotdéxicos na saude
humana. No entanto, no Estado de Goias, ainda ndo ha pesquisas que tenham
utilizado varias classes de marcadores genéticos, em trabalhadores agricolas,
ocupacionalmente expostos a agentes quimicos. Dessa forma, o presente
estudo se propde a avaliar o efeito biolégico da exposicdo ocupacional aos
agrotoxicos sobre o patriménio genético dessa classe de trabalhadores,
podendo contribuir para se compreender os riscos de agravo a saude humana
decorrente da exposi¢ao individual, fornecendo subsidios para reforcar a
necessidade da adesao do trabalhador as condigdes de seguranga ocupacional
que visam a manutencdo da saude fisica e a protecdo contra o
desenvolvimento das doengas ocupacionais. Assim, compreender os aspectos
biolégicos subjacentes a exposi¢cao do sistema celular humano aos agrotoxicos

permitira uma maior protecdo da saude de trabalhadores agricolas.



2. REVISAO DA LITERATURA

A utilizagao dos agrotoxicos na agricultura iniciou-se em 1920, época em
que eram pouco conhecidos do ponto de vista toxicologico. Durante a Segunda
Guerra Mundial foram utilizados como arma quimica, tendo seu uso se
expandido enormemente a partir de entdo, chegando a serem produzidos, em
escala industrial, dois milhdes de toneladas de agrotéxicos por ano. No Brasil
0 uso dos agrotoxicos se intensificou a partir de 1960 (OPAS, 1997).

No mundo, a exposigao dos individuos a agentes quimicos € cada vez
mais comum, devido a disseminacdo de substancias como: produtos quimicos
industriais, farmacos, pesticidas, metais pesados e poluentes do ar. Muitas
dessas substancias apresentam efeitos prejudiciais a saude. Neste sentido,
diversas iniciativas voltadas para a realizagcado de estudos epidemiolégicos vém
sendo desenvolvidas com o objetivo de se determinar a magnitude da
associagao entre a exposicao a uma substancia quimica especifica e seus
efeitos na saude dos individuos expostos, como € o caso dos pesticidas
(Santos et al., 2008).

A aplicacao indiscriminada de agrotdxicos afeta tanto a saude humana
quanto ecossistemas naturais. Os impactos na saude podem atingir tanto os
aplicadores dos produtos, os membros da comunidade e os consumidores dos
alimentos contaminados com residuos, mas, sem duvida, a primeira categoria
a mais afetada por estes (Soares et al., 2003). Os efeitos da exposicdo em
curto prazo tém sido bem documentados. Pequenas quantidades de alguns
desses quimicos podem levar a morte, perturbar os horménios e reduzir a
habilidade de uma reprodugao bem — sucedida além de terem sido associados
com canceres especificos (Alavanja et al. 2004).

Em 1990, a Organizagdo Mundial da Saude (OMS) estimou que
mundialmente ocorreriam cerca de trés milhdes de intoxicagbes agudas por
agrotoxicos com 220 mil mortes por ano. Das quais cerca de 70% ocorreriam
em paises em desenvolvimento. No Brasil, ndo dispomos de dados que reflitam
a realidade do numero de intoxicagdes e mortes por agrotoxicos, porém estima-
se que este seja um problema grave, uma vez que somos um dos maiores

consumidores mundiais e, muitas vezes, requisitos basicos de seguranga para



a aplicagdo, armazenamento a disposi¢cao final dos mesmos nao sao
respeitados (OPAS, 1997).

De acordo com a Organizagao das Nagdes Unidas para a Agricultura e
Alimentacédo (FAO), o Brasil € o quarto maior consumidor mundial de
agrotoxicos (Peres & Moreira, 2007). Estudos realizados no Brasil tém
mostrado uma enorme quantidade de problemas de saude relacionados com o
manejo de agrotoxicos, alguns desses estudos mostram a baixa adesao aos
equipamentos de protecao individual, um dos principais fatores que influencia
diretamente na vulnerabilidade dos trabalhadores rurais frente aos efeitos
nocivos do uso de agrotéxicos nos processos produtivos rurais (Chester et al.,
1993).

2.1 Agrotoxicos

O termo agrotoxico € usado no seu mais amplo sentido, sendo qualquer
composto manufaturado utilizado na agricultura visando prevenir ou reduzir
efeitos adversos de pragas, com o objetivo final de aumentar a produgédo das
culturas, aumentar a qualidade e reduzir custos de m&o de obra (Silva & Fay,
2004).

Os agrotéxicos sao divididos em diferentes classes, dentre as trés
principais encontram-se os inseticidas, fungicidas, herbicidas. Ha ainda os
rodenticidas, moluscicidas, acaricidas, algicidas e larvicidas. Ou ainda
classificados a partir de seus principios ativos, tais como: organofosforados,
carbamatos, piretréides, organoclorados, dietilditiocarbamatos, bipiridilos,
acidos fenoxiacéticos, cloros e nitrofendis e outros, como cumarinas, brometo
de metila etc. (Chaves, 2007).

Entretanto, A Organizagdo Mundial da Saude (WHO, 2010), sugere a
classificacdo dos pesticidas quanto ao risco a saude, baseados na dose letal
de 50% (DL50) da populacéo de ratos tratados por via oral ou dérmica (em

mg/kg de peso vivo), sendo assim classificados no quadro 1.



QUADRO 1- Classificagao dos pesticidas pela Organizagédo Mundial da Saude

DL 50 para ratos
(mg/kg de peso vivo)
. . Oral Dérmica
Classe Toxicidade Solidos Liquidos Solidos Liquidos
la Extremamente téxico <5 <20 <10 <40
Ib Altamente téxico 5-50 20-200 10-100 40-400

Il Moderadamente toxico| 50-500 | 200—-2000 | 100 — 1000 400 —4000

1] Levemente toxico > 500 > 2000 >1000 > 4000

*FONTE: OMS (2010)

As fungdes basicas dos agrotoxicos na agricultura incluem a elevagao da
produgdo com aumento da produtividade, a melhoria da qualidade dos
produtos e reducdo de custos. Sem duvida esses objetivos foram alcangados
nas ultimas décadas. No entanto, o uso indiscriminado e pouco criterioso de
agrotoxicos trouxe e continua trazendo problemas muito sérios para o ambiente

e a saude humana (Coutinho et al., 2005).

2.2 Pesticidas Como Agentes Genotoxicos

Os pesticidas sao classificados como carcindgenos completos por serem
genotoxicos e modificarem qualitativa e quantitativamente a informacao
genética celular (Trosko, 2001). Em altas doses, causam toxicidade e
proliferacdo celular, aumentando a replicacdo do DNA e influenciando a
atividade carcinogénica. Entretanto, o surgimento da célula neoplasica e a
localizagdo tumoral dependerdo principalmente da via de absorgdo (e
metabolizacdo), de alguns fatores ambientais e dos fatores inerentes ao
individuo (Santos et al., 2008).

Estudos de monitoramento genético apontam que trabalhadores
expostos aos pesticidas possuem dano genético associado a altos niveis de

exposi¢cao e uso intensivo, devido a ma utilizacdo e falta de mecanismos de




controle. Além disso, a extensdo do efeito genotdxico pode ser influenciada
pela dose e duracdo da exposicdo a produtos quimicos altamente reativos
(Bolognesi & Morasso, 2000). Nesse contexto, os pesticidas também podem
alterar o funcionamento de diversos sistemas, como o enddcrino (McKinlay et
al., 2008).

2.3 Testes de Genotoxicidade

2.3.1 Ensaio cometa

O ensaio cometa € utilizado para detectar lesbes genémicas que, apds
serem processadas, podem resultar em mutacao. Diferente das mutacgodes, as
lesbes detectadas pelo teste do cometa sdo passiveis de corregdao. Uma vez
que danos no DNA sao frequentemente célula e tecido especificos, uma
metodologia como o ensaio do cometa que permite a detecgdo de danos e seu
reparo em uma unica ceélula, e consequentemente, em determinada
subpopulagao celular, é de extrema relevancia para a avaliagdo de compostos
genotoxicos. O ensaio do cometa consiste na lise celular, relaxamento do DNA
e eletroforese, sendo possivel observar apos coloragdo, os fragmentos de DNA
provindos da quebra causada pelo agente xenobidtico, que, ao serem
submetidos a eletroforese “correm” formando uma cauda (Collins et al., 1995).

O teste do cometa também é conhecido como SCGE (single cell gel
electrophoresis) e foi introduzido primeiramente por Ostling & Johanson em
1984 como uma técnica micro-eletroforética para visualizagao direta de danos
no DNA em células individuais. Desde a sua introdugdo, o teste sofreu
algumas modificacées dentre a mais notavel, destaca-se a versdo alcalina, a
qual a corrida eletroforética é realizada em pH>13 devido ao elevado pH, a
dupla fita do DNA se desnatura e consequentemente, possibilita avaliar
também quebras de fita simples além de sitios alcali-labeis que sao
suscetiveis a altos pHs, rompendo a ligacdo fosfodiéster do esqueleto do
DNA, gerando quebras de fitas simples e/ou duplas. Contudo, essas lesdes
primarias sado passiveis de reparo e podem ou ndo resultar em alteragdes

genéticas (Collins et al., 1997).



Durante a ultima década, o teste tem sido extensivamente utilizado
para a avaliacdo e identificacdo de atividades genotdxicas ou protetoras de
diversos compostos quimicos. Além disso, o teste também & muito util para
avaliacao de risco de populagdes ocupacional ou ambientalmente expostas a
diversos xenobioticos (Fairbairn et al., 1995)

Este teste possui vantagens como simplicidade, rapidez e relativo
baixo custo, além de diferir de outros ensaios que detectam danos no DNA
por requerer ceélulas viaveis, mas nao em divisdo, permitindo assim, sua
aplicagcdo a qualquer tipo de tecido dos quais células vivas possam ser
obtidas. Além disso, o fato do ensaio possibilitar o acesso as quebras do DNA
de uma unica célula, poucos milhares de células (de 1 a 10.000 células)

sdo suficientes para sua realizagédo (Gontijo & Tice, 2003).

2.3.2 Teste do micronucleo

O micronucleo (MN) é formado durante a mitose por cromossomos ou
fragmentos de cromossomos que nao foram incorporados ao nucleo durante
este processo, sendo o MN um nucleo adicional e separado do nucleo
principal. A sua formagao ocorre devido a alteracées espontaneas na estrutura
do cromossomo ou a fatores ambientais (Fenech et al., 1999).

O teste do micronucleo permite identificar um aumento na frequéncia de
mutagdo em células, que sdo expostas a diferentes agentes genotoxicos.
Diversos estudos comprovaram a eficacia do teste do micronucleo como

indicador de danos citogenéticos em células do epitélio de revestimento oral,



onde, um aumento da frequéncia de micronucleos na mucosa oral, € indicativo
de elevacdo das taxas de mutacao e esta relacionada ao desenvolvimento de
carcinomas da mucosa oral (Carvalho et al., 2002) e também pelo epitélio oral
estar em constante contato com agentes ambientais (genotodxicos), portanto é
um sitio alvo importante para substéncias toxicas inaladas ou ingeridas
(Carrard et al., 2009).

O teste do micronucleo é considerado um procedimento rapido, barato,
nao invasivo e permite o monitoramento de danos genéticos em populagdes
humanas (Ceppi et al., 2010).

O uso de biomarcadores que determinem relagcdes entre a exposi¢ao a
contaminantes genotoxicos e o aumento do risco em individuos e
populagdes pode ser um meio para diminuir os danos a saude (Chaves,
2007; Maijer et al., 2001).

As principais vantagens do teste do micronucleo em relagdo ao da
anadlise de aberragbes cromossbmicas sdo simplicidade e rapidez com a
mesma sensibilidade (Kliesch & Adler, 1980). Além disso, o micronucleo pode
ser visualizado durante a interfase quando um numero ilimitado de células &
contado. Os micronucleos formados durante a divisdo celular persistem pelo
menos, até a interfase seguinte, de modo que a fase de coleta do material é
menos critica e a freqiéncia espontdnea de micronucleos € baixa e quase
uniforme nas diferentes espécies; também, ndo € necessario um caribtipo
favoravel para a analise. O micronucleo ¢é facilmente reconhecido em
analise citogenética e permite avaliar efeitos clastogénicos e aneugénicos
(Heddle et al., 1983), tornando-se prioritario em analise epidemioldgica de
mutagenicidade. O teste do micronucleo também pode ser utilizado para
monitorar individuos ocupacionalmente expostos a agentes genotoxicos,
apontando para a necessidade de implementacdo de medidas de segurancga

e remanejamento de tarefas.
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3. OBJETIVOS E METAS

3.1. Objetivo Geral

Realizar analises de genotoxicidade e mutagenicidade em trabalhadores
de cooperativas agricolas de municipios goianos, expostos ocupacionalmente a

pesticidas, a fim de verificar provaveis alteragdes genéticas e gendmicas.

3.2. Objetivos Especificos

- Avaliar provaveis danos ao DNA dos trabalhadores pelo ensaio
cometa;

- Avaliar o potencial mutagénico dos agrotéxicos em trabalhadores rurais
pela técnica de micronucleo;

- Analisar o tempo e os tipos de agrotoxicos mais utilizados pelos
trabalhadores rurais por meio de um questionario de estilo de vida;

- Realizar um levantamento do uso de EPI's e correlacionar com a
frequéncia das alteragdes encontradas;

- Associar habitos sociais e dados clinicos dos trabalhadores agricolas

com as alteracdes encontradas.
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4. METODOLOGIA

4.1. Delineamento do Estudo

Trata-se de um estudo do tipo caso-controle, delineado para avaliar o
efeito do uso crbnico de pesticidas, em trabalhadores rurais, com relacdo a
freqUéncia de micronucleos e células binucleadas, além de danos gendmicos,
quando comparados com um grupo controle. O estudo foi conduzido no Nucleo
de Pesquisas Replicon (NPR) do Departamento de Biologia da Pontificia
Universidade Catdlica de Goias, em parceria com o LaGene — Laboratério de
Citogenética Humana e Genética Molecular do Laboratério de Saude Publica
Dr. Giovanni Cysneiros da Secretaria de Saude do Estado de Goias. O
presente estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa com Seres

Humanos da PUC Goias, com o protocolo de numero 1978/2011(Anexo ).

4.2. Grupo Amostral

Para essa pesquisa, foram avaliados 41 trabalhadores rurais com
historico de exposicdo ocupacional a pesticidas. Esses trabalhadores foram
selecionados em nove municipios do Estado de Goias, como demonstrado na
figura 1.

Os individuos foram escolhidos aleatoriamente e as amostras obtidas
voluntariamente, de acordo com o termo de consentimento livre e esclarecido
(Anexo Il). Dados como sexo, idade, estado civil, numero de filhos, tabagismo,
etilismo, tipo de agricultura, fungédo ocupacional, tempo de contato com
pesticida, tipo de pesticida utilizado e eventos de intoxicagao, foram obtidos por
meio da aplicagdo de um questionario (Anexo Ill), no momento da coleta de
material bioldgico.

As entrevistas e as coletas das amostras biolégicas (sangue e raspado
de células da mucosa oral) foram realizadas nos municipios indicados (Figura
1) e também nas Centrais de Abastecimento (CEASA — GO) de Goiania e

Anapolis. Como grupo controle, foram selecionados 32 homens goianos que
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apresentaram as mesmas condi¢cdes soécio-ambientais que os trabalhadores

rurais e que nunca sofreram exposicao a pesticidas.

B Goias
[ ] Abadia de Goias
I Bela Vista de Goias

g
{J
[] Bonfinépolis g oo

[ | Goiania T
Bl Goianapolis

[ Leopoldo de Bulhdes 5 r}&i

] Nerépolis S

[ Turvania %

Bl Anapolis W—%E o 135 270 'L_x
Km
: ?

Figura 1— Mapa ilustrativo dos municipios do Estado de Goias, nos quais foram
realizadas as coletas de material biolégico, dos trabalhadores rurais envolvidos
nessa pesquisa.

4.3 Ensaio Cometa

Para a realizacdo do ensaio cometa, as laminas foram preparadas com
uma pré-cobertura de agarose “Normal Melting” a 1,5%. Foram coletados 10 pL
de sangue de cada individuo e diluidos em 1ml de tampdo PBS em tubo
plastico tipo eppendorf de 2 ml. Em seguida foram retirados 10 uL desta
solucao e embebidos em 120 uL de agarose “Low Melting Point” a 0,5%, a qual
estava em banho Maria a 37°C. Essa mistura foi colocada em l|amina
preparada com a pré-cobertura de agorose “Normal Melting” 1,5% e coberta
com uma laminula. As laminas foram colocadas na geladeira a 4°C durante

dois minutos para que houvesse a solidificacdo do material. Apds esse tempo
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as laminulas foram retiradas e as laminas entdo foram imersas em tampao de
lise por até 24 horas.

Apds 24 horas as laminas foram retiradas da lise e colocadas em uma
cuba horizontal de eletroforese, incubadas em tampao alcalino deixando
descansar por 30 minutos. A corrida eletroforética foi realizada por 25 minutos,
a 25 volts e 300 Amps. A neutralizagao foi feita com uma solugao Tampao Tris
a 0,4 M (pH 7,5) por trés vezes, durante 5 minutos.

Apds a neutralizagdo essas laminas foram lavadas duas vezes com
agua destilada e colocadas para secar na posicao inclinada. A fixacao foi feita
com etanol absoluto por 5 minutos e o DNA foi corado com 20 uL da solugao
de brometo de etidio a 10 ng/ul. Apds a fixacdo a laminula foi novamente
colocada sobre a lamina deixando descansar por aproximadamente 5 minutos.
Apos esse tempo essas laminas foram analisadas sob microscopia de
epifluorescéncia, utilizando um conjunto de filtros de excitagcdo 515-560 nm,
para fluorescéncia vermelha. Os nucleos das células foram visualizados
utilizando a objetiva de 10X e a imagem fluorescente foi captada utilizando o
“software” ISIS®.

Foram analisadas duas laminas para cada individuo e foram contadas,
ao todo, 100 células por individuo, as quais foram avaliadas com o auxilio do
programa “Comet score” versdao 1.5 no qual foram analisados quatro
parametros relacionados a danos gendmicos:

e Comprimento da cauda do cometa (CC)
e Porcentagem de DNA na cauda (PDCA): pode ser calculada com a

formula

% DNAT = 100 DNA~

( DNAT + DNAy)

DNAy- Porcentagem de DNA na cabeca
DNA7- Porcentagem de DNA na cauda

e Momento da cauda de Olive (COM), Mr: é o produto do comprimento da
cauda e da fracdo de DNA na cauda (DNAT) podendo ser calculado com

a férmula Myt = I+ . %DNA+, na qual F/=Comprimento da cauda
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e Momento da cauda do cometa (MC).

4.4 Teste de Microntcleo

A coleta de células da mucosa oral dos trabalhadores rurais foi realizada
por meio de um abaixador de lingua, retirando-se a amostra do epitélio jugal
direito e esquerdo, apés um enxague bucal realizado com agua, com a fungao
de retirar material bruto que pudesse constituir um artefato no momento da
analise microscopica.

As células de todos os individuos foram coletadas de sitios da mucosa
oral com auséncia de ulceragdes e outras lesdes visiveis. Foram excluidos os
que apresentaram doencas bucais visiveis.

O raspado com células da mucosa oral foram espalhadas sobre as
laminas devidamente limpas com alcool 99,5°GL. O esfregaco foi
confeccionado a temperatura ambiente, sendo posteriormente fixado em alcool
a 99,5°GL por 15 minutos.

A hidrdlise foi realizada num titulo de 1:10 (10%), usando-se 20mL de
acido cloridrico (HCL) e 200mL de agua destilada (H,Od). O volume indicado
foi suficiente para 10 Iaminas. As laminas foram deixadas na solugédo de HCL
10% por 2 minutos, a temperatura ambiente e em seguida por 6 minutos no
banho-maria a 60°C. Logo as laminas foram levadas de volta a temperatura
ambiente por 2 minutos novamente.

Ap6s a hidrolise as laminas foram mergulhadas em solugdo de fucsina
basica por 15 minutos ao abrigo da luz e logo depois, enxaguadas levemente
com agua para retirar o excesso de corante. Em seguida, as laminas foram
levadas a solugdo de Fast Green por 10 segundos. Passado esse tempo as
ldminas foram enxaguadas com alcool a 70%.

A analise foi feita por microscopia 6ptica normal, com aumento de 10x e
40x, que consistiu de uma avaliagdo de no minimo 1000 células de cada
duplicata da amostra.

As amostras foram processadas conforme o protocolo descrito por Souto
et al., 2010.
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Foram avaliadas as células e os micronucleos de acordo com os

seguintes critérios:

Perimetro redondo que sugere uma membrana;

Ter menos que um tergo do didmetro do nucleo principal, mas grande o
suficiente para discernir a forma e a cor;

Feulgen positivo, coloragado rosa em um campo iluminado;

Intensidade de coloragao similar ao do nucleo;

Textura similar ao do nucleo;

Mesmo plano focal que o nucleo;

Auséncia de sobreposicao, ou ligagao com o nucleo.

Além disso, outras alteragbes nucleares que indicam danos no DNA,

como a quantidade de células binucleadas também foram analisadas (Figura

2).

Figura 2 - A) Micronucleo (seta); B) Célula binucleada (seta)
Fonte: Nucleo de Pesquisas Replicon/PUCGO

4.5 Analise Estatistica

Os habitos de vida do grupo exposto, assim como a idade, numero de

filhos e demais variaveis, coletadas com a aplicagéo do questionario (anexo lIll)

foram plotados em planilhas do excel, sendo correlacionadas com as

frequéncias de micronucleo, frequéncias de céulas binucleadas e com os

danos gendmicos, avaliados pelo ensaio cometa. Nessas analises foram

verificadas se a frequéncia de micronucleo e de células binucleadas, assim

como os danos genbmicos, estariam associados com o uso crénico de
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pesticidas. Além disso, foi verificado se o tabagismo, etilismo e o tempo de uso
dos pesticidas também seriam capazes de aumentar os indices de dano ao
genoma dos trabalhadores, quando comparados com o grupo controle. As
analises incluiram estatistica descritiva, teste t e Regresséo Linear Simples.
Todos os testes foram conduzidos com nivel de significancia de p < 0,05 e
intervalo de confianga de 95%, com o uso do programa BioEstat 5.0 (Ayres et
al.,2003).



5. RESULTADOS

5.1 Distribuicdo do Grupo Amostral
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A selecao dos trabalhadores que compuseram este estudo foi feita em

nove municipios goianos, conforme descrito na tabela abaixo (Tabela 1).

Tabela 1- Distribuicdo do grupo amostral por municipio

Quantidade de Porcentagem

Municipio
trabalhadores (n) (%)
Abadia de Goias 3 7,32
Anapolis 1 2,44
Bela Vista de Goias 10 24,39
Bonfinépolis 1 2,44
Goianapolis 3 7,32
Goiania 1 2,44
Leopoldo de Bulhdes 1 2,44
Nerdpolis 1 2,44
Turvania 20 48,78

5.2 Principais Atividades Agricolas dos Municipios Amostrados

Informacdes

referentes as atividades agricolas dos municipios

amostrados foram obtidas a partir dos dados contidos na pagina eletrénica do

Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE, 2012) e encontram-se no

quadro 2.

QUADRO 2- Principais atividades agricolas desenvolvidas nos municipios dos
trabalhadores entrevistados

Municipio

Lavouras Permanentes

Lavouras Temporarias

Abadia de Goias

Nao informado

Arroz, mandioca, milho, soja e
tomate

Anapolis

Banana, café, coco-da-baia,
laranja, maracuja, palmito e

Arroz, cana-de-agucar,
mandioca, milho, soja e tomate

tangerina
Bela Vista de Goids Coco-da-baia, palmito, tangerina Arroz, ca.na-de—ggucar,
uva mandioca, milho, soja e tomate

Bonfinépolis Banana, laranja e palmito Arroz, mandioca, milho e tomate
T . . Arroz, mandioca, milho, soja e
Goianapolis Banana, laranja e tangerina
tomate
A Café, coco-da-baia, laranja, . .
Goiania Cana-de-aglcar e mandioca

limao, palmito e tangerina

Leopoldo de Bulhées

Banana, café, laranja, maracuja
e palmito

Arroz, batata, cana-de-agucar,
feijao, mandioca, milho, soja,
sorgo e tomate

Turvania

Banana

Arroz, cana-de-agucar, feijao,
mandioca, milho, soja e tomate

*FONTE: IBGE (2012).
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5.3. Estatistica Descritiva do Grupo Amostral

As idades e os habitos de vida dos trabalhadores rurais selecionados
para esse estudo podem ser visualizados na tabela abaixo (Tabela 2). O grupo
controle utilizado nesse estudo apresentou a mesma faixa etaria e os mesmos

habitos sociais do grupo exposto.

Tabela 2 - Sexo, ldade e habitos de vida dos 41 trabalhadores rurais
selecionados.

Variaveis N (%)
Sexo
Homens 39 (95,1%)
Mulheres 2 (4,9%)
Total 41 (100%)
Idade (anos)
<25 7(17,1%)
26-50 22 (53,7%)
> 51 12 (29,3%)
Total 41 (100%)
Tabagismo
Fumantes 10 (24,4%)
Nao fumantes 31 (75,6%)
Total 41 (100%)
Etilismo
Etilistas 31 (75,6%)
Nao etilistas 10 (24,4%)
Total 41 (100%)

Quanto ao alimento cultivado, 23 trabalhadores (56,1%), lidavam com
mais de um tipo de alimento, tais como abdbora, arroz, feijao, jilé, maracuja,
melancia, milho, pepino, soja e tomate. O restante dos agricultores trabalhava
em monoculturas de tomate 19,5% (8), soja 9,8% (4), banana 2,4% (1) e
também horta em casa 1,2% (5). As fungdes dos trabalhadores no manuseio
dos pesticidas foram aplicar o produto 9,8% (4), aplicar e manipular 75,6% (31),
manipular 2,4% (1) e sem contato direto com o pesticida 12,2% (5). O tempo de

exposi¢ao dos agricultores aos pesticidas esta descrito na tabela 3.
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Tabela 3 - Tempo de exposi¢ao dos agricultores aos pesticidas

Anos de Exposigao

<1 <10 <20 <30 >30
n 9 6 13 7 6
% 22,0 14,6 31,7 17,1 14,6

O uso de EPIs foi descrito por 56,1%, ou seja, 23 trabalhadores,
enquanto que 18 (43,9%), ndo usavam qualquer tipo de proteg¢do. Ao avaliar a
exposi¢cao aos pesticidas, foi observado que os agricultores estavam expostos
a mais de um tipo de agrotdxico, sendo que alguns trabalhavam expostos a até

seis diferentes produtos (Tabela 4).

Tabela 4 - Quantidade de pesticidas aos quais os trabalhadores selecionados
foram expostos

Quantidade de pesticidas (unidade)

1 2 3 4 5 6 7
n de 18 13 4 1 3 1 1
expostos
0,
% de 43,9 31,7 9,8 24 7,3 24 24
expostos

Os trés principais compostos quimicos descritos pelos trabalhadores

encontram-se na tabela 5.

Tabela 5 - Descrigao dos principais pesticidas a que os agricultores foram
expostos

Principio Ativo Funcgao Classe Classificagao Toxicolégica
Glifosato Herbicida Glifosato Il - Medianamente Toxico
Fenpropatrina Inseticida Piretroide Il - Moderadamente Téxico
Carbofurano Inseticida Metilcarbamato de Ib — Altamente Toxico

benzofuranila

Os demais compostos quimicos relatados foram: acido 2,4-
diclorofenoxiacético, hidroxido de cobre, paration metalico azoxistrobina,
lambda-cialotrina, cloridrato de cartape, clorfenapir, abamectina, acetamidrido,
carbaril, cloridrato de kasugamycina, hexaclorocicloexano, metamidofés,
permetrina, piraclostrobina, profenofds, tiametroxam+lambda-cialotrina e

tiofanato metilico.
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Alguns entrevistados ndo souberam responder qual era a base quimica
dos produtos utilizados, restringindo-se a dizer que trabalhavam com inseticida,
fungicida, herbicida ou usavam varios produtos ao mesmo tempo.

Episddios de intoxicagdo foram descritos por 12 (29,3%) dos
entrevistados, cujos principais sinais foram: dores no corpo e de cabega,
nauseas, vomitos, tonturas, tremores, indisposic¢ao, irritagao, alteracdo da pele
e desmaios. Do total de trabalhadores que relataram sinais de intoxicagao,

apenas 12 (58,3%) néao utilizavam EPIs.

5.4 Ensaio Cometa

Esse ensaio foi realizado em 21 individuos do grupo exposto e nos 32
individuos do grupo controle. Para a avaliagdo do dano genbémico, foram
avaliados 04 parametros, como descrito na tabela 6. As médias e os desvios
padrdo de cada um dos parametros foram obtidos tanto no grupo exposto,

quanto no controle.

Tabela 6 - Avaliagcao do ensaio cometa nos trabalhadores expostos a pesticidas
e grupo controle

CcC PDCA MC MCO

Expostos Média 4.9 5,71 0,18 0,54
Desvio 1,81 1,63 0,13 0,21

Controle Média 3,82 1,13 0,02 0,09
Desvio 2,34 1,25 0,04 0,13

CC= Comprimento da cauda; PDCA= Porcentagem de DNA na cauda; MC= Momento da

cauda; MCO= Momento da cauda de Olive.

Quanto ao parametro comprimento da cauda (CC), o teste t ndo
detectou diferengas estatisticamente significativas entre os grupos exposto e
controle, a um nivel de significancia de 0,05 e intervalo de confianga de 95%
(p=0,2). Ja para o parametro porcentagem de DNA na cauda (PDCA), foram
detectadas diferencgas estatisticamente significativas entre os grupos exposto e
controle, no teste t (p< 0,0001), indicando que os trabalhadores rurais
apresentaram mais danos gendmicos quando comparados com O grupo

controle, conforme demonstrado na figura abaixo (Figura 3).
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Figura 3 - Desvios padrdo dos grupos exposto e controle quanto ao paradmetro
PDCA. UA: unidades arbitrarias; GE: grupo exposto; GC: Grupo controle.

Em relagdo ao momento da cauda (MC), também foram detectadas
diferencgas estatisticamente significativas entre os grupos exposto e controle (p
> 0,0001), também indicando maiores indices de danos gendmicos nos

trabalhadores rurais expostos a pesticidas, desse estudo (Figura 4).

GE MC GCMC

Figura 4 - Desvios padrdo dos grupos exposto e controle quanto ao
parametro MC. GE MC: grupo exposto quanto ao momento da cauda;
GC MC: Grupo control quanto ao momento da cauda.
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Finalmente, para o pardmetro MCO, também foram detectadas
diferengas estatisticamente significativas (p <0,0001) entre os grupos controle e
exposto, indicando mais uma vez, maiores danos gendmicos no grupo exposto,
em relagao aos individuos ndo expostos.

Os individuos etilistas e tabagistas do grupo exposto ndo apresentaram
maiores indices de CC, PDCA, MC e MCO, quando comparados com o0s
expostos nao fumantes, de acordo com o teste t. Nesse contexto, os valores de

p foram de 0,14; 0,12; 0,37 e 0,31, respectivamente.

5.5 Teste de Microntcleo

A distribuicdo de MNs nos grupos exposto e controle pode ser

visualizada na figura abaixo (Figura 5).
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Figura 5 - Distribuicdo dos MNs nos grupos exposto e controle.

No grupo exposto, a frequéncia de MN foi de 0,008, enquanto no grupo
controle, a frequéncia foi de 0,001, indicando que o grupo exposto apresentou,
aproximadamente, 8x mais micronucleos que o grupo controle. Assim, foram
detectadas diferengas estatisticamente significativas entre os grupos, quanto
ao numero de micronucleos, de acordo com o teste t (p < 0,0001).

A distribuicdo de células binucleadas, nos grupos exposto e controle,
pode ser visualizada na figura abaixo (Figura 6), sendo detectadas diferencas
estatisticamente significativas entre os grupos, de acordo com os resultados do

teste t (p< 0,0001). Além disso, a frequéncia de células binuceladas foi de 0,04
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e 0,005, nos grupos exposto e controle, respectivamente, indicando um
aumento de 20x no numero de células binucleadas dos individuos expostos,

em relacido aos controles.
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Figura 6 - Distribuicdo de células binucleadas nos grupos exposto e
controle.

A andlise de regressao linear simples nao detectou diferengas
estatisticamente significativas entre idade e quantidade de micronucleos no
grupo exposto (F = 0,03 e p= 0,86), assim como entre idade e quantidade de
células binucleadas nesse grupo (F = 0,37 e p=0,55). Também n&o foram
detectadas diferencas estatisticamente significativas entre a quantidade de
micronucleo e de células binucleadas quando relacionadas com o tempo de
exposi¢cao ao agrotoxico, com tabagismo e etilismo (p> 0,05).

Com relagdo ao uso de EPI's e quantidade de micronucleos, os
individuos que utilizavam tais equipamentos apresentaram, em média, 7,5 MNs
(variancia de 57%) e os que nao utilizavam, apresentaram, em média, 12,1
MNs (variancia de 130%) (Figura 7). Nesse sentido, o teste t demonstrou um p
de 0,06 quando os dois grupos foram comparados, indicando que o uso de
EPI’s, pode ter um efeito protetor contra agentes mutagénicos e genotoéxicos, a

6%. No entanto, essa tendéncia ndo foi observada ao se comparar a
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quantidade de células binucleadas entre os que utilizavam ou ndo EPI's (p=
0,12).

ks =

20—+

Cluantidade de MN

10—+

Uso de EPl's

Figura 7 - Associagéo entre a quantidade de MN e o uso de EPI's. A esquerda:
com EPI’s; a direita: sem EPI’s.
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6. DISCUSSAO

No periodo de 1999 a 2003 houve um aumento de 27% no numero de
casos e 6% no numero de 6bitos decorrentes de intoxicagdo por agrotoxicos de
uso agricola registrados pelo Sistema Nacional de Informagbes Toxico-
Farmacoldcicas (SINITOX), e considerando todos os tipos de intoxicagdes
(agrotoxicos de uso agricola, doméstico e raticidas) a regido Centro-Oeste
obteve um aumento de 62% no numero de casos registrados (Bochner, 2007).

No presente estudo, 29,3% dos entrevistados relataram episédios de
intoxicacdo, estando de acordo com os dados nacionais, os quais indicaram
que circunstadncias ocupacionais foram responsaveis por 29,1% das
intoxicagdes por agrotéxicos de uso agricola (Bochner, 2007).

Diversos tipos de cancer sao relatados em pessoas expostas a
pesticidas. Ha relatos de doenga de Parkinson em pessoas expostas a glifosato
(Alavanja et al., 2004) e este herbicida foi utilizado com maior frequéncia no
presente estudo e também causou maiores sinais de intoxicagdo, como
evidenciado anteriormente.

Profissionais de saude relatam até uma possivel “endemia de
depressao” em trabalhadores rurais expostos a agrotoxicos (Levigard &
Rozemberg, 2004). No presente estudo diversos sinais neurolégicos foram
relatados pelos agricultores.

Em um estudo na regido Centro-Oeste, Caires & Castro (2002),
relataram que a maioria dos pesticidas utilizados no Municipio de Alta Floresta
(MT), foi classificada como altamente téxica com destaque para os principios
ativos glifosato e acido 2,4-diclorofenoxiacético, resultados semelhante ao
presente estudo.

Entre os trabalhadores rurais de Serra Gaucha (RS), Faria et al. (2004),
observaram que 35% n&o utilizavam nenhum tipo de EPI, e que a adeséo ao
uso era menor entre os trabalhadores mais velhos. Os pesticidas a base de
carbamatos (28%) e glifosatos (16%) foram responsaveis pela maioria das
intoxicagoes, entretanto somente 4% das intoxicagdes foram notificadas ao
SINITOX.

No estado de Goias ha uma preocupagéo relacionada ao uso exagerado

de pesticidas na cultura de tomate. No presente estudo 19,5% dos
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trabalhadores afirmaram trabalhar exclusivamente nesta cultura. Entretanto, o
uso de pesticidas como organofosforados e até mesmo agrotdéxicos nao
recomendados para o tomate podem expor os agricultores a riscos de
intoxicacado (Latorraca et al., 2008), assim como ha relagdo entre exposi¢cao
aos organofosforados e cancer de pulmao (Lee et al., 2004).

Assim como os resultados obtidos neste trabalho, estudos utilizando o
ensaio cometa com material genético de trabalhadores expostos a pesticidas
na Croacia, evidenciaram o aumento de danos genéticos quando comparados
aos controles. Apos o teste, os trabalhadores foram retirados de contato com
pesticidas por seis meses e ao realizar novos testes, foi comprovado que os
danos genéticos permaneciam elevados em relagdo ao grupo controle,
demostrando o caracter cronico da exposicdo a pesticidas (Garaj-Vrhovac &
Zeljezic, 2000). Assim como Juffo et al. (2009) evidenciaram o aumento do
indice e frequéncia de danos genéticos em fumicultores do Rio Grande do Sul,
o tempo decorrido da ultima aplicacédo nao influenciou o resultado do ensaio
cometa.

A exposicado de agricultores a pesticidas, no estado do Piaui, elevou o
indice e frequéncia de danos genéticos (p<0,0001), quando comparada ao
grupo controle, pelo ensaio cometa (Carvalho et al., 2010), assim como
demonstrado nesse estudo, no qual dos 04 parametros de danos analisados,
03 apresentaram maiores indices, em relagdo ao grupo controle. Nesse
contexto, o efeito cumulativo da exposicdo de agricultores a pesticidas pode
resultar em efeito genotoxico (Agopian et al., 2009), como detectado nesse
estudo.

O aumento do numero de micronucleos em floricultores da lItalia esteve
relacionado ao aumento do uso de pesticidas, numero de pesticidas
genotoxicos utilizados (misturas) e tempo de exposigao (Bolognesi et al., 2004),
sendo os pesticidas mais utilizados os organofosforados (39,1%) e carbamatos
(24,4%). No presente estudo o tipo de pesticida néo influenciou a quantidade
de micronucleos ou células binucleadas, mesmo tendo demonstrado um
aumento consideravel, tanto de micronucleos, quanto de células binucleadas
no grupo exposto, quando comparado ao grupo controle (p< 0,0001).

Ao avaliar trabalhadores de cultura de soja pelo teste de micronucleo,

Bortoli et al. (2009), também evidenciaram um aumento no numero de
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micronucleos em trabalhadores expostos a pesticidas (p<0.05), entretanto, o
uso de EPIs néo influenciou o numero de micronucleos, informagéo justificada
pelos autores como uma falha entre o que foi reportado ao estudo e a realidade
das condi¢cbes de trabalho. No presente estudo os trabalhadores que nao
utilizavam EPIs apresentaram, em sua maioria, maior distribuicao de
micronucleos e um aumento de 137% em relagdo aos que usavam EPIs.
Trabalhadores de culturas de soja e milho, da regido de Passo Fundo (RS),
também tiveram aumentos significativos de micronucleos, quanto expostos a
pesticidas (Pacheco & Hackel, 2002).

Em um estudo com trabalhadores rurais em Portugal, a populagéo
exposta a pesticidas obteve um aumento de micronucleos quando comparada
ao grupo controle (p<0,001), e o ndo uso de EPIs, especialmente luvas,
contribuiram para o maior numero de micronucleos nos individuos expostos
aos pesticidas (Costa et al. 2007).

Foram relatados aumentos de micronucleos e células binucleadas em
populacdes residentes em areas contaminadas por pesticidas na Turquia
(Ergene et al., 2007). Assim como em trabalhadores expostos a pesticidas no
México, quando comparados aos controles (Martinez-Valezuela et al., 2009).
Trabalhadores de industrias de pesticidas também estdo altamente expostos a
danos genéticos, evidenciado pelo aumento de micronucleos nesta classe de
profissionais (Sailaja et al., 2006).

No presente estudo fatores como idade, tabagismo, etilismo e tempo de
exposi¢ao aos pesticidas n&o influenciaram na quantidade de micronucleos, de
céulas binucleadas e nos parédmetros relacionados a danos genémicos,
analisados no ensaio cometa, assim como demonstrado por outros grupos
(Bortoli et al., 2009; Carvalho et al., 2010; Costa et al., 2007; Ergene et al.,
2007; Martinez-Valenzuela et al., 2009; Pacheco & Hackel, 2002; Sailaja et al.,
2006).

O fator idade deve ser visto com cautela quando relacionado ao
aumento dos micronucleos, uma vez que a idade contribui como maior causa
de aumento dos mesmos. Em populagdes expostas a pesticidas, o aumento de
micronucleos nos individuos jovens pode estar relacionado mais precisamente

a exposi¢cao quimica que estes sofreram do que individuos senis (Coskun et al.,
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2011). No entanto, esse fator ndo contribuiu para um aumento do numero de
micronucleos, como demonstrando anteriormente.

Nesse contexto, as diferengas entre resultados obtidos, por meio de
monitoramento biolégico, de grupos expostos a pesticidas podem refletir
diferentes condicbes de exposicdo, tais como: magnitude de exposigao,
medidas de protecdo, potencial genotdxico especifico, tipo de cultura, fatores
ambientais, fatores endogenos, formulacdo e potencial de absorcdo do
pesticida, e técnica laboratorial utilizada. Por estes motivos, um estudo
genotoxico desenvolvido em uma condigao de risco ocupacional especifico nao
pode ser extrapolado para outras situagbes em que ocorram riscos genéticos e
ocupacionais envolvidos (Bortoli et al., 2009; Coskun et al., 2011).

Finalmente, a percepcao de risco dos agricultores quando utilizam
agrotoxicos, muitas vezes € negligenciada e pode expor os trabalhadores a
risco intoxicagao (Carvalho & Pignati, 2009), uma vez que muitos deles nao
conseguem interpretar os rétulos e bulas dos produtos (Moreira et al., 2002).
Outro agravante ocorre quando trabalhadores rurais sdo comparados a grupos
maiores de trabalhadores expostos a substanncias de risco, problemas
referentes a agricultores ndo tem sido prioridade das pesquisas na area de
saude, nem destaque nas politicas regulatorias em diversos paises (Blair et al.,
1992). Com a aplicacdo exagerada de produtos quimicos nas lavouras
brasileiras, o uso de pesticidas esta deixando de ser uma questao relacionada
especificamente a producao agricola e se transformando em um problema de

saude publica e preservacao da natureza.
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7. CONCLUSOES

que:

De acordo com os resultados apresentados, essa pesquisa demonstrou

O teste de micronucleo e ensaio cometa sao ferramentas valiosas para
se avaliar danos genéticos em trabalhadores rurais expostos a
pesticidas, uma vez que quando comparados ao grupo controle, os
individuos expostos tiveram aumento de micronucleos e danos no DNA
avaliados pelo ensaio cometa.

Pessoas expostas a pesticidas, independente de fatores como idade,
tabagismo, etilismo, tempo de exposi¢cado e tipo de pesticidas, podem
apresentar danos genéticos.

O uso de equipamentos de protecdo pessoal pode prevenir danos
genéticos em trabalhadores expostos a pesticidas.

Novos estudos devem ser desenvolvidos objetivando esclarecer as

condicoes e fatores de risco para trabalhadores expostos a pesticidas.
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DECLARAGAO

Declaramos para os devidos fins que o Projeto Estudos estocasticos da
exposicdo ocupacional a pesticidas em municipios goianos com intensa
atividade agricola, coordenado pelo (a) pesquisador (a) Carolinne Borges Khayat.
Foi cadastrado no Comité de Etica em Pesquisa da Pontificia Universidade Catélica
de Goias (CEP-SGC/PUC Goias) sob o CAAE 0179.0.168.000-11, em 28/10/2011 e
aprovado em 29/02/2012.

+ CEP-SGC/PUC Goias pode, a qualquer momento, fazer escolha aleatéria
de estudo em desenvolvimento para avaliagdo e verificagdo do
cumprimento das normas da Resolugdo 196/96 (Manual Operacional Para
Comités de Etica em Pesquisa — item 13).

« Informamos que & obrigatéria a entrega do relatério de acompanhamento
da pesquisa, conforme a categoria de pesquisa realizada, em
cumprimento da Resolugdo 196/96 do Conselho Nacional de Saude.

¢ Modelo do relatério de acompanhamento da pesquisa se encontra no site

do Comité de Etica http//www.pucgoias.edu.bricep - modelos
documentos.

Categorias de pesquisa

TCC: Final da pesquisa

Especializagdo: Final da pesquisa

Mestrado: Relatério anual e final

Doutorado: Relatério anual e final

Outros: Relatério anual e final

Prof. Dr. José godﬁgues Zo Carmo Filho

Coordenador do CEP-SGC/PUC Goias
Goiénia, 29 de Fevereiro de 2012.
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ANEXO 11
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO .
ri
o -IE
PUC couis
DADOS DE IDENTIFICACAO

Titulo do Projeto: Estudos Estocasticos da Exposi¢ao Ocupacional a Pesticidas em
Municipios Goianos com Intensa Atividade Agricola

Pesquisadores Responsaveis: Carolinne Borges Khayat e Daniela de Melo e Silva

Eu, , RG
n° ,  Nacionalidade Idade ,
Endereco estou

sendo convidado a participar de um estudo denominado: Estudos Estocasticos da
Exposi¢ao Ocupacional a Pesticidas em Municipios Goianos com Intensa Atividade
Agricola, cujos objetivos e justificativas sdo: realizar um estudo molecular de
trabalhadores agricolas de municipios goianos, expostos ocupacionalmente a pesticidas,
avaliando os efeitos biologicos dessa exposi¢ao, a fim de verificar provaveis alteragdes
genéticas, analisando também o tempo e os tipos de agrotoxicos mais utilizados pelos
trabalhadores. O presente estudo contribuird para se compreender os riscos de agravo a
saude humana decorrente da exposicao individual, fornecendo subsidios para reforgar a
necessidade da adesdo do trabalhador as condi¢des de seguranca ocupacional, que visam
a manutencao da saude fisica e a protecdo contra o desenvolvimento das doencgas
ocupacionais. Assim, compreender os aspectos bioldgicos subjacentes a exposi¢ao do
sistema celular humano aos agrotdxicos permitird uma maior protecdo da satde de
trabalhadores agricolas.

A minha participagdo no referido estudo serda no sentido de doar
voluntariamente, uma amostra de sangue, para colaborar com a investigacdo dos efeitos
biologicos da exposicdo ocupacional a pesticidas, verificando possiveis danos ao DNA
e alteracdes genéticas.
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Recebi, por outro lado, os esclarecimentos necessarios sobre os possiveis
desconfortos e riscos decorrentes do estudo, levando-se em conta que ¢ uma pesquisa, e
os resultados positivos ou negativos somente serdo obtidos apds a sua realizacio.
Durante a coleta de sangue vocé podera sentir uma dor leve a moderado, em decorréncia
da aplicagdo da agulha, podem também ocorrer a formagao de hematomas que nao sio
incomuns, caso isso ocorra, vocé sera imediatamente encaminhado (a) ao Servigo
Médico da Pontificia Universidade Catdlica de Goias (PUC-GO).

Estou ciente de que minha privacidade sera respeitada, ou seja, meu nome
ou qualquer outro dado ou elemento que possa, de qualquer forma, me identificar,
sera mantido em sigilo.

Também fui informado de que posso me recusar a participar do estudo, ou retirar
meu consentimento a qualquer momento, sem precisar justificar, e de, por desejar sair
da pesquisa, ndo sofrerei qualquer prejuizo a assisténcia que venho recebendo.

Os pesquisadores envolvidos com o referido projeto sdo: Carolinne Borges
Khayat e Daniela de Melo e Silva, e com eles poderei manter contato pelos telefones:
(62) 78115917 (Carolinne) e (62) 99549691 (Daniela).

E assegurada a minha assisténcia durante toda pesquisa, bem como me é
garantido o livre acesso a todas as informagdes e esclarecimentos adicionais sobre o
estudo e suas consequéncias, enfim, tudo o que eu queira saber antes, durante e depois
da minha participacao.

Enfim, tendo sido orientado quanto ao teor de todo o aqui mencionado e
compreendido a natureza e o objetivo do ja referido estudo, manifesto meu livre
consentimento em participar, estando totalmente ciente de que ndo h4d nenhum valor
econdmico, a receber ou a pagar. No entanto, caso eu tenha qualquer despesa decorrente
da participag¢do na pesquisa, havera ressarcimento na forma de dinheiro em espécie. De
igual maneira, caso ocorra algum dano decorrente da minha participagdo no estudo,
serei devidamente indenizado, conforme determina a lei.

Goiania, de de

Nome e Assinatura do sujeito da pesquisa



ANEXO III
. g
Sl Estudos Estocasticos da Exposi¢cao Ocupacional a pesticidas em F]E;-E AR
L— . . .. . L T
PUC corks Municipios Goianos com Intensa Atividade Agricola

Questionario

1) Nome:

2)Sexo: ()F ()M
3) Idade:

4) Fumante: ( ) Sim ( ) Nao Em caso afirmativo, fuma por quanto tempo e
quantos cigarros por dia?

5) Uso de bebida alcodlica? ( ) Sim ( ) Nao. Em caso afirmativo, qual tipo de
bebida e qual frequéncia?

6) Problemas de saude: ( ) Sim ( ) Nao

7) Qual (is) e quando manifestou:

8) Estado Civil: ( ) Solteiro(a) ( ) Casado(a) ( ) Separado(a) ( ) Viuvo(a)
9) Filhos: ( ) Sim () Nao Quantos:

10) Saudaveis: ( ) Sim () Nao

11) Atividade agricola principal:

12) Tempo de atividade agricola:

13) Qual(is) cultura(s) produzida(s):

14) Uso de agrotoxicos: ( ) Sim ( )Nao

15) Qual(is) agrotoxico(s) utilizado(s):

16) Manipula e/ou aplica o agrotoxico?

17) Ha quanto tempo manipula/aplica agrotoxicos:

18) Frequéncia na manipulacao/aplicacdo de agrotoxicos:

( ) Uma vez por semana ( ) A cada 15 dias ( ) Uma vez por més
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18) Qual o tipo de equipamento usado para manipulaciao/aplicacdo de agrotoxico:
19) Como os agrotoxicos sio armazenados:
20) Local de armazenamento:
21) Uso de vestimenta adequada para manipulagio de agrotoxicos: ( ) Sim ( ) Nao
22) Principais itens de vestuario usados:
( )Bota ( )Mascara ( )Luva ( ) Boné ou Chapéu ( ) Calca
( ) Bermuda ( ) Camisa de manga
23) Conhecimento sobre EPI: ( ) Sim ( ) Nao
24) Relatos sobre eventos de intoxicacdo: ( ) Sim ( ) Nao
( ) Dor de cabeca ( ) Nauseas ( ) Vomitos ( ) Toturas
( ) Queimaduras e alteracées da pele ( ) Desmaios
( ) Irritacdo de nariz, garganta e olhos, provocando tosse e lagrimas
( ) Falas com frases desconexas ( ) Tremores no corpo
( ) Irritacdo ou Nervosismo ( ) Indisposicao, fraqueza e mal estar
( ) Vertigem e alterac¢des na visao ( ) Salivacido e sudorese aumentadas
( ) Convulsdes ( ) Dores no corpo, principalmente bracos, pernas e peito

( ) Outros. Especificar:

Pesquisadoras Responsaveis: Carolinne Borges Khayat — 78135988

Daniela de Melo e Silva — 99549691



ANEXO |V - Descricao dos trabalhadores expostos a pesticidas
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Sigla SEXO | IDADE CIDADE ESTADO CIVIL FILHOS FUMANTE ALcooL
AAS M 52 ABADIA DE GOIAS CASADO SIM NAO SIM
ACB M 50 TURVANIA VIUVO SIM NAO NAO
CMC F 24 BELA VISTA CASADA SIM NAO NAO
DJDN M 40 GOIANAPOLIS CASADO SIM NAO NAO
DPC M 20 BELA VISTA SOLTEIRO NAO NAO SIM
DRC M 44 TURVANIA SEPARADO SIM NAO MAIS SIM
DRS M 45 TURVANIA CASADO SIM NAO SIM
ECS F 39 TURVANIA SOLTEIRA SIM SIM SIM
EPC M 22 BELA VISTA SOLTEIRO NAO NAO SIM
FAF M 25 BELA VISTA CASADO NAO NAO SIM
GMM M 55 ABADIA DE GOIAS SOLTEIRO SIM NAO SIM
GSC M 40 ABADIA DE GOIAS CASADO SIM NAO SIM
HGS M 23 TURVANIA SOLTEIRO NAO SIM SIM
ICO M 26 TURVANIA SOLTEIRO SIM SIM SIM
ILC M 60 TURVANIA CASADO SIM SIM SIM
JD M 60 BOMFINOPOLIS CASADO SIM SIM NAO
JFR M 27 BELA VISTA SOLTEIRO SIM NAO SIM
JMJ M 63 TURVANIA CASADO SIM NAO NAO
JVR M 46 TURVANIA SOLTEIRO SIM NAO SIM
LAA M 63 ANAPOLIS CASADO SIM NAO MAIS SIM
LGB M 17 BELA VISTA SOLTEIRO NAO NAO SIM
MBP M 61 TURVANIA CASADO SIM SIM SIM
MC M 27 BELA VISTA CASADO NAO NAO SIM
MFS M 30 BELA VISTA CASADO SIM NAO SIM
ODP M 70 TURVANIA CASADO SIM NAO NAO
0OJGM M 37 TURVANIA SOLTEIRO SIM NAO SIM
ORS M 75 TURVANIA SOLTEIRO NAO NAO SIM
0os M 46 TURVANIA CASADO NAO SIM SIM
AS M 40 LEOPOLDO DE BULHOES SOLTEIRO SIM NAO SIM
SEGC M 44 BELA VISTA CASADO SIM NAO SIM
SFC M 66 TURVANIA CASADO SIM NAO MAIS NAO
TJO M 20 BELA VISTA SOLTEIRO NAO NAO SIM
UB M 33 TURVANIA CASADO SIM SIM NAO
VCS M 42 TURVANIA CASADO SIM NAO SIM
VJF M 44 NEROPOLIS SEPARADO SIM SIM SIM
WFC M 52 GOIANAPOLIS CASADO SIM SIM NAO
WGG M 35 TURVANIA CASADO SIM NAO SIM
WJA M 29 GOIANAPOLIS SOLTEIRO SIM NAO SIM
WNC M 52 GOIANIA CASADO SIM NAO SIM
WSG M 32 TURVANIA CASADO SIM NAO NAO
WSP M 38 TURVANIA CASADO SIM NAO SIM
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ANEXO V - Descri¢cao das atividades desenvolvidas, tempo de exposi¢ao, principio
ativo, uso de EPls e intoxicacao dos trabalhadores expostos a pesticidas

tomate, milho

Sigla Culturas Funcéao Tempt_) t:le Principio ativo Epi's _Even_tos (Ee
exposigao intoxicagao
AAS Geral Aplicar/manipular 40 anos Glifosato Sim Nao
ACB MaraCUJaz Aplicar/manipular 10 anos Glifosato; fenpropatrina Sim Nao
tomate, pepino
CMC | Horta de casa | Sem contato direto 1 ano Diversos Nao Nao
DJDN Tomate Aplicar/manipular 23 anos Abamectina Nao Nao
DPC | Hortade casa | Sem contato direto 1 ano Diversos Nao Nao
Clorfenapir; cloridrato de kasugamycina;
DRC | Tomate, milho | Aplicar/manipular 20 anos hidroxido de cobre; metamidofés; carbaril; Sim Nao
acetamidrido; tiametroxam
Dores no corpo,
. . Fenpropatrina; piraclostrobina; cloridrato de ~ tontura, irritagao,
DRS Tomate Aplicar/manipular 30 anos . . I . Nao - s
cartape; paration metilico; profenofés indisposicgéo,
tremores, vertigem
ECS Tgmate, J'IO‘. Aplicar/manipular 24 anos Glifosato; hexaclorocicloexano Sim Nao
abdbora, pepi.
EPC | Horta de casa | Sem contato direto 1 ano Inseticida, fungicida, herbicida Nao Nao
FAF | Horta de casa | Sem contato direto - Inseticida, fungicida, herbicida Nao Nao
GMM Geral Aplicar/manipular 30 anos Glifosato Nao Ardéncia no nariz
GSC Banana Aplicar/manipular 20 anos Glifosato Sim Dor de cabeca
HGS Tom:\titlah,oSOJa, Aplicar/manipular 1,7 anos Sim Néao
ICO Tom:qt”er;oso;a, Aplicar/manipular 4 anos 2,4 d; hidroxido de cobre; fenpropatrina Sim Nao
ILC Tomate Aplicar/manipular 16 anos Glifosato Sim Nao
JD Geral Aplicar/manipular 40 anos Glifosato; abamectina Sim dores no corpo
JFR Soja Aplicar/manipular 2 anos Diversos Sim Nao
JMJ T°!‘.”.ate' sola, Aplicar/manipular 20 anos Carbofurano Sim Nao
feijgao, milho
JVR Tomate Aplicar/manipular 16 anos Glifosato; fenpropatrina Sim Nao
Nauseas, vertigem,
LAA Tomate Aplicar/manipular 37 anos 2,4 d; glifosato Néao tontura, desmaio -
3x internado
LGB | Horta de casa | Sem contato direto 1 ano Diversos Nao Nao
MBP Tomgte, Aplicar/manipular 12 anos Glifosato Nao Nao
pepino
MC Soja Aplicar 1 ano Glifosato, herbicida Nao Nao
MFS Soja Aplicar 1 ano Inseticida, fungicida, herbicida Sim Nao
. I . . . Dor de cabega,
ODP Tomgte, Aplicar/manipular 21 anos Paration met|||(.:o, Iambda-cw_ﬂlotnna, clqudrato Nao tontura, irritagéo,
pepino de cartape; carbofurano; deltametrina ;
tremores, vertigem
OJGM | Tomate, soja Aplicar/manipular 7 anos Glifosato; fenpropatrina Sim Nao
ORS Tomate Aplicar/manipular 30 anos Glifosato Sim Nao
oS Tomr?qticler;osqa, Aplicar/manipular 15 anos Carbofurano Sim Nao
SA Geral Aplicar/manipular 20 anos Glifosato Sim Nao
SEGC Soja Aplicar 15 anos Carrapaticida Nao Nao
Dores no corpo,
SFC Arrc;z,"[nllho, Aplicar/manipular 55 anos Carbofurano; hexaclorocicloexano Nao . t_ontur_a,~
eijao indisposicao,
tremores, vertigem
TJO Soja, milho Aplicar 3 meses Diversos Sim Dor de cabega
UB Soja, feijao, Aplicar/manipular 3 anos Fenpropatrina; azoxistrobina Sim Nao
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Continuacgao.

Sigla Culturas Funcao Temp(_) (je Principio ativo Epi's .Even_tos (je
exposigdo intoxicagdo
Dor de cabega,
VCS Tomate Manipular 8 anos Carbofurano Nao nauseas, tonturas,
tremores
VJF Geral Aplicar/manipular 35 anos Glifosato Sim Nao
WFC Tomate Aplicar/manipular 30 anos 2,4 d; glifosato Sim Dor de cabeca
WGG Soja, feue_lo, Aplicar/manipular 15 anos Fenpropatrina; azoxistrobina Sim Nao
tomate, milho
WJA Geral Aplicar/manipular 13 anos Clorfenapir; carbofurano Nao Nao
WNC Geral Aplicar/manipular 40 anos Glifosato Nao Dores no corpo
WSG Soja, fe”"’.]o’ Aplicar/manipular 15 anos Fenpropatrina; azoxistrobina Sim Nao
tomate, milho
Dor de cabega,
Tomate, . . Lambda-cialotrina; permetrina; paration . nauseas, tontura,
WsP melancia Aplicar/manipular 15 anos metilico; tiofanato metilico Sim indisposigao,
tremores, vertigem




ANEXO VI — Ensaio cometa trabalhadores expostos

Sigla cC PDCA MC MCO
AAS 6,49 6,89 0,44 0,86
DJDN 4,10 5,81 0,15 0,47
ECS 4,92 3,99 0,12 0,34
FAF 4,34 2,71 0,05 0,19
GMM 5,01 5,39 0,13 0,46
GSC 5,32 5,45 0,19 0,41
ILC 3,23 4,54 0,08 0,39

JD 7,55 6,96 0,52 0,75
JFR 5,74 3,60 0,06 0,25
JMJ 4,47 4,28 0,06 0,27
JVR 4,60 8,07 0,34 0,74
LAA 8,52 3,29 0,07 0,33
LGB 7,60 4,82 0,19 0,57
MBP 2,67 8,73 0,07 0,78
MC 2,56 5,64 0,19 0,79
0S 2,55 5,73 0,06 0,47

SA 5,69 6,29 0,32 0,63
VJF 6,24 5,99 0,18 0,48
WFC 2,84 8,17 0,35 0,81
WJA 6,12 6,45 0,13 0,53
WNC 2,34 7,12 0,15 0,84
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ANEXO VIl — Ensaio cometa grupo controle
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Sigla CC PDCA MC MCO
AHG 3,43 0,47 0,00 0,01
AJG 2,80 0,21 0,00 0,01
ALH 2,36 0,22 0,00 0,00
ALP 4,51 0,36 0,00 0,01
AWSM 5,09 1,51 0,01 0,11
CAPC 2,28 0,11 0,00 0,00
DGPA 1,62 0,25 0,00 0,00
ERP 1,03 0,40 0,00 0,00
FDS 1,19 0,72 0,00 0,01
FLO 7,29 2,50 0,05 0,32
GFS 1,41 0,56 0,00 0,01
HLO 3,72 2,55 0,01 0,16
HMB 5,49 2,80 0,02 0,16
HO 5,63 3,30 0,04 0,28
I0S 5,51 2,69 0,02 0,22
JAXM 7,58 3,96 0,13 0,44
JCS 7,78 4,75 0,19 0,46
JCSV 1,59 0,16 0,00 0,01
JEI 9,64 1,38 0,04 0,17
JEO 1,23 0,15 0,00 0,00
JFLN 5,43 1,03 0,00 0,08
JM 5,82 0,61 0,06 0,05
JSA 3,72 1,66 0,03 0,16
KLPS 4,95 0,71 0,00 0,05
MVPA 1,70 0,21 0,00 0,00
RAO 1,19 0,06 0,00 0,00
RB 2,23 0,27 0,00 0,01
RSC 1,17 0,11 0,00 0,00
RVF 5,40 0,88 0,02 0,07
SAS 2,89 0,60 0,00 0,04
WCR 1,41 0,26 0,00 0,00
WPOJ 5,15 0,55 0,01 0,04




ANEXO VIl — Teste micronucleo trabalhadores expostos

Sigla Micronucleo Células Binucleadas
AAS 31 6
ACB 7 54
CMC 14 28
DJDN 34 19
DPC 1 25
DRC 4 62
DRS 11 45
ECS 1 31
EPC 1 27
FAF 22 16
GMM 8 41
GSC 6 37
HGS 6 47
ICO 3 18
ILC 6 53
JD 1 17
JFR 25 20
JMJ 2 33
JVR 1 21
LAA 20 7
LGB 3 44
MBP 8 36
MC 2 21
MFS 4 53
ODP 8 49
OJGM 5 51
ORS 9 73
(ON] 3 35
SA 2 28
SEGC 7 43
SFC 7 53
TJO 9 54
UB 5 49
VCS 2 49
VJF 3 47
WFC 12 15
WGG 14 29
WJA 13 45
WNC 26
WSG 61
WSP 74
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ANEXO VIII — Teste micronucleo grupo controle

Sigla

Micronucleo

Células Binucleadas
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