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RESUMO

Os agentes de combate a endemias (ACES) séo as categorias mais exposta aos efeitos de
pesticidas, pois sua exposicdo se da deste o preparo da calda dos pesticidas até a
aplicacdo do mesmo. O uso de EPIs é essencial para a protecdo desses trabalhadores,
todavia eles muitas vezes os dispensam. Fatores como a falta de conhecimento acerca
do uso correto dos pesticidas ou ndo respeito aos usos das EPIs podem estar
relacionados com o risco de intoxicacdo. Sabe-se que os pesticidas podem causar danos
no DNA em pessoas que sdo ocupacionalmente expostas. Apesar de existir muitos
estudos sobre o dano em agricultores, poucos estudos foram realizados com ACEs.
Neste contexto, o presente trabalho teve como objetivo avaliar o dano gendmico em
ACEs da cidade de Aparecida de Goiania (GO) e correlacionar o dano com os quadros
de intoxicacdo e com uso de EPIs e aos estilos de vidas dos agentes. Foram
selecionados para pesquisa 39 ACEs e 39 pessoas da comunidade local que ndo foram
ocupacionalmente expostos a pesticidas. Através de um questiondrio estruturado foram
coletados dados sobre estilo de vida dos participantes, tais como idade, sexo, etilismo,
tabagismo, além de dados acerca do uso de EPIs e sinais e sintomas de intoxicacdo dos
ACEs. A avaliagdo do dano gendmico foi realizada pela da técnica de microndcleo, e o
teste de colinesterase foi realizado nos ACEs para observar a presenca de intoxicacdo
cronica. O grupo exposto foi composto por 21 homens (53,8%) e 18 mulheres (46,2%).
Dos 39 agentes, 10 (25,6%) fumavam e 29 (74,4%) ndo fumavam e 23 (58,9%) bebiam
e 16 (41,1%) ndo bebiam. A avaliacdo da colinesterase foi normal em todos os agentes,
porém, ao comparar a frequéncia dos micronlcleos do grupo caso com controle, foi
observada uma diferenca estatistica (p<0,05). Ao correlacionar o uso de EPIs com dano
genbmico, ndo foi encontrada uma diferenca significativa. Com base nos achados dessa
pesquisa, pode-se afirmar que o uso de pesticidas por ACES representa um risco de dano
genbmico, 0 que pode trazer sérios problemas de saude para 0os mesmos. Vale salientar
que ha uma necessidade de educacdo sobre o risco do uso de pesticidas, principalmente

para 0s grupos ocupacionalmente exposto.

Palavras-chaves: pesticidas, microntcleo, genotoxicidade, colinesterase.



ABSTRACT

The agent to combat epidemic (ACEs) are the more exposed classes to effect of
pesticides, since their expositions is given to preparation to application of pesticides.
The uses of PPE are essential to protection of these workers, yet they often dispense
their uses. Factors such as lack of knowledge about the correct use of pesticides or no
respect for the PPE uses may be related to the risk of intoxication. It is well known that
pesticides may cause DNA damage in people who are occupationally exposed.
Although there are many studies on the damage to farmers, few studies have been
performed with ACEs. In this context, this study aimed to evaluate the genomic damage
in ACEs of the city of Aparecida de Goiania (GO) and to correlate the damage with
intoxication reports and use of PPE and styles of life of the agents. We selected for
research 39 ACEs and 39 people from the local community who were not
occupationally exposed to pesticides. Based on a structured questionnaire was collected
lifestyle information of the participants, such as age, gender, alcohol consumption,
tobacco use, and data on the use of PPE and signs and symptoms of intoxication of
ACEs. The evaluation of genomic damage was made by micronucleus technique, and
the cholinesterase test was performed in ACEs to observe the presence of chronic
intoxication. The exposed group consisted of 21 men (53.8%) and 18 women (46.2%).
Of agents 39, 10 (25.6%) smoked and 29 (74.4%) did not smoke; 23 (58.9%) drank and
16 (41.1%) did not drink. The evaluation of cholinesterase was normal in all agents, but
when comparing the frequency of micronuclei in the case group with control, a
statistical difference (p> 0.05) was observed. By correlating the use of PPE with
genomic damage, was not found a significant difference. Based on the findings of this
research, it can be states that the use of pesticides by ACEs is a risk to it in genomic
damage, which can lead to serious healths problems for the same. Worth pointing out
that there are a need for education about the risk of using pesticides, particularly for

occupationally exposed group.

Keywords: pesticides, micronuclei, genotoxicity, cholinesterase.
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1. INTRODUCAO

Os pesticidas, também conhecidos como agrotoxicos, estdo entre 0s mais
importantes fatores de risco para a salde dos trabalhadores e para o meio ambiente.
Usados em grande escala por varios setores produtivos e mais intensamente pelo setor
agropecuario, sdo ainda utilizados no combate a endemias e epidemias. O emprego de
pesticidas nas campanhas de salde publica para controle de endemias, no Brasil, iniciou
em meados dos anos de 50, em paralelo ao uso abusivo e deliberado desses insumos,
sem grandes cuidados quanto aos riscos biologicos e ambientais provenientes do seu
uso (ABRASCO, 2012).

Inicialmente no Brasil, essas substancias eram conhecidas erroneamente como
“defensores agricolas” pela Constituicdo de 1988, o que excluia seu uso nas atividades
de vigilancia sanitaria, além de mascarar os efeitos negativos a salde humana e
ambiental (CONSELHO REGIONAL DE QUIMICA I, 1997). O termo “agrotoxico”
foi introduzido no Brasil pela Lei Federal n° 7.802, de 11 de julho de 1989,
regulamentada pelo Decreto 98.816, de 11 janeiro de 1990, atualmente, revogado pelo
Decreto 4.074, de 4 de janeiro de 2002. Assim, pelo Artigo 2, Inciso I, da Lei Federal
n°7.802, o termo ‘“agrotdxico” ficou definido como: “Agrotoxicos e afins sdo os
produtos e componentes de processos fisicos, quimicos ou bioldgicos destinados ao uso
nos setores de producdo, armazenamento e beneficiamento de produtos agricolas, nas
pastagens, na protecdo de florestas nativas ou implantadas e de outros ecossistemas e
também em ambientes urbanos, hidricos e industriais, cuja finalidade seja alterar a
composicdo da flora e da fauna, a fim de preserva-la da acdo danosa de seres vivos
considerados nocivos, bem como substancias e produtos empregados como
desfolhantes, dessecantes, estimuladores e inibidores do crescimento.”

Na literatura inglesa, estas mesmas substancias quimicas sdo denominadas de
“pesticidas”, uma vez que, também, denota a larga gama de substancias quimicas usadas
no controle de pragas, além de conotar seu carater prejudicial, sem remeter apenas a
utilizagdo agricola (como em “agrotoxicos”, pelo radical “agro”).

Os pesticidas tem sido alvo de preocupacdo alarmante por parte dos diversos
segmentos da sociedade, devido a seu potencial risco ao ambiente (CUNHA et al.,
2005), uma vez que o uso indiscriminado regido por fatores, como: uso inadequado, alta

toxicidade, falta do uso de equipamentos de protecdo e precariedade dos mecanismos de
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vigilancia, pode gerar danos a saude humana, animal e ambiental (SILVA et al., 2005;
DOMINGUES et al., 2004; SANCHES et al., 2003; SILVA et al., 2001).

Vale ressaltar que o uso de pesticidas ndo gera somente impacto ambiental, mas
também impactos sociais e sanitarios, 0s quais sdo agravados pela ampla utilizacdo
desses produtos, pelo desconhecimento dos riscos associados a sua utilizacdo, pelo
desrespeito as normas de seguranca, pela livre comercializacdo, pela pressdo comercial
por parte das empresas produtoras e distribuidoras e os problemas sociais presentes,
principalmente, no meio rural (foco de seu maior emprego) (MOREIRA et al., 2002).

O uso de pesticidas para controle de vetores em campanhas de combates a
endemias € entendido oficialmente como uma medida de prevencdo. Assim, configura-
se uma ideia de que estes produtos quimicos sdo benéficos para a saude e 0s riscos a
saude humana, decorrente dessas substancias toxicas, sdo ocultados. No Brasil, 0 uso de
pesticidas tem sido intenso desde a febre amarela, doenca de chagas e, ultimamente,
dengue.

Conforme Lima e cols. (2009), os agentes de combate a endemias (ACES)
representam a categoria mais exposta aos efeitos dos pesticidas nas campanhas
antivetoriais, pois a exposicdo se da desde o preparo da calda até a aplicagdo nas areas
intra  ou peridomiciliares. Os servidores podem absorver esses produtos pelas vias
dérmica e aérea, principalmente entre aqueles que realizam nebulizacdo. Fatores como
falta de equipamentos de protecdo individual (EPI) ou desconhecimento da forma
correta de manipulacdo de cada produto aumentam os riscos de intoxicacdo e possiveis
danos mutagénicos causados pelo seu uso.

Agentes mutagénicos sdo substancias que tem a capacidade de modificar a
molécula de DNA, levando a mutacfes que podem estar associados a neoplasias. Varias
substancias, como o alcool, o tabaco, drogas de abuso, medicamentos entre outras, sdo
sabidamente mutagénicos (RIBEIRO, SALVADON E MARQUES, 2004; DUSMAN et
al, 2012).

O dano mutagénico pode ser realizado através do teste de micronicleo em sangue
periférico, permitindo assim a avaliacdo rapida e barata do potencial mutagénico de
varias substancias. Utilizando também o teste de micronlcleo, é possivel fazer o
biomonitoramento de populacbes que sdo expostas a substancias potencialmente
mutagénicas, como os pesticidas (RIBEIRO, SALVADON E MARQUES, 2004).
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Apesar da importancia do uso de pesticidas para nossa sociedade, poucos estudos
foram realizados para demostrar o0 potencial mutagénico dos pesticidas, especialmente
nos ACEs, que sdo um grupo potencialmente expostos. Visando isso, 0 presente estudo
avaliou os danos mutagénicos nos ACEs através do teste de micronicleo, e
correlacionou o aumento da frequéncia de microntcleo com o uso de equipamentos de
protecdo individual (EPI). Os habitos de vidas dos ACEs também foram
correlacionados com o dano gendmico.
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 Aspectos gerais da endemia de dengue

A dengue é uma doenca viral cujo agente etiologico € um virus do género
Flavivirus. Atualmente sdo conhecidos quatros sorotipos do virus, sendo eles
denominados DEN-1, DEN-2, DEN-3 e DEN-4. A dengue é amplamente distribuida
pelo mundo, sendo encontrada em todos os continentes com exce¢do da Europa
(BORGES et al., 2012; TAUIL, 2001).

Clinicamente, as manifestacdes variam deste uma simples sindrome viral benigna,
até um quadro grave de dengue hemorragica (DH). Os fatores de risco relacionado com
a gravidade da doenca sdo: a cepa do sorotipo do virus infectante (0 DEN-2 €
considerado mais virulento), o estado imunitario do paciente, a idade dos pacientes
(pacientes mais novos tem mais risco de desenvolverem DH) e diferencas étnicas (a DH
ocorre mais em brancos do que em negros) (TAUIL, 2001; DIAS, et al., 2010).

O virus € transmitido pela picada do mosquito Aedes aegypti, um mosquito de
ambiente urbano que se encontra amplamente distribuido em todo territorio nacional.
Estima-se que ele esteja em contato com 2,5 bilhdes de pessoas no mundo todo
(AZARA, 2009).

O mosquito Aedes aegypti foi introduzido no Brasil no periodo colonial,
provavelmente sendo trazido junto com o trafico de escravos. A partir dai 0 mosquito se
adaptou ao ambiente urbano o que levou a uma rapida distribuicdo espacial em todo
territorio nacional (BARRETO, TEIXEIRA, 2008).

Em 1950, gracas a epidemia de febre amarela, que também é transmitida pelo
Aedes aegypti, foi realizada uma grande campanha de combate ao mosquito, 0 que
levou em 1955 a erradicacdo dele no territério nacional. Em 1976 um foco do mosquito
foi encontrado em Salvador (BA) e a espécie mais uma vez se dispersou em todo o
territorio brasileiro, sendo endémica em varios estados, como mostra a Figura 1.
(AZARA, 2009; BARRETO, TEIXEIRA, 2008).

Figura 1. Municipios infestados pelo Aedes aegypti no Brasil em 2006 (Secretaria de
vigilancia e saude)
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Fonte: Secretaria de vigilancia e satde (2006)

Atualmente o Unico modo de controle da doenca se da pela eliminacdo do vetor
Aedes aegypti, seja combatendo os criadouros (agua parada), seja combatendo o proprio
mosquito utilizando pesticidas quimicos, sendo essa a principal abordagem nas atuais
campanhas de combate a endemias (BORGES et al., 2012).

O uso indiscriminado de pesticidas no controle do vetor estd gerando uma pressdo
evolutiva nos mosquitos, levando as populacdes resistentes a certos pesticidas, o que faz
com que novos pesticidas sejam introduzidos nas campanhas sem se saber ao certo os

reais riscos a salde humana e ao meio ambiente (BORGES et al., 2012).

2.2 Tipo e classificacdo dos principais pesticidas utilizado em campanha de

controle de endemias

Os pesticidas, também denotados de agrotoxicos, sdo substancias quimicas
especificamente desenvolvidas para uso no controle de pragas e doencas de plantas, em
atividades agricolas, pastagens para pecuédria, florestas nativas e plantadas, ambientes
hidricos, urbanos e industriais e nas atividades de vigilancia sanitaria para o controle de
doencas vetoriais (STENERSEN, 2004).



-19 -

Segundo a agéncia nacional de vigilancia sanitaria  (ANVISA) (2011) a
classificacdo toxicologica dos pesticidas € de extrema importancia para o conhecimento
dos riscos inerente ao produto, do ponto de vista de seus efeitos agudos. Sendo assim 0s
pesticidas sdo classificados conforme sua classe toxicologica, sua toxicidade e sua dose
letal 50 (DL-50) e com bases nesses parametros sdo determinadas certas cores (tabela 1)
(RIBAS, MATSUMURA, 2009).

Tabela 1. Classificacdo dos pesticidas de acordo com efeitos a salde humana

Classe - Faixa
toxicoldgica Toxicidade | DL-50 colorida

Altamente tdxico Entre 5 e 50 mg/kg Amarela

- Muito pouco toxico Acima de 5000

mg/kg

Fonte: RIBAS, MATSUMURA, 2009

Conforme novos pesticidas sdo produzidos e os antigos vao perdendo sua eficacia
em eliminar os vetores, as campanhas de combate a endemias vao utilizando outros
pesticidas. As principais classes de pesticidas utilizadas sdo os orgaclorados (OG),
organofosforatos (OP), carbomatos e peritroides (BRAGA, VALLE, 2007).

2.3 Toxicologia dos principais pesticidas

2.3.1 Organoclorados (OG)

Organoclorados (OG) sdo pesticidas que conttm os elementos carbono,
hidrogénio e cloro na sua composicdo. Eles sdo classificados em 4 grupos: difenil-
alifaticos;  hexaclorociclohexanos; ciclodienos; e  policloroterpanos.  Apesar de
apresentarem diferencas, as intoxicacbes em humanos por qualquer um deles séo
bastante similares, levando a quadros de hiperexcitabilidade, ataxia, tremores
musculares e convulsbes. (BRAGA, VALLE, 2007; OGA, 2014).
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Os OG foram amplamente utilizados no mundo, principalmente na agricultura,
mas em 1970, com o surgimento de pesticidas mais seguros, seu uso decaiu, chegando a
ser proibido em varios paises (OGA, 2014).

Os OG podem ser absorvidos por via cutanea, respiratéria ou gastrointestinal. A
absorcdo pode ser modificada pelo solvente que ele € diluido ou pela presenca de
gordura e o estado fisico do pesticida. Por ser altamente lipossolivel, sua distribuicdo se
da principalmente pelo tecido adiposo, mas o DDT tem a capacidade se depositar em
todos os tecidos do corpo. Alguns OG podem se acumular indefinidamente no corpo e
ser encontrado no leite materno e no tecido fetal (OGA, 2014).

Entre os principais pesticidas utilizados em campanhas de controles de endemias
em toda América latina que pertencem a esse grupo, o mais famoso é o dicloro-difenil-
tricloroetano (DDT). A Figura 2 mostra sua forma estrutural. Em 1948 o entomologista
suico Paul Muller ganhou o Prémio Nobel da medicina pela descoberta da aplicacdo do
DDT nos controles de wvetores. Atualmente, por causa da sua toxicidade e pela
capacidade de permanecer por longos periodos no meio ambiente, seu uso foi
descontinuado nas campanhas de combate a endemias e na agricultura, sendo até
mesmo proibido em muitos paises (BRAGA; VALLE, 2007; GUINATI,
GONCALVES; REED, 2014; BAHIA; GUIMARAES; ASMUS, 2014).

Figura 2. Férmula estrutural do DDT

Cl
Cl Cl

Cl Cl

Fonte: Fogaca, 2013.

O mecanismo de acdo dos DDT ainda ndo é muito claro, mas acredita-se que ele

age nos canais de sodio, destruindo assim o equilibrio ibnico da célula, impedindo assim
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uma transmissdo normal de impulsos nervosos. Ele se acumula na gordura corporal e
pode causar neuropatia periférica, discrasia sanguinea, aplasia medular, lesGes renais,
arritmias, promocdo de tumores, alteragdes endocrinas, alteracdes no sistema
reprodutivo, Obito fetal e aborto espontaneo e hepatotoxicidade (BRAGA; VALLE,
2007; BAHIA; GUIMARAES; ASMUS, 2014; RIVEIRO etal., 2011).

Em caso de intoxicacdo aguda por OG, ndo existe antidoto especifico. O maximo
que se pode fazer € manter as funcGes vitais e controlar as conwvulses com
benzodiazepinicos seguidos por fenobarbital, e manter o paciente em observacdo por no

minimo 12 horas para que se possa observar a evolugdo dos sintomas (OGA, 2014).

2.3.2 Organofosforados (OP)

Organofosforados (OP) sdo os pesticidas que apresentam fosforo na sua
composicdo. Eles foram descobertos em 1937 por Shrader e logo substituiu os OG nas
campanhas de combate a endemias por causa das muitas vantagens que ele apresentava,
como por exemplo, ser biodegradavel e ndo se acumularem nos tecidos (BRAGA;
VALLE, 2007).

Atualmente existem no mercado 29 principios ativos de OP em 79 formulagdes.
No site da ANVISA hd uma lista dos OP utilizados no Brasil. Em campanhas de
controles de endemias, um dos OP mais utilizado é o Malathion. Na cidade de
Aparecida de Goiania (GO) 38% dos agentes de combate a endemias relataram usar ou
terem usados esse composto no seu trabalho (OLIVEIRA, 2014; OGA, 2014).

A absorcdo dos OP se da principalmente por vias cuténeas, pelo trato respiratdrio
e por via gastrointestinal. A absorcdo cutanea é maior em altas temperaturas ou quando
ha alguma lesdo na pele. Apds a absorcdo, os OP sdo rapidamente biotransformados
pelo figado em produtos menos toxicos e distribuidos para todos os tecidos do corpo. A
eliminacdo dos compostos da biotransformacdo do OP ocorre principalmente pela urina
e pelas fezes, sendo que 80 a 90% da dose absorvida séo eliminadas dentre de 48 horas.
A meia vida dos OP, ap0s ingestdo Unica, varia de minutos a poucas horas, dependendo
do composto da via de absorcdo (OGA, 2014).

O mecanismo de acdo dos OP se da pela inibicdo das acetilcolinesterase (AChE),
0 que leva a um acumulo de acetilcolina (ACh) nas sinapses. Esse acumulo de a

acetilcolina na sinapse leva a uma paralisia espastica. A intoxicacdo aguda por OP é
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definida pelos efeitos da hiperatividade nos neurénios muscarinicos e nicotinicos o que
leva a uma manifestacdo clinica bem caracteristica (Quadro 1) (CAVALIERE et al.,
1996; BRAGA,; VALLE, 2007; DALTO et al., 2011;).

Em caso de intoxicagdo aguda por OP, deve-se primeiramente desobstruir e
aspirar as secrecdes e manter as funcdes respiratorias e cardiovasculares, mantendo uma
boa oxigenacdo. Em caso de conwulsdo, deve-se controla-la antes de qualquer outro
procedimento utilizando um antiepilético, como o diazepam. Apds as primeiras
medidas, recomenda-se que faca um esvaziamento gastrico com soro fisioldgico em
caso de ingestdo dos OP (OGA, 2014).

Em casos de intoxicagdes mais graves, pode-se usar, apés tomar as medidas
imediatas, farmacos de acgdo anticolinérgica, sendo o mais utilizado a atropina. A dose
total de atropina varia de caso para caso e sempre deve ser estabelecida conforme a
necessidade do paciente. Também pode usar pralidoxima apds o paciente atingir a
atropinizacdo. Esse farmaco reativa a AChE, o que ajuda a melhorar o quadro do
paciente (OGA, 2014).

Quadro 1. Intoxicagcdo por inibidores de colinesterase

Tecido nervoso e receptores | Locais afetados Manifestagbes clinicas
afetados

Fibras Nervosas pés- Glandulas exocrinas; Sialorréia, lacrimejamento e
ganglionares parassimpaticas sudorese;

(Receptores Muscarinicos)

Olhos;

Trato gastrointestinal,

Trato respiratorio;

Sistema cardiovascular;

Bexiga;

Miose, ptose palperal, borramento
de visdo hiperemia conjuntiva;

Nauseas, vomitos, dor abdominal,
diarreia, tenesmo, incontinéncia
fecal;

Hipersecrecdo brbnquica, rinorreia,
broncoespasmo, dispneia, cianose;

Bradicardia e hipotensao;

Incontinéncia urinaria;

Fibras pré-ganglionares
simpaticas e parassimpaticas
(receptores nicotinicos 1)

Sistema cardiovascular;

Taquicardia, hipertensdo, palidez;

Nervos motores somaticos
(receptores nicotinicos 1)

Mdsculo esquelético;

FasciculacGes, caimbras,
diminuicdo dos reflexos tendinosos,
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fraqueza muscular generalizada,
paralisia, tremores;

Cérebro (receptores de SNC,; Sonoléncia, letargia, fadiga,
acetilcolina) labilidade emocional, confuséo
mental, perda de concentragéo,
cefaleia, coma com auséncia de
reflexos, ataxia, tremores,
respiracdo Cheyne-Stokes, dispneia,
conwvulsBes, depressao do centro
respiratorio e cardiovascular;

Fonte: Centro de Controle de Intoxicagdes de Niterdi (2000)

2.3.3 Piretréides

Os piretréides sintéticos sdo produzidos em laboratorio, a partir de uma substancia
natural extraido do crisantemo, o piretro. Em comparacdo as outras classes de pesticidas
0s piretroides garantem uma seguranca maior, pois ele é biodegradavel; ndo cumulativo;
apresenta baixa toxicidade em aves e mamiferos e alta toxicidade em insetos, sendo
eficaz contra um grande espectro de insetos (BRAGA; VALLE, 2007; FIGUEIREDO,
2014; SANTOS; AREAS; REYES, 2007).

Gracas as vantagens apresentadas pelos piretrdides, 0 seu uso vem aumentando
tanto na agricultura como nas campanhas de combate a endemias. Na cidade de
Aparecida de Goiania (GO) 41% dos agentes de combate a endemias relataram ja terem
usado ou ainda usam algum pesticida da classe dos piretroides, sendo que os pesticidas
utilizados sdo a deltametrina e a cipermetrina (OLIVEIRA, 2014).

Os piretroides podem ser divididos em 2 grupos, 0S que apresentam um grupo
ciano na porcdo fenoxibenzil (tipo 1) e que ndo apresenta esse grupo (tipo I). A
intoxicacdo parece estar relacionada com o tipo de piretrdide envolvido. Enquanto o
tipo | causa uma paralisia progressiva, o tipo Il age preferencialmente no sistema
nervoso central (SNC) induzindo a sindrome da coreoatetose tipo Il, que € caracterizado
por hipersensibilidade, salivagdo excessiva, agitagdo das mdos e tremores periodicos
(SANTOS; AREAS; REYES, 2007).

Os piretroides sdo amplamente absorvidos por via oral e em pequena quantidade
por via dérmica. A absor¢do pode ser aumentada pela presenca de solventes organicos
utilizado na sua composicdo. ApoOs serem absorvidos, os piretrdides sdo rapidamente

distribuidos por todo o organismo, inclusive o cérebro. Os piretroides sofrem
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principalmente reacGes de hidrdlise no figado e sdo rapidamente eliminados na urina
(OGA, 2014).

O mecanismo de acdo dos piretroides € similar ao do DDT, interferindo nos canais
de Célcio, mas em concentracdes altas os piretroides do tipo Il também podem interagir
com o complexo receptor inotropico do acido y-aminobutirico (GABA) (SANTOS;
AREAS; REYES, 2007).

2.4. Avaliagdo da colinesterase sérica

A ACh é um dos principais neurotransmissores do sistema nervoso autbnomo. Ele
se encontra principalmente nas juncbes neura efetoras parassimpaticas, nas juncdes
neuromusculares, nos ganglios autbnomos, na medula adrenal e no SNC (KLEMZ;
ASSIS, 2005).

A ACh age como estimulo entre duas fendas sindpticas, permitindo que o impulso
nervoso passe do neurbnio pré-sinaptico para o neurdnio pds-sinaptico. Isso ocorre por
que a ACh se liga a receptores especificos no neurbnio pds-sinaptico, permitindo o
influxo de ions sodio e potassio, 0 que faz com a membrana desse neurdnio se
despolarize (SHERWOOD, 2011).

Apo6s o0 impulso nervoso ser completado, a ACh tem que ser retirada da fenda
sinaptica para que ocorra a despolarizacdo do neurbnio. Se houver um aumento na
liberacdo de ACh, como observado por acidentes com aranha vilva negra, Varios sinais
e sintomas relacionado com o estimulo dos neurbnios aparecem (ALMEIDA,
CARDOSO, 2009).

A enzima responsavel por retirar a ACh da fenda sinaptica ¢ a AChE. A AChE
entra na fenda sindptica e captura a ACh, retirando-a da fenda, permitindo assim que o
neurbnio se polarize de novo. A AChE realiza sua funcdo em poucos milissegundos
(SHERWOOD, 2011).

A AChE € sintetizada principalmente pelos eritrocitos, pulmdes, bacos,
terminacbes nervosas e na substancia cinzenta do cérebro (AChE verdadeira) e no
figado, péancreas, coracdo, na substancia branca do cérebro e no soro (AChE falsa).
(BURTIS; ASHWOOD, 1994).

Varios produtos quimicos agem inibindo a AChE, entre eles os OP. A inibicdo da

AChE evita a desativagdo da ACh, levando ao um quadro de sintomas relacionados a
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estimulacdo dos neurdnios. A intoxicacdo dos OP normalmente leva ao obito por
depressao respiratoria (RIBEIRO; MELLA, 2007).

A avaliacdo da AChE é de extrema importancia para avaliar a intoxicacdo por OP,
e deve ser realizado regulamente por todas as pessoas que sdo ocupacionalmente
expostos a OP, como agricultores e ACEs. O governo recomenda que avaliacdo seja
feita semestralmente (RIBEIRO; MELLA, 2007).

Valores diminuidos (abaixo 3930 U/L nas mulheres e 4620 U/L nos homens) de
AChE no soro estd relacionado com intoxicacdo aguda ou crbnica por OP, mas também
podem ser encontrados em pacientes com problemas hepaticos (hepatite, cirrose) e
carcinoma metastatico (RIBEIRO; MELLA, 2007; BURTIS; ASHWOOD, 1994).

O aumento da AChE (acima de 10800 U/L nas mulheres e 11500 nos homens)
ndo tem valor clinico na avaliagdo da intoxicacdo por OP, mas podem ser encontrados
em pacientes com sindrome nefrotica, tirotoxicidade, hemocromatose, em pacientes
diabéticos obesos e em pacientes com ansiedade e 0s outros problemas psiquicos.
(BURTIS; ASHWOOD, 1994).

2.5. Estudo da genotoxicidade e mutagenicidade

Ha uma grande preocupacdo acerca dos efeitos mutagénicos e carcinogénicos de
agentes genotdxicos que 0s seres humanos podem ser ocupacionalmente ou
acidentalmente expostos (MARQUES; RIBEIRO; SALVADORI, 2000).

Varios testes de curta duracdo estdo disponiveis para avaliar o dano gendmico,
mutacGes génicas, danos cromossdmicos ou lesdes do DNA. Esses testes sdo de extrema
importancia para avalicdo do risco de novos produtos quimicos que surgem no mercado
(MALUF, PALAZZO, 2011).

Entre os testes de avalicdo de dano no DNA, pode-se citar 0 teste de aberragdes
cromossdmicas (AC), troca de croméatides-irmas, ensaio cometa e o teste de
micronlcleo. Todos elas sdo técnicas relativamente simples e baratas, podendo ser
realizado com teste de triagem de novas substancias, para verificar o potencial
mutagénico e genotoxicos delas (MALUF, PALAZZO, 2011).

O ensaio cometa, também conhecido como eletroforese de celula unica, é um

método répido e barato para avaliar dano genémico. Ele é amplamente utilizado na
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avaliacdo de dano gendmico em humanos, no monitoramento ecoldgico, teste de
genotoxicidade e para avaliar o reparo do DNA (MALUF, BAGATINI, 2011).

As AC estdo intimamente relacionadas a neoplasias. O teste de AC é um teste
mutagénico utilizado para detectar alteracBes estruturais, sendo um dos poucos métodos
direto para mensurar mutacdo em sistemas exposto a mutagénicos ou carcinogénicos
potenciais. (PALAZZO, MALUF, 2011).

As trocas de cromatides-irmas sdo empregadas para avaliar a resposta citogenética
a exposicdo a agentes quimicos. Ela consiste em uma manifestacdo citologica onde ha
permuta entre os produtos de replicacdo do DNA em loci homologos de crométides
irmds. Esse processo de troca envolve a quebra e posterior reunido de parte dos
cromossomos (BAGATINI, MALUF, 2011).

2.6. Teste de micronucleo (MN)

O micronicleo é biomarcador amplamente utilizado em estudos de
biomonitorarmento e na epidemiologia molecular e citogenética para determinar a
presenca e a extensdo do dano cromossémico em populacfes que sdo expostas a agentes
genotoxicos, como 0s pesticidas (PALAZZO; MALUF, 2011; BOLOGNESI et al,
2010).

Pode-se afirmar que o MN detecta agentes genotdxicos clastogéncios e
interferentes da formacdo do fuso mittico. Em comparacdo as outras técnicas de
avaliacdo de mutagenicidade, a avaliagdo do MN é mais simples, requer menos
treinamento e menos tempo de andlise, além de conferir uma maior sensibilidade ao
estudo, gracas a amplitude estatistica que pode ser atingida com a analise de um numero
maior de células (PALAZZO; MALUF, 2011).

O MN pode ser observado facilmente em células em interfase como sendo um
corpUsculo intracitoplasmatico livre. Sua avaliagdo pode ser feita em linfocitos, em
células da medula Ossea, em celulas esfoliativas entre outros tipos celulares. Sua
avaliagdo pode ser feita in vitro, ou utilizando um modelo animal, como camundongo
ou peixe, além da avaliacdo de genotoxicidade em humanos (AGOSTINI, 1993).

Os MN séo formados a partir de um fragmento cromossomico ou um Cromossomo
inteiro que durante a divisdo celular, na anafase, se perdeu. Isso pode ocorrer por falha

no fuso acromatico, no cinetdcoro, por dano em subestruturas cromossémicas, por
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alteracOes fisiologicas ou por falha em outras partes do aparato mitético. A frequéncia
de MN se encontra aumentada em células expostas a agentes clastogénicos e
aneugénicos. A Figura 3 mostra a formacdo de um MN causado pela exposicdo a um
agente quimico (PALAZZO; MALUF, 2011).

Figura 3. Formacdo de um micronlcleo causado pela exposicdo a um agente quimico

Fonte: FIGUEREIDO, 2012

Em 1997 foi criado o projeto Human MicroNucleus (HUMN) com a colaboragdo
de 40 laboratérios ao redor do mundo. Esse projeto tinha como objetivo criar um padrao
de andlise internacional do MN para que a técnica possa ser amplamente utilizada em
pesquisa de efeito mutagénico. Foram definidos nesse projeto os seguintes critérios de
analise de MN (PALAZZO; MALUF, 2011).

¢O diametro dos MN geralmente varia entre 1/16 e 1/3 do diametro de um
dos nucleos.

¢0Os MN tém um formato redondo ou oval.

¢Os MN ndo podem ser refringentes, o que os diferencia de alguns
artefatos como particulas de corante.

¢0Os MN ndo podem apresentar qualquer conexdo com o nucleo principal.

¢Os MN podem encostar-se ao ndcleo principal, mas ndo pode haver
sobreposicdo, e os respectivos limites nucleares devem ser distinguiveis.

¢Os MN normalmente apresentam a mesma intensidade de cor do nucleo

principal, mas podem apresentar uma coloragdo mais intensa.
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2.6.1 Micronucleo em Linfocitos T binucleadas

Para que se possa avaliar o efeito bioldgico do MN é necessario utilizar células
que tenham passado por pelo menos 1 ciclo celular. Isso dificultava a técnica, pois era
complicado avaliar quais células de uma cultura tinha passado pelo ciclo (FENECH,
1993).

Para solucionar esse problema, em 1985 Fenech e Morley utilizaram a
citocalasina B para bloquear a citocinese, levando assim a uma populacdo de células
binucleadas. Assim era possivel separar as células que passaram por divisdo das que ndo
passaram por divisdo. Essa técnica ficou conhecida como micronlcleo com bloqueio da
citocinese (PALAZZO; MALUF, 2011).

A citocalasina B é uma substancia obtida do metabolismo de fungos que tem a
capacidade de se ligar a actina, impedindo assim a citocinese e consequentemente o
ciclo celular. Isso leva a um apoptose das células. A citocalasina B, originalmente
chamada de phomin, foi a primeira citocalasina isolada e até hoje é utilizado como
ferramenta para estudo de divisdo celular e mobilidade celular. A Figura 4 mostra a
estrutura quimica da citocalasina B (HAIDLE; MYERS, 2004).

Figura 4. Estrutura quimica da citocalasina B

N ©
O

Fonte: HAIDLE; MYERS, 2004 (com modificacdes)

Na avaliagdo microscopica do MN em linfocitos T, é necessario contar no minimo
1000 células binucleadas. A frequéncia de MN em uma Unica célula também é um fator
relevante. Além disso, € possivel analisar outras anomalias citogenéticas nesse teste,
como ponte nucleoplasmatica ou o bud nuclear (PALAZZO; MALUF, 2011).
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Os critérios de avaliacdo de células binucleadas e dos micronlcleos também
foram definidos no projeto HUMN (HUman MicroNucloeus), e séo descritos abaixo
(FENCH et al., 2003). (Figura 5, Figura 6)

¢Os dois nucleos das células binucleadas devem estar situados no mesmo
limite citoplasmatico.

oA membrana nuclear deve estar intacta.

¢Os tamanhos dos nucleos devem ser aproximados.

¢0 padrdo e a intensidade de coloracdo do nicleo devem ser iguais.

¢0Os nicleos da célula binucleada podem estar em contado, mas ¢é

importante que ndo tenha sobreposicéo.

Figura 5. Células binucleadas tipicas obtidas de cultura em curto prazo de linfocito com

inibicdo por CTB

©

Fonte: FENCH et al., 2003



Figura 6. Imagem de

©
Fonte: RODRIGUES

linfocito binucleado tipicos com presenca de um microndcleo.

2015

-30-



-31-

3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral

e Analisar a frequéncia de células micronucleadas em agentes de combate a

endemias (dengue), do municipio de Aparecida de Goiania.

3.2 Objetivos especificos

e Realizar a dosagem de acetilcolinesterase plasmatica nos agentes de combate a
endemias e associar com relatos de intoxicagéo;

e Determinar a frequéncia de micronicleos em linfocitos do sangue periférico de
individuos expostos ocupacionalmente durante ao combate a endemias;

e Comparar a frequéncia de células micronucleadas nos agentes de combate a
endemias com o grupo controle;

e Correlacionar o uso de EPI, o estilo de vida e o tempo de uso de inseticidas e
demais pesticidas, com a frequéncia de células micronucleadas nos agentes de
combate a endemias;

e Contribuir para uma melhor compreensdo dos efeitos adversos a saude humana

resultantes da exposicdo ocupacional durante ao combate das endemias.
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4. METODOLOGIA

4.1. Participagdo Institucional

Neste estudo houve a participacdo Institucional do NPR — Nucleo de Pesquisas
Replicon / Pontificia Universidade Catolica de Goias, em parceria com o LaGene —
Laboratério de Citogenética Humana e Genética Molecular / SES — Secretaria de Estado
da Salde. Também participou do estudo a Vigilancia Sanitaria do Estado de Goias, que
recebeu os resultados deste trabalho, tendo em vista o devido respeito ao sigilo de dados
de identificacdo pessoal que é garantido aos participantes.

O trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP), da Pontificia

Universidade Catolica de Goias, de acordo com a resolugdo CNS 196/96.

4.2. Grupo Amostral

O publico alvo neste estudo foi constituido por 39 agentes de combate a endemias,
do controle de vetores, que tenham e/ou tiveram contato com pesticidas utilizados para
combater a dengue, no municipio de Aparecida de Goiania. Dados como idade,
escolaridade, renda, habitos sociais e tempo de exposicdo foram coletados, com a
utilizacdo de um questionario de estilo de vida (Apéndice 1). O grupo controle foi
composto por 39 pessoas da comunidade, do municipio de Goiania, que ndo foram
ocupacionalmente expostos a pesticidas.

O termo de consentimento livre e esclarecido (Apéndice 2) e o questionario foram
aplicados em parceria com a Vigilancia Sanitaria do Estado de Goias, apos a realizacao
de uma reunido com os agentes de salde para elucidacdo da pesquisa. Participaram da
pesquisa pessoas que estdo trabalhando diretamente com os pesticidas e maiores de 18

anos.

4.3. Coleta de material biologico

Foram coletados, por puncdo penosa, 5-10mL de sangue periférico, para

realizacdo da cultura celular, visando a obtencdo de células binucleadas. As coletas do
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grupo caso foram realizadas no centro de combate a endemias para controle de vetores
da cidade de Aparecida de Goidnia. As coletas do grupo controle foram realizadas no
Laboratorio de saude (LAS), da PUC/GO.

4.4. Teste de Micronlcleo em Sangue Periférico

O teste de micronicleo em sangue periférico permite avaliar o dano genético
causado pela exposicdo ao pesticida. Ele consiste em analisar a presenca de microntcleo
em linfocitos binucleados.

Para obtencdo de linfocitos binucleados foi utilizada a técnica de cultura celular,
que consiste em incubar a 37°C 1,0 mL de sangue total em meio RPMI com soro fetal
bovino mais fitohemaglutinina por 44 horas. ApOs completar as 44 horas, foi
acrescentado ao meio uma solucdo de citocalasina B, que inibe a citocinese,
aumentando assim o numero de células binucleadas. Ap6s o acréscimo de citocalasina
B, o material foi incubado por 72 horas, ao qual, foram acrescidas solucdo de cloreto de
potéssio (KCL), ou solucdo hipotbnica e a solucdo Carnoy (3 de &lcool metilico: 1 de
acido acético), denominada solu¢do fixadora, para obter as laminas para posterior
analise. O Anexo 1 descreve o protocolo para obtencdo de células binucleadas.

As laminas obtidas apds a cultura celular foram coradas com panético, utilizando
0 protocolo padrdo, e foram analisadas em microscopio Optico. Foram contadas 1000
células binucleadas e a quantidade de micronlcleos observados nessas células foram

utilizadas para posterior andlise estatistica.

4.5. Teste de colinesterase (CHE)

A enzima CHE tem uma funcdo importante na regulagdo dos impulsos nervosos
através da degradacdo da ACh na juncdo neuromuscular e na sinapse nervosa. Existem
dois tipos de CHE: a AChE, também conhecido como colinesterase verdadeira ou
colinesterase de tipo I, que se encontra principalmente nos eritrécitos, nos pulmbes e no
tecido nervoso, e a CHE sérica, que ¢ sintetizada principalmente pelo figado e também é

conhecida como colinesterase falsa ou tipo II.
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A determinacdo da CHE é um 6timo marcador para avaliacdo da intoxicacdo por
produtos que inibem sua fun¢do, como os OP, que inibbem a AChE e diminuem a CHE
sérica.

A determinagdo bioquimica da CHE sérica se da por metodologia cinética e
consiste na hidrolise da butiriltiocolina pelo CHE em butirato e tiocolina. A tiocolina
reduz o ferricianeto de potassio, que apresenta uma cor amarela, a ferrocianeto de
potassio, que € incolor.

O sangue dos pacientes foi coletado e foi centrifugado para obtengdo do soro, que
foi armazenado a 2-8°C. A CHE apresenta uma estabilidade de 15 dias em soro nessa
temperatura.

Foram misturados 0,02ml do soro do paciente em 2,0ml do reagente de trabalho,
que contém tampao de pirofosfato e buitiriltiocolina, e entdo a solugcdo foi incubado a
37° por 3 min. A absorbancia foi lida em 2 tempos, 60 segundos e 120 segundos. O

calculo foi realizado conforme sugerido pelo fabricante para se obter o valor da CHE.

4.6. Analise Estatistica

Os héabitos de vida do grupo exposto, assim como a idade, nimero de filhos e
demais varidveis, foram coletadas com a aplicacdo do questionario e foram plotados em
planilhas do excel, sendo correlacionadas com as frequéncias de microndcleo. Nessas
analises foram verificadas se as frequéncias de micronicleo estdo associadas com o uso
cronico de pesticidas. Além disso, foi verificado se o tabagismo, etilismo e o tempo de
exposicdo aos pesticidas também foram capazes de aumentar os indices de dano ao
genoma dos trabalhadores, quando comparados com o grupo controle. As andlises
incluiram estatistica descritiva, teste t e Regressdo Linear Simples. Todos o0s testes
foram conduzidos com nivel de significancia de p < 0,05 e intervalo de confianca de
95%, com 0 uso do programa BioEstat 5.0 (Ayres et al.,2003).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Carateristicas dos grupos caso e dos controles

O grupo caso foi composto por 39 agentes de combate a endemias da cidade de
Aparecida de Goiania. Dos 39 agentes, 21 (53,8%) eram homens e 18 (46,2%) eram
mulheres.

O grupo controle também foi composto por 39 individuos da comunidade que ndo
foram ocupacionalmente expostos a pesticidas. Dos 39, 20 (51,3%) eram homens e 19
(48,7%) eram mulheres. A média de idade do grupo caso foi 37,8 anos e do grupo
controle foi 28 anos. Os habitos de vida do grupo caso e do grupo controle estdo
demonstrados na tabela abaixo (Tabela 2).

Tabela 2. Dados sobre o sexo, etilismo, tabagismo e idade do grupo caso e controle.

Variaveis Casos Controles
N (%) N (%)

Sexo

Homens 21 (53,8%) 20 (51,3%)
Mulheres 18 (46,2%) 19 (48,7%)
Total 39 39

Meédia de idade 37,8 anos 28 anos
Tabagismo

Fumantes 10 (25,6%) 1 (2,6%)
Né&o fumantes 29 (74,4%) 38 (97,4%)
Total 39 39

Etilismo

Etilistas 23 (58,9%) 1 (2,6%)
Nao etilistas 16 (41,1%) 38 (97,4%)
Total 39 39
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Alguns estudos, como o de Lucchese (2008) relatam que certas substancias, como
0 tabaco e o dlcool, tém dados suficientes para classifica-los como cancerigenos para
seres humanos, sendo que eles atendem os pré-requisitos para serem classificados em
agéncias internacionais como o Internacional Agency of Research on Cancer-l1ARC.

Entretanto, alguns estudos, como o Eraso (2010) afirmam que ha certa caréncia de
informacdo acerca do assunto para afirmar que essas substancias sejam cancerigenas.
Para o presente estudo, foram considerados como habitos sociais, com potencial
capacidade de causar lesio no DNA, o tabagismo e o etilismo, pois se sabe que

individualmente ou em conjunto, os dois estdo relacionados com dano ao DNA.

5.2. Tempo de exposicéo e relato de intoxicacdo do grupo caso

O tempo de exposicdo aos pesticidas, além do relato de intoxicacdo, sdo fatores
relevantes para verificar um possivel dano ao DNA causado pelo uso de pesticidas. Dos
agentes analisados, 20,5% (8 agentes) relataram ter tido algum caso de intoxicacdo por
pesticida durante o seu tempo de trabalho, e 79,5 (31 agentes) relataram que nunca
tiveram casos diagnosticados de intoxicacdo. Esses dados podem estar subestimados,
pois muitas vezes 0 agente se intoxica, mas ndo procura ajuda médica e acaba ndo
relatando a intoxicacdo. A Tabela 3 demonstra o tempo de exposicdo aos pesticidas do

grupo caso.

Tabela 3. Tempo de exposicdo dos ACEs de Aparecida de Goiania (GO), em anos

Tempo de exposicao (anos) N (%)
lal2 33 (84,7%)
13a24 05 (12,8%)
25a36 00 (0%)

Mais de 36 01 (2,5%)

Conforme a tabela acima, a maioria dos agentes (84,7%) usou pesticida por
aproximadamente 12 anos. Entre o0s principais meios de manuseio, pode-se citar:
diluicdo, aplicacdo, acompanhamento da aplicagdo, armazenamento, descarte, limpeza
dos vasilhames, carga e descarga, transporte, limpeza da roupa usada na aplicacdo dos

pesticidas e expedicdo; vale ressaltar que muitos ACE manuseiam os pesticidas de
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varias formas diferentes. A Figura 7 ilustra os principais meios de manuseio do

pesticida entre os agentes analisados.

Figura 7. Principais tipos de manuseios dos pesticidas pelos agentes de combate de
endemias de Aparecida de Goiania
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Além disso, muitos agentes relataram a presenca de sinais e sintomas de
intoxicacdo apds o uso dos pesticidas ou constantemente. A Tabela 4 demonstra as

principais queixas dos agentes.

Tabela 4 - Sinais de intoxicacdo relatados pelos ACE de Aparecida de Goiania (GO)

Alteracdes/Sinais apresentados pelos ACE Ocorréncia (%)
Sono 33,3%
VVomito 12,8%
Chiadeira no peito 33,3%
Tremor 20,5%
Falta de ar 25,6%
Tontura 38,4%
Néusea 25,6%
Tosse 43,5%
Formigamento nas maos 41.0%
Visdo Turva 35,8%
Salivacéo 28,2%

Cefaléia 66,6%
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Irritacdo da mucosa 15,3%
Sudorese 38,4%
Formigamento nos pés 33,3%
Memobria 33,3%
Irritacdo da pele 28,2%
Lacrimejamento 43,5%
Confusdo mental 7,6%

Vale ressaltar que os sintomas relatados sdo condizentes com a clinica de
intoxicacdo e foram relatados em outros estudos (Candido et, al 2013, Godoy, 2014,
Reis, 2014). Os sintomas mais relatados foram cefaléia (66,6%), tosse e lacrimejamento
(43,5), que sdo sinais tipicos de danos causados por aspiragdo dos vapores dos

pesticidas (RIBEIRO; MELLA, 2007).

5.3. Relato do uso de EPI’s pelos agentes de combate a endemias

O uso de EPI’s ¢ de extrema importancia para a prote¢do individual das pessoas
que sdo ocupacionalmente expostas a agentes perigosos, como acidos, bases, fluidos
bioldgicos e toxinas. Todavia, alguns ACEs dispensam o uso de EPIs, o que pode
representar um risco a salde do mesmo, por estarem constantemente expostos a
pesticidas. Pesquisas indicam que o uso correto de EPI’s reduzem o0s sinais de
intoxicacdo e o dano gendmico de pessoas que sdo expostas a pesticidas (FARI et al,
2007; BULL et al 2006). As Figuras 8 demonstra os principais EPI’s utilizados pelos
ACEs, de Aparecida de Goiania. O desrespeito ao uso de EPI’s ndo é exclusividade dos
ACEs de Aparecida de Goiania. Uma pesquisa realizada na Bahia mostrou que 71,7%
dos agentes envolvidos na aplicacdo do pesticida ndo utilizavam EPI’s corretamente

(CARVALHO, 1991).
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Figura 8. Relacdo dos usos dos EPIs em agentes de combate a endemias de Aparecida
de Goiania.
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5.4. Principais pesticidas utilizados pelo ACEs

No combate a endemias, como é o caso da dengue, varios pesticidas ja foram
utilizados, pois no decorrer do tempo a larva e o mosquito transmissor da dengue,
podem adquirir resisténcia, obrigando o governo a mudar o pesticida, para obter o
mesmo efeito. Por isso, varios ACEs utilizaram e ainda utilizam pesticidas nas
campanhas de combate a endemias. A Figura 9 ilustra os pesticidas mais utilizados.

Dentre o0s pesticidas mais utilizados, destaca-se o malathion (25,93%), a
deltametrina (20,37%) e o diflubezuron (20,37%). O malathion € um organofosforato
capaz de inibir a acetilcolinesterase, levando ao aumento de colinesterase na fenda sin
aptica, o0 que causa sua toxicidade. Em intoxicagdo em humanos observam-se
principalmente sintomas como salivagdo, sudorese, cefaleia, vomitos, miose e em casos
mais graves, pode levar a coma e 6bito (CALDAS, 2000).
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Figura 9. Principais pesticidas utilizados nas campanhas de combate a endemias de

Aparecida de Goiania
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A deltametrina € um pesticida da classe dos piretroides, portanto sua toxicidade
para 0os mamiferos é baixa. Ela age nos canais de sodio das membranas das células
nervosas causando assim uma despolarizagdo. Entre os sintomas mais comuns da
intoxicacdo por deltametrina pode-se citar niusea, vomito, diarreia, cefaleia, vertigem e
fraqueza muscular (CALDAS, 2000). O diflubezuron é uma classe nova de pesticida
que esta sendo utilizado no combate a endemias de dengue. Ele age inibindo a sintese de
quitina no estagio imaturo da larva, levando a sua morte. Ndo se sabe ao certo se o
diflubezuron é capaz de causar intoxicacdo graves nos seres humanos (BORGES et. al,
2012).
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5.5. Dosagemda enzima acetilcolinesterase

Apesar da observada predominancia do uso de organofosforado (malathion)
(Figura 9), conhecido por ser facilmente absorvido pelo organismo humano, pelas vias
oral, dérmica e respiratoria (ROMAO et al., 2004), e, ainda, por induzir a inibicdo da
colinesterase, neste grupo, ndo se observou alteracfes anormais das dosagens dessa
enzima (Tabela 5).

Um dos principais indicadores laboratoriais de intoxicacdo por organofosforados
e carbamatos é a enzima colinesterase, a qual se apresentou, neste estudo, dentro dos
padrées de normalidade (x 10.486+2.436) (Tabela 5). Contudo, devido a apresentacao
de queixas sintomaticas pelos agentes, associada aos longos periodos de exposicdo a
pesticidas, Vvé-se que, a interpretacdo desse parametro deva ser reavaliada, pois, o
tratamento do individuo que apresenta quadro clinico de intoxicacdo ndo deve aguardar
os resultados de exames laboratoriais, 0s quais sdo sujeitos a variagbes. Portanto,
resultados, isolados tornam-se complexos quando da auséncia da anamnese do paciente,
em que resultados, dentro dos valores de referéncia, podem, ainda, serem representantes
de uma supressdo, clinicamente significativa desta enzima no organismo (SOLOMON,
2000).

Tabela 5. Resultados das dosagens da enzima acetilcolinesterase dos agentes de combate a
endemias do municipio de Aparecida de Goiania, GO.

DOSAGEM DE ACETILCOLINESTERASE

Média +Dp

R N . .
Parametro (Min. — Méx) Valor de referéncia Unidade Metodologia

. 10.486 + 2.436 Colorimétrico, cinético

Colinesterase (4217 - 15.633) 4620 —11.500 UL Sem-automacdo: BTS310

*Valores de referéncia segundo indicado nas bulas dos kits utilizados para respectivas dosagens.
Legenda: +Dp = Desvio padrdo, Min.= valor minimo encontrado, M&x = valor mdximo encontrado.
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5.6. Resultados da frequéncia de micronucleos nos grupos exposto e controle

As Figuras 10 e 11 ilustram diversas células binucleadas observadas no sangue

periférico dos agentes de combate a endemias.

Figura 10. Célula binucleada com a presenca de 2 micronicleo (A) e célula binucleada
normal (B). (coloracdo Pandtico).

Figura 11. Celulas binucleada com a presenca de 1 microntcleo (A) , célula binucleada
com 2 micronicleos (B) e célula binucleada com varios microntcleos (C). (coloragdo

Pandtico).

Apbs as analises de 78.000 células binucleadas, 39.000 por grupo (exposto e
controle), foram encontradas as frequéncias de 0,007 células micronucleadas nos
agentes de combate a endemias e de 0,002, nos individuos do grupo controle,
demonstrando um aumento de 3,5 vezes de células micronucleadas no grupo exposto,
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ao se comparar com o grupo controle. Dessa forma, ha uma diferenca estatisticamente

significativa entre os grupos (G=89.97; p<0,0001), conforme demonstrado na Figura 12.

Figura 12. Frequéncia de células micronucleadas nos grupos exposto e controle

= Grupo exposto = Grupo controle

Ao associar a idade, com a frequéncia de células micronucleadas, ndo houve
uma diferenca estatisticamente significativa, ou seja, individuos mais velhos, nao
apresentaram um incremento na frequéncia de microndcleos (F=1,5; p= 0,22) conforme
apresentado na Figura 13.

Ao associar os habitos de vida, dos agentes de combate a endemias, tais como
tabagismo e o consumo de alcool, em ml, com a frequéncia de microntcleos, ndo foram
encontradas diferencas estatisticamente significativas (F=2,0 e p= 0,16; F=0,84 e
p=0,6). Ao associar 0 uso de EPI's, com a frequéncia de células micronucleadas, ndo
houve uma diferenca estatisticamente significativa, entre 0s agentes que usavam ou ndo
tais equipamentos (p > 0,05).

Nos estudos realizados por Reis et al. (2002), o ndmero de microndcleos
encontrados em individuos expostos a agentes mutagénicos, tais como 0s pesticidas, foi
maior do que o observado em células dos individuos do grupo controle. Este resultado
também foi observado no presente estudo e a andlise dos dados demonstrou resultados

estatisticamente significativos.
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Figura 13. Associa¢do entre idade e frequéncia de micronlcleos, nos ACEs.
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Em outras pesquisas, com trabalhadores rurais da regido de Passo Fundo, Rio
grande do sul, foi demonstrado que 0s pacientes que sdo expostos a pesticidas
apresentam uma frequéncia maior de micronicleo que o grupo controle. Naquele estudo
foram analisados 50 trabalhadores rurais e 30 individuos da comunidade que ndo eram
ocupacionalmente expostos. Os resultados apresentados por aquele grupo corroboram
com os achados no presente estudo (PACHECO; HACKEL, 2002).

Em outros trabalhos que realizaram técnicas para observar o dano genbmico em
individuos ocupacionalmente expostos a pesticidas, como por exemplo, 0 ensaio
cometa, ou até mesmo os MN, ndo foi observada uma relacdo entre o uso de EPIs e
dano gendmico aumentado (OLIVEIRA, 2014; PACHECO; HACKEL, 2002).



- 45 -

Esse aumento da quantidade MN pode-se relacionar aos efeitos no mecanismo de
reparo do DNA, ou ao elevado nivel do estresse oxidativo, como consequéncia do
acumulo de radicais livres, formados durante o metabolismo de xenobidticos, levando a
um maior grau de genotoxicidade. O teste do MN indica perda e/ou quebra
cromossdmica e € um dos mais utilizados no biomonitoramento do efeito mutagénico
ocasionado por Vvarios agentes ambientais (FENECH, 2002).

Segundo Fenech (2002), algumas variaveis como idade e sexo influenciam a
ocorréncia de MN, mas esta varidvel ndo apresentou um resultado significativo no
presente estudo, o que poderia ser explicado pelo pequeno nimero amostral. Varios
trabalhos analisam um ndmero maior de células por individuo (BURIN et al, 2004;
WODJA et al, 2006) do que o utilizado neste trabalho (1000 células/individuo), o que
poderia sugerir a falta de diferencas significativas entre as variaveis. Entretanto, alguns
trabalhos que também utilizaram 1000 células/individuo conseguiram encontrar
diferencas entre os grupos analisados (MAFFEI et al, 2002; LIEBER, 1998) e outros
que também utilizaram a mesma quantidade de célula ndo encontraram diferenca
significativa para essas variaveis (PACHECO; HACKEL, 2002).

Marcadores biologicos podem refletir a exposicdo a agentes carcinogénicos e sua
interacdo a macromoléculas, como o DNA. As alteracbes do DNA por substancias
quimicas sdo reconhecidamente um primeiro passo na iniciacio de processos
carcinogénicos, deve-se dar maior énfase aos métodos que detectem a atividade
genotoxica em humanos (JAGETIA GC et al., 2001).

Os pesticidas sdo agentes potencialmente genotdxicos e mutagénicos e Seu USO
indiscriminado  pode  estar relacionado ao dano gendmico. Vérios trabalhos
correlacionam o uso de pesticidas com o dano gendmico, medido por outras técnicas
como quebra cromossdmica (JOVICIC et. al, 2013; GARAJ-VRHOVAC, 2002), ensaio
cometa (OLIVEIRA, 2014).

As alteracBes nucleares induzidas por agentes genotdxicos sdo considerados como
potenciais marcadores do processo de iniciagdo da transformacdo maligna (TOLBERT
PE, SHY CM, ALLEN JW, et al., 1992). A avaliacdo dessas alteracbes gendmicas €
importante para 0 conhecimento do mecanismo de acdo desses agentes e da
sensibilidade celular, buscando avaliar os impactos ambientais, geneticos e do estilo de
vida sobre a estabilidade genbmica da populacdo humana. Para tanto, o teste do

micronlcleo apresenta grande importancia e vantagens sobre demais testes por ser um
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teste relativamente facil de realizar, fornecendo resultados com forte suporte estatistico
(FENECH etal., 1999).
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6. CONCLUSAO

Diante dos resultados obtidos nesta pesquisa pode-se concluir que:

O monitoramento da salde dos agentes sanitaristas que combatem a dengue deve
ser constante e intensificado, sendo realizado frequentemente o teste de
colinesterase, uma vez que o contato com inseticidas, seja a curto, médio ou

longo prazo, é um fator que causa alteracGes e danos ao DNA e intoxicacdo

cronica.

Que a exposicdo ocupacional aos pesticidas estas relacionado a uma frequéncia
aumentada de micronlcleo quando comparado a um grupo controle que ndo €

exposto.

O estilo de vida, idade e sexo dos agentes sanitaristas ndo influenciou nos
resultados obtidos junto a frequéncia de micronlcleos, mas isso pode ter

ocorrido pelo numero amostral da pesquisa.

Faz-se necessario discutir e promover entre 0s agentes um maior entendimento

sobre a importancia do uso dos EPI’s de forma completa e sistematizada.

O uso dos pesticidas para o combate de insetos vetores de endemias deve ser
racionalizado, ou seja: ndo se deve ter estes agentes como primeira alternativa de
controle. Nesse sentido, deve-se investir em acfes de profilaxia nas quais a

populacdo esteja envolvida em acdes combativas cotidianas.

Devem-se ampliar os estudos sobre os efeitos do uso dos pesticidas sobre a

satde humana, animal e do meio ambiente.
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8. APENDICES 2.

TCLE — TERMO DE CONSETIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

TITULO DO PROJETO: ~AVALIA(;AO DOS ASPECTOS BIOLOGIQOS E
AMBIENTAIS DA EXPOSICAO A PESTICIDAS POR AGENTES DE SAUDE DE
CONTROLE DE ENDEMIAS DE GOIANIA

PESQUISADORES RESPONSAVEIS PELO PROJETO:
Doutoranda (pesquisadora responsavel): Fernanda Franco, M.Sc.
Orientadora: Profa. Daniela Melo e Silva, Dra.

Telefones: 99459591 (Daniela) ou 3946-1385 (REPLICON)
Email: silvadanielamelo@gmail.com

O uso de pesticidas no controle de wetores e pragas urbanas é necessario ao
combate de doencas e reducdo a mortalidade, diante do crescente cenario de urbanizagéo.
Contudo, esta atividade preventiva exige a mobilizacdo de profissionais dos mais diversos
ambitos neste combate, bem como, devido aos riscos inclusos, cuidados e a boa capacitagdo
destes trabalhadores, com intuito de ewvitar intoxicacdes e possiwveis acidentes ao individuo e/ou
ao ambiente.

O objetivo principal deste estudo é cientifico e se baseia em identificar possiveis
efeitos do contato direto ou indireto que possa contribuir para o entendimento sobre a
constatacdo de intoxicacdo dos agentes de combate a endemias (ACE) diante da exposi¢éo
ocupacional a pesticidas, no municipio de Aparecida de Goiania - Goias. Em que os resultados
desse estudo poderdo contribuir para desenvolvimento de politicas de prevencdo e assegurar
um ambiente seguro e saudavel de trabalho.

Prezado (a) senhor (a),

Por este documento, wocé esta sendo convidado (a) a participar desse estudo. E,
também, informado (a) e esclarecido (a) sobre como se dara seu enwolvimento para que,
entdo, possa decidir sobre sua participacao.

A participacdo € woluntaria e gratuita, e implica, basicamente, em:

- aplicacdo de questionario de estilo de vida;

- coleta sanguinea.

O questionario de estilo de vida ird abordar, individualmente, perguntas sobre fatores
da sua vida que possam estar correlacionados ao uso de pesticidas e/ou que possam colaborar
no entendimento dos resultados obtidos no seu exame laboratorial. A aplicacdo deste sera
acompanhada pela equipe de pesquisa, a qual auxiliara em sua compreensdo. Contudo, se
durante a aplicacdo, o participante sentir qualquer desconforto, lhe é garantida total liberdade
para interromper parcial ou totalmente o preenchimento do mesmo, sem obrigacbes em
justificar essa deciséo.

Sua entrevista — contendo dados que permitam sua identificagédo, informagcdes pessoais
e de trabalho - ndo serdo conduzidas (sem sua autoriza¢éo), a individuos ndo integrantes da
equipe de pesquisa. Suas informacdes, relatos e opinides ficardo em segredo. O uso dessas
respostas serd realizado diante de andlise e enquadramento estatistico e/ou com conversao
dos seus dados identificatérios em codigos (que impecam sua identificacao). A partir de entéo,
os resultados obtidos poderdo ser apresentados e publicados, desde que respeitada a garantia
de sigilo que lhe foi dada.

A coleta de sangue sera realizada para obtencdo do seu perfil bioquimico e
hematolégico (baseados nas Diretrizes para Atencdo Integral a Salde do Trabalhador de
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Complexidade Diferenciada, do Ministério da Salde, agosto de 2006. Sera realizada a coleta
endovenosa de 20mL de sangue.

Nenhuma pesquisa com seres humanos é livre de riscos. Contudo, os procedimentos
enwlhvidos no presente estudo oferecem riscos minimos aos participantes, sendo eles:
possibilidade de aparecimento de hematoma pods-coleta e formacdo de edema. Mas, caso
ocorra qualquer intercorréncia devido a coleta de sangue, os pacientes serdo encaminhados ao
Senigo de Atendimento Médico (SAS/SESMT) da UFG.

Solicita-se para obtencdo de resultados clinicamente fidedignos que o participante se
apresente: em jejum alimentar (de 10 a 13 horas, ndo excedendo 14 horas de jejum) e que
informe o uso de medicamentos ou a presenca de alguma doenga.

As entrevistas e andlises laboratoriais ficardo sob guarda da pesquisadora responsavel
por 5 (cinco) anos, e ndo sera permitido acesso de terceiros (além da equipe de pesquisa) a
ele.

Ressalta-se que todos os dados que permitam sua identificacdo pessoal serdo
mantidos em sigilo profissional e cientifico. Sendo-lhe garantido que todos os resultados aqui
obtidos serdo utilizados somente para estudo cientifico e ndo irdo prejudicar em algum
tratamento que o participante ja esteja submetido (a), nem tdo pouco na sua condicdo
profissional.

Sua participacdo no estudo nado sujeita a equipe de pesquisa a te fornecer tratamento a
qualquer enfermidade que possa vir a ser identificada.

Com relagcédo a indenizacdo, diante de ewventuais danos decorrentes da pesquisa, vocé
podera buscar a justica e o que for decidido judicialmente sera acatado pelo pesquisador.

Mesmo apdés a assinatura deste termo, vocé tem total liberdade de desistir ou de
interromper sua colaboracdo nesse estudo, no momento em que desejar (até dada a
publicacdo), sem precisar se justificar. Em que a desisténcia do participante ndo trara prejuizo
algum ao seu trabalho nem a seu bem-estar.

Os resultados dos exames bioquimicos e hematol6gicos, obtidos nesse trabalho,
estardo liberados 30 dias apds a realizagdo da coleta, e poderdo compor seu dossié pessoal,
caso assim wocé consinta:

() Desejo que os resultados dos meus exames sejam encaminhados a Central de UBV;,
() Nao desejo que os resultados dos meus exames sejam encaminhados a Central de
UBV;

Sua colaboragcdo serd de extrema importancia para o éxito desta pesquisa, pela qual,
agradecemos de antemao.

Declaro verdadeiras as informacdes supra citadas,

Fernanda Franco
Doutoranda
Pesquisadora responsavel

Assinatura do participante

CARTA DE ANUENCIA DO PARTICIPANTE Codigo de

Identificac3o:

Eu,

residente  no  enderecgo:
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RG , agente do combate de endemias, declaro ter
recebido e compreendido todas as informagées sobre o estudo AVALIACAO DOS
ASPECTOS BIOLOGICOS E AMBIENTAIS DA EXPOSIQAO A PESTICIDAS POR
AGENTES DE SAUDE DE CONTROLE DE ENDEMIAS DE GOIANIA. E, por esta,
concordo de livre e espontanea vontade em participar do estudo —. Declaro que foram
dadas todas as informacfes necessérias e que foram esclarecidas todas as duvidas

por mim apresentadas.

Assinatura do participante
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ANEXO 1

Protocolo de obtencdo de célula binucleada

1 Incubar 0,5-1,0mL de sangue total heparinizado por 44h em meio RPMI com
100uL de phyto-hemaglutinina a 37C°;

2 Apo6s 44h de incubacdo acrescentar 60pL de citocalasina B e deixar incubar a
37C° por mais 28h (deixar completar 72h);

3 Transferir a cultura para um tubo falcon de 15mL e centrifiguar a 1000RPM por
10min;

4 Desprezar o sobrenadante e adicionar, como o vortex, KCI a 0,075M até
completar 11mL e incubar por 35min a 37C¢;

5 Adicionar a solucdo Carnoy gelada até completar 14mL e aguardar 10 min em
temperatura ambiente;

6 Apods os 10 min, centrifugar por 10 min a 1000RPM, descartar o sobrenadante, e
com a ajuda do vortex adicionar 10mL de solugdo Carnoy e centrifugar outra
vez;

7 Repita 0 passo 6 até a cultura ficar limpida (no minimo 3 vezes);

8 Prepare as laminas por gotejamento com banho maria a 60C°;



