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RESUMO

O impacto do uso de agrotoxicos sobre os trabalhadores rurais € um problema que tem
merecido atencdo da comunidade cientifica em todo o mundo. A exposicdo ocupacional de
trabalhadores agricolas ocorre por falta de informacgéo ou pela auséncia de recursos técnicos
qualificados. Esses trabalhadores estdo constantemente expostos aos agrotoxicos que utilizam
nas lavouras, e esta exposicdo pode ser responsavel por danos genéticos causando um risco
para a saude. Um dos problemas da utilizacdo de agrotdxicos é a genotoxicidade, que pode
levar ao aparecimento de doencas. Pouco se sabe sobre a relagdo entre a genotoxicidade e a
variacdo de polimosfismos genéticos de metabolizacdo de xenobidticos que podem modificar
a suscetibilidade individual aos efeitos genotdxicos dos agrotoxicos. Neste sentido, ha a
necessidade do estudo de genes como a glutationa-S-tranferase mu (GSTM1) e glutationa-S —
transferase teta (GSTT1) que codificam enzimas de detoxificacdo de compostos genotdxicos.
Tais enzimas promovem a conjugacdo da glutationa facilitando remocdo dos xenobidticos.
Nesse contexto, esse estudo teve como objetivo avaliar a variabilidade polimorfica de GSTT1
e GSTM1 em individuos ocupacionalmente expostos a pesticidas, em municipios goianos com
intensa atividade agricola. Foram avaliados 235 individuos sendo que 120 eram trabalhadores
rurais, ocupacionalmente expostos a agrotoxicos e 115 eram individuos ndo expostos a
agrotoxicos, formando o grupo controle. O grupo exposto consistiu de 111 homens e apenas 9
mulheres obtendo uma média de idade 39 + 9 anos. Estes trabalhadores rurais eram de 12
municipios goianos com intensa atividade agricola. Verificou-se que 18% dos individuos
expostos possuiam o gendtipo GSTT1 nulo e 49% apresentaram o gendtipo GSTM1 nulo, e
que 10% apresentaram ambos os genotipos nulos. Os dados como intoxicacdo (41%), uso de
equipamentos de protecdo individual (EPI’s) [52%] e se o trabalhador apenas manipulava o
agrotoxico (7%), ou se apenas aplicava o agrotoxico (22%) ou se manipulava e aplicava
(71%), foram todos correlacionados com os polimorfismos genéticos. Ndo foram encontradas
diferencas estatisticamente significativas entre os polimorfismos dos genes GSTM1 e GSTT1
entre 0s grupos exposto e controle (p = > 0,05) . Dessa forma, o estudo de polimorfismos
genéticos como biomarcadores de suscetibilidade é de importancia fundamental na
compreensdo dos processos de distribuicdo genotipica envolvidos na mutagénese e
carcinogénese e poderia ajudar a minimizar os riscos para individuos suscetiveis que sao
expostos a agrotdxicos.

Palavras-chave: polimorfismos; GSTT1; GSTML1; agrotoxicos; EPI’s; intoxicagao.
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ABSTRACT

The impact of pesticide on agricultural workers is an issue that has received attention from the
scientific community worldwide. Occupational exposure of agricultural workers occurs due to
lack of information or lack of skilled technical resources. These workers are exposed to
pesticides in crops and this exposure may be responsible for genetic damage causing a health
issue. A problem with the use of pesticides is the genotoxicity, which may lead to the onset of
diseases. Little is known about the relationship between genotoxicity and genetic
polymorphisms xenobiotics metabolism that can modify individual susceptibility. Therefore,
there is a need to study genes as glutathione-S-transferase mu (GSTM1) and glutathione-S-
transferase theta (GSTT1) encoding detoxification enzymes. These enzymes promote the
conjugation of glutathione facilitating removal of xenobiotics. In this context, this study
aimed to evaluate the variability of GSTM1 and GSTT1 polymorphisms in individuals
occupationally exposed to pesticides in Goias municipalities that present intense agricultural
activity. We evaluated 235 individuals which 120 were rural workers occupationally exposed
to pesticides and 115 individuals were not exposed to pesticides, forming the control group.
The exposed group consisted of 111 men and 9 women only getting an average of 39 + 9
years old. These workers were form 12 rural municipalities situated at Goias state with intense
agricultural activity. It was found that 18% of the exposed individuals had the GSTT1 null
genotype and 49% had the GSTM1 null genotype, and 10% had both null genotypes. Data as
intoxication (41%), use of Personal Protection Equipment (52%) and if the worker handled
the pesticide (7%), or if just applied the pesticide (22%) or if the worker manipulated and
applied (71%) have all been correlated with genetic polymorphisms. There were no
statistically significant differences between the GSTM1 and GSTT1 polymorphisms between
control and exposed groups. Thus, the study of genetic polymorphisms as biomarkers of
susceptibility is of fundamental importance in understanding the processes involved in
mutagenesis and carcinogenesis and could help minimize the risk to susceptible individuals
who are exposed to pesticides.

Keywords: polymorphism, GSTT1, GSTML, pesticides; PPE; intoxication.
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1. INTRODUCAO

O uso de agrotoxicos, principalmente de forma indiscriminada, vem resultando em
impactos negativos, tanto para 0 meio ambiente, como para a saude humana, sobretudo aos
consumidores de produtos agroindustriais e os produtores e trabalhadores do setor agricola
(AUGUSTO, 2012; CARNEIRO, 2012). Estimativas feitas pelas agéncias internacionais de
salde incluindo FAO, OMS sdo preocupantes e suas atencfes se voltam para ocorréncias de
intoxicacBes agudas, resultantes do contato direto com produtos altamente toxicos. As
intoxicagdes humanas podem acarretar consequéncias imediatas, inclusive levando o
individuo a morte, ou a problemas crénicos, tais como o cancer (CARNEIRO, 2012).

Em geral, a exposi¢do ocupacional de trabalhadores agricolas ocorre por falta de
informacdo ou recursos técnicos qualificados. Desta forma equipamentos de protecéo
individual (EPI’s) tendem a ndo ser utilizados no momento do preparo e¢ aplicacdo dos
agrotoxicos, sobretudo por nem sempre estarem adequados a realidade e ao clima das
trabalhadores agricolas brasileiros (PERES e MOREIRA, 2007).

Os possiveis efeitos toxicos da exposi¢do a agrotoxicos sdo conhecidos. Porém, as
informacGes da toxicidade relacionada aos ingredientes ativos, nao sdo suficientes para avaliar
o risco dos efeitos adversos dos agrotoxicos sobre a saide humana e ambiental (RIBEIRO et
al., 2009). Em relacdo a genotoxicidade, as alteracGes genéticas nos individuos expostos aos
agrotoxicos podem ser utilizadas como marcadores de efeito bioldgico precoce, fornecendo
um quadro geral da agressao genotoxica dos agrotoxicos (FALCK et al., 1999; BOCHNER,
2007).

As principais vias de entrada dos agrotoxicos no corpo humano, em ordem crescente,
sdo: ingestdo, respiracdo e absorcdo dérmica. A penetracdo pela pele varia de acordo com a
formulacdo empregada, temperatura, umidade relativa do ar, regides do corpo (verso das
maos, pulsos, nuca, pés, axilas e virilhas absorvem mais), tempo de contato e existéncia de
feridas (GARCIA, 2001).

No final da Gltima década, a agricultura brasileira alcangou o primeiro lugar no
ranking mundial de consumo de agrotdxicos talvez em consequéncia de o Brasil ser o
principal produtor agricola (BOMBARDI, 2011). Este cenario revela que a agricultura
brasileira esta cada vez mais dependente do uso de agrotdxico, que além de eliminar pragas,
podem levar a selecdo natural das pragas sobreviventes que dardo origem a outras mais
potentes, obrigando os agricultores a recorrerem ao uso de mais agrotdoxico ou a buscar

formas alternativas de controle biolégico (FERNANDES et al., 2012).
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O uso de agrotéxico foi regularizado pela Lei N° 7.802, de julho de 1989,
regulamentada com o Decreto 4.074, de 4 de janeiro de 2002. A Lei define os agrotdxicos
como: “os produtos e os agentes de processos fisicos, quimicos ou bioldgicos, destinados ao
uso nos setores de producdo, no armazenamento e beneficiamento de produtos agricolas, nas
pastagens, na protecdo de florestas, nativas ou implantadas, e de outros ecossistemas e
também de ambientes urbanos, hidricos e industriais, cuja finalidade seja alterar a composicdo
da flora ou da fauna, a fim de preserva-las da acdo danosa de seres vivos considerados
nocivos” (MARQUES, 2010).

Mesmo com a regulamentacdo do uso dos agrotdxicos os niveis de intoxicacao,
relatados no Brasil, representam um problema de salde publica (AUGUSTO, 2012).
Atualmente, o registro dos dados de intoxicacdo por agrotoxicos é feito por varios sistemas,
como o SINITOX, (Sistema Nacional de Informacbes Toxico-Farmacologicos vinculado a
FioCruz, o SINAN (Sistema de Informacéo de Agravos de Notificacdo), o SIH/SUS - Sistema
de InformacGes Hospitalares - Morbidade Hospitalar do SUS e o CAT - Comunicagédo de
Acidentes de Trabalho, sendo todos vinculados diretamente ao Ministério da Saude, e ainda
assim ha uma grande discrepancia entre os dados epidemiologicos fornecidos por esses
sistemas (BOCHNER, 2007; BOMBARDI, 2011).

Um dos problemas do uso de agrotdxicos é a genotoxicidade, que pode levar ao
aparecimento de doencgas, como o cancer (COSTA, 2009a). Estudos de monitoramento
genético apontam que trabalhadores expostos aos agrotoxicos possuem dano genético
associado a altos niveis de exposicdo, ao uso intensivo, principalmente, devido a falta de
mecanismos de controle da exposicdo. A extensdo do efeito genotdxico é influenciada
principalmente pela duracdo da exposicdo a produtos quimicos altamente reativos
(RODRIGUES, 2011).

O termo "biomarcador" é utilizado para expressar uma interacdo entre um dado
sistema bioldégico e um agente genotdoxico (BONASSI e AU, 2002; CEBULSKA-
WASILEWSKA, 2003; ANGERER et al., 2007). A importancia da utilizacdo de
biomarcadores como parametros bioldgicos da exposicdo a substdncias quimicas esta
diretamente relacionada com o efeito na saude e pode, assim, oferecer melhores estimativas
de risco (ANGERER et al., 2007).

Como exemplos de biomarcadores que podem ser utilizados na avalia¢do do risco de
trabalhadores rurais ocupacionalmente expostos a agrotdxicos, sdo as grandes familias dos

genes associados ao metabolismo de xenobidticos, como as da Glutationa S-transferase
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(GST). As substancias toxicas sofrem um processo de biotransformacdo na qual e dividido em
duas fases. Na fase I, as enzimas citocromo P450, promovem a ativacdo de compostos
quimicos para seus intermediarios eletrofilicos, geralmente genotoxicos. A ativacdo pode
formar metabdlitos reativos, altamente carcinogénicos, que sdo biotransfomados pelas
enzimas inativadoras da fase Il, as GSTs as NATs em compostos hidrossoluveis e faceis de
serem eliminados do organismo (HATAGIMA, 2002).

O contexto descrito anteriormente, como as enzimas codificadas por esses genes
realizam um importante passo na detoxificacdo de xenobiéticos, torna-se claro que a
eficiéncia de sua atividade pode levar a um aumento na toxicidade de um produto e na
suscetibilidade individual ao desenvolvimento de tumores malignos, tais como a leucemia
linfoblastica aguda em criangas, e as mielodisplasias (MDS) em adultos (BELL et al., 1993).
Assim, 0 presente estudo teve como objetivo investigar os polimorfismos dos genes GSTML1 e
GSTT1 em trabalhadores rurais de municipios goianos expostos ocupacionalmente a

agrotoxicos.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Agrotoxicos

Agrotoxicos sdo compostos quimicos especialmente desenvolvidos e produzidos para
o0 controle de pragas na agricultura e na saude publica. E, portanto, para facilitar modernos
métodos de agricultura. S&o geralmente classificados pela inddstria de acordo com o tipo de
praga, que controlam, podendo ser fungicidas, inseticidas e herbicidas (STENERSEN, 2004).

O uso de substancias quimicas organicas e inorganicas na agricultura ndo é uma
pratica atual, mas remonta a antiguidade classica. Escritos gregos e romanos mencionavam o
uso de produtos como o arsénico e o enxofre para o controle de insetos. A partir do século
XVI o emprego de substéncias orgénicas extraidas de plantas foi comumente utilizado na
Europa e nos Estados Unidos da América para o controle de insetos (PERES et al., 2003).

No inicio do século XX, iniciaram-se estudos sistematicos buscando o emprego de
substancias inorganicas para a protecdo de plantas. Produtos a base de cobre, chumbo,
mercurio e cadmio foram desenvolvidos comercialmente e empregados contra uma grande
variedade de pragas (PERES et al., 2003). Novas tecnologias, muitas delas baseadas no uso
extensivo de agentes quimicos, foram disponibilizadas para o controle de doencas, aumento
da produtividade e protecdo contra insetos e outras pragas (HOSHI, 2009; RIBEIRO et al.,
2009). Entretanto, a facilidades na disseminacdo e no uso de agrotoxicos nao foi
acompanhadas por programas de qualificacdo da forca de trabalho, sobretudo nos paises em
desenvolvimento, expondo trabalhadores e ambientes a um conjunto de riscos desconhecidos
(RIBEIRO et al., 2009).

O uso indiscriminado de agrotoxicos no setor agricola destina-se a producdo de
alimentos para 0 homem. Esta préatica de manejo, € amplamente empregada para a prevencao
e combate as pragas que atacam as plantas de interesse econémico, visando o aumento da
produtividade. O Brasil € um dos paises lideres na producdo de grdos, em consequéncia o
consumo de agrotoxicos cresce a cada ano, impulsionado pelo aumento da populacdo humana
que demanda aumento da capacidade do setor produtivo (PAUMGARTTEN, 2012).

No territorio nacional, o tamanho da area cultivada destinada a producao de alimento
para 0 homem em 2011 foi de 68,1 milhdes de hectares (IBGE, 2012). A producdo agricola
brasileira anual também é impressionante, tendo atingido a marca de 195,6 bilhdes de
toneladas de produtos de origem vegetal. Pelo faturamento de alguns produtos da industria
brasileira de alimentos, na Gltima década, pode-se avaliar a importancia relativa dos produtos

agricolas no contexto do agronegdcio nacional (IBGE, 2012).
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Embora economicamente benéfico ao setor agricola e ao comércio especializado, o
alto consumo de agrotoxicos pode estar relacionado ao seu uso indiscriminado. E possivel que
0 ndo cumprimento de medidas preventivas que visem a garantia da seguranca alimentar da
populacdo e da satde dos trabalhadores rurais combinado a outros fatores, contribuem para
que residuos dos agrotoxicos de forma negativa a salde de consumidores, produtores e
trabalhadores (RIBEIRO et al., 2009).

De acordo com a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), os produtos
quimicos e ou formulagcfes destinados ao combate de pragas no setor agropecudrio nacional,
que podem possuir acdo herbicida, fungicida e inseticida receberdo a designacdo agrotoxico.
Portanto, sdo classificados de acordo com a sua toxicidade, conforme descrito na Tabela 1
(ANVISA, 2011; 2012).

Tabela 1. Classificagdo dos agrotdxicos quanto as suas classes, ao seu grau de toxicidade.

DL50(mg/Kg) Classes Grupos
50 Classe | Extremamente Tdxico
5a50 Classe Il Altamente Téxico
50a500 Classe Il Mediamente Toxico
500 a 5000 Pouco Toxico
Classe IV ] .
5000 ou + Muito pouco Téxico

2.2. Alteracdes genéticas geradas pela exposi¢do ocupacional a agrotdxicos
As alteracGes no material genético podem ser induzidas por varios fatores, dentre

eles, por substancias contidas nas formulacbes dos agrotoxicos. Tendo em vista a ampla
utilizacdo de agrotdxicos no controle de pragas no sistema de producdo agricola nacional e
produtos alimentares, torna-se importante avaliar o0s possiveis efeitos mutagénicos,
citotoxicos e genotdxicos dos agrotdxicos para a saude humana (GATEVA et al., 2001).

A maior parte dos mutagénicos exibe um processo de mutacbes, que depende de
varios fatores, incluindo a natureza das alteracdes primarias no DNA como: modificacdes de
base, mudancas nos residuos de aclcar ou fosfato, quebras de cadeia, ou incorporagdes de
bases modificadas, e 0s subsequentes efeitos secundarios, causados pela resposta do
organismo a estas modificacbes. Estes efeitos secundarios podem incluir a acdo de varias
formas de reparo do material genético e a replicacdo de DNA sobre sequencias moldes
modificadas (REIS et al., 2011).
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Em geral, os processos de mutagénese e carcinogénese estéo, interligados, afetando a
viabilidade celular e sua monitorizardo (DE OLIVEIRA HIRAGI et al., 2011; MENDES,
2003). Define-se carcinogénese como 0 processo de conversao de uma célula normal em uma
célula neoplasica maligna. Por outro lado os carcindgenos sdo o0s agentes que induzem o
processo carcinogenético (STENERSEN, 2004). Geralmente € preciso repetidas exposicdes
aos carcindgenos para que haja desenvolvimento de tumores malignos. A observacao de que a
exposicdo humana as substancias presentes no ambiente pode levar ao desenvolvimento de
cancer é antiga (STENERSEN, 2004). Considerando que o processo de carcinogénese é
iniciado por uma alteracdo irreversivel do DNA, que afeta a sua replicacdo e
consequentemente a proliferacdo celular, sendo que foi demonstrado que 0s agrotdxicos
podem promover essas alteragdes.

Como demonstrado em um estudo epidemioldgico realizado por Olaya-Contreras et
al (1998) com 153 casos de cancer de mama, foi observada uma associacao entre o risco de
desenvolvimento desse cancer e 0s niveis séricos dos agrotdxicos dicloro-difenil-tricloroetano
(DDT). Hoshi (2009) e Dhillon et al (2011) comprovaram a atividade genotoxica, pelo teste
do micronucleo, de células de sangue periférico, de individuos expostos a agroquimicos como
fungicidas, inseticidas e herbicidas. Dusman et al (2012), utilizando ratos e o teste do cometa,
mostraram que os fungicidas bifenil, sédio fenilfenol e tiabendazol induziram danos ao DNA
das células dos 6rgaos gastrointestinais desses roedores. Grover et al (2012) sugerem, a partir
de com estudo realizado com leucocitos de 54 trabalhadores rurais expostos a agrotdxicos,
gue a exposicdo ocupacional a estes, produtos causa danos ao DNA o potencial mutagénico
dos agrotoxicos € aumentado em tabagistas.

Em, um outro, estudo realizado por Calvalcanti, et al. (2002), foi demonstrado que o
glifosato, um dos principais herbicidas frequentemente utilizados pelos agricultores,
apreentouse-se genotdxicos em eritrécitos e branquias do peixe Prochilodus lineatus. Thuler
et al. (2007) demonstraram o potencial genotdxicos de agrotoxicos utilizados nos campos de
soja, indicando pelo aumento significativo de células com micronicleos nos trabalhadores

expostos.

2.3. Instrumentos de investigacao toxicologica e biomarcadores de susceptibilidade
A Toxicologia Genética € a ciéncia que avalia os efeitos genotdxicos em potencial,

que sdo considerados pré-requisitos importantes para o desenvolvimento de efeitos adversos a

salde como, por exemplo, desenvolvimento de canceres. (RIBEIRO, 2003.). Grande parte das

substancias potencialmente capazes de alterar um genoma requer ativagdo metabdlica no
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organismo, antes de se tornarem efetivamente carcinogénicas. A suscetibilidade de um
organismo ao cancer, portanto depende da capacidade de metabolizar e eliminar os agentes
toxicos e seus subprodutos essas substancias do organismo de forma eficiente (KUMAR et
al., 2012).

A genotoxicidade esta relacionada com a capacidade de um determinado agente
fisico ou quimico modificar a estrutura do DNA celular, causando altera¢cdes, como mutagdes
génicas, delecdes, geradas por rearranjos cromossdmicos e quebras simples e duplas (LUBIN
e BOICE JR, 1997; RIBEIRO, 2003.). O monitoramento genético de popula¢cdes humanas
expostas a potenciais carcinbgenos atua como uma estratégia preventiva para doencas
genéticas (COSTA, 2009b). As alteracdes no genoma humano decorrentes do ambiente, estilo
de vida, dieta e de atividades ocupacionais aumentam a preocupacdo sobre as medidas de
protecdo para populacdo (BURIM et al., 2004).

A associacdo entre propriedades genotoxicas e substancias quimicas, como 0S
agrotoxicos, torna 0s testes genéticos Uteis no rastreamento de agentes com potenciais
oncogénicos e mutagénicos. Dessa forma, € possivel caracterizar o risco de exposicdo e
contaminacdo individual. Os resultados geram informacdes sobre os efeitos na populagédo
exposta, podendo estabelecer possibilidades de protecdo ou reducdo desses efeitos, sendo de
extrema importancia para a satde publica. Com isso, torna-se cada vez mais urgente o uso de
estratégias metodologicas confiaveis, capazes de detectar e medir o dano ao DNA dos
individuos expostos (MENDES, 2003).

Os biomarcadores de suscetibilidade sdo ferramentas de fundamental importancia na
avaliacdo dos danos a saude causados pela exposicdo as diversas substancias quimicas. Esses
marcadores, associados as alteracdes bioquimicas e fisiologicas, precoces ou tardias,
fornecem informacg6es que sdo utilizadas para estimar o risco a saide humana (KUMAR et
al., 2011a; MENDES, 2003).

Diferentes estudos indicam que inUmeros sistemas genéticos de controle e
modulacdo do metabolismo enzimatico de xenobidticos parecem estar envolvidos na génese
de diferentes tipos de cancer (GATEVA et al.,, 2001; SAFARINEJAD et al., 2011;
CALDERON-SEGURA et al., 2012). O polimorfismo metabdlico tem sido associado de
forma mais consistente ao aumento do risco de cancer. Particularmente, polimorfismo da
glutationa S-transferase (GST), parece ter um papel importante na sustentabilidade em
humanos (HIRVONEN et al.,, 1993; ANTTILA et al., 1995; ROSSINI et al.,, 2002;
ABHISHEK et al., 2010; REIS, 2011; SCHNEIDER, 2011).
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Os genes GSTM1 e GSTT1 sdo membros da superfamilia multigénica GST. Eles séo
comumente usados como biomarcadores de suscetibilidade. Tais genes tém recebido muita
atencdo em decorréncia da alta prevaléncia de delecGes que resultam em gen6tipos nulos,
causando diminuicdo da capacidade de desintoxicar compostos cancerigenos. Portanto, 0s
individuos com este feno6tipo parecem apresentar maior risco de desenvolver tumores
(KUMAR et al., 2011a).

2.4. Polimorfismos da superfamilia da Glutationa S-transferase (GST)

A superfamilia de enzimas GST compreende uma grande variedade de proteinas
citosolicas, mitocondriais e microssomais que possuem tamanhos variando de 45-55 kDa. As
GST sdo capazes de atuar sobre uma grande variedade de substratos, enddgenos e
xenobioticos. Atualmente, sdo descritas oito classes distintas da glutationa S-transferases:
alfa, kappa, mu, omega, pi, sigma, teta e zeta. Os genes GSTM1 e o GSTT1 codificam as
enzimas GSTM (mu) e GSTT (teta), respectivamente (ROSSINI et al., 2002; LINHARES et
al., 2006). Estas GST estdo envolvidas na fase Il do metabolismo e participam da
desintoxicacdo de uma ampla gama de compostos, incluindo xenobidticos, pesticidas,
carcinogenos ambientais e quimioterapicos (SINGH, SATYENDER et al., 2011).

A GST catalisa a conjugacdo da glutationa-S em uma grande variedade de substratos.
Esta atividade € 0til na desintoxicacdo de compostos enddgenos, tais como lipidios, aléem
como o metabolismo de xenobioticos (PALODETTO, 2012). As GST sdo enzimas
encontradas principalmente no figado, podendo também ser encontradas no pulmao e no
intestino (DE OLIVEIRA HIRAGI et al., 2011; KVITKO et al., 2012).

Os genes GSTT1 e GSTML1 podem ser excluidos do genoma gerando os alelos ou
gendtipos nulos, o alelo nulo provoca mudangas na capacidade metabdlica dos individuos
contribuindo para sua diferenciacdo na populacdo (HAYES e STRANGE, 2000). Os
individuos que possuem o0 genbtipo nulo ndo tem atividade enzimatica nula.
Consequentemente, este genotipo aumenta o risco de acimulo de toxinas nas células podendo

provocar dano ao DNA, levando o aparecimento de diversas doengas (KVITKO et al., 2012).

2.4.1. GSTT1
O gene GSTTL1 codifica uma enzima da a superfamilia de proteinas GST. A GSTT1

estd envolvida em reacdes de ativacdo e de desintoxicacdo de produtos quimicos industriais,

tais como epoxibutano, éxido de etileno, halometano através da com glutationa. GSTT1 é
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encontrada nos eritrocitos, em niveis baixos no figado e nas células bronquiolares do pulméo
(BUTLER et al., 2011).

Os genes GSTT1 estdo localizados em um sitio de recombinagdo no cromossomo
22011.23 separados por aproximadamente 50 kb e sdo estruturalmente semelhantes,

possuindo 5 exons, conforme na Figura 1(MATEJCIC et al., 2011).

Figura 1. llustracdo das posicdes dos genes da classe teta de GSTT1 no cromossomo 22, 0
esquema inclui a representacdo do alelo selvagem e mutante do gene GSTT1. Adaptado de
Silva jr (2008).

O gene GSTT1 € nulo em 25,4,% da populacéo brasileira (ROSSINI et al., 2002). A
deficiéncia da enzima GSTTI pode influenciar o risco individual para o desenvolvimento de
anemia aplasica adquirida e leucemia miel6ide aguda. Os fendtipos positivos para GSTT1 sdo
capazes de catalisar a glutationa-S-transferase. O geno6tipo nulo para o gene GSTT1 possuem

um risco maior de desenvolver leucoplasia (ROSSINI et al., 2002).

2.4.2. GSTM1

As enzimas da classe mu de GST, possui pelo menos cinco genes distintos para GSTM:
GSTM1, GSTM2, GSTM3, GSTM4 e GSTM5 que sdo organizados em um agrupamento de
genes no cromossomo 1p13.3 (REIS, 2011) [Figura 2], e conhecidos por serem altamente
polimdrficos. Estas variacGes genéticas podem alterar a susceptibilidade de um individuo a
carcinogénicos e toxinas, bem como afetar a eficacia e toxicidade de certas drogas (HAYES e
STRANGE, 2000).

As enzimas GSTM1 tém funcBes na desintoxicacdo de compostos eletrofilicos,
compostos aromaticos policiclicos, hidrocarbonetos e outros agentes mutagénicos (KUMAR
et al., 2012).
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Figura 2. llustracdo das posicOes dos genes da classe mu de GST, no cromossomo 1, o
esquema inclui a representacdo do alelo selvagem e mutante do gene GSTM1. Adaptado de
SILVA JR (2008).

O GSTM1 possui 8 éxons sendo 0 gene mais estudado dessa classe (KUMAR et al.,
2012), Rossini et al., (2002) mostrou que na populacéo brasileira, 42,1% possuem o0 genotipos
nulos para GSTM1 (ROSSINI et al., 2002), confirmando os dados apresentados por outros
grupos (ARRUDA et al., 1998; HATAGIMA et al., 2000). Sendo que as mutagdes nulas
deste gene mu, tém sido associadas com um aumento de cancer, provavelmente devido a
susceptibilidade as toxinas ambientais e cancerigenas.(DE OLIVEIRA HIRAGI et al., 2011).
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral:

e Avaliar a variabilidade polimoérfica de GSTT1 e GSTM1 em individuos de municipios.

3.2. Objetivos especificos:
e Comparar as frequéncias alélicas de GSTT1 e GSTM1 no grupo ocupacionalmente
exposto com as obtidas para 0 grupo controle.
e Associar os dados socio-ambientais do grupo exposto com os polimorfismos de
GSTT1 e GSTML.
e Associar o polimorfismo dos genes GSTT1 e GSTM1 com o uso de EPI’s e os eventos

de intoxicacdo no grupo ocupacionalmente exposto a pesticidas.
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4. METODOLOGIA

4.1. Grupo Amostral

O presente estudo contempla um desenho experimental do tipo caso-controle. Foram
avaliados 120 trabalhadores rurais expostos ocupacionalmente a agrotdxicos de municipios
goianos. Os 12 municipios do Estado de Goias selecionados para o estudo estéo indicados na
Figura 5. Além desse grupo, foram avaliados 115 individuos, saudaveis, também de
municipios goianos, que apresentaram as mesmas condi¢cdes socio-ambientais (idade, fumo,
alcool) que os trabalhadores rurais, mas que nunca sofreram exposicdo a pesticidas,
perfazendo o grupo controle. Tais individuos foram escolhidos aleatoriamente e as amostras
de sangue foram obtidas voluntariamente, de acordo com o termo de consentimento livre e
esclarecido (TCLE) (Anexo I). Dados como idade, habitos sociais, tempo de exposicao e tipos
de agrotdxico utilizados foram anotados em um questionario de estilo de vida para a
realizacio dos dados estatisticos (Anexo I1). O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisas da Pontificia Universidade Catolica de Goids, com o protocolo de niamero
1978/2011(Anexo III).

4.2. Extracdo e quantificacdo das amostras

As amostras bioldgicas foram obtidas a partir da coleta de 5,0 ml de sangue
periférico dos trabalhadores rurais, sendo armazenadas em isopor com gelo e encaminhadas
imediatamente ao laboratério. As coletas foram realizadas nas fazendas de cada municipio
visitado, por um biomédico especialista em flebotomia. A extracdo de DNA foi realizada com
o kit de extracéo llustra Genomic Blood M S® (GE, EUA), de acordo com o protocolo do
fabricante. Em seguida, as amostras extraidas foram quantificadas utilizando-se o
equipamento NanoVue Plus ™ (GE-EUA), seguindo as recomendacdes do fabricante. Apds a
quantificacdo as amostra de DNA foram diluidas para a concentracdo final de 10ng/uL de

DNA. Em seguida as amostra foram armazenada em freezer a -20°C, até 0 momento do uso.

4.3. Analise molecular dos genes GST

Fragmentos génicos de GSTM1 e GSTT1 foram detectados utilizando a reacdo de
PCR em tempo real com a co-amplificacdo do gene RH92600, usado como controle interno da

reacdo. Os primers utilizados e as condi¢des de PCR foram previamente sugeridos por Marin
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et al. (2010) e estdo listados na tabela abaixo (Tabela 2). O protocolo de termociclagem pode

ser visualizado na Tabela 3.

Tabela 2. Sequéncia dos oligonucleotieos iniciadores e suas respectivas temperaturas de
desnaturacdo (melting).

Temperatura de

Primer Sequéncia ~
Deshaturacao

F: TCATATGCAAAACAGCTTCCC
R: CTGGTCCTTCAAGCCTGTATG

F: GAAACTCCCTGAAAAGCTAAAGC .
GSTML  p. GTTGGGCTAAATATACGGTGG 83°C

F: TTCCTTACTGGTCCTCACTCTC .
GSTTL  R. TCACCGGTCATGGCCAGCA 8,5°C

RH92600* 75°C

* Controle Interno; F-Senso; R-Antisenso

Tabela 3. Protocolo de termociclagem para amplificacdo por PCR em tempo real.

*TEMP (°C) TEMPO ETAPA
95 10 Ativacéo enzimatica
95 10"
60 20" Ciclagem 35 X
72 25"
65 10' Temperatura de Melting 0.2°C 97.2°C 162X
*Temperatura

Para a reacdo de PCR foi utilizado SYBR® Green PCR Master Mix (Applied
biosystems®, EUA). O volume utilizado para cada PCR foi de 25pL contendo 0,8X do Master
Mix, 1mM de Cloreto de Magnésio, 0,32 uM dos primers e 10ng/pL de DNA. (Tabela 4). Foi
utilizado o termociclador iQ5 (Bio-rad®, EUA) e para a analise das temperaturas foi utilizado

o software Bio-rad® 1Q5.

Tabela 4. Protocolo de termociclagem para a genotipagem dos primers RH92600, GSTM1 E
GSTT1.

Reagentes [ ] Inicial [] Final Vol. 1 reacdo
Fast Master Mix 2X 0,8X 12,5 puL
GSTT1F/R 2,5uM 0,24uM 2,4 uL
GSTM1 F/R 2,5uM 0,32uM 3,2 uL
RH92600 F/R 2,5uM 0,4uM 4 uL
MgCl, 50mM 1mM 0,5 uL
DNA 10ng/uL 1L

[ ]: Concentragéo
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4.4. Andlise estatistica

Os dados clinicos, epidemioldgicos e laboratoriais foram arquivados em um banco de
dados criado no programa Excel (MICROSOFT)®, para posterior analise estatistica realizada
no programa Bioestat 3.0. A associagdo de significancia foi avaliada pelos testes qui-
quadrado, exato de Fisher, odds ratio e regressdo logistica multipla. Foi utilizado um intervalo
de confianca de 95% (p < 0,05). Estatisticas descritivas e compara¢des univariadas também

foram realizadas.
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5. RESULTADOS

5.1. Principais atividades agricolas dos municipios amostrados

O Quadro 1 ilustra as principais atividades agricolas, divididas em Lavouras

Permanentes e Temporéarias desenvolvidas nos 12 municipios goianos (Figura 5), que

formaram o grupo caso. Esses dados foram retirados do IBGE 2012, ano base (2010).

Quadro 1. Principais atividades agricolas desenvolvidas nos municipios.

Municipio

Lavouras Permanentes

Lavouras Temporarias

Abadia de Goias

Nao informado

Arroz, mandioca, milho, soja e
tomate

Anépolis

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

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

Bela Vista de Goias

Coco-da-baia, palmito,
tangerina e uva

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

Bonfindpolis

Banana, laranja e palmito

Arroz, mandioca, milho e
tomate

Goianépolis

Banana, laranja e tangerina

Arroz, mandioca, milho, soja e
tomate

Goiania

Café, coco-da-baia, laranja,
limdo, palmito e tangerina

Cana-de-agUcar e mandioca

Itapuranga

Abacate, algoddo, azeitona,
banana, cacau, café, caqui, figo,
goiaba, laranja, maca, mamao,
manga e noz.

Abacaxi, alho, amendoim, arroz,
batata, cebola, milho, soja, trigo,

Leopoldo de Bulhdes

Banana, café, laranja, maracuja
e palmito

Arroz, batata, cana-de-agUcar,
feijdo, mandioca, milho, soja,
sorgo e tomate

Neropolis

Abacate, azeitona, cacau,
laranja, manga e palmito

Abacaxi, algodao, alho,
amendoim, batata  inglesa,
milho, melancia, soja e tomate

Ouro Verde

Abacate, borracha, café, coco-
da-baia, figo, laranja, mamao e
tangerina

Algoddo, arroz, aveia, fumo,
mamona, mandioca, Soja e
sorgo

Silvania

Azeitona, banana, caqui, goiaba,
limdo, manga, péra e pimenta-
do-reino

Abacaxi, amendoim, cana-de-
aclcar, cebola, feijdo, milho,
tomate e trigo

Turvania

Banana

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

* FONTE: IBGE (2012), ano base 2010.
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Figura 3. Municipios goianos onde as coletas de amostras bioldgicas foram realizadas.
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A Figura 6 ilustra a distribuicdo dos trabalhadores rurais, amostrados por municipio.
As cidades que apresentaram maiores adesdes dos trabalhadores rurais foram Bela Vista de
Goias (21%), Itapuranga (27%) e Turvania (19%).

Figura 4. Numero de trabalhadores rurais amostrado por municipio goiano.

5.2. Dados de estilo de vida dos grupos caso e controle

A tabela 5 ilustra os dados socio-epidemiolégicos dos 120 trabalhadores rurais
ocupacionalmente expostos, e que tem contato com agrotoxicos, diaria ou semanalmente,
sendo distribuidos em 12 municipios goianos, conforme apresentado na figura 6. Dos 120
trabalhadores, 53% apresentaram idades entre 30 a 50 anos, sendo a média de idade de 39 + 9
anos, 19% eram tabagistas e 63% etilistas. Quanto ao uso de EPI’s, 62% dos trabalhadores
relataram fazer uso constante de tais equipamentos, durante a aplicacdo e/ou manipulacéo dos
agrotoxicos, 72% dos expostos manipulavam, ou seja, faziam o preparo e aplicavam 0s
agrotoxicos e 42 % ja se intoxicaram durante o uso de agrotdxicos, tendo relatado sintomas
como dor de cabeca, nauseas, tonturas, desmaios, tremores, vertigens, salivacdo excessiva,
convulsoes, irritacdo e dores no corpo. O tempo de exposicdo dos trabalhadores rurais variou

de 03 meses a 40 anos, sendo a média de contato de 13 + 11 anos.

33



Tabela 5. Dados s6cio-epidemioldgicos dos trabalhadores rurais ocupacionalmente expostos

aos agrotoxicos

Variaveis N (%)
Idade
<30 33 (28)
30-50 53 (44)
>50 32 (27)
Sexo
Masculino 111 (93)
Feminino 9(7)
Tabagismo
N&o 101 (84)
Sim 19 (16)
Etilismo
Néo 44 (37)
Sim 76 (63)
Uso de EPIs
Sim 62(52)
Né&o 58(48)
Funcéo
Aplicar 26 (22)
Manipular 8 (7)
Ambos 86 (71)
Eventos de Intoxicagdo
Sim 50 (42)
Né&o 70 (58)
Tempo de exposicdo (anos)
>1 5(4)
lab 23 (19)
6al5 38 (32)
16a20 26 (22)
<21 28 (23)
Total 120 (100)
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A Figura 7 demonstra o numero absoluto de pesticidas usados por municipio,

conforme informagdes obtidas durante a aplicacdo do questionario de estilo de vida.

-

Distribuicao dos Agrotoxicos por Municipios

B Abadia de Goias

B Apapolis

= Bela Vista

B Bonfinopolis

B Goianapolisg

B Goiania

 Ttapuranga

H Leopoldo de Bulhdes
Neropolis

B OuroVerde

= Silvania
Turvinia

Figura 5. Quantidade de pesticidas (nGmero absoluto) utilizados pelos trabalhadores rurais,

por municipio.

Dos pesticidas aos quais os trabalhadores rurais foram expostos, destacam-se 0s

seguintes principios ativos, conforme listado na Tabela 6.

Tabela 6. Descricao dos principais principios ativos que os agricultores foram expostos.

Classificacao

Principio ativo Tipo Grupo Quimico toxicolégica
Picloram Herbicida Piridinocarboxilico Classe |
Acido 2,4d Herbicida Acido ariloxialcanoico Classe |
Glifosfato Herbicida Glicina substutuida Classe IV
Clorfenapir Inseticida Priazol Classe llI
Carbofurano Inseticida Metilcarbonato de Classe |
bezofuranila
Fenpropatrina Inseticida Piretroides Classe |
Deltametrina Inseticida Piretroide Classe
Parationa metilicas Inseticida Organofosfato Classe
Lambida-cialotrina Inseticida Piretroide Classe
Cloridrato de Fungicida Carbonato Classe
propanocabonto
Abamectina Inseticida Avermectina Classe llI
Tiofanato metilico Fungicida Benzimidazol Classe IV
Trifloxistrobina Fungicida Extrobilurin Classe llI
Tebuconazol Herbicida Triazol Classe llI
Clofenapir Inseticida Analago prirazol Classe llI
Azostrizol Fungicida Estrobilurina Classe llI
Ciproconazol Fungicida Trazol Classe llI
Hidroxido de cobre Fungicida Inorganico Classe Il
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Imidacloprido Inseticida Neonicotinoide Classe IV

Classe | : Extremamente téxico; Classe Il: Altamente toxico; Classe I11: Mediamente téxico; Classe 1V: Pouco
ou muito toxico.

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

A Tabela 7 demonstra as fungdes exercidas pelos trabalhadores rurais (aplicar,
manipular ou ambas as fungdes) de acordo com os eventos de intoxicagdo. Nao houve uma
diferenca estatisticamente significativa entre intoxicagdo e as fungdes exercidas pelos
trabalhadores rurais nos municipios goianos (p > 0,05).

Tabela 7. Relatos de intoxicacdo de acordo com as fungbes descritas pelo grupo
ocupacionalmente exposto aos agrotoxicos.

Funcbes Relatos de intoxicacdo (%) Nao ha relatos de Intoxicacao (%0)
Manipular 3 (6 %) 5 (7 %)
Aplicar 3 (6 %) 11 (15%)
Aplicar/manipular 43 (88 %) 55 (77 %)
Total 49 71

Finalmente, ao comparar as caracteristicas socio-bioldgicas dos grupos caso e controle
(Tabela 8), pode-se observar que ndo houve diferencas estatisicamente significativas entre a

distribuicdo dos grupos quanto a idade, ao consumo de cigarro e alcool [p>0,05].
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Tabela 8. Caracteristicas sdcio-biolégicas dos grupos exposto e controle.

Caracteristicas Numero de Individuos
Caso n (%) Controle n (%) P
Idade em anos
<30 35 (29) 23 (20) 0,9
30-50 53 (44) 45 (39) 0,07
>50 32 (27) 47 (41) 0,2
Média 39,3 38,3
Sexo
Masculino 111 (92) 97 (84)
Feminino 9(8) 18 (16) 0,08
Total 120 115
Tabagismo
Néo 101 (84) 102 (89)
Sim 19 (16) 15 (13) 0,6
Total 120 115
Etilismo
N&o 44 (37) 40 (35) 0.86
Sim 76 (63) 75 (65) '
Total 120 115

5.3. Andlises genotipicas dos grupos
Para cada primer foi obtida uma curva de dissociacdo (melting curve), que valida 0s
dados obtidos, com os seguintes valores de pico: 75°C para 0 RH92600, 78,5°C para 0 GSTM1

e 83°C para 0 GSTT1, conforme ilustrado na Figura 7 abaixo.
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Figura 6. Curvas de dissociacdo dos primers rh92600, gstml e gsttl, respectivamente, de 01
amostra do grupo exposto.
As frequéncias dos genotipos GSTM1 e GSTT1 dos grupos caso e controle estdo

demonstradas na tabela 9, ndo havendo diferencas estatisticamente significativas (p > 0,05),

entre a distribuicdo genotipica.

Tabela 9. Distribuicdo das frequéncias genotipicas dos grupos caso e controle.

Caso Controle X2 GL P

GSTT1

POSITIVO 99 (82) 93 (81) 01 1 09
NULO 21 (18) 22 (19)
TOTAL 120 (100) 115 (100)
GSTM1

POSITIVO 61(51) 73 (63)
NULO 59 (49) 42 (37) 38 1 0,07
TOTAL 120 (100) 115 (100)

5.4. AssociagOes entre a distribui¢do dos genotipos e dados sécio-epidemiologicos

A tabela 10 ilustra a distribuicdo dos genotipos dos trabalhadores rurais e do grupo
controle, quanto aos dados sdcio-epidemiologicos, como o consumo de alcool e cigarro.
Como demonstrado na tabela abaixo, 18% dos casos apresentaram o genétipo GSTT1 nulo, 49%
foram classificados como GSTM1 nulo e 10% apresentaram ambos 0s genotipos nulos. Além
disso, ndo houve diferencas estatisticamente significativas entre 0s grupos caso e controle,

quanto a distribuicdo dos genotipicos e o consumo de alcool e fumo (p> 0,05).

Tabela 10. Distribuicdo dos gendtipos nos grupos caso e controle, de acordo com o
consumo de &lcool e fumo.

N Fumante Uso de alcool

Caso(%) Controle(%) p X° Caso(%) Controle(%) p X® Caso(%) Controle(%) p X2
GSTTlpositivo ~ 99(82)  93(81) 18(15)  11(10) 62(52)  60(52)
GSTT1 nulo 21(18)  22(19) 108)  2(1,7) 14(12)  12((10,4)
GSTM1posiivo  61(51)  73(63) 11(9) 8(7) 34(26)  31(27)
GSTM1 nulo 50(49)  42(37) 8(67)  5(4,3) 4235  38(3))
GSTT1 positivo e
aoTML 47(39)  32028) g4 g 8(7) 435 098 14 33(28)  30(26) Qo9 14
GSTT1 positivo e
CoTMI positive. 5243 61(53) 10(8) 7(6,1) 20(24)  23(20)
GSTTlnuloe
GSTML1 positivo 9(8) 12(10) 1(0.8) 1(0,9) 5(4,2) 5(4,3)
GSTTlnuloe
G 12(10)  10(9) 0(0) 1(0,9) 98) 7(6,0)
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A tabela 11 demonstra a distribuicdo dos genotipos quanto ao tempo de exposicao,
uso de EPI’s e eventos de intoxica¢do, no grupo ocupacionalmente exposto. Os trabalhadores
que apresentaram maiores indices de intoxicacdo foram os que apresentaram genotipo GSTT1
positivo (33%), dos quais, 45% ndo faziam uso de EPI’s e tiveram um tempo de exposi¢do
medio de aproximadamente 15 anos. No entanto, ndo houve associagdo estatisticamente
significativa (p >0,05) entre tempo de exposi¢do, uso de EPIs e eventos de intoxicagéo.
Embora, 0 ndo uso de EPI’'S, associado aos gendtipos GSTT1 e GSTM1 nulos, seja capaz de
aumentar em 27% a chance de intoxicacdo, enquanto que o uso de EPI’s, associado ao
gendtipo nulo, reduz a chance de intoxicacéo para 16%.

Tabela 11. Distribuicdo dos gendtipos quanto ao tempo de exposicdo aos agrotdxicos, relatos
de uso de EPI’s e intoxicagdo, no grupo de trabalhadores rurais.

Tempo de exposicao (anos) Uso de EPI’s Intoxicacédo
N (%) N (%)

GSTT1 positivo 15,44+12,90 54(45) 40 (33,33)
GSTT1 nulo 16,66+10,84 9(7,5) 11(9,16)
GSTML1 positivo 17,5+13,61 31(25,83) 27 (22,5)
GSTML1 nulo 13,774£11,06 32(26,66) 24(20)
GSTT1 positivo e GSTM1 nulo 13,19 £11,15 26 (21,66) 19 (15,83)
GSTT1 positivo e GSTM1 positivo 17,46 £ 14,08 29(24,16) 20 (16,66)
GSTT1 nulo e GSTML positivo 17,66 £ 10,72 3(2,5) 6 (5)
GSTT1 nulo e GSTML1 nulo 15,91 £ 10,86 6(5) 5 (4,16)

Ao se comparar as distribuicdes dos genoétipos de risco (auséncia de amplificacdo) e de
ndo risco (presenca da amplifica¢do), ndo houve diferencas estatisticamente significativas (p >

0,05), nos dois grupos analisados (Tabela 12).

Tabela 12. Classificacdo dos grupos caso e controle, quanto a distribuicdo em genotipos de
risco.

Caso Controle
o OR*  IC** 95% P
Genotipo GR! GNR? GR! GNR?
GSTM1 21 99 22 93 11 06<u=<22 0,9
GSTT1 50 61 42 73 06 03<u<10 0,07

' = GR — gendtipo considerado de risco (gen6tipo nulo — auséncia de amplificacdo/pico); 2 = GNR — gendtipo
ndo considerado de risco (presenca da amplificacdo). * OR= odds ratio.  IC = Intervalo de confianca.
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6. DISCUSSAO

No presente estudo, 42% dos entrevistados relataram episodios de intoxicacao, o que
estd 15% acima dos dados nacionais, nos quais foram registrados apenas 6% de casos de
intoxicacdo humana, por agrotoxicos agricolas e 22% acima dos dados registrados na Regido
Centro-Oeste (CO) [9%] (SINITOX, 2010). Desses casos, 7% foram registrados em Goiania,
sendo os demais em Campo Grande e Brasilia. De acordo com Bochner (2007), é importante
ressaltar que a totalidade dos casos registrados no pais, em um dado periodo, pelo SINITOX,
é diferente da totalidade dos casos ocorridos no pais neste mesmo periodo, porque, além do
namero de centros ser insuficiente para cobrir toda a extensdo territorial do Brasil, a
notificacdo dos casos a esses centros é espontanea, sendo realizada pela propria vitima ou seus
familiares, com o objetivo de obter informacdo sobre como proceder e onde buscar
atendimento, bem como por profissionais de salde que buscam informacbes sobre o
tratamento a ser realizado.

Os eventos de intoxicagdo, dos trabalhadores rurais, ocorreram pela manipulagcdo dos
agrotoxicos, na preparacdo da mistura, na aplicagdo com bombas manuais e com tratores,
dados estes que corroboram com os de Schneider (2011), no qual os sojicultores avaliados
estavam envolvidos tanto na preparacdo da mistura dos agrotéxicos utilizados na
lavoura, quanto na aplicacdo, a qual era realizada com tratores e bombas manuais.
Bolognesi (2003) relatou que pessoas envolvidas na preparacdo e aplicacdo pela
pulverizacdo dos agrotdxicos sdo o grupo que mais sofre exposicdo devido a formacdo de
aerossois, que sdo constantemente inalados.

Os EPIs ndo foram utilizados por todos os trabalhadores rurais, 48% nao usavam e
52% usavam, dados estes semelhantes ao de Faria et al. (1999), no qual, foi observado que
35% dos trabalhadores rurais da Serra Gaucha (RS) ndo utilizavam nenhum tipo de EPI . O
municipio com maior adesdo aos EPIs foi o de Turvania, representando 25% do total. No
entanto, ndo foi detectada uma associacdo estatisticamente significativa entre o uso de EPIs e
eventos de intoxicacao.

Dos agrotoxicos que os trabalhadores rurais foram expostos, destacam-se trés
principios ativos, sendo um herbicida e dois inseticidas. O principio ativo mais usado foi o
glifosato (herbicida), que é classificado como medianamente toxico, resultados estes
semelhantes aos de Caires & Castro (2002), que relataram que os agrotoxicos utilizados no
Municipio de Alta Floresta (MT), era de maioria classificada como altamente tdxica, com

destaque para os principios ativos glifosato e acido 2,4-diclorofenoxiacético, resultado
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semelhante ao estudo.

No Estado de Goids ha uma preocupacdo relacionada ao uso exagerado de
agrotoxicos na cultura de tomate, onde, 19,5% dos trabalhadores afirmaram trabalhar
exclusivamente nesta cultura. Entretanto, o uso de agrotoxicos como organofosforados e até
mesmo agrotoxicos ndo recomendados para a cultura de tomate podem expor os trabalhadores
a riscos de intoxicacdo (LATORRACA et al., 2008), assim como ha relacdo entre exposicdo
aos organofosforados e cancer de pulméo (LEE et al., 2004).

Quanto a distribuicdo dos gendtipos GSTT1 e GSTM1, relacionada aos dados sécio-
epidemioldgicos, foi demonstrado que os individuos com o genétipo GSTM1 presente foram
0s que mais sofreram eventos de intoxicacdo, devido a exposi¢do aos agrotdxicos, embora
45% dos individuos desse grupo tenha relatado utilizar EPIs. No entanto, ndo houve
associacdo estatisticamente significativa entre eventos de intoxicacdo e distribuicédo
genotipica. Singh et al., 2011 sugeriram que 0 genotipos GSTM1 e GSTT1 nulos, juntamente
com lesdes no DNA tem um importante papel na identificacdo de individuos com alto risco
de desenvolver doencas, devido a exposicdo ocupacional a alguns pesticidas
organofosforados. Foi observada, no grupo caso, a delecdo de GSTM1 em 49% dos
individuos, e a delecdo de GSTT1 em 18% dos individuos. Para o grupo controle foi
observada a delecdo de GSTM1 em 37% dos individuos, e para GSTT1, 19% dos individuos
apresentaram a delecdo. No entanto, ndo houve um aumento no risco de intoxicacdo para 0s
genaotipos nulos.

A determinacdo dos polimorfismos esta se tornando um aspecto importante que pode
aumentar a sensibilidade e a especificidade dos ensaios e de grupos sensiveis. Varios
polimorfismos de enzimas que metabolizam xenobidticos tém sido identificados por afetar os
resultados de biomarcadores citogenéticos, ja que sdo capazes de ativar ou inativar compostos
potencialmente genotoxicos e carcinogénicos. A ativacdo metabdlica e inativacdo de agentes
genotoxicos ocorrem por enzimas de metabolizacdo de Fase | e Fase Il envolvendo multiplas
interacdes (SINGH, S. et al., 2011).

GSTs sdo enzimas de faze Il altamente polimorficas, envolvidos na desintoxicacdo de
varios tipos de xenobioticos (GIRI et al., 2011). Individuos com a falta dos genes GSTM1 e
GSTT1 estdo associados com aumento do risco de desenvolver cancer devido a processos de
detoxificacdo deficientes. Estudos anteriores indicam que individuos nulos sdo suscetiveis a
alguns tipos de cancer, especialmente pulmdo e da bexiga (BUTLER et al.,, 2011;
SAFARINEJAD et al., 2011).
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No entanto, nosso estudo demonstrou que ndo h& diferencas significativas entre as
distribuicdes das frequéncias genotipicas entre 0s grupos exposto a agrotoxicos e controle.
Kumar et al, 2011, avaliaram cerca de 115 trabalhadores de pavimentacdo de estradas,
expostos a hidrocarbonetos aromaticos policiclicos (carvao-alcatrdo betume, asfalto e
fumaca), e também ndo encontraram diferencas significativas nas distribuicdes genotipicas
(GSTT1 p =0,79 e GSTM1 p =0,95). Tais achados também foram observados nos estudos Giri
et al., 2001, os quais analisaram trabalhadores expostos ao alcatréo de hulha (GSTT1 p = 0,78
e GSTM1 p =0,95) .

Além disso, nesse estudo, quanto aos gendtipos nulos, classificados como de risco, ndo
foi identificada associacdo estatisticamente significativa entre 0s grupos caso e controle.
Varios estudos (HARADA et al., 1992; KELADA et al., 2000; SAADAT e SAADAT, 2000;
HASHIBE et al., 2003; ABBAS et al., 2004; BUGANO et al., 2008; ROUISSI et al., 2009;
ZAFEREO et al., 2009; REIS, 2011) demonstraram a importancia dos polimorfismos dos
genotipos GSTT1 e GSTM1 separadamente ou combinados, como parte do desenvolvimento
de doencas. Segundo os dados de Kumar et al. 2012, individuos expostos a hidrocarbonetos
aromaticos policiclicos (HAP) com gendtipos GSTM1 nulos, apresentaram risco aumentado
para 0 desenvolvimento de tumores de laringe, pulmao, bexiga, cdlon e gastrointestinal e os
individuos com genotipo nulo de GSTT1, possuem um risco aumentado para 0
desenvolvimento de tumores cerebrais e colo retais. Estes achados indicam que os
polimorfismos de GSTM1 e GSTT1 desempenham um papel importante na suscetibilidade
humana aos agentes mutagénicos e carcinogénicos, sendo capazes de fornecer informacgdes
precoces, quanto ao risco do desenvolvimento de cancer na populacdo, em especial,
ocupacionalmente exposta a agentes ambientais.

Estudos epidemiologicos demonstram que os polimorfismos de GSTT1 e GSTM1 estao
relacionados com o aumento da suscetibilidade de doencas, relacionadas ao stress oxidativo,
tais como a infertilidade masculina (PARL, 2005; BOLT e THIER, 2006; BOHANEC et al.,
2009), doencas cardiovasculares (WILSON et al., 2000), asma (SAADAT et al., 2004;
BAHAODDINI et al., 2009) e esquizofrenia (HARADA et al., 2001; PAE et al., 2003;
SAADAT et al., 2007). O estudo realizado por Sun et al, 2010 evidenciou uma associacao
entre genotipos nulos e o risco para o desenvolvimento de catarata senil em asiaticos. Esta
diferenca étnica pode ser atribuida ao estilo de vida, nutricdo, fatores ambientais e fatores
genéticos de cada populacdo (SIREESHA et al., 2012).
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No entanto, nesse estudo, a associagdo entre os polimorfismos dos genes GSTT1 e
GSTM1 e o consumo de alcool e tabaco, ndo demonstrou significAncia estatistica, quando
comparados 0s grupos caso e controle, sendo que tais fatores ndo causaram incremento no
risco de intoxicacdo aos agrotdxicos. Segundo Tirado Bustillos et al., 2012 a frequéncia do
genotipo GSTT1 nulo relacionada ao consumo de &lcool foi um fato de risco significativo
(OR = 2,471/ IC: 1,214 - 5,028) para trabalhadores expostos a pesticidas, aumentando em
1,47 vezes a probabilidade de pessoas com esse genotipo apresentarem danos genotoxicos.
Como j4 relatado o genotipo GSTT1 nulo esta envolvido na suscetibilidade ao risco de cancer
e este risco estd fortemente associado ao consumo de alcool e ao habito de fumar que
aumentam a carga de toxinas carcinogénicas (DUELL et al., 2002).

A frequéncia do geno6tipo nulo para GSTM1 e GSTT1 na populacdo da cidade do Rio
de Janeiro € de 42,1 e 25,4%, respectivamente, sendo descrita por Rossine, et al, 2002. Tais
frequéncias assemelham-se as frequéncias encontradas nesse estudo, que foram de 49 % e
18%, respectivamente, para os genotipos nulos de GSTM1 e de GSTT1 nulo, no grupo exposto
a agrotoxicos.

A exposicdo ocupacional ocorre em todos os estagios de formulacdo, manufatura e
aplicacdo dos agrotoxicos. Condi¢cdes ambientais como espagos fechado, altas temperaturas e
umidade favorecem a exposicdo a agrotoxico. Os trabalhadores estdo expostos aos
agrotoxicos principalmente durante estagios de preparacdo, mistura e aplicacdo, mas também
podem entrar em contado com 0s agentes durante o periodo de colheita. Os residuos de
pesticidas nas frutas e folhagens podem ser absorvidos principalmente na pele das maos e
antebracos. Uma vez que os trabalhadores estdo frequentemente expostos a misturas
complexas de agrotoxicos, € dificil atribuir o dano genotoxico a qualquer classe em particular
ou composto quimico. Portanto o tipo de exposicdo que o trabalhador rural e o tempo de
exposicdo influenciam na analise de intoxicacdo pelos agrotoxicos (BOLOGNESI, 2003).

Os agricultores avaliados neste estudo estdo envolvidos na preparacdo da mistura de
agrotoxicos utilizados na lavoura, na sua aplicacdo, ou em ambos. Nesse estudo, a fungédo
exercida pelo trabalhador rural em relacdo aos eventos de intoxicacdo ndo demonstrou
nenhuma relacdo estatistica mesmo se relacionados ao gendtipo, uma vez que a maioria dos
trabalhadores rurais (88%) manipulava e aplicava agrotoxicos. Bolognesi, 2003 relatou que
pessoas envolvidas na preparacdo e aplicacdo através da pulverizacdo de pesticidas é o grupo
que mais sofre exposicdo devido a formacdo de aerossois em ambas as fases, que sao
constantemente inalados (BOLOGNESI, 2003).
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Ambientes de trabalho, equipamentos de protecdo individual, tempo de exposicéo e
condi¢des de exposicdo sao descritos na literatura como fatores capazes de afetar os niveis de
danos genéticos. Outro fator de dano é o alto nimero da variedade de substancias comumente
utilizadas (DA SILVA et al., 2008). Em uma recente revisdo, Bull et al. 2006 discutiu
genotoxicidade em trabalhadores que aplicavam e manipulavam os agrotdxico e destacou a
importancia do uso de equipamentos de protecdo individual. Em nosso estudo, a maioria dos
trabalhadores (52%), tomou todas as medidas de protecdo como o uso de EPI’s nas préticas
associadas a manipulacéao e aplicacdo dos agrotéxicos.

A evidéncia de um risco genético relacionado com a exposicdo resultante do uso
intensivo de agrotoxicos salienta a necessidade de programas de educacdo para 0S
trabalhadores agricolas, a fim de reduzir o uso de produtos quimicos na agricultura e
implementar medidas de protecdo. Por estas razfes, o monitoramento genético deve ser
considerado como parte integrante de uma boa vigilancia médica em pessoas em contato
direto com agrotoxicos, uma vez que permite avaliar o risco potencial de exposicao
ocupacional, tornando possivel a implantagdo de medidas necessarias para a identificacéo

precoce do risco genetico.
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7. CONCLUSAO

A anélise dos resultados desse estudo permitiu obter as seguintes conclusdes:

N&o houve diferencas estatisticamente significativas entre as freqiéncias dos
gendtipos GSTM1 e GSTT1, dos grupos caso e controle;

As frequéncias encontradas para a presenca do gene GSTT1, nos grupos caso e
controle, respectivamente, foram de 82% e 81%;

As frequéncias encontradas para a auséncia do gene GSTM1, nos grupos caso e
controle, respectivamente, foram de 18% e 19%;

Ao se comparar as distribuicdes dos gendtipos de risco (auséncia de amplificacdo) e
de ndo risco (presenca da amplificacdo), ndo houve diferencas estatisticamente
significativas, nos dois grupos (caso e controle) analisados;

A associacdo entre os polimorfismos dos genes GSTT1 e GSTM1 e o consumo de
alcool e tabaco, ndo demonstrou significancia estatistica, quando comparados 0s
grupos caso e controle, sendo que tais fatores ndo causaram incremento no risco de
intoxicagdo aos agrotoxicos;

O uso de EPIs foi relatado por 54% dos trabalhadores ocupacionalmente expostos aos
agrotoxicos;

41% dos trabalhadores rurais relataram eventos de intoxicacdo, cujos principais
sintomas foram: nauseas, vomitos, dores de cabeca, tonturas, irritabilidade, desmaios
e convulsdes. Este indice de intoxicacdo estd bem acima da média nacional (9%),
relatada pelo SINTOX e Ministério da Saude, no ano de 2010;

N&o houve associacdo estatisticamente significativa entre eventos de intoxicacao, uso
de EPI’s e funcdo dos trabalhadores (aplica¢do, manipulacdo ou ambos).

S&0o necessarios estudos capazes de associar 0 polimorfismo de genes metabolizadores
de xenobidticos, como o0s pesticidas e exposi¢do ocupacional, envolvendo um maior
namero amostral, assim como outros tipos de testes genéticos (ensaio cometa e teste

do micronucleo).
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ANEXOI

PCR em tempo real

A PCR em Tempo Real foi proposta inicialmente em 1993 por Higuchi e permite fazer
simultaneamente a amplificacdo, a detec¢do e a quantificagdo do produto, eliminando a
necessidade da manipulagdo dos produtos amplificados (LALLEMAND et al., 2000;
GINZINGER, 2002). Como em uma PCR convencional apresentam as trés fases
caracteristicas da amplificacdo in vitro de DNAque sdo a fase de crescimento exponencial, a
fase de crescimento linear e a fase estacionaria (BUCHARD et al., 2007; OLIVEIRA, T. M.
S., 2010).

A primeira fase caracteriza-se pelo crescimento exponencialda curva de producgéo de
aplicon e é bastante especifica e precisa. Na fase de crescimento linear os produtos da reacao
sdo consumidos e iniciam o processo de degradacdo. A fase estacionaria corresponde ao final
da analise devido ao elevado nivel de degradacdo dos produtos da PCR. Os compostos
fluorescentes adicionados ao DNA geram um sinal de fluorescéncia que € diretamente
proporcional a quantidade de produto amplificado ao longo das diferentes fases (OLIVEIRA,
T. M. S., 2010). O método em tempo real combina a tecnologia de amplificacdo por PCR com
a deteccdo do produto em tempo real mediante o uso de corantes fluorescentes no mesmo tubo
de reacdo (PONCHEL et al., 2003; BOEHM et al., 2004). Portanto a PCR em tempo real
(RQ-PCR) permite a quantificacdo dos produtos de amplificacdo génica em todas as fases de
uma reacdo de PCR (GINZINGER, 2002). A RQ-PCR requer uma plataforma de
instrumentos que contém um termociclador acoplado a um sistema Otico para a excitacdo e
capitura da fluorescéncia e emitida, além de um computador para aquisicdo de resultados e
andlise final da reacdo (FADERL et al., 2004; CHANG et al., 2010).

A curva inicial da PCR em Tempo Real comega com o baseline, que compreende ao
sinal de fluorescéncia de fundo (backgroud) emitido durante os primeiros ciclos, antes do
inicio da amplificacdo dos produtos de PCR. Em seguida ocorre o ciclo Ct indicando o
namero de ciclos necessarios para a deteccdo da fluorescéncia, que é obtida quando o Ct
ultrapassa a linha do threshold. O threshold corresponde a um ponto a partir do qual a
fluorescéncia detectada excede o limiar da fase exponencial. O threshold e definido
automatica e arbitrariamente que controla a reacdo em funcédo da baseline. O valor minimo de
Ct é dependente da quantidade de moléculas presente no inicio do processo de amplificacéo,

0 que significa que um menor nimero de moléculas, representa, inicialmente, um maior
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namero de ciclos requeridos para gerar um aumento exponencial do sinal da fluorescéncia que
seja significativamente superior a baseline (MACKAY, 2007; VAN PELT-VERKUIL et al.,
2008; KUMAR et al., 2011a). A Figura 1 abaixo ilustra o processo da RQ-PCR

A fase exponencial se da com o aumento da quantidade de produtos formados
(amplicons) e o sinal de fluorescéncia aumenta exponencialmente ate atingir a fase plateau,
que corresponde aos ciclos finais da reacdo. A fase de plateau é alcancada pela limitacdo dos
reagentes disponiveis in vitro, inativacdo da DNA polimerase. Na fase de plateau ha reducéo
da eficiéncia da PCR (GRUBER et al., 2001; PONCHEL et al., 2003; BOEHM et al., 2004;
KUBISTA et al., 2006).
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Figura 7. Curva de amplificacdo da PCR em tempo real: Ct — ciclo threshold. Mostra as trés

fases distintas da RQ-PCR: baseline, exponencial e plateau.

O SYBR® Green é uma molécula intercalante da fita dupla de DNA, tornando-o
fluorescente. As vantagens de sua utilizacdo incluem o facil manuseio e o baixo custo,
comparado a outras tecnologias de PCR em Tempo Real (TSUKAMOTO et al., 2012; VAN
POUCKE et al., 2012). Durante os ciclos consecutivos de PCR, a quantidade de DNA de
dupla fita se eleva de maneira exponencial, aumentando assim a quantidade de SYBR Green
ligado e sua fluorescéncia (Figura 2) (ANNIBALLI et al., 2012).

A tecnologia SYBR® Green apresenta como principais vantagens a grande
sensibilidade, o reduzido custo e a facilidade de manuseio. Em contrapartida, apresenta como

principal desvantagem a possibilidade de ligacéo a todo o DNA em cadeia dupla, durante a

56



reacdo de polimerizagdo, incluindo os dimeros de iniciadores e outros produtos ndo

especificos, o que se pode traduzir numa subestimagdo da concentragdo do fragmento alvo
(ALMEIDA e SADDI, 2007; VAN POUCKE et al., 2012). Além disso, a deteccdo com

SYBR® Green exige uma otimizacdo extensiva, uma vez que ndo é especifico para uma

determinada sequéncia de DNA. Desta forma, torna-se imperativo 0 acompanhamento dos

ensaios de forma a validar os resultados (Mackay et al. 2007; Oliveira 2009).
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SYBR® Green
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Figura 8. Figura esquematica de uma reacdo de RQ-PCR (A) Reagentes e uma fita de DNA

desnaturada, (B) Inicio da reacdo da Taq Polimerase mostrando o intercalameto do corante

SYBR® GREEN na fita dupla de DNA da regido alvo, iniciada pelo primer,(C) Aumento da

fluorescéncia conforme o fragmento (os amplicons) sdo formados. Adaptado de Oliveira

(2010).
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ANEXO 11

PUC coiAs

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Dados de identificacao

Titulo do Projeto: Estudos Estocésticos da Exposicdo 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 Estocéasticos da Exposicao
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 exposicdo, a fim de verificar provaveis alteracbes genéticas, analisando também o
tempo e os tipos de agrotoxicos mais utilizados pelos trabalhadores. O presente estudo
contribuira para se compreender 0s riscos de agravo a saide humana decorrente da exposicéo
individual, fornecendo subsidios para reforcar a necessidade da adesdo do trabalhador as
condicdes de seguranca ocupacional, que visam a manutencdo da salde fisica e a protecdo
contra o desenvolvimento das doencas ocupacionais. Assim, compreender 0s aspectos
biologicos subjacentes a exposicdo do sistema celular humano aos agrotoxicos permitird uma
maior protecdo da salde de trabalhadores agricolas.

A minha participacdo no referido estudo serd no sentido de doar voluntariamente, uma
amostra de sangue, para colaborar com a investigacdo dos efeitos bioldgicos da exposicao
ocupacional a pesticidas, verificando possiveis danos ao DNA e alteracfes genéticas.

Recebi, por outro lado, os esclarecimentos necessarios sobre os possiveis desconfortos
e riscos decorrentes do estudo, levando-se em conta que é uma pesquisa, e 0s resultados

positivos ou negativos somente serdo obtidos apds a sua realizagdo. Durante a coleta de
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sangue vocé podera sentir uma dor leve a moderado, em decorréncia da aplicacdo da agulha,
podem também ocorrer a formagdo de hematomas que ndo sdo incomuns, caso iSso 0corra,
vocé serd imediatamente encaminhado (a) ao Servico 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,
nao sofrerei qualquer prejuizo a assisténcia que venho recebendo.

Os pesquisadores envolvidos com o referido projeto sdoFernanda Ribeiro Godoy e
Daniela de Melo e Silva, e com eles poderei manter contato pelos telefones: (62) 23592518
(Fernanda) e (62) 99549691 (Daniela).

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

Enfim, tendo sido orientado quanto ao teor de todo o aqui mencionado e
compreendido a natureza e 0 objetivo do ja referido estudo, manifesto meu livre
consentimento em participar, estando totalmente ciente de que ndo ha nenhum valor
econémico, a receber ou a pagar. No entanto, caso eu tenha qualquer despesa decorrente da
participacdo na pesquisa, havera ressarcimento na forma de dinheiro em espécie. De igual
maneira, caso ocorra algum dano decorrente da minha participacdo no estudo, serei

devidamente indenizado, conforme determina a lei.

Goiania, de de

Nome e Assinatura do sujeito da pesquisa
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PUC aouts Estudos Estocasticos da Exposicdo Ocupacional a pesticidas em

Municipios Goianos com Intensa Atividade Agricola
Questionario

1) Nome:
2)Sexo: ()F ()M

3) Idade:

4) Fumante: ( ) Sim () Ndo 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
gual frequéncia?
6) Problemas de saude: ( ) Sim ( ) Nao
7) Qual (is) e quando manifestou:
8) Estado Civil: ( ) Solteiro(a) ( ) Casado(a) ( ) Separado(a) ( ) Viavo(a)
9) Filhos: ( ) Sim () Nao Quantos:
10) Saudaveis: ( ) Sim () Nao
11) Atividade agricola principal:
12) Tempo de atividade agricola:
13) Quial(is) cultura(s) produzida(s):
14) Uso de agrotoxicos: ( ) Sim  ( )Né&o
15) Quial(is) agrotoxico(s) utilizado(s):
16) Manipula e/ou aplica o agrotdxico?
17) Ha quanto tempo manipula/aplica agrotoxicos:
18) Frequéncia na manipulacéo/aplicacdo de agrotoxicos:
( ) Umavez por semana ( ) Acada 15dias ( ) Uma vez por més
18) Quial o tipo de equipamento usado para manipulacdo/aplicacéo de agrotéxico:
19) Como os agrotdxicos sdo armazenados:
20) Local de armazenamento:

21) Uso de vestimenta adequada para manipulacéo de agrotoxicos: () Sim ( ) Néo
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22) Principais itens de vestuario usados:
()Bota ( )Mascara ()Luva ( )Bonéou 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 alteracdes da pele ( ) Desmaios
() Irritacdo de nariz, garganta e olhos, provocando tosse e lagrimas
( ) Falas com frases desconexas ( ) Tremores no corpo
(') Irritacéo ou Nervosismo ( ) Indisposicéo, fraqueza e mal estar
( ) Vertigem e alteragdes na viséo ( ) Salivacao e sudorese aumentadas
( ) Convulsdes () Dores no corpo, principalmente bragos, pernas e peito
( ) Outros. Especificar:

Pesquisadora Responsavel: Daniela de Melo e Silva — 99549691
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ANEXO IV

PONTIFICIA UNIVERSIDADE CATOLICA DE GOIAS
PRO-REITORIA DE POS-GRADUAGAD E PESCUISA

Fon 0 ® Fax (82 70
v pucgcias adu bir @ prope@pucgies edibr

Registro CEP 1978/2011

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 Resolugao 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 Salde.

¢ Modelo do relatério de acompanhamento da pesquisa se encontra no site
do Comité de Etica http://www.pucgoias.edu.br/cep - modelos
documentos.

Categorias de pesquisa

TCC: Final da pesquisa
Especializacdo: Final da pesquisa
Mestrado: Relatério anual e final
Doutorado: Relatério anual e final
Outros: Relatério anual e final

Prof. Dr. José iodrigues ao Carmo Filho

Coordenador do CEP-SGC/PUC Goias

Goiania, 29 de Fevereiro de 2012.
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ANEXO V

ATA COMPLEMENTAR N° 73/2012

MESTRADO EM GENETICA DA PONTIFiCIA UNIVERSIDADE CATOLICA DE GOIAS

DISCENTE: FERNANDA RIBEIRO GODOY

128 FB1427DA 12VI (5 DE FEVEREIRO DE 2013 E VA 34 com concerro. P
b TR
BANCA EXAMINADORA
Dt 2 Ml A

Profa. Dra. Daniela de Melo e Silva
(presidente-orientadora)

Prof. Dr. Cla

i6 Carlos da &{lva / PUC Goids
(membro interno)

\fn\a«gfn@.@u&_l&m@»
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