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RESUMO

BIOMONITORAMENTO GENETICO DE AGRICULTORES EXPOSTOS A
PESTICIDAS NOS MUNICIPIOS DE TIANGUA E UBAJARA (CEARA,
BRASIL). Jean Carlos Gomes Paiva. Tese apresentada a Coordenagao da Rede
Nordeste de Biotecnologia-RENORBIO como parte dos requisitos para obtencao do
titulo de Doutor em Biotecnologia. Orientadora: Prof* Dr* Claudia do O Pessoa.

Nos ultimos anos, o uso de pesticidas na agricultura tem aumentado e associacdes
entre a exposi¢ao a produtos quimicos agricolas e danos ao DNA e cancer tem sido
relatados. O Brasil ¢ um dos lideres mundiais na utilizacdo de pesticidas, no entanto,
estudos que avaliem o impacto da exposi¢do ocupacional a pesticidas sobre a
incidéncia e mortalidade por cancer ainda sdo escassos na populacdo brasileira. O teste
do cometa alcalino e a andlise de aberragdes cromossdmicas (AC) foram utilizados
para avaliar danos primdrios ao DNA em linfocitos do sangue periférico de
trabalhadores expostos a uma mistura complexa de pesticidas em duas pequenas
comunidades rurais nos municipios de Tiangud e Ubajara, localizados no oeste do
Estado do Ceara (Nordeste do Brasil). Estes Municipios estdo entre as maiores areas
agricolas do Estado. O teste do cometa mostrou que o indice e freqiiéncia de danos
observados nos grupos expostos foram significativamente maiores em relacdo aos
grupos controle (P <0,05). Por outro lado, ndo foram detectadas diferencas
significativas em relacdo a AC estruturais e numéricas nas comunidades avaliadas.
Além disso, os niveis observados de quebras da fita de DNA e freqiiéncias de AC,
estratificadas por tempo de exposicdo, ndo foram estatisticamente diferentes nos
agricultores de ambas comunidades rurais. Os resultados sugerem que os danos
causados por pesticidas na area de estudo ndo foram significativos o suficiente para
induzir mutagdes permanentes ou interferir na formacao do aparelho mitético. Danos
minimos causados pelos pesticidas podem ter sido submetidos a reparo celular,
explicando a auséncia de AC estruturais e numéricas. As analises da agua do
reservatorio que serve de fonte para irrigacdo das plantacdes e abastece os municipios
da regido ndo detectou contaminagao por residuos de pesticidas.

Palavras-chave: biomonitoramento; exposicao a pesticidas; linfécitos humanos; teste
do cometa; aberracdes cromossdomicas.
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ABSTRACT

BIOMONITORING GENETIC OF FARMERS EXPOSED TO PESTICIDES IN THE
MUNICIPALITIES OF TIANGUA AND UBAJARA (CEARA, BRAZIL).
Jean Carlos Gomes Paiva. Supervisor: Prof. Dr. Cldudia do O Pessoa. Essay presented

to Coordination of the Rede Nordeste de Biotecnology - RENORBIO as prerequisite
for obtaining the degree of doctor in Biotecnology.

In recent years, the use of pesticides in agriculture has been steadily increasing, and
associations between exposure to agricultural chemicals and DNA damage and cancer
have been reported. Brazil is one of the world leaders in pesticide use; however,
studies that evaluate the impact of pesticide exposure on cancer incidence and
mortality are very scarce in the Brazilian population. The alkaline comet assay and the
chromosome aberration (CA) test were used to evaluate primary DNA damage in the
peripheral blood lymphocytes of workers exposed to a complex mixture of pesticides
in two small rural communities in the municipalities of Tianguad and Ubajara, located
in the western part of Ceara State (Northeast Brazil), which are among the largest
agricultural areas of the state. The comet assay showed that the damage index and
damage frequency observed in the exposed groups were significantly higher in relation
to the controls (P < 0.05). On the other hand, no differences were detected regarding
structural and numerical CAs in the communities evaluated. Additionally, the
observed levels of DNA strand breaks and frequencies of CAs, stratified for exposure
time, were not statistically different for individuals of either rural community. Our
results suggest that the damages caused by pesticides in our study area were not great
enough to induce permanent mutations or to interfere with mitotic apparatus
formation; minimal pesticide damages could have undergone cellular repair,
explaining the absence of structural and numerical CAs. Analyses of water from the
reservoir that serves as a source for irrigation of crops and supplies the cities of the
region did not detect contamination by pesticides.

Key words: biomonitoring; pesticide exposure; human lymphocytes; comet assay;
chromosomal aberrations
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1. INTRODUCAO
1.1. Aspectos Gerais

O século 20 caracterizou-se, entre outros aspectos, por um intenso e continuo
processo de mudangas tecnoldgicas e organizacionais, que atingiram de forma
contundente o mundo da produgdo, acarretando grandes transformagdes nas formas,
nos processos € nas relagdes de trabalho. A agricultura, que por séculos constituia o
meio de vida dos agricultores e de suas familias, converteu-se numa atividade
orientada para a producdo comercial. Por trds desta mudanca, estd a necessidade de
alimentar um contingente populacional cada vez maior, que segundo a Organizagao
das Nag¢des Unidas sera de 7,9 bilhdes de pessoas em 2025 (OIT, 2001). Neste sentido,
o processo de produgdo agricola tem passado por importantes mudangas tecnologicas e
organizacionais, cujo resultado final tem sido, entre outros aspectos, o aumento da
produtividade.

Em relacdo as alteracdes tecnologicas, a primeira e importante mudanca foi a
mecanizagdo de diversas atividades agricolas e a conseqiiente substituicdo da mao-de-
obra pela maquinaria, tornando-se um dos motivos do éxodo rural. A segunda
mudanga foi a introducdo, a partir de 1930, dos agroquimicos ou pesticidas no campo,
em especial os pesticidas, intensificando-se sua utilizacdo a partir da Segunda Guerra
Mundial. Finalmente, a terceira e importante mudanga ocorreu a partir da década de 90
com a introdugdo da biotecnologia, destacando-se os organismos geneticamente
modificados — os transgénicos (ABRAMOVAY, 1992; OIT, 2001).

Quanto ao sistema de produgao, pode-se dizer que, de modo geral, nos paises
em desenvolvimento, a agricultura baseia-se principalmente na producdo familiar, cuja
exploracdo em grande parte ¢ voltada a subsisténcia. Nos paises desenvolvidos a
agricultura se transformou em uma atividade comercial em que a producgdo dos
alimentos se integra a transformagdo, comercializacao e distribui¢ao, formando assim,
o sistema agroindustrial (ABRAMOVAY, 1992; OIT, 2001).

No Brasil, de acordo com Gehlen (2004) parte da agricultura de carater
familiar modernizou-se, tendo incorporado tecnologias e entrado no mercado da
competitividade e profissionalizagdo, principalmente, a partir da década de 1980.

J& na agroindustria, sua principal caracteristica ¢ o trabalho assalariado na
forma de contratagao direta ou da terceirizagao da forca de trabalho (ABRAMOVAY,
1992; OIT, 2001; GARCIA, 1996; ALVES, 1992).
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Essas caracteristicas do processo de produgdo agricola implicam em uma
dificuldade em classificar, de forma rigida, as relacdes de trabalho neste setor.
Observa-se que os trabalhadores estabelecem relagdes de trabalho em fungdo de suas
necessidades e de suas possibilidades econdmicas num determinado momento
histérico das relagdes capital/trabalho. Todo esse processo constitui o arcabougo da
“modernizacdo agricola” que, se por um lado tem gerado aumento da produtividade,
por outro lado tem provocado exclusdo social, migracdo rural, desemprego,
concentragdo de renda, empobrecimento da populagdo rural, danos a saude e ao meio
ambiente, acompanhado de desmatamento indiscriminado, manejo incorreto do solo,
impactos do uso de pesticidas e contaminagdo dos recursos hidricos (OIT, 2001;
GRISOLIA, 2005).

E importante ressaltar que no Brasil, a organiza¢io do trabalho agricola tem
ainda como pano de fundo uma estrutura fundidria altamente concentrada, onde cerca
de 94% do numero de propriedades rurais respondem por apenas 30% da area
ocupada. Este fato per si tem conseqiiéncias marcantes no desenvolvimento do setor
agricola brasileiro (IBGE, 2010).

Associado a falta da estrutura organizacional podem ser acrescentados os
fatores de riscos e os danos a saude dos trabalhadores, que devem ser compreendidos
pela auséncia de tecnologias, excesso de trabalho e ndo intervencdo dos orgaos
governamentais junto aos trabalhadores nos locais de atuacdo e pela falta de
implementa¢do dos equipamentos de seguranca de trabalho, tudo isso somado as
questdes do arcabouco juridico vigente. Assim, ¢ possivel afirmar que no processo de
avaliagdo de riscos, fatores de risco e danos a saude dos trabalhadores, além das
analises das condigdes materiais de trabalho, ¢ importante que se atenha aos homens
responsaveis pela execugdo das tarefas, avaliando tanto suas condi¢oes fisiologicas,
afetivas, como a experiéncia acumulada em relagdo a tarefa e as situagdes concretas de

trabalho nas quais estdo inseridos.

1.2. Producio e consumo de pesticidas

A utilizagdo de produtos visando ao combate de pragas e doengas presentes na
agricultura ndo ¢ recente. Civilizagdes antigas usavam enxofre, arsénico e calcario
para eliminar pragas que destruiam plantagdes e alimentos armazenados. Além dessas,

eram utilizadas substincias organicas, como a nicotina extraida do fumo e do
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pyrehrum (GARCIA, 1996; MEIRELLES, 1996). Porém, o intenso desenvolvimento
da industria quimica a partir da Revolucdo Industrial determinou o incremento na
pesquisa e desenvolvimento dos produtos pesticidas. A producdo em escala industrial
de pesticidas teve inicio em 1930 e foi intensificada a partir de 1940 (MEIRELLES,
1996). No decorrer dos anos varias denominagdes foram dadas a um grupo muito
semelhante de substincias e que possuem como principal aplicagdo a eliminagdo de
pragas e vetores. Dentre estes podemos citar pesticidas, praguicidas, biocidas,
fitossanitarios, agrotoxicos, defensivos agricolas, venenos e remédios.

A entrada dos pesticidas no Brasil ocorreu na década de 1960 e desde entao,
foram colocados definitivamente no cotidiano dos trabalhadores rurais, levando-os aos
riscos da conseqiiéncia do seu mau uso, aumentando assim, 0s riscos aos quais ja
estavam expostos. A intensificacdo do uso foi a partir de 1975, com o Plano Nacional
de Desenvolvimento (PND), que possibilitou a abertura do Brasil ao comércio
internacional desses produtos, ocorrendo um verdadeiro boom na utilizagdo de
pesticidas no trabalho rural. Nos termos do PND, o agricultor estava obrigado a
comprar tais produtos para obter recursos do crédito rural. Em cada financiamento
requerido, era obrigatoriamente incluida uma cota definida de pesticidas (GARCIA,
1996; MEIRELLES, 1996; SAYAD, 1984) e essa obrigatoriedade, somada a
propaganda dos fabricantes, determinou o enorme incremento e disseminacdo da
utilizagdo dos pesticidas no Brasil (GARCIA, 1998; MEIRELLES, 1996).

A politica de crédito integrou o movimento conhecido como Revolugdo Verde,
iniciado nos Estados Unidos da América com o objetivo de aumentar a produtividade
agricola a partir do incremento da utilizagdo de agroquimicos, da expansdo das
fronteiras agricolas e do aumento da mecanizacio da produgdo. No Brasil, a
Revolucao Verde se deu através do aumento da importagdo de produtos quimicos, da
instalacdo de industrias produtoras e formuladoras de pesticidas e do estimulo do
governo, através do crédito rural, ao consumo de pesticidas e fertilizantes
(MEIRELLES, 1996).

Atualmente existem no mundo cerca de 20 grandes industrias produtoras de
pesticidas com um volume de vendas da ordem de 20 bilhdes de dolares por ano e uma
producdo de 2,5 milhdes de toneladas, sendo 39% de herbicidas, 33% de inseticidas,

22% de fungicidas e 6% de outros grupos quimicos (SINDAG, 2010).
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Em 2008, o Brasil assumiu a lideranga no consumo mundial de pesticidas,
posicdo antes ocupada pelos Estados Unidos. Os produtores brasileiros compraram
cerca de US$ 7 bilhdes em defensivos agricolas. Isso representa um crescimento de
quase 30% em relagdo ao ano anterior (INRA, 2009). As lavouras americanas, mesmo
ocupando uma area consideravelmente maior, investiram US$ 6,7 bilhdes nestes
Insumos.

No Brasil, existem cerca de 1500 produtos comerciais registrados por 84
fabricantes, representando 424 ingredientes ativos. Destes, 673 estdo no mercado e
56% sao classificados como moderadamente ou pouco toxicos (classes III e IV). No
ano de 2009 foram comercializadas 725 mil toneladas de produtos formulados, sendo
que os herbicidas representaram 59% desse total. A soja foi a cultura com maior
volume de uso (48%), seguida pelo milho (11%) e pela cana-de-agtcar (8%) (ANDEF-
2010).

A tecnologia envolvida na sintese dos pesticidas mais recentes, em comparagao
aos da década de 60, propiciou reducdo de aproximadamente 90% na dose e 160 vezes
na toxicidade aguda, além de apresentar novos mecanismos de acdo que geralmente
representam menor impacto ao ambiente (MENTEN et al., 2010).

A agricultura das regides norte-nordeste e sul-sudeste ¢ absolutamente
diferente uma vez que na regido Nordeste ¢ basicamente quimico dependente,
utilizando fertilizantes e pesticidas como se fossem as Unicas técnicas de produgdo
possiveis.

Sao ainda incipientes as experiéncias de reconversdo tecnoldgica para um
modelo de agricultura sustentavel e como agravante, ha ainda o fato de que o
conhecimento que os agricultores dispdem sobre os riscos do uso inadequado destes
produtos é extremamente baixo. E neste contexto, que a propria legislagio brasileira,
reconhecendo a natureza destes produtos, substitui o termo “defensores agricolas” pela
denominacdo ‘“‘agrotdxicos” enfatizando assim, que estes produtos sdo na verdade
venenos € por isso colocam em risco o meio ambiente e a satde humana (AUGUSTO,

2003).

1.3. Exposicio aos pesticidas e riscos a saude
Os pesticidas sdo um dos mais importantes fatores de riscos a saude humana.

Utilizados em grande escala por varios setores produtivos e mais intensamente pelo
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setor agropecudrio, tem sido objeto de varios tipos de estudos, tanto pelos danos que
provocam a saude das populagcdes humanas e dos trabalhadores de modo particular,
como pelos danos ao meio ambiente e pelo aparecimento de resisténcia em
organismos-alvo (pragas e vetores). Na agricultura sdo amplamente utilizados nos
sistemas de monocultivo em grandes extensdes. Essas substancias sdo ainda utilizadas
na constru¢cdo e manutencdo de estradas, tratamento de madeiras para construgdo,
armazenamento de grdos e sementes, producdo de flores, combate as endemias e
epidemias, como domissanitarios. Enfim, o uso dos pesticidas excede em muito aquilo
que comumente se reconhece.

As principais exposigdes a estes produtos ocorrem no setor agropecuario, saude
publica, firmas sintetizadoras, transporte, comercializa¢do e nos setores de producao
de pesticidas. Além da exposi¢do ocupacional, a contamina¢do alimentar e ambiental
coloca em risco de intoxicagdo outros grupos populacionais. Merece destaque as
familias dos agricultores, a popula¢do circunvizinha a uma unidade produtiva ¢ a
populagdo em geral, que se alimenta do que ¢ produzido no campo. Portanto, pode-se
afirmar que os efeitos dos pesticidas sobre a satide ndo dizem respeito apenas aos
trabalhadores expostos, mas a populacdo em geral. A unidade produtiva ndo afeta
apenas o trabalhador, inclui também o meio ambiente e repercute sobre o conjunto
social (CHEDIACK, 1986).

Diversos estudos tém demonstrado grande variabilidade de danos dos
pesticidas sobre a satde humana e ao meio ambiente, assim como diferengas na
gravidade e magnitude desses danos (ALAVANIJA et al., 2002; COLOSSO et. al.,
2003; GRISOLIA, 2005; KAMANYIRE & KARALLIEDDE, 2004; NOVATO -
SILVA et al., 1999; PERES et al., 2003; PERES et al., 2001; SANTOS, 2003; SILVA
et al., 2004).

1.4. Classificacao dos Pesticidas

De modo geral, todos os pesticidas sdo classificados quanto aos tipos de
organismos que controlam, a toxicidade das substincias e aos grupos quimicos aos
quais pertencem (GILMAN, 2006). Esta classificagio ¢ fundamental para o
conhecimento da toxicidade de um produto do ponto de vista de seus efeitos agudos,

mas deixa a desejar no tocante aos efeitos cronicos.
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No Brasil, o Ministério da Satde — MS avalia a toxicidade dos pesticidas
baseado na DL50 oral em ratos. Entende-se por Dose Média Letal (DLs), por via oral,
representada por miligramas do ingrediente ativo do produto por quilograma de peso
vivo, necessarios para matar 50% da populacdo de ratos ou de outro animal teste.
(Tabela 1). A DLs, ¢ usada para estabelecer as medidas de seguranga a serem seguidas

para reduzir os riscos que o produto pode apresentar a saude humana.

Tabela 1. Classificagdo dos pesticidas quanto a toxicidade

DL 50(mg/Kg)
ORAL DERMICA
CLASSE CATEGORIA FORMULACOES FORMULACOES
SOLIDAS  LIQUIDAS SOLIDAS LIQUIDAS
Ia Extremamente toxico <5 <20 <10 <40
(tarja vermelha)
b Altamente toxico 5a50 20 a 200 10a 100 40 a 400
(tarja amarela)
11 Moderadamente 50 a 500 200 a 2000 100 a 1000 400 a 4000
toxico (tarja azul)
11T Levemente toxico >500 >2000 >1000 >4000

(tarja verde)

Fonte: OMS-2005

1.4.1. Classificacao Toxicologica
Por determinagdo legal, todos os produtos devem apresentar nos rétulos uma

faixa colorida indicativa de sua classe toxicoldgica (Tabela 1).

1.4.2. Grupos Quimicos
Em conformidade com Larine (1997) os pesticidas obedecem a seguinte
distribui¢do quimica:

A. Organofosforados: ésteres derivados do acido fosforico, geralmente
lipossoluveis, ndo cumulativos no organismo, persistem no meio ambiente de uma a
doze semanas, degradam-se por hidrolise e sdo comumente empregados como
inseticidas e acaricidas;

B. Carbamatos: ésteres do acido carbamico, lipossoluveis, pouco soluveis
em agua. Por apresentarem maior instabilidade que os organofosforados, sdo menos

persistentes no organismo e no meio ambiente e sdo empregados como inseticida,

fungicida, herbicida e nematicida;
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C. Piretroéides: ésteres derivados do acido crisantémico, ndo se acumulam
no organismo, apresentam baixa lipossolubilidade e degradam-se rapidamente no meio
ambiente. Empregados geralmente como inseticidas comecaram a ser utilizados mais
intensamente na década de 80, substituindo os organofosforados no controle de pragas
e doencas agricolas;

D. Organoclorados: possuem estrutura ciclica, organica, com cloro na
molécula, lipossoluveis, cumulativos na cadeia alimentar e no organismo, altamente
persistentes a degradacao ambiental, permanecendo no solo em média de dois a cinco
anos. Comumente empregados como inseticidas (formicidas e larvicidas). Estdo
proibidos no Brasil desde o ano de 2005, principalmente devido aos seus efeitos
cumulativos e a sua persisténcia no ambiente, associados aos efeitos graves sobre a
satide humana. Varios estudos demonstraram que muitos produtos pertencentes a esta
classe sao carcinogénicos.

E. Dietilditiocarbamatos: largamente utilizados na agricultura como
fungicidas ndo sistémicos, em cereais, frutas, verduras e legumes. Controlam amplo
espectro de fungos, principalmente em regides quentes e imidas.

F. Bipiridilos: sais de paraquat ou diquat, compostos organicos pouco
soluveis, possuem baixa persisténcia nos organismos € no meio ambiente, sao
utilizados como herbicidas.

G. Acidos fenoxiacéticos: compostos pelos herbicidas acido 2,4—dicloro-
fenoxiacético (2,4D) e 2,4,5—triclorofenoxiacetico (2,4,5 T), lipossoluveis, persistem
até 30 dias no solo. Alguns subprodutos destes dois &cidos, como a dioxina, sdo
altamente persistentes no meio ambiente. Trata-se do grupo mais empregado entre os
herbicidas.

H. Cloro e nitrofendis: sais de pentaclorofenol (PCP), altamente soluveis
em agua, possuem elevada persisténcia no meio ambiente. Apesar do amplo espectro
biocida, sdo utilizados quase que exclusivamente no tratamento de madeiras contra
fungos e cupins. Assim como os acidos fenoxiacéticos, apresenta a dioxina como
impureza do processo de producdo. Conhecido no Brasil como p6é da China, esta
proibido para uso agropecuario por ser extremamente toxico, nas fases aguda e
cronica. No entanto, encontra-se autorizado apenas para o tratamento de madeiras em
escala comercial.

I. Outros: cumarinas, brometo de metila, etc.
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As trés principais classes de pesticidas, por representarem em média 94,8% do

consumo brasileiro no ano de 2009, sdo os inseticidas, fungicidas e herbicidas

(SINDAG, 2010).

Tabela 2: Principais classes de pesticidas e grupos quimicos aos quais pertencem.

Tipo de acdo

Principais grupos

Produtos/substancias

quimicos
(Classe)
Organofosforados Azodrin, Malathion, Parathion,
Nuvacron, Tamaron, Hostation,
Lorsban
Carbamatos Carbaryl, Furadan, Lannate,
. Marshal
Inseticidas
Organoclorados Aldrin, Endrin, DDT, BHC,
Lindane
Piretréides (sintéticos) Decis, Piredam, Karate,
Cipermetrina
Ditiocarbamatos Maneb, Mancozeb, Dithane,
Thiram, Manzate
Fungicidas
Organoestanicos Brestan, Hokko Suzu
Dicarboximidas Orthocide, Captan
Bipiridilios Gramoxone, Paraquat, Reglone,
Diquat
Glicina substituida Roundup, Glifosato
Derivados do  acido | Tordon, 2,4-D, 2,4,5-T
Herbicidas fenoxiacético
Dinitrofenois Bromofenoxim, Dinoseb, DNOC
Pentaclorofenol Clorofen, Dowcide-G

Fonte: SINDAG, 2010(modificada)
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1.4.3.1. Inseticidas

A. Organoclorados

Estes inseticidas foram utilizados por varias décadas na saide publica para o
controle de vetores de doengas endémicas, como a malaria (MATOS et al., 2002),
assim como na agricultura. O DDT (inseticida) foi banido em varios paises, a partir da
década de 70. No Brasil, somente em 1992, apds intensas pressdes sociais, foram
abolidos (BHC, Aldrin, Lindano, dentre outros). As restrigdes a sua utilizagdo
originam-se da grande capacidade residual dos mesmos e de uma possivel agdo
carcinogénica (NUNES, TAJARA, 1998).

Principais caracteristicas

Sao substancias de lenta degradacdo com capacidade de acumulacdo nos seres
vivos e no meio ambiente, podendo persistir por até 30 anos no solo. Sdo altamente
lipossoluveis e 0 homem pode ser contaminado ndo s6 por contato direto, mas também
através da cadeia alimentar - ingestdo de dgua e alimentos contaminados (VERDES et
al., 1990; REIGART, ROBERTS, 1999). Por serem altamente lipofilicos, sdo
seqiiestrados pelos tecidos corporais com alto teor lipidico (figado, rins, sistema
nervoso, tecido adiposo), ficando armazenados. Sdo eliminados principalmente através
das vias digestiva e urinaria. Outras vias de excrecdo incluem a saliva, o suor e o leite
materno (FORGET, 1989).

Efeitos sobre a saude humana

Intoxicacdo aguda: sintomas no sistema nervoso central como irritabilidade,
sensa¢do de dorméncia na lingua, nos ldbios € nos membros inferiores, desorientacao,
dor de cabega persistente (que ndo cede aos analgésicos comuns), fraqueza, vertigem,
nauseas, vomitos, contracdes musculares involuntarias, tremores, convulsoes, coma e
morte. Em caso de inalacdo, podem ocorrer sintomas como tosse, rouquidao, edema
pulmonar, broncopneumonia e taquicardia (SVS, 1997; MATOS et al., 2002).

Intoxicacdo cronica: alteragdes no sistema nervoso, alteragdes sanguineas
diversas, como aplasia medular, lesdes no figado, arritmias cardiacas e lesdes na pele
(Secretaria Nacional de Vigilancia a Saude-SVS, 1997).

Carcinogénese: A Agéncia Internacional para Pesquisa em Cancer-IARC
classifica alguns como pertencentes ao grupo “2B” (possivelmente cancerigeno para a
espécie humana). O DDT, por exemplo, pertence a este grupo por estar associado ao

desenvolvimento de cancer de figado, pulmao e linfomas em animais de laboratdrio.



24

Outros organoclorados pertencentes ao grupo 2B sdo clorodano, heptacloro,
hexaclorobenzeno, mirex (IARC, 2005). A tabela 3 mostra a classificagdo da IARC

para a carcinogenicidade dos pesticidas.

B. Organofosforados e carbamatos

Sdo amplamente utilizados na agricultura e, dentre os inseticidas, sdo
responsaveis pelo maior nimero de intoxicagdes agudas e por um grande nimero de
mortes no Brasil (TRAPE, 2005).

Principais caracteristicas

A absor¢do se da através da pele, sendo distribuidos nos tecidos do organismo
pela corrente sangiliinea e sofrem biotransformacdo, principalmente no figado. A
principal via de eliminagdo ¢ renal (MATOS ef al., 2002).

Os inseticidas organofosforados e carbamatos possuem ag¢do semelhante no
organismo: a inibi¢do de enzimas colinesterases, especialmente a acetilcolinesterase.
Estas enzimas estdo presentes na transmissdo de impulsos nervosos em diversos
orgdos e musculos, e assim uma contaminagdo por estes pesticidas pode desencadear
uma série de efeitos deletérios, inclusive podendo levar a dbito (TRAPE, 2005).

Efeitos sobre a saide humana

Diferentemente dos organofosforados, os carbamatos sao inibidores reversiveis
das colinesterases, porém as intoxicagdes agudas podem ser igualmente graves.
Ambos atuam ndo sO no sistema nervoso central, mas também nos globulos
vermelhos, no plasma e em outros 6rgaos (FUNASA, 1998).

Intoxicacdo aguda: os sinais e sintomas comeg¢am a surgir poucos minutos
apos a absor¢do do toxico e podem alcancar seu maximo, inclusive levando a dbito
dentro de algumas horas ou poucos dias (ALMEIDA, 1998). Os principais sinais €
sintomas sdo: suor abundante, salivacdo intensa, lacrimejamento, fraqueza, tontura,
dores e colicas abdominais, visdo turva e embagada, pupilas contraidas — miose,
vomitos, dificuldade respiratéria, colapso, tremores musculares, convulsdes
(FUNASA, 1998).

Intoxicac¢do cronica: outros sinais e sintomas podem persistir por meses apos
a exposicdo, como alteragdes neuroldgicas, comportamentais, cognitivas e

neuromusculares (ECOBICHON, 1996).
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Carcinogénese: Alguns organofosforados e carbamatos estdo presentes na
revisdo da IARC (2005), que define o diclorvos (organofosforado) como pertencente
ao grupo 2B (possivelmente cancerigeno para o homem), enquanto que malation,
paration (organofosforados); aldicarb, carbaril, zectran (carbamatos) pertencem ao

grupo 3: (ndo classificado como carcinogénico para o homem).

C. Piretroides

Tiveram seu uso crescente nos ultimos 20 anos e, além da agropecuaria, sao
também muito utilizados em ambientes domésticos (MATOS et al., 2002; TRAPE,
2005). Seu uso abusivo vem causando aumento nos casos de alergia em criangas e
adultos (FUNASA, 1998).

Principais caracteristicas

Sao facilmente absorvidos pelas vias digestiva, respiratdria e cutanea. Os
sintomas de intoxica¢dao aguda ocorrem principalmente quando sua absorcao se da por
via respiratoria. Sao compostos estimulantes do sistema nervoso central e, em doses
altas, podem produzir lesdes no sistema nervoso periférico (MATOS et al., 2002;
SVS, 1997).

Efeitos sobre a saide humana

Intoxicag¢do aguda: os principais sinais e sintomas incluem dorméncia nas
palpebras e nos labios, irritacdo das conjuntivas e mucosas, espirros, coceira intensa,
manchas na pele, edema nas conjuntivas e nas palpebras, excitacdo e convulsdes.

Intoxica¢do cromica: Segundo Matos et al. (2002), ndo estdo descritas
evidéncias de toxicidade cronica com o uso de piretroéides. Outros autores, como Trapé
(2005), citam alguns efeitos de exposi¢des de longo prazo: neurites periféricas e
alteragdes hematoldgicas do tipo leucopenias.

Carcinogénese: Os piretroides parecem ndo apresentar potencial cancerigeno
para humanos. Como exemplo, a IARC classifica os pesticidas deltametrina e

permetrina no grupo 3B (como sendo ndo carcinogénicos para o homem).

D. Herbicidas
Sao usados no combate a ervas daninhas. Nas Ultimas duas décadas, esse grupo

tem tido sua utilizacdo crescente na agricultura (FUNASA, 1998). Seus principais
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representantes sdo paraquat, pentaclorofenol, derivados do acido fenoxiacético e
dinitrofenois.

Principais caracteristicas

Existem vdarias indicacdes de mutagenicidade, teratogenicidade e
carcinogenicidade relacionados a estes produtos.

Efeitos sobre a saude humana

Alguns herbicidas sao muito nocivos a saide humana, destacando-se:

* Bipiridilos (Paraquat)

Este produto ¢ considerado um dos agentes de maior toxicidade especifica para
os pulmdes. Pode ser absorvido por ingestao, inalagdo ou contato com a pele. Provoca
lesdes hepaticas, renais e fibrose pulmonar irreversivel, podendo levar a morte por
insuficiéncia respiratoria em até duas semanas apds a exposi¢cdo, em casos graves.
(MATOS et al., 2002)

* Pentaclorofenol e Dinitrofenois

Os principais sintomas de intoxicacdo aguda por estes produtos incluem
dificuldade respiratdria, hipertermia, fraqueza, convulsdes e perda de consciéncia. O
pentaclorofenol possui em sua formulagdo dioxinas como impurezas, substancias
extremamente toxicas, cancerigenas e fetotoxicas (FUNASA, 1998).

* Derivados do acido fenoxiacético

Um dos principais produtos ¢ o 2,4 diclorofenoxiacético (2,4 D), muito usado
no Brasil em pastagens e plantagdes de cana de agucar. O 2,4,5 triclorofenoxiacético
(2,4,5 T) tem uso semelhante ao 2,4 D, apresentando uma dioxina como impureza,
responsavel pelo surgimento de cloro-acnes, abortamentos, além de efeitos
teratogénicos e carcinogénicos. Os efeitos cronicos incluem neuropatia periférica,
disfuncdo hepética e aumento da probabilidade de desenvolver linfomas tipo Hodgkin
e ndo-Hodgkin (MATOS et al., 2002).

Carcinogénese dos Herbicidas

Estudos epidemiologicos demonstram diversas associagdes entre o uso de
pesticidas e cancer em humanos, incluindo linfoma nao-Hodgkin e cancer de tiredide
(SOLOMON, 2000).

Dioxinas: a presenca de dioxinas como impurezas nos herbicidas esta
associada ao desenvolvimento de distirbios reprodutivos e alguns tipos de cancer,

como os linfomas (TRAPE, 2005). Foi relatado que o 2,3,7,8-tetraclorodibenzo-p-
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dioxina-TCDD ¢ o mais potente carcinogénico até hoje testado para roedores. Estudos
em animais forneceram evidéncias conclusivas que o TCDD ¢ um carcinégeno de
multiplos estagios, aumentando a incidéncia de tumores em locais distantes dos locais
de tratamento. Em fevereiro de 1997, a Agéncia Internacional de Pesquisa do Cancer
(IARC) reavaliou as dibenzo-p-dioxinas policloradas, bem como os dibenzofuranos
policlorados, por representarem possiveis riscos carcinogénicos para 0s seres
humanos. “Com base nos mais recentes dados epidemioldgicos, em populacdes
humanas expostas, através de bioensaios de carcinogenicidade experimental em
animais de laboratorio e evidéncias de apoio sobre mecanismos relevantes de
carcinogénese, a TCDD foi avaliada como sendo carcinogénica para seres humanos —

Grupo 1 da IARC (IARC, 1991).

Tabela 3. Classificagdo IARC para carcinogenicidade de pesticidas

Grupo IARC  Descricao da classificacdo da IARC

Grupo 1 Carcinogénico para humanos

Grupo 2A Provavelmente carcinogénico para humanos

Grupo 2B Possivelmente carcinogénico para humanos

Grupo 3 Nao classificavel em relacao a carcinogenicidade para humanos
Grupo 4 Provavelmente ndo carcinogénico para humanos

Fonte: IARC, 1991

1.5. Legislacao brasileira x pesticidas

A Constituicdo Federal Brasileira atribuiu ao Poder Publico a obrigacdo de
controlar as substancias que comportem risco a vida, a qualidade de vida e a0 meio
ambiente, no que se inclui o controle dos produtos fitossanitarios e/ou pesticidas e a
utilizacdo de equipamentos de protecdo individual. A regulamentacdo deste tema ¢
tratada nas portarias 25/2001 e 86/2005, Ministério do Trabalho e Emprego-MTE.

A Lein® 7. 802, de 11 de julho de 1989, relativa a diversas substancias, dentre

estas, os pesticidas, instituiu a exigéncia de que os mesmos sejam previamente
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registrados para fins de produgdo, importacdo, exportacdo, comercializacdo e
utilizagdo, atendidas as diretrizes e exigéncia dos o6rgaos federais responsaveis.

Dentre estas previsoes constitucionais encontra-se o Artigo 225, § 1°, inciso V
estabelecendo que: “Todos tem direito ao meio ambiente ecologicamente equilibrado,
bem de uso comum do povo e essencial a sadia qualidade de vida, impondo-se ao
Poder Publico e a coletividade o dever de defendé-lo e preserva-lo para o presente e as
futuras geracdes. §1° incumbe ao Poder Publico: [....] V- controlar a produgdo, a
comercializag¢do e o emprego de técnicas, métodos e substancias que comportem risco
para a vida, a qualidade de vida e meio ambiente” e o Artigo 196, que determina: “4
saude é Direito de todos e dever do Estado, garantindo mediante politicas sociais e
economicas que visem a redugdo do risco de doenga e de outros agravos e ao acesso
universal igualitdario as agdes e servicos para sua promog¢do, prote¢do e
recupera¢do’.

Por este instituto legal, os setores da saide e do meio ambiente possuem a
prerrogativa legal de avaliarem se suas diretrizes e exigéncias estdo satisfatoriamente
atendidas para a concessdo de determinado registro, avaliando integralmente as
possiveis repercussdes que o produto pesticida possa ter e assegurando a autoridade
publica um nivel adequado de informagao sobre as caracteristicas e nivel toxico de
cada produto comercializado no pais, de modo a garantir a sua qualidade e minimizar
seus riscos para a saude humana e ao meio ambiente. De acordo com os termos legais,
especialmente no que se refere as situagdes dentro das quais fica proibida a concessao
do registro, e que dizem respeito a aspectos relativos a periculosidade do produto a
satde humana e/ou ao meio ambiente, verifica-se que o registro constitui um
procedimento bésico de controle, destinado a impedir que produtos dotados de riscos
inaceitaveis sejam produzidos, importados, exportados, comercializados ou utilizados.
O estabelecimento de determinados padrdes para os produtos € garantia de protegdo a
saude publica, ao consumidor e ao meio ambiente, sendo regido pela Portaria
Interministerial n® 17, de 16 de marco de 2000, assinada pelos Ministros da
Agricultura, Pecudria e Abastecimento, da Saude, do Meio Ambiente e pelo Chefe da

Casa Civil da Presidéncia da Republica.
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1.6. Exposi¢ao combinada: situacoes diversas

A contamina¢cdo e a mistura de pesticidas € situagdo muito presente na
realidade do trabalho agricola, seja por causa das impurezas, dos inertes, pela
aquisicdo de produtos associados ou pelo uso simultineo de vdarias substancias
(NOVATO - SILVA et al., 2004; SILVA et al., 1999; SILVA, 2000; SOARES et al.,
2003).

A imensa maioria dos estudos ndo considera a interagdo que os diversos
compostos quimicos podem estabelecer entre si € com sistemas bioldgicos organicos,
sendo que essa interagao pode at¢ mesmo modificar o comportamento téxico de um
determinado produto, acarretando efeitos diversos sobre a saude do grupo de
trabalhadores expostos.

Este ¢ um aspecto extremamente importante em relagdo a analise dos riscos e
danos a saude da populacao exposta € ao meio ambiente. Ressalte-se que a mistura de
produtos se d4 ndo apenas no campo, pela agdo direta dos agricultores, mas também
por meio das proprias empresas. De acordo com o SINDAG (2008) dos diversos
pesticidas comercializados, varios representam misturas de ingredientes ativos, tais
como 2,4-D + Diazinon (herbicida), Benalaxy + Mancozeb (fungicida) ou
Deltametrina + Triazophos (inseticida).

A exposicdo combinada as substincias quimicas pode causar trés tipos de
efeitos sobre a sailde humana: independentes, sinérgicos (aditivos ou potencializados)
e antagonicos. Apesar de ainda pouco estudada, alguns trabalhos demonstraram que a
resposta do organismo humano diante das exposi¢des laborais combinadas pode ser
influenciada por algumas caracteristicas pessoais, tais como tabagismo, alcoolismo e o
estado nutricional. (PERES et al., 2001)

A. Substincias quimicas e temperaturas elevadas — o aumento da
temperatura atmosférica aumenta a volatilidade e a pressdo de vapor das substincias
quimicas, aumentando sua disponibilidade para inalagdo e/ou absor¢do cutanea.
Aumenta também a velocidade circulatoria, contribuindo para maior absorg¢ao.

B. Substiancias quimicas e esforco laboral — o esforco fisico aumenta a
ventilagdo pulmonar. Assim, o organismo se V€ exposto a maiores quantidades de
toxicos existentes no ar.

Estes aspectos sdo relevantes, tendo em vista que os agricultores em geral

desenvolvem as atividades de preparo e aplicagdo dos pesticidas numa situacdo em
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que estdo presentes, a0 mesmo tempo, misturas de pesticidas, esforco fisico e

temperaturas elevadas.

1.7. A informacio sobre as intoxicacoes por pesticidas

No Brasil, as informagdes em satde encontravam-se dispersas em vérias bases
de dados de forma fragmentada e desarticulada. Como heranga da vigilancia
epidemiologica das doengas infecciosas de notificagdo compulsoéria, privilegia-se o
registro de doengas. Isto dificulta o conhecimento dos seus condicionantes e
determinantes nas condi¢des de vida e trabalho concretas dos trabalhadores (FREITAS
et al,1986). Atualmente, as informacdes sobre saude estdo disponiveis na base de
dados do sistema DATASUS. O sistema DATASUS foi criado e implantando em
1991. Este sistema ¢ abastecido com os dados provenientes das secretarias de satde
dos estados e municipios.

A dificuldade de acesso dos agricultores as unidades de satde, o despreparo
das equipes de satide para relacionar problemas de satde ao trabalho em geral e a
exposicao aos pesticidas de forma particular, os diagndsticos incorretos, a escassez de
laboratorios de monitoramento bioldgico e a inexisténcia de biomarcadores precoces
e/ou confidveis sdo alguns dos fatores que influenciam no sub-diagnéstico e no sub-
registro. Portanto, pode-se afirmar que os dados oficiais brasileiros sobre intoxicacdes
por pesticidas ndo retratam a gravidade de nossa realidade, como podemos constatar
nos estudos de Freitas ef al., (1986), Peres et al., (2001); Moreira et al., (2002), dentre
outros.

Entre as bases de dados de interesse na area de saude do trabalhador podem-se
destacar a Comunicagdo de Acidente do Trabalho (CAT), o Sistema de Mortalidade
(SIM), Sistema de Internagdo Hospitalar (SIH) e o Sistema Nacional de Informacao
Toéxico-Farmacologica (SINITOX).

O SINITOX, criado em 1980 e vinculado a Fundagdo Oswaldo Cruz
(FIOCRUZ) ¢ responsavel pela coleta, compilagdo, analise e divulgacdo dos casos de
intoxicagao registrados pela Rede Nacional de Centros de Informacdo e Assisténcia
Toxicologica (RENACIAT), atualmente composta de 36 unidades localizadas em 19
Estados e no Distrito Federal, que possuem a fung¢do de fornecer informacdo e

orientacdo sobre o diagnostico, progndstico, tratamento e prevencao das intoxicagdes,
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assim como sobre a toxicidade das substancias quimicas e bioldgicas e os riscos que
elas representam a saude

O SINITOX considera, desde 1999, casos de intoxicagdo ¢ envenenamento
causados por 17 agentes toxicos, dentre eles pesticidas que sdo categorizados em:
pesticidas de uso agricola, pesticidas de uso doméstico, produtos veterinarios e
raticidas. Esta categorizagdo ¢ importante quando se deseja estudar o perfil de cada um
desses agentes toxicos. No entanto, para chamar a aten¢do das autoridades para o risco
que o uso indiscriminado dos pesticidas representa a saide das popula¢des humanas ¢
importante reunir essas quatro categorias em um unico grupo, comumente denominado
simplesmente de agrotoxicos ou pesticidas, que dessa forma adquire magnitude
suficiente para se colocar como o terceiro principal agente toxico em relagdo ao
nimero de casos de intoxicacdo humana registrados pelo SINITOX, tanto ao pais
como um todo como a cada uma das cinco regides geograficas, ficando atras apenas
dos medicamentos e dos animais peconhentos. Com relagdo aos Obitos, ndo ¢ preciso
langar mao desse artificio, pois os pesticidas de uso agricola ja concentram sozinhos a
maioria dos obitos.

O sexo masculino esta presente na maioria dos Obitos para todos os tipos de
pesticidas estudados, apresentando os maiores coeficientes de mortalidade. O risco de
uma pessoa do sexo masculino morrer de intoxicagdo por pesticidas de uso agricola ¢é

trés vezes maior do que de uma pessoa do sexo feminino (SINITOX, 2010).

1.7.1. Classifica¢ao das intoxica¢oes

Sabe-se que a exposicdo a um determinado produto quimico em grandes doses
por um curto periodo causa efeitos agudos, eventos amplamente descritos na literatura
médica e cientifica. A associa¢do causa/efeito €, geralmente, facil de ser estabelecida
(Tabela 4). Em linhas gerais, o quadro agudo varia de intensidade, desde leve até
grave, podendo ser caracterizado por ndusea, vomito, cefaléia, tontura, desorientagdo,
hiper-excitabilidade, parestesias, irritacdo de pele e mucosas, fasciculagdo muscular,
dificuldade respiratoria, hemorragia, convulsdes, coma e morte.

Diferente dos efeitos agudos, os cronicos sdo causados por exposi¢des em
longos periodos a baixas concentrac¢des, sdo de reconhecimento clinico bem mais
dificil, principalmente quando hé exposicdo a multiplos contaminantes, situacdo

bastante comum no trabalho agricola. Ha, neste caso, maior dificuldade para o
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reconhecimento de uma associacao causa/efeito, prejudicando bastante o diagndstico e
tratamento do paciente intoxicado. Entre os intimeros efeitos cronicos sobre a saude
humana estdo descritas alteragdes imunologicas, genéticas, malformacdes congénitas,
cancer, efeitos deletérios sobre os sistemas nervoso, hematopoiético, respiratdrio,
cardiovascular, geniturindrio, trato gastrintestinal, hepatico, reprodutivo, enddcrino,
pele e olhos, reagdes alérgicas, alteracdes comportamentais (ALAVANIJA et al., 2005;
COLOSSO et al., 2003, GARCIA, 1996; SILVA et al., 1999; SILVA, 2000).

1.7.1.1. Intoxicacdo aguda

As intoxicagdes por pesticidas geram custos sociais € econdmicos bastante
elevados, principalmente nos paises em desenvolvimento. Segundo a Organizacio
Internacional das Unides de Consumidores- OIUC (2009), a cada quatro horas morre
um trabalhador do setor agricola de algum pais em desenvolvimento. De acordo com a
Organizagao Internacional do Trabalho (OIT, 2001), 14% das lesdes ocupacionais,
nesse mesmo setor, sdo ocasionadas por pesticidas. No Brasil os custos sdo altos, pois,
além de ser o maior consumidor mundial de pesticidas, a legislacdo que trata da venda
e consumo e os 0rgaos que fiscalizam o cumprimento destas leis sdo ineficazes.

No Brasil, as intoxicagdes agudas por pesticidas ocupam a terceira posicao
dentre os agentes causais, sendo a maioria dos casos por inseticidas organofosforados,
piretroides, carbamatos e organoclorados (73%), raticidas (15,3%) e herbicidas (9,7%)
(SINITOX, 2010).

As principais circunstancias que ocasionam as intoxica¢des sdo ocupacionais,
tentativas de suicidio e os acidentes (ALONZO, CORREA, 2002). No Estado do
Ceard em 2009 foram registrados 1.667 casos de intoxica¢do aguda, destes 428

(25,67%) correspondem a intoxicagdes causadas por pesticidas. (SINITOX, 2010).

1.7.1.2. Intoxicac¢ao cronica

Quanto aos efeitos da intoxicacdo cronica (Tabela 5) ¢ dificil atribui-los a um
s6 produto, pois os estudos mostram que as exposi¢des cronicas envolvem uma
mistura de véarias substancias, em concentragdes e frequéncias de aplicagdes bastante
variaveis. Diversos problemas de saiude estdo relacionados a intoxica¢do crénica por
compostos organofosforados: neurotoxicidade retardada (paralisia de nervos motores),

desordens de personalidade e psiquiatricas, parkinsonismo, reflexos diminuidos,
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redugdo da concentracdo, diminuicdo da memoria, depressao, ansiedade, irritabilidade,
polineuropatias, depressdao da medula dssea e anemia aplastica, com possivel risco de
desenvolvimento subseqiiente de leucemias sdo relatados por Agapejev et al.(1986).

Os principais fatores responsaveis pelos danos causados pelo uso de pesticidas
sao a inexisténcia de uma politica mais efetiva de fiscalizagdo, controle,
acompanhamento, aconselhamento técnico adequado na utilizagdo destes agentes; o
baixo nivel de escolaridade, que torna dificil o entendimento, mesmo superficial, de
informacodes técnicas; as praticas exploratdrias de propaganda das firmas produtoras; o
desconhecimento de técnicas alternativas e eficientes de cultivo; a pouca atengao dada
ao descarte de rejeitos e de embalagens; e a utilizagdo dos agrotdxicos e exposi¢ao
continuada a esses produtos. Isso tudo torna o uso inadequado de pesticida um grande
problema de satide publica no meio rural (PERES, 1999; OLIVEIRA-SILVA ef al.,
2000).

Diversos grupos populacionais estdo sujeitos aos efeitos danosos dos
pesticidas, seja por exposi¢ao direta ou indireta, todavia, os agricultores que entram
em contato direto representam o grupo de maior risco. O contato direto ocorre na
manipulagdo destes produtos, seja na preparacdo ou aplicacdo. O contato indireto
ocorre de diversas formas, principalmente através de visitas a plantacdo, selecdo da
producdo e outros contatos com as plantas que passaram por pulverizagdes. Mesmo 0s
trabalhadores que mantém apenas contato indireto sofrem efeitos agudos e cronicos
causados pelos pesticidas. A populagdo trabalhadora rural dificilmente se expde a um
unico tipo de pesticida, portanto, o grande desafio a toxicologia nestas proximas
décadas serd a avaliagdo de individuos com multiplas exposi¢cdes por muitos anos
(TRAPE, 2005).

Entre os fatores possiveis causadores da elevagdo da absor¢do dos inseticidas
destacam-se como mais importantes: inadequada protecao individual; uso irregular dos
equipamentos; uso repetido da mesma roupa contaminada durante dias; os habitos no
ambiente de trabalho; a inobservancia de técnicas corretas de aplicag¢do, inclusive
durante os periodos de elevada temperatura ambiental, facilitando uma maior
volatilizacdo do principio ativo e a conseqiiente contaminacdo do meio ambiente
laboral. Nos estudos de Soares et al., (2003), os principais fatores de risco para a
exposicdo sdo o ndo do uso equipamento de protecdo, lavagem de equipamentos em

tanque de uso doméstico e uso de pulverizador costal manual.
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Nas pequenas propriedades rurais o trabalho ¢ basicamente familiar, fazendo

com que toda a familia manipule pesticidas e os trabalhadores comecam a se

contaminar com estes produtos ainda na infancia, aumentando consideravelmente os

riscos de sofrerem os efeitos nocivos da intoxicagdo cronica (MOREIRA et al., 2002).

Tabela 4: Caracteristicas das intoxicagdes agudas e cronicas por pesticidas.

Intoxicacoes Aguda Cronica

Caracteristicas da Exposi¢ao | Unica ou por curto periodo Continuada por longo periodo
Cefaléia, tontura, niusea, Ac¢do neurotdxica retardada
o vOmito, fasciculagao irreversivel, disturbios neuro-
Sinais muscular, parestesias, psicologicos, lesdo cerebral
o desorientagao, dificuldade irreversivel, tumores malignos,
respiratoria, coma, morte € atrofia testicular, esterilidade
Sintomas hemorragias. masculina, formagéo de

catarata, lesdes hepaticas.

Fonte: (Calvcrt et al., 2004; Keifer, 1997; Kamel, 2004) modificado

Tabela 5: Efeitos cronicos dos pesticidas sobre 6rgios e sistemas humanos.

ORGAO/SISTEMA

EFEITOS CRONICOS

Sistema nervoso

Sindrome asteno-vegetativa, polineurite, radiculite,
encefalopatia, distonia vascular, esclerose cerebral, neurite
retrobulbar, angiopatia da retina

Sistema respiratorio

Traqueite cronica, pneumofibrose, enfisema pulmonar, asma
bronquica

Sistema cardiovascular

Miocardite toxica cronica, insuficiéncia coronaria cronica,
hipertensao, hipotensao

Figado

Hepatite cronica, colecistite, insuficiéncia hepatica

Rins

Albuminuria, nictiria, alteracdo do clearance da uréia,
nitrogénio e creatinina

Trato gastrointestinal

Gastrite  cronica, duodenite, Ttlcera, colite cronica
(hemorragica, espastica, formagoes polipoides),
hipersecre¢do e hiperacidez gastrica, prejuizo da motricidade

Sistema hematopoiético

Leucopenia, eosinopenia, monocitose, alteragdes na

hemoglobina
Pele Dermatites, eczemas
Olhos Conjuntivite, blefarite

Fonte: (Calvert et al., 2004; Keifer, 1997; Kamel, 2004) modificado



35

1.8. Carcinogénese

Na Regido Nordeste, as neoplasias representam a terceira causa de morte por
doenga, consistindo de 6,34% dos 6bitos atestados, ficando apenas 0,02% atras das
doencas infecciosas e parasitarias (INCA, 2011). Além disso, as neoplasias estdo
proporcionalmente aumentando em relagdo as outras causas ndo naturais de
mortalidade atingindo 14,5% do total das causas de mortes em 2010 (INCA, 2011).

A mutacdo no DNA ¢ a alteracdo genuina do processo e que pode ser induzida
externa ou internamente ao organismo. Os indutores externos sdo carcindgenos
quimicos (solventes aromaticos, clorados, agrotoxicos), fisicos (radiacdes ionizantes e
ndo ionizantes, campos eletromagnéticos) e biologicos (virus, microorganismos). Os
indutores internos podem ser entre outros, hormonais, imunoldgicos e enzimaticos que
promovem mutagdes genéticas na estrutura do DNA. De modo geral, esses
condicionantes estdo presentes de forma interativa na promog¢do do processo de
carcinogénese (RIBEIRO et al., 2003).

Grande parte dos canceres tem origem associada a fatores etiologicos
ambientais ou hereditarios. No caso do cancer hereditario, as mutagdes germinativas
estdo diretamente associadas a predisposicdo familiar para o desenvolvimento de
tumores e, nesses casos especificos, o cancer ¢ uma doenga genética e hereditaria
(CAMARGO et al., 1999). Assim, cerca de 5% a 10% dos canceres sdo hereditarios,
provenientes de mutagdes na linhagem germinativa (FEARON, 1997). A
susceptibilidade ao cincer pode se manifestar através das diferengas herdadas de uma
classe especial de genes envolvidos com a proliferacao celular, apoptose e/ou sistema
de reparo do DNA, ou decorrente de alteragdes somaticas na expressao desses mesmos
genes (PERERA, 1997).

Os fatores predisponentes ao cancer passaram a ser investigados com maior
atencao a partir da década de 60, com a aceitacdo em 1965 do cigarro como sendo o
maior causador de cancer de pulmdo. Estudos epidemiologicos revelaram taxas de
incidéncia de diferentes tipos de cancer nas diversas regides do mundo. Por exemplo,
no Japao, hd uma maior incidéncia de cancer de estdmago, devido aos hébitos
alimentares, enquanto que a taxa de neoplasias de mama e de co6lon ¢ muito baixa. Nos
Estados Unidos, essa proporcdo se inverte, mas quando um destes grupos étnicos
migra de seu pais de origem, pode deixar de desenvolver aquele tipo de céancer

predominante da sua regido original (COELHO, 1998).
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Envelhecimento e estilo de vida ndo sdo suficientes para justificar o aumento
global da incidéncia de cancer. Fatores ambientais contribuem de maneira mais forte
do que normalmente ¢ relatado para o aumento desta incidéncia. Produtos quimicos
relacionados a poluigdo ambiental parecem ser de fundamental importancia, uma vez
que podem induzir canceres ligados a trabalhadores e outros tipos de neoplasias. As
principais preocupagdes sdo: poluicdo do ar por particulas de carbono associados a
hidrocarbonetos aromadticos policiclicos; poluicdo do ar pela fumaga ambiental do
tabaco, formaldeido e compostos organicos volateis, como benzeno e 1,3-butadieno, o
que podera afetar principalmente as criancas; contaminagdo de alimentos por aditivos
e contaminantes cancerigenos, como nitratos, pesticidas, dioxinas e organoclorados.
Além destes, metais e metaloides cancerigenos, farmacos e cosméticos podem estar
envolvidos. Embora a fragdo do risco atribuivel a fatores ambientais ainda seja
desconhecida, esta longa lista de fatores carcinogénicos e mutagénicos, especialmente
apodia a hipotese segundo a qual inimeros canceres podem de fato ser causados pela
recente modificagdo ambiental (BELPOMME et al., 2007)

Estima-se que os virus oncogénicos estejam envolvidos em todo o mundo em
cerca de 16% de neoplasia (PISANI et al., 1997), enquanto que variam de menos de
10% em paises de alta renda para 25% na Africa (PARKIN et al., 2001; TALBOT &
CRAWFORD, 2005).

Pode-se supor que os canceres relacionados a infec¢des provavelmente sdo
mais freqiientes em paises de alta renda do que ¢ geralmente reconhecido, tanto que,
além de virus, algumas bactérias da microflora do trato gastrointestinal, incluindo a
Helicobacter pylori para neoplasia gastrica sdo reconhecidamente oncogénicos (IARC,
1995; ANDO et al.,, 2006.). Alguns parasitas, como Opisthorchis viverrini para 0s
cancros da vesicula biliar, Schistosoma haematobium para cancer de bexiga e algumas
toxinas oncogénicas produzidas por fungos, incluindo aflatoxinas. (IARC, 1995) e,
mais genericamente, varios tipos de inflamac¢do (JACKSON, LOEB, 2001) tem sido
reconhecidos como fatores de risco para carcinogénese.

A revolucdo industrial na segunda metade do século passado e suas
conseqiiéncias em dominios como a energia, transportes, agricultura, alimentagdo e
satde levou a sintetizar, produzir e introduzir no ambiente, milhdes de substincias
quimicas artificiais. Como resultado, de acordo com a Comissdo Européia, cerca de

100.000 substancias quimicas tem sido até agora comercializadas, desde a tultima
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guerra mundial, sem controle toxicoldgico suficiente. Tais produtos podem atuar como
poluentes toxicos e contaminam o ar, agua, solo e alimentos. Muitas delas sdo
cancerigenas, mutagénicas e/ou toxicas para a reprodu¢ao (CLAPP et al., 2005),
podendo atuar como agentes mutagé€nicos, promotores ou ambos, ou Ser co-
carcinogéneos, o que significa que eles podem contribuir para a génese do cancer e,
portanto, para o aumento de sua incidéncia (EPSTEIN, 1994, 2004).

Acredita-se que canceres profissionais representem 2-10% de todos os
canceres, mas esta porcentagem provavelmente ¢ subestimada e pode ser tdo alto
quanto 15-20% em homens (CLAPP et al., 2005). Em 1996, o Centro de Harvard para
Prevengdo de Cancer (HCCP) classificou 32 substancias como carcinogénicas para
humanos (HCCP, 1996).

Em um estudo, 28 agentes foram considerados carcindgenos profissionais
definitivos em humanos, 27 carcindgenos profissionais provaveis e¢ 113 como
possiveis carcindogenos profissionais (SIEMIATYCKI et al., 2004; CLAPP et al,
2005).

Doll e Peto (1981) listaram somente 16 em 1981. Na Europa, pode haver 32
milhdes de pessoas expostas a substancias quimicas carcinogénicas no trabalho
(KAUPPINEN et al., 2000). Destas substancias, o amianto é um exemplo classico. E
um silicato de célcio e magnésio hidratado. Era extensamente utilizado devido a sua
resisténcia ao fogo e propriedades de retengdo de calor. Nao hd nenhuma davida que
amiantos sdo carcinogénicos e induzem canceres ocupacionais, incluindo mesotelioma
e aproximadamente 10% de canceres do pulmao (IARC, 1977, 2002). Igualmente,
diversos canceres estdo relacionados ao p6 de madeira, afetando marceneiros (HAYES
etal., 1986; BLOT et. al., 1997, IARC, 1995).

Nas ultimas décadas, varias centenas de pesticidas foram comercializados para
a agricultura ou uso doméstico intensivo (biocidas). Muitos deles, especialmente os
organoclorados, carbamatos e grupos carbindis sdo classificados como cancerigenos
provaveis ou possiveis, de acordo com a EPA dos EUA e a classificagdo da IARC
(IARC, 1991), enquanto que varios sdo reconhecidos como cancerigenos a humanos
(BELPOMME et al., 2007).

Em criangas, varios estudos epidemioldgicos revelaram aumento do risco
relativo de cancer associado a exposi¢do materna e paterna a pesticidas, seja exposi¢ao

ocupacional ou ndo ocupacional (DANIELS et. al., 1997, ZAHM, WARD, 1998). O
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aumento do risco foi observado em exposi¢des paternas e maternas antes e durante a
gravidez, bem como pods-natal. Exposi¢cdo paterna a pesticidas estd associada a um
excesso de risco relativo de leucemia (MA et al., 2002) e de tumores no sistema
nervoso central, (CORDIER et al., 2001; FEYCHTING et al., 2001), bem como de
tumores de Wilms (FEAR ef al, 1998). Além disso, uma associacdo positiva foi
encontrada em varios estudos que avaliaram a exposi¢do direta das criangas aos
pesticidas (DANIELS et al, 1997, ZAHM, WARD, 1998; US-EPA, 2003;
MENEGAUX et al., 2006). Coletivamente, estes estudos revelaram um aumento
global no risco relativo de leucemia, linfomas ndo-Hodgkin, tumores cerebrais, tumor
de Wilms, sarcoma de Ewing e tumores de células germinativas associadas as
exposi¢oes dos pais ou de crianga aos pesticidas. Por outro lado, em adultos, estudos
epidemioldgicos tém fornecido resultados conflitantes. A relagdo positiva entre
pesticidas e cancer de mama ou de prostata tem sido invocadas (CHARLIER ef al.,
2003; MUIR et al, 2004; IBARLUZEA et al., 2004; MILLS & YANG, 2006),
enquanto em outros estudos ndo pode ser confirmada (POST et al, 1999;
STELLMAN et al, 2000; GAMMON et al, 2002; VAN MAELE-FABRY &
WILLEMS, 2003). No entanto, uma forte associacdo entre pesticidas e o risco relativo
de sarcoma (HARDELL et al., 1995;. DICH et al., 1997) doengca de Hodgkin e
linfoma nao-Hodgkin (HARDELL & ERIKSSON, 1999; ZHENG et al., 2001;
MCDUFFIE et. al., 2001; HARDELL et al., 2003) foi encontrado para 1,1,1- tricloro-
2 ,2-bis (p-clorofenil) etano (DDT) e clorofenois.

1.8.1 Genotoxicidade dos pesticidas

Dentre os carcindgenos quimicos estdo os agrotdxicos, que podem induzir o
cancer por mecanismos variados como genotoxicidade e promocdao de tumores
envolvendo mediadores hormonais; imunoldgicos e a produgdo de moléculas
oxidantes (peréxidos) (RODVALL; DICH; WIKLUND, 2003). Para uma série de
substancias quimicas, as evidéncias cientificas relacionadas com esses mecanismos
carcinogénicos ainda requerem maiores estudos na sua elucidacdo, entre elas os
agrotoxicos, de modo geral, apresentam esses desafios (POTT, et al., 2003). Essa
associacdo estd mais bem caracterizada nos canceres de pulmdo, mama, testiculos,
tiredide, prostata, ovario, e do sistema hematopoiético (linfomas ndo - Hodgkin,

leucemias e mieloma multiplo) (PIMENTEL, 1996).


http://www.google.com.br/dictionary?source=translation&hl=pt-BR&q=many&langpair=en|pt
http://www.google.com.br/dictionary?source=translation&hl=pt-BR&q=Today&langpair=en|pt
http://www.google.com.br/dictionary?source=translation&hl=pt-BR&q=Although&langpair=en|pt
http://www.google.com.br/dictionary?source=translation&hl=pt-BR&q=Although&langpair=en|pt
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Embora o Brasil seja o maior consumidor mundial de pesticidas, existem
poucos trabalhos na literatura cientifica desenvolvidos por grupos brasileiros
especificando os danos causados aos trabalhadores expostos cronicamente ou a relacao
entre a exposi¢ao e o desenvolvimento de cancer. Meyer et al. (2003) mostraram uma
alta taxa de mortalidade para cancer de estdbmago, esofago, laringe, cancer oral e
leucemias em agricultores expostos a agrotdxicos na regido Serrana do Rio de Janeiro.
J& Koifman, Koifman e Meyer (2002) também descreveram o mesmo resultado nas
neoplasias malignas de mama, ovario e prostata, em amostra de grupos populacionais
expostos a pesticidas no periodo de 1985 a 1990.

Outros pesquisadores demonstraram relagdes entre a exposi¢ao aos pesticidas e
o desenvolvimento de alguns tipos de neoplasias, como: exposi¢do a inseticidas
organoclorados e cancer de mama, aumento do risco ao cancer pancreatico, linfoma
nao-Hodgkin, leucemias, além de cancer hepatico (STELLMAN et al, 2000;
VIGREUX et al., 1998; KALAJA et al., 1996; DEMERS et al., 2000). Segundo
Bassil et al. (2007) hd uma grande diversidade de resultados na associagdo de
neoplasia maligna e agrotoxico, para certos tipos de cancer em humanos a associagao
com exposi¢do aos agrotoxicos esta bem demonstrada, no entanto, para outros ainda
ha caréncia de estudos com desenhos epidemioldgicos adequados.

Estudos epidemiologicos sugerem relagdo entre classes sociais, trabalho e a
exposicdo a agentes quimicos, dentre estes, pesticidas, como fatores de risco para o
surgimento de tipos especificos de tumores, alertando para a necessidade de
implantacdo de politicas de controle ambiental no Brasil, com énfase ao tabagismo e a
exposicdo a agentes quimicos (KOIFMAN, 2003).

A susceptibilidade ao cancer pode se manifestar através das diferencas
herdadas de uma classe especial de genes envolvidos com proliferacao celular,
apoptose e/ou sistema de reparo do DNA, ou decorrente de alteragdes somaticas na
expressao desses mesmos genes (PERERA, 1997).

Ha muito tempo se associa o contato com algumas substancias quimicas ao
aparecimento de cancer. Em 1876, Volkman observou incidéncia de cancer de pele em
trabalhadores que manipulavam alcatrao e hulha (POTT, 1987). Uma maior incidéncia
de cancer de bexiga em pessoas que trabalhavam na selecdo manual de cristais de

anilina (FLECK, 1992).
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Atualmente, sabe-se que o cancer origina-se a partir de alteracdes (mutagdes)
em genes, que codificam proteinas comprometidas com o controle da proliferagdo e da
diferenciagdo celular ou de modificagdes em genes envolvidos nos mecanismos de
reparo do DNA, levando a proliferacdo celular descontrolada, alteragdes das
caracteristicas celulares morfofuncionais e perda de sua capacidade de evoluir para a
morte celular (apoptose). O cancer ¢, portanto uma doenga genética, pois 0 processo
de transformacdo maligna estd relacionado a alteragdes em determinados genes,
porém, apenas um pequeno percentual, 5% aproximadamente da incidéncia total de
cancer, tem carater hereditario, uma vez que a maioria das mutagdes que resultam em
seu desenvolvimento atinge as linhagens somadticas, ndo repercutindo em riscos para
geracdo seguinte. Diante dessa constatacdo fica explicito o fato que a grande maioria

dos canceres tem origem a partir da a¢do de determinados fatores ambientais de

natureza quimica, fisica e biologica como os virus (DOLL, PETO, 1981).

1.8.2 Carcinogénese no Brasil

No Brasil, as estimativas para o ano de 2011 apontam que ocorrerdo 489.270
casos novos de cancer (INCA, 2011). Os tipos mais incidentes, a exce¢ao do cancer de
pele do tipo ndo melanoma, serdo os canceres de prostata e de pulmido no sexo
masculino e os canceres de mama e de colo do utero no sexo feminino, acompanhando
o mesmo perfil da magnitude observada no mundo (INCA, 2011). A falta de
conhecimento sobre os riscos para a saude de individuos expostos no trabalho e de
politicas educacionais sdo fatores fundamentais para o aparecimento do cancer.

Na literatura internacional, hd reportado véarios estudos sobre os efeitos
genotdxicos produzidos em trabalhadores por exposicao a pesticidas. Comegando com
o estudo da freqiiéncia de trocas de cromatides irmds em linfocitos de sangue
periférico até datas recentes em que se comegou a utilizar desde medula 6ssea de
camundongos (KRISHNA et al, 1985) até células esfoliadas de mucosa bucal
(BORTOLI et al., 2009).

1.9. Biomarcadores de exposi¢cao
Os Biomarcadores de Exposicao podem ser usados para confirmar e avaliar a
exposi¢ao individual ou de um grupo, para uma substdncia em particular,

estabelecendo uma ligagcdo entre a exposi¢do externa e a quantificagdo da exposicao
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interna. Segundo, AMORIM (2003) a ligacao dos biomarcadores de exposigao e efeito
contribui para a relacdo da dose - resposta, refletindo a interacdo de substancias
quimicas com os receptores biologicos.

A utilizagdo de biomarcadores em pessoas expostas ocupacionalmente tem
crescido devido a necessidade de se avaliar os riscos das exposicoes (KNUDSEN,
HANSEN 2007). As pesquisas tém usado os testes de citogenética para avaliar o
potencial genotoxico de populacdes expostas ocupacionalmente a pesticidas em varios
paises. Os danos citogenéticos estdo diretamente relacionados ao surgimento de
doencas genéticas, inclusive cancer, servindo também como parametros para adogao
de medidas de controle e promog¢ao da saude dos trabalhadores (BOLOGNESI, 2002;
BHALLI, 2006; BULL et al.,2006; MUNIZ et al., 2008).

1.9.1 Ensaio do cometa

O ensaio cometa ¢ um método simples para analisar o 4cido
desoxirribonucléico (DNA), nas quebras de cadeia em células eucaridticas. As células
incorporadas em agarose em uma lamina sdo lisadas com detergente e sal para formar
nucleodides contendo coloides de DNA ligada a matriz nuclear. Eletroforese em pH
elevado resulta em estruturas semelhantes a cometas, observada por microscopia de
fluorescéncia. A intensidade da cauda do cometa em relagdo a cabeca reflete a
extensdo de quebras de DNA. Os cometas sdo formados porque as regides do DNA
que contém uma quebra desprendem-se da estrutura do coldide e tornam-se livres para
migrar para o anodo durante o processo de eletroforese.

Em 1970, Cook et al. desenvolveram uma abordagem para investigar a
estrutura nuclear baseada na lise das células com detergente ndo-idnico e cloreto de
sodio de alta molaridade. Este tratamento remove membranas, -citoplasma,
nucleoplasma e quase todas as histonas sdo solubilizadas pela solucdo salina elevada.
O que resta ¢ o nucledide, consistindo uma matriz nuclear ou esqueleto, composto de
acido ribonucléico (RNA) e proteinas, juntamente com o DNA. A manuten¢do do
colodide indica que a livre rotagdo do DNA ndo € possivel. Estes autores propuseram
um modelo com o DNA ligado em intervalos na propria matriz, de modo que seja
efetivamente organizado como uma série de giros, em vez de uma molécula linear. A
adicdo do brometo de etidio causa a expansdao das al¢as para fora do nucleodide

formando um halo. Um efeito similar foi observado quando a radiagdo ionizante foi
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usada para relaxar os giros € a quebra de uma Unica fita foi suficiente para relaxar o
coloide.

O ensaio cometa, também, em sua forma mais comumente usada, envolve a
lise com detergente e sal, apds a incorporagdo das células em agarose para que o DNA
seja imobilizado e na seqiliéncia as laminas sdo submetidas a eletroforese. A primeira
demonstragdo de "cometas" (apesar de ndo usar a palavra) foi por Ostling e Johanson
(1984), que descreveram as caudas em termos de DNA como coldide relaxado,
referindo-se ao modelo de nucledide de Cook et al.(1976). Essencialmente, a cauda do
cometa parece ser simplesmente um halo de fragmentos relaxados que foram
arrastados para um lado do campo de eletroforese. Ostling e Johanson empregaram
um pH inferior a 10. O ensaio cometa ¢ mais comumente aplicado a célula de animais
seja na cultura ou isolado do organismo (por exemplo, linfocitos do sangue ou de
células de tecidos especificos). Entretanto, metodologias também tem sido
desenvolvidas para examinar os danos ao DNA das células vegetais. A parede celular
de celulose vegetal representa uma barreira a liberacdo de DNA para formar a cauda
do cometa, mas, cortar fisicamente o tecido libera os nucleos para que estes sejam
incorporados em agarose.

O processo de Ostling e Johanson ndo foi amplamente adotado. Alguns anos
mais tarde Singh et al. (1988) desenvolveu os procedimentos que envolvem o
tratamento com pH elevado. Células lisadas em pH 10 com 2.5M NacCl, Triton X-100
e Sarkosyl por 1 h, seguindo com um tratamento com alcali (NaOH 0,3 M) e
eletroforese em pH resultante elevado (> 13). Assim, cresceu a idéia de que a
realizagdo do teste do cometa em meio muito alcalino ¢ essencial para revelar as

quebras.

1.9.2. Aberrac¢oes cromossomicas

Aberragdes cromossdmicas (AC) representam a parte microscopicamente
visivel de um amplo espectro de alteragdes de DNA gerados por diferentes
mecanismos de reparo da quebra de dupla fita do DNA. O método de hibridizacdo in
situ de fluorescéncia (FISH) descobriu complexidades inesperadas das AC. A
distribui¢do intra e inter-cromossomica dos pontos de quebra ndo ¢ aleatdria. Os
pontos de quebra que originam as AC ocorrem preferencialmente na cromatina ativa.

Isso pode ser resultado da disposi¢cdo dos cromossomos no nucleo interfasico e/ou de
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sensibilidades diferentes de cromossomos em relacao a formagao de AC. Teldmeros e
seqiiéncias repetitiva nos teldmeros parecem desempenhar um papel importante na
formagdo do AC. Regides sub-teloméricas sao pontos criticos para a formacdo de uma
troca simétrica entre cromdatides homodlogas e aberragdes nestas regides estdo
associadas com anomalias congénitas humanas.

Visto que as aberragdes cromossdmicas induzidas sdo resultantes da interagdo
com o DNA, podemos utilizar tais anomalias como indicadores de danos nesta
molécula. Ou seja, por meio dos danos cromossdmicos podemos avaliar a atividade
mutagénica dos agentes. Os linfécitos do sangue circulante de mamiferos sdo um
Otimo sistema para se testar uma substancia quanto a sua capacidade em produzir
aberragdes cromossOmicas. A técnica serve também para o monitoramento de
populagdes expostas a drogas, seja por razdes profissionais, terapéuticas ou por
acidente. Supondo-se que haja uma correlagdo entre o dano induzido no sangue e em
outras células somadticas, os linfocitos serviriam como um sistema sentinela para

grupos de alto risco (RABELLO-GAY et al., 1991; NORPPA, 2004)

1.9.2.1. Classificacao das Aberracdoes Cromossomicas

As lesOes cromossOmicas sdo classificadas em estruturais e numéricas.

1.9.2.1.1. Aberracdes estruturais

As aberracgdes estruturais podem ser divididas em dois grupos principais: as
aberracOes cromossOmicas € as aberracdes cromatidicas. As aberracdes
cromossomicas sao aquelas em que a unidade de quebra e reunido ¢ o cromossomo
inteiro, isto €, as duas cromatides-irmas; enquanto que apenas uma das duas
cromatides-irmas ¢ atingida pela quebra ou troca quando se trata de uma aberracdo
cromatidica (MOORE, BENDER, 1993).

Existe uma estreita relag@o entre os tipos de aberragao de estrutura produzidos,
a natureza do agente mutagénico utilizado e o estagio do ciclo celular no qual as
células sdo expostas. No que diz respeito as substiancias quimicas, estas podem ser
divididas em duas classes: as que produzem aberragdes em todas as fases do ciclo
celular, S-independentes, e as que dependem da sintese de DNA para manifestar seu
efeito, S-dependentes. As S-independentes induzem, tal como a radiacdo ionizante,

quebras nas duas cadeias do DNA produzindo aberragdes cromossomicas em Gl,
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cromatidicas em G2 e uma mistura dos dois tipos em S. As S-dependentes (como ¢ o
caso da hidroxiuréia) produzem, tal como a luz ultra-violeta, seu efeito na fase S ou
quando as células passam por uma fase de sintese entre a exposi¢ao e a observacdo do
efeito. As aberragdes surgem devido a erros na duplicagdo do DNA, portanto, aquelas
induzidas em Gl e S (observdveis na mitose subseqiiente), bem como em G2
(observaveis na segunda mitose apos a exposi¢do), sao do tipo cromatidico (MOORE,
BENDER, 1993; RABELLO-GAY, et al., 1991).

Os dois grupos principais de aberragdes estruturais descritas anteriormente
podem ser subdivididas em varios tipos, como por exemplo:

a) As quebras cromatidicas (em uma cromatide) e cromossdmicas (em ambas
as cromatides) sdo definidas como uma descontinuidade visual ao longo do eixo
longitudinal do cromossomo. Trata-se de uma interrup¢do real da cromatina com
fragmentos visivelmente deslocados, incluindo fragmentos sem origem evidente
(IPCS, 1985).

b) Os “gaps” sdo definidos como falhas que mantém uma estreita conexdo
entre duas regides coradas da cromatide. Ao contrario das quebras, os “gaps” nao
representam descontinuidades reais na cromatina. Embora o seu significado nao seja
bem compreendido, existem evidéncias que elas representam alteragdes ou defeitos na
espiralizacdo da cromatina ao nivel da estrutura do cromossomo (BROGGER, 1982).

c) Os rearranjos sdo alteragdes cromossOmicas que implicam na unido
simétrica ou assimétrica, completa ou incompleta de produtos de quebras
isocromatidicas. Em geral, eles sdo reconhecidos pela formacdo de cromossomos
dicéntricos, fragmentos, translocagdes reciprocas, cromossomos em anel, inversdes e

duplicagdes.

1.9.2.1.2. Aberracdées numéricas

As aberragdes numéricas sao habitualmente classificadas em duas categorias:
as euploidias, quando hd uma alteracdo do conjunto cromossdmico inteiro, e as
aneuploidias, quando ha uma alteragdo apenas parcial do conjunto cromossdmico.
Estas anomalias resultam essencialmente de uma interferéncia do agente mutagénico
sobre o aparelho mitético ou meidtico (microtubulos do fuso). Esta interferéncia
consiste, comumente, em uma inibicdo da polimerizacdo dos microtibulos. A

importancia da informagdo genética dos cromossomos perdidos, ou em excesso,
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determina a capacidade da célula para sobreviver e se multiplicar (MITCHELL et al.,
1997).

Segundo Kucerova et al. (1982), teoricamente, as AC em linfocitos podem
servir como um indicador de carcinogenicidade e de aumento de patogenia genética na
progénie. Deste modo, o controle citogenético através do teste de AC assume um papel
importantissimo na andlise qualitativa da mutagenicidade provocada pela exposicao a
populagdo de compostos quimicos, como pesticidas (ERGENE et al., 2007; BONASSI
et al., 2008). Assim como a utilizagdo de outros testes como o micronucleo em
linfocito de sangue periférico e em células esfoliadas de mucosa bucal em predizer o
aumento do risco de cancer (IARMARCOVAI et al., 2008; HOLLAND et al., 2009), e
o teste cometa que ¢ considerado um teste rapido e sensivel para detectar danos ao
DNA causados por diferentes compostos (TICE et al., 2000; FAUST et al., 2004;
BHALLI et al., 2009).
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2. OBJETIVOS
2.1. Objetivo geral

Realizar  biomonitoramento  genotéxico dos agricultores  expostos
ocupacionalmente a mistura complexa de pesticidas nas comunidades rurais de
Valparaiso e Jaburu I, respectivamente nos municipios de Tiangua e Ubajara, Estado

do Ceara.

2.2. Objetivos especificos

e (Caracterizagdo dos agricultores estudados;

¢ Identificar os pesticidas de uso mais freqiiente pelos agricultores.

e Estimar os danos ao DNA em linfocitos sanguineos periféricos dos
agricultores expostos cronicamente aos pesticidas através do Teste do Cometa;

e Analisar e classificar as Aberracdes CromossOmicas encontradas nos
linfocitos dos agricultores expostos aos pesticidas;

e Investigar a preseng¢a de residuos de pesticidas na agua do reservatorio
Jaburu através de andlises quimicas, pois, este reservatorio abastece a maioria das

cidades da regido da Ibiapaba—CE;
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3. METODOLOGIA
3.1. Local de estudo

A Regido da Ibiapaba ¢ a maior macrorregido do Ceard e a que apresenta a
maior diversidade de paisagens — mar, sertdo e serras se fundem para formar um dos
cenarios mais belos do Estado. O agropolo Ibiapaba localiza-se no oeste do Estado do
Ceard, compreendendo os municipios de Vigosa do Ceard, Tiangud, Ubajara, Ibiapina,
Sdo Benedito, Guaraciaba do Norte, Carnaubal, Croatd e Ipu (Figura 1). Tem uma
populacdo de 322.662 habitantes, area total de 4.121,20 Km” e densidade demografica
78,29 hab/Km” (IBGE, 2010).

A serra de Ibiapaba ¢ um macico montanhoso em forma de chapada que se
eleva a altura de aproximadamente 800 metros em seu ponto mais alto. Os ventos
quentes e umidos que vém do sertdo ao chegarem aos contrafortes da Ibiapaba se
elevam e se esfriam formando um microclima especial que associado aos solos
profundos da parte mais proxima da costa propiciam a existéncia de uma vegetagao
exuberante do tipo subperenifolia. Nas aluvides os solos tem um aproveitamento
agricola intensivo com a cultura de cana-de-aglicar ¢ uma multiplicidade de culturas
como frutas, hortalicas e graos, na parte dos topos (IBGE, 2001).

Segundo dados da CEASA-CE (2009) sobre os produtos comercializados em
suas instalacdes, a macrorregido da Ibiapaba destacou-se com 9.615,7 toneladas,
seguida de Baixo Jaguaribe - 5.189,1 toneladas, Macico de Baturit¢ - 4.501,6
toneladas, Grande Fortaleza - 2.821,2 toneladas, Litoral de Aracati - 802,0 toneladas, €
Cascavel - 554,7 toneladas.

A realidade dos agricultores destas regides ¢ bastante semelhante, por isso, a
selecdo dos voluntarios foi direcionada aos municipios de Tiangud e Ubajara, mais
especificamente, em duas comunidades rurais: Assentamento Valparaiso e Jaburu I,

respectivamente.
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Ibiap\rig_
— ~Sao Benedito
Area Total -

L 148.825.6 km”

Figura 1- Localizagdo das comunidades da Macrorregido da Ibiapaba-Ceara selecionadas para

o estudo (Fonte: IBGE, 2010, IPECE, 2011).

O assentamento Valparaiso, situa-se no municipio de Tiangud, foi criado em
1982 através de parceria entre o6rgdos governamentais (INCRA) e a diocese local,
atualmente ¢ constituido por cerca de 70 familias. A atividade econdmica basica ¢ a
agricultura, marcadamente o cultivo de hortalicas, acerola e maracuja. A comunidade
Jaburu I situa-se no municipio de Ubajara ¢ constituida por agricultores residentes,
casas de veraneio, além de fazendas e sitios. Esta situada as margens do acude Jaburu.
Este ¢ um reservatorio publico de dgua, construido pelo governo federal na década de
80, sendo concluido em 1983. Deste agude ¢ retirada a agua que abastece muitos
municipios da regido da Ibiapaba, inclusive, Tiangua e Ubajara. Na comunidade
Jaburu I as plantagdes estdo, quase sempre, localizadas as margens do agude e utiliza-
se a agua do proprio acude para irrigacdo. Esta agua, depois de utilizada retorna ao
reservatorio sem passar por qualquer tratamento, sugerindo uma contaminagdo por
residuos de pesticidas. O reservatdrio também serve como opg¢do de pesca e lazer,
sendo muito comum a presen¢a de pescadores e banhistas.

A comunidade Jaburu I cresceu as margens do agude Jaburu, parte destas terras
pertencem a Unido, pois, ja haviam sido desapropriadas durante o processo de
constru¢do do acude e posteriormente foram retomadas por diferentes grupos de
pessoas: agricultores, comerciantes, especuladores, dentre outros. Isso gerou um
crescimento desordenado desta comunidade, mas atualmente, os 6rgdos publicos

locais dao a assisténcia basica necessaria, como, sistema de iluminacdo, agua potavel,
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escolas, atendimento médico através do Programa de Saude da Familia (PSF) e
transporte publico.

Outra diferenca quanto ao trabalho ¢ que muitos agricultores da comunidade
Jaburu I trabalham para terceiros ou empresas, ou seja, ndo possuem sua propria
plantacdo. Isso acontece pelo fato de alguns ndo serem detentores de terras ou nao
reunirem condi¢des financeiras para arcar com uma planta¢do. J& na comunidade
Valparaiso os agricultores sdo os proprietarios ou detentores das terras que cultivam,
pois, na criacdo do assentamento, o terreno foi dividido em lotes e distribuido as
familias. Cada familia recebeu uma quantidade de terras suficiente para explorar e
desta retirar o seu sustento, porém, em alguns casos, a plantacdo ¢ destinada a
empresas. Quando isso ocorre, geralmente, a empresa financia todo o plantio, desde as
sementes ou mudas, até os fertilizantes e pesticidas. Em contrapartida, o agricultor
repassa toda a produgdo a essa empresa, normalmente, usando o prego vigente no
mercado e estabelecendo-se um pre¢o minimo.

As duas comunidades sdo assistidas pelo Programa Saude da Familia (PSF) e
nele encontram sua principal via de acesso a saude. Em casos mais graves sao
encaminhados a sede do municipio de Tiangud ou Ubajara para receberem
atendimento mais especializado. Porém, apesar de terem acesso a assisténcia médico-
hospitalar ndo hd um programa direcionado a prevengao ou tratamento de intoxicagdes

causadas por pesticidas.

3.2. Caracterizacao das amostras

Inicialmente foram selecionados 35 agricultores, dos quais trés ndo se
submeteram a todos os procedimentos e foram excluidos da pesquisa. Ao final, 32
agricultores foram selecionados, 16 da comunidade Valparaiso e 16 da comunidade
Jaburu L.

Os participantes foram esclarecidos sobre o projeto e assinaram o termo de
consentimento esclarecido (Anexo 1), previamente aprovado pelo Comité de Etica e
Pesquisa do Departamento de Fisiologia e Farmacologia da Universidade Federal do
Ceara, sob protocolo de 81/09 (COMEPE-UFC). Em seguida foram submetidos a
aplicagdo de um questionario sécio-epidemiologico (Anexo 2), a fim de delinear o

estudo a ser realizado.
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3.3. Critérios de inclusio/exclusao
Para o estudo com os linfocitos humanos, foi utilizado sangue periférico de
doadores voluntarios, obedecendo aos seguintes critérios:

Critérios de Inclusdo:

Ser etilista ou tabagista;

Ter entre 18 a 67 anos;

Estar trabalhando ha pelo menos 01 ano na lavoura com pesticidas;

e Usar ou ndo usar equipamento de protegao.

Critérios de Exclusdo:

¢ Estar fazendo uso de algum medicamento;

e Esta com alguma infeccao (virdtica ou bacteriana);

e Ter submetido a raios-X, tomografia ou qualquer outro procedimento
radioldgico a menos de 3 meses;

e Ter feito tratamento quimioterapico ou radioterapico em algum momento da
vida;

e Sexo feminino

3.4. Coleta do material biologico

A coleta do material foi feita através de pun¢do venosa por uma profissional
(técnica em enfermagem) funciondria do Hospital Municipal de Vigosa do Ceard, nas
dependéncias do proprio local de trabalho do agricultor selecionado. Apos a coleta as
amostras foram acondicionadas em cuba térmica resfriada com gelo e imediatamente
transportadas as dependéncias do laboratorio para serem processadas. No ato da coleta
foram utilizados tubos vacutainers heparinizados e/ou com EDTA e a quantidade de
sangue coletada foi de 10 mL. A amostra obtida foi usada exclusivamente para
execugdo desta pesquisa e os dados obtidos foram encaminhados para revistas
especializadas, sendo mantido o sigilo e respeitada a privacidade dos agricultores.
Estes poderdo a qualquer tempo solicitar informagdes sobre procedimentos e
beneficios relacionados a pesquisa.

Para o grupo controle negativo, foram selecionados 31 voluntarios doadores
regulares de sangue no Centro de Hematologia ¢ Hemoterapia do Ceara - HEMOCE,

obedecendo aos critérios previamente descritos. Para controle positivo foram
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selecionados 15 doadores regulares de sangue e seus linfécitos foram expostos a
doxorrubicina, substancia reconhecidamente genotoxica.

Todos os sujeitos participantes foram esclarecidos acerca dos objetivos da
pesquisa, responderam a um questionario em que foram indagados sobre seus habitos,
idade, antecedentes ou qualquer outro fator que pudesse influir no resultado da
pesquisa e assinaram um termo de consentimento, declarando estar ciente de todos os
propodsitos do estudo. O fluxograma do estudo nesse projeto seguiu o modelo de

analise das possiveis lesdes causadas pelos pesticidas (Figura 2).

3.5. Testes de genotoxicidade

No presente estudo a potencialidade genotoxica dos pesticidas foi avaliada por
dois métodos, os quais sdo reconhecidamente sensiveis para deteccdo do dano ao
DNA. O primeiro a ser usado foi a analise do cometa alcalino (SINGH et al., 1988),
em que a extensdo da quebra do DNA foi avaliada através da analise dos linfocitos
periféricos de individuos expostos ocupacionalmente aos pesticidas. O desenho
experimental do estudo do cometa foi determinado pela proposta da analise levando-se
em consideragdo a investigagdo do dano e o mecanismo de reparo. No resultado foi
avaliado se houve ou ndo dano e foi estimado o tamanho desse dano ao DNA.

O segundo método foi o da andlise de aberragdes cromossdmicas em cultura de
linfoécitos humanos, que foi estabelecido para a monitorizagdo de populagdes expostas
ocupacionalmente ou ambientalmente a agentes mutagénicos e carcinogénicos

(PRESTON et al., 1987).

Distribuicdo e
Metabolismo

Exp05|gao

) Efeitos na saude

Manlfestagoes
clinicas

Figura 2 — Diagrama de pontos passiveis de analise pelo uso de biomarcadores (circulos azuis). (Fonte:

Modificada de Au et al., 1996).
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3.5.1. Teste do cometa alcalino
3.5.1.1. Protocolo experimental

Neste estudo a andlise de dano ao DNA pelo método do cometa alcalino foi
conduzida como descrito por Singh et al., (1988) com minimas modificagdes
(COLLINS, 2004; HARTMANN, SPEIT, 1997, ANDERSON et al., 1994).

Nos protocolos executados foi realizada a andlise estatistica correspondente a

cada estudo, evitando assim resultados falsos positivos.

3.5.1.2. Isolamento e manutenc¢ao dos linfocitos

Os linfocitos foram isolados através de gradiente de densidade. Uma amostra
de 3 mL de sangue periférico foi diluida em SmL de PBS. Essa solu¢do foi adicionada
a um tubo Falcon contendo 2 mL de ficoll e, posteriormente, centrifugada por 30
minutos a 1500 rpm. Apods a centrifugagdo, a solucdo foi separada, em virtude da
densidade do histopaque, em trés camadas visiveis. Uma superior (soro), uma
intermediaria (linfocitos e histopaque) e uma inferior (hemadcias). Em seguida, a regido
intermediaria entre as hemaécias e o soro, chamada “nuvem de linfocitos” foi aspirada e
adicionada a um terceiro tubo contendo PBS, o qual foi centrifugado por 20 minutos a
1000 rpm. O sobrenadante foi descartado e o pellet de linfocitos foi ressuspendido em
2mL de PBS. Os linfécitos foram utilizados imediatamente apds o processo de

isolamento.

3.5.1.3. Preparaciao das laminas

As laminas foram previamente cobertas com agarose de ponto de fusdo normal
(0,5%) a uma temperatura de 60°C em solug@o de PBS livre de Ca’'e Mg2+, mantidos
a temperatura ambiente até a solidificagdo da agarose de baixo ponto de fusdo. Os
linfécitos isolados foram embebidos em uma solucdo de agarose de baixo ponto de
fusdo (1,5%) a 37°C e adicionadas as laminas pré-cobertas com agarose de ponto de
fusdo normal. Posteriormente, as laminas foram cobertas com laminulas para
uniformizar a distribui¢do do material na lamina e mantidas a 4°C para solidificacio

da agarose. Para cada amostra foram confeccionadas e analisadas quatro laminas.
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3.5.1.4. Lise celular

Ap6s solidificagdo da agarose a laminula foi delicadamente removida e as
laminas imersas na solucao de lise (5 M NaCl, 100 mM EDTA, 10 mM Tris, 1% N-
Lauroyl sarcosine; a pH 10,0; 1% Triton X 100; 10% DMSO), protegida da luz e

deixada a baixa temperatura (4°C) por no minimo 1 h.

3.5.1.5. Neutralizacao e eletroforese

As laminas foram removidas da solugdo de lise e neutralizadas por 15 minutos
na solucdo de neutralizagdo (0,4 M Tris, pH 7,5). Em seguida, foram dispostas
horizontalmente na cuba de eletroforese e cobertas com a solucdo tampao de corrida a
4°C (I mM NaEDTA; 300 mM NaOH; pH > 13) até cobertura total. As laminas
repousaram por 20 min. para permitir o desenrolamento do DNA e a expressdo do
dano antes da eletroforese. A eletroforese foi conduzida a baixa temperatura, 4°C por
20 min., usando 25 V e corrente de 300 mA. Todos esses passos foram conduzidos na
auséncia de luminosidade (a luz causa danos ao DNA). Apds eletroforese as laminas
foram retiradas da cuba e mergulhadas numa solugdo tampao (0,4 M Tris, pH 7,5)
durante 5 mim, para neutralizar a alcalinidade (figura 3). Apo6s a corrida em

eletroforese as laminas foram fixadas com etanol a 100%.

3.5.1.6. Analise dos dados

Apo6s a fixagdo das laminas em etanol 100%, aplicou-se 30uL da solugdo de
Brometo de Etidio (20pg/mL) e cobriu-se com laminula para analise em microscopio
de fluorescéncia (Zeiss) equipado com um filtro de excitacdo de 515-560 nm, um
filtro de barreira de 590 nm e objetiva de 40x. A analise foi realizada de acordo com o
padrao de escores previamente determinados pelo tamanho e intensidade da cauda do
cometa, indicando o grau de quebra do DNA (Figura 4). Diretrizes e recomendagdes
internacionais para o ensaio do cometa consideram que o escore visual dos cometas ¢é
um método de avaliacdo bem validado, apresentando uma alta correlacdio com as
analises de imagens computadorizadas. Foram contados 100 cometas (100 cometas
para cada replicata), que foram classificados de acordo com a porcentagem de DNA na
cauda do cometa. O indice de dano (ID), sendo uma medida sensivel de dano baseada

na migragdo do DNA, variou de 0 (Sem dano: 100 células x 0) a 400 (Com dano
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maximo: 100 células x 4) (COLLINS et al, 1997, SILVA et al., 2000;
CAVALCANTI et al., 2009).

Amostras de linfocitos isolados dos doadores componentes do controle
negativo foram expostas a doxorrubicina (0,55 uM) por 3 h antes do mesmo processo
de criopreservagao e avaliadas como controle positivo. A doxorrubicina ¢ um agente
quimico reconhecidamente mutagénico e carcinogénico. (GUIMARAES et al., 2010)

4
O indice de dano (ID) foi obtido pela seguinte formula: ID = Z n; xi,onde n,
i=0
¢ o numero de células com nivel de dano i (0, 1, 2, 3 ou 4). A freqiiéncia de dano (FD)

representa a porcentagem de células que sofreram danos no DNA.

A

Figura 3: Método do Cometa: A — isolamento dos linfocitos; B — Preparacdo das laminas;
C — Eletroforese. (Fonte: RAMOS, M. E. S. P, 2004).

3.5.1.7. Analises Estatisticas

Os dados foram analisados a partir da média e do desvio-padrdo. Para
verificagdo da ocorréncia de diferengas significativas entre os diferentes grupos os
dados foram comparados por analise de variancia (ANOVA) seguida por Teste de
Tukey, com nivel de significancia de 5% (p < 0,05) no programa GraphPad Prism
versao 5.0.

o 0 = sem danos (<5%)

o 1 = baixo nivel de danos (5 — 20%)

o 2 = médio nivel de danos (20 — 40%)

. 3 = elevado nivel de danos (40 — 95%)

o 4 = dano total (95%)
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Figura 4: Tipos de cometas: Representagdo dos cometas corados com brometo de etidio e
visualizados no microscopio de fluorescéncia. (Fonte: Modificada de Speit, Hartmann, 1999).

3.5.2. Aberracoes cromossomicas

Uma grande variedade de agentes ¢ capaz de induzir lesdes no DNA celular ¢
quando nao sdo reparadas ou o sdo de forma inadequada podem resultar em aberragdes
cromossomicas. Tais aberragdes podem ser visualizadas por microscopia Optica
quando as células sdo observadas em metafase. Sdo denominados clastogénicos os
agentes que induzem aberragdes cromossOmicas estruturais enquanto que aqueles que
induzem alteragdes numéricas s3o denominados aneugénico, podendo tais agentes ser
de natureza quimica, fisica ou biolégica (LEONARD, 1990).

A maioria das aberragdes cromossomicas (AC) ¢ letal para as células que as
carregam ou para as células filhas, mas se ndo houver perda de material genético, a
célula podera sobreviver a divisdo celular e transmiti-la as geragdes futuras (WHO,

1985).

3.5.2.1. Protocolo experimental

As preparacdes metafasicas para a andlise convencional de AC foram obtidas
seguindo alguns passos: linfocitos humanos periféricos foram obtidos em vacutainers
heparinizados. As culturas foram preparadas com 1 mL de plasma em 10 mL de
cultura consistindo de 80% RPMI e 20% de Soro Fetal Bovino, antibidtico (100

Ul/mL de penicilina e 100pg/mL de estreptomicina) e estimulados com 4% (de
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fitohemaglutinina). Os frascos foram mantidos em estufa a 37 °C por 72 horas, na
auséncia de drogas e colchicina (16pg/mL, Sigma) foi adicionada 2 horas antes da
fixacdo (até 70 horas). Os frascos voltaram a estufa. As metafases foram preparadas
usando a técnica modificada de Moorehead et al. (1960).

Na seqiiéncia, esse material foi levado para a centrifuga por 5 minutos a uma
rotacdo de 1000 rpm, sendo descartado o sobrenadante, restando 1ml. Adicionou-se
4ml de KCl (0,075%), agitando o material, deixando em banho maria por 20 minutos,
visando expandir a membrana celular para liberacdo e melhor visualizagdo
cromossOmica. A seguir foi adicionado 0,5ml de fixador (na propor¢do de 3:1 de
metanol para acido acético a 100%), posteriormente foi realizado uma nova
centrifugacdo a 1000 rpm descartando o sobrenadante, permanecendo 1ml.

Foram realizadas sucessivas centrifugacdes com posteriores remogdes de
sobrenadante, até a purificagdo e limpeza do material cromossdmico (com 4 mL de
fixador mais ou menos 3 vezes). Na terceira lavagem com o fixador o material foi para
geladeira a uma temperatura em torno de 7,5°C, por 1 hora (CONGER, 1953). Em
seguida o material foi ressuspendido e levado a centrifuga, retirou-se o sobrenadante e
procedeu-se o gotejamento sobre 4 laminas.

Para a realizacdo da coloracdo convencional, as laminas foram coradas com
solucao Giemsa (Wright) e tampao fosfato (pH = 6,8) na proporcao de 1:3 durante 4
minutos. Em seguida lavou-se com é4gua destilada, sendo colocadas para secarem a

temperatura ambiente (BACHS ef al., 1992) (Figura 5).
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/ Estufa de CO2 /

— — —
Coleta de sangue Meio de cultura  Incubagdo por 70 h Adicao de Colchicina
— L — —
Centrifugagdo  Banho Maria Centrifugagdo  Preparagdo das laminas Leitura das laminas

Figura 5 — Seqiiéncia esquematica do teste de aberragdes cromossomicas em linfocitos de sangue

periférico. (Fonte: RAMOS, M. E. S. P, 2004).

3.5.2.2 Analise dos dados

As laminas foram analisadas em teste cego. A andlise foi realizada em
metafases bem espalhadas e sem sobreposi¢do. Foram analisadas no minimo 150
metafases por amostra, em microscopio Optico em objetiva de 100 X, para pesquisar a

presenga de aberragdes cromossomicas.

3.5.2.3. Analises estatisticas
Para andlise dos dados foram obtidas distribui¢cdes absolutas, percentuais e as
medidas estatisticas: média e desvio padrdo. Os testes estatisticos foram realizados

utilizando-se a margem de erro de 5,0%.
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3.6. Analise de residuos de pesticidas na agua do acude Jaburu, Planalto da
Ibiapaba, Ceara.

A 4gua do agude Jaburu foi submetida a anélises para residuos de pesticidas no
Instituto de Pesquisas Tecnoldgicas de Pernambuco-ITEP. Para isso foi retirada uma
amostra diretamente do reservatorio e enviada, devidamente acondicionada, a sede do
laboratoério.

As substancias investigadas nos ensaios foram: acefato, aldrin, aletrina, azinfos
etilico, azinf6s metilico, azoxistrobina, binfentrina, bromopropilato, captana, carbaril,
carbendazim (benomil, tiofanato metilico), carbofenotiona, carbofurano, ciflutrina (1,
2, 3 e 4), cimoxanil, cipermetrina (cis e trans), ciproconazol, clordano (alfa e gama),
clorfenvinfos, clorotalonil, clorpirifés, clorpirifés metilico, DDT total (o,p’-DDD,
p,p’- DDD, o,p’-DDE, p,p’-DDE, o0,p"-DDT, p,p’-DDT), deltametrina, diazinona,
diclorvos, dicofol, dieldrin, difenoconazol (1 e 2), dimetoato, dissulfotom, endosulfam
(alfa, beta e sulfato), endrim, esfenvarelato, etiona, etoprofds, etrinfés, fenamifos,
fenarimol, fenitrotiona, fenpropatrina, fentiona, fentoato, fenvarelato, fluasifope-p-
butilico, flutriafol, folpete, forato, HCB, HCH (alfa, beta e delta), heptacloro,
heptacloro epdxido, imazalil, iprodiona, lambdacialotrina, lindano, malaoxona,
malationa, metamidofos, metidationa, mevinfos (cis e trans), miclobutanil, mirex,
monocrotofos, l-naftol, ometoato, oxifluorfem, paraoxona metilica, parationa etilica,
parationa metilica, paraoxona etilica, permetrina (cis e trans), pirazofos, pirimifos
etilico, pirimifés metilico, procimidona, procloraz, profenofdés, propargito,
propiconazol (I e II), tebuconazol, terbufés, tetradifona, tiabendazol, triazofos,
triclorfom, trifluralina, vamidotiona (sulfona e sulféxido), vinclozolina, bioaletrina (1
e 2), fipronil, aldicarbe (sulfona e suféxido), boscalide, furatiocarbe, imidacloprido,
iprovalicarbe, metomil, penconazol, espinosade (A e D), tiametoxam, tiodicarbe,
bitertanol, carbosulfano, clorfenapir, clofentazina, cresoxim metilico, dimetomorfe,
etefom, famoxadona, fenpiroximato, fosalona, fosmete, metalaxil, metconazol,
piraclostrobina, piridabem, quintozeno, tetraconazol, tiaclopride, triadimefom,
triadimenol, triflumizol, aldicarbe, acetamipride, aldicarbe total, buprofezina,
clofentezina, ciprodinil, diclofluanida, diniconazol, diurom, dodemorfe, epoxiconazol,
espiroxamina, etiofencarbe (sulfona e sulféxido), etofenproxi, fenazaquina,
fenhexamide, flusilazole, fostiazato, hexaconazol, linurom, metiocarbe (sulfona e

sulfoxido), nuarimol, oxadixil, paclobutrazol, pencicurom, pirimicarbe, pirimicarbe
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desmetil, propoxur, piridafentiona, pirifenox, pirimetanil, piriproxifem, tebufenpirade,

tridemorfe, trifloxistrobina, ciromazina, ametrina, bromuconazol,

tiobencarbe, quinalfos, 3-hidroxi-carbofurano.

3.7. Material utilizado na pesquisa
Aparelhos e Instrumentos Laboratoriais:

e Becker graduado capacidade 50mL

e Béqueres (SIMAX)

e (aixas para guardar laminas

e (Camara umidificada

e Centrifuga (FANEM)

e Cubas

e Estante suporte para tubos de centrifuga

e Estufa

e Qarrote

e Geladeira e freezer

e [aminas e laminulas para microscopia

e Microscopio de fluorescéncia

e Microscopio optico binocular (EMBRAEME)
e Pipeta de Pasteur com pipetador

e Pipeta Soroldgica Estéril 10mL

e Pipetador acoplamento de pipetas 10ml

e Proveta graduada capacidade 100mL

e Seringas descartaveis 1 mL

e Seringas descartaveis 10 mL e agulhas 25 x 7
e Seringas descartaveis de 10 mL e agulhas de 25 x 7
e Tubo Eppendor - 1,5 mL

e Tubo falcon 15 ml

e Tubos de ensaio de vidro (PIREX)

e Tubos Eppendor 1,5 mL

e Tubos para centrifuga 15 mL (Laborglas)

dazomete,



Drogas, Solugdes, Liquidos e Corantes
e Acido acético glacial 100%

e Agarose 0,5% LMP

e Agarose 1,5% (USO)

o Agua destilada

e Alcool 70%

e Alcool 90%

e Colchicina (0,0016%)

e DMSO 5%

e Doxorrubicina 0,3 pg/mL (ZODIAC)
e Etanol 100%

e Ficoll Hypaue

¢ Fitohemaglutinina

e Gelo

e Giemsa eosina azul de metileno

e Heparina Sodica 5000 u/i

e Meio RPMI 1640

e Metanol

e PBS (Salina Fosfato Tamponada)

e Solucdo de Brometo de Etidio (GIBCO)
e Solucao de EDTA

e Solucao de Eletroforese

e Solugdo de Lise (USO)

e Solucao de NaOH

e Solucao KC1

e Solucao Tampao de Neutralizagao
¢ Solucdo tampao fosfato

e Soro Fetal Bovino

e Tripsina em pd
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Outros

Algodao
Blood stop
Garrote
Gazes

Luvas descartaveis
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4. RESULTADOS
4.1. Caracteristicas da amostra estudada

Constatamos, através das entrevistas com os agricultores expostos a pesticidas,
que os procedimentos para compra € consumo destes produtos nao seguem as
recomendacoes legais e que o descarte das embalagens fica sob a responsabilidade dos
proprios agricultores que, comumente, as abandonam na propria plantagdo e
periodicamente as queimam ou enterram. Nao ha qualquer acompanhamento por parte
dos oOrgaos publicos e sdo os proprios agricultores, baseados em experiéncias, que
decidem o destino das embalagens. As portarias 25/2001 e 86/2005 do Ministério do
Trabalho e Emprego-MTE, definem todos os procedimentos a serem adotados, desde a
comercializagdo até o descarte das embalagens.

O tempo de exposicdo individual dos agricultores estudados aos pesticidas foi
bastante variavel, porém, como a atividade de agricultura representa a forma de
sustento destas pessoas o tempo de exposicdo ¢ longo e a maioria comegou a
manipuld-los ainda na infancia ou na adolescéncia. As caracteristicas das duas
populagdes estudadas e do grupo controle estdo representadas na tabela 6.

A escolaridade esté representada na tabela 7. Nao foi relatado nenhum caso de

cancer para os agricultores ou para seus parentes.

Tabela 6. Caracteristicas da amostra estudada.

Comunidades Rurais

Controle *Comunidade I "Comunidade II

Tamanho 31 16 16
da amostra
Idade (anos) + E.P.M. 2926 +2.75 41,31+11,19 34,12+12,29
Faixa (idade méax. e min.) 18 —38 27-67 19-60
Tempo de exposi¢do (anos) + 0 7,68+5,19 11,12+4,75
E.P.M.
Intervalo (tempo max. e min.) 0 2-17 3-20

Uso de tabaco

Nio fumantes (%) 97.30°¢ 100° 100°
Fumantes (%) 2.70°¢ 0° 0°
Etilismo (alcool)
Nao Etilista (%) 92.64°¢ 100° 100°
Etilista (%) 7.36° 0° 0°

*Comunidade I (Assentamento Valparaiso); *Comunidade II (Jaburu I); ¢ baseado em respostas de um
questionario aplicado
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Tabela 7. Escolaridade dos agricultores

Escolaridade Quantidade %
(anos)
Até 4 11 34,4
5al0 20 62,5
Acimade 11 01 3,1
Total 32 100

A variedade de pesticidas que cada agricultor entra em contato também € muito
diversificada, pois, ha uma grande variacdo nos tipos de culturas no decorrer das
estagdes anuais. Além disso, a medida que as pragas vao se tornando resistentes os
pesticidas sdo substituidos por outros mais eficientes. Os pesticidas mais utilizados sdo
justamente os que pertencem as classes toxicoldgicas mais perigosas, segundo a

classificacdo da EPA (Tabela 8).

Tabela 8. As principais classes quimica e toxicologicas dos pesticidas utilizados pelos agricultores em
ambas as comunidades.

Classe quimica do Numeros de Classe Freqiiéncia de uso em
pesticida principios ativos® toxicol(’)gicab misturas
Organofosforados 7 Ielll >62%
Carbamatos 1 I >3%
Ditiocarbamatos 1 I > 46%
Tiocarbamatos 1 II >3%
Piretroides sintéticos 4 lell >12%
Triazois 1 II >3%
Benzimidazois 1 v >3%
Benzoiluréia 1 v > 6%
Inorganicos 5 lelV > 6%

“mimero de diferentes tipos de principios ativos de cada classe quimica. "refere-se a um sistema de
classificag@o (quatro classes), instituido pela United States Environmental Protection Agency (EPA)

A tabela 9 representa os tipos de pesticidas que os agricultores estiveram expostos ¢

suas principais caracteristicas.
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NOME PRINCIPIO USoO GRUPO CLASSE % DE USO
COMERCIAL ATIVO QUIMICO TOXICA
AGRIMAICIN  Sulfato de cobre Fungicida Inorgénico 1T 3,1

500
AGRINOSE Oxicloreto de Fungicida Inorgénico v 6,2
cobre
AGRITOATO Dimethoate Inseticida, Organofosforado I 12,5
400 acaricida
ALSYSTIN Triflumuron Inseticida Benzoiluréias v 6,2
BENLATE 500 Benzidamizol Fungicida Nao classificado III 3,1
CERCOBIN Tiofanato Fungicida Benzimidazol v 3,1
metilico
CUPRAVIT Oxicloreto de Fungicida Inorgéanico v 6,2
AZUL cobre
CUPRAVIT Oxicloreto de Fungicida Inorgéanico v 6,2
VERDE cobre
CURACON 500 Profenofos Inseticida, Organofosforado I 3,1
acaricida
DEROSAL 500 Carbendazin Fungicida Benzimidazois I 3,1
DICOFOL Dicofol Acaricida Organoclorado 11 6,2
FERSOL

DIPEL Bacillus Inseticida Nao classificado v 3,1

thuringiensis

ELSAN Fentoato Inseticida Organofosforado I 9,3

FASTAK 100 Alfa- Inseticida Piretréide 11 3,1

cipermetrina

FOLIDOL Paration metilico Inseticida, Organofosforado | 37,5
acaricida

FOLISUPER Paration metilico Inseticida, Organofosforado I 21,8
600 acaricida

KARATE 50 CE Lambda Inseticida Piretroide 1I 6,2

cialotrina

MANAGE 150 Imibenconazole Fungicida Triazol I 3,1

MANZATE 800 Mancozebe Fungicida Ditiocarbamato I 46,8

RECOP Oxicloreto de Fungicida Inorganico v 3,1

cobre

STRON Metamidofos Inseticida, Organofosforado 11 12,5

acaricida
TALCORD 250 Permetrina Inseticida Piretroide I 12,5
CE
TAMARON Metamidofos Inseticida, Organofosforado 11 62,5
acaricida
THIOBEL 500 Cloridrato de Inseticida Tiocarbamato 11 3,1
cartape
THIODAN CE Endosssulfan Lesmicida, Piretroide 11 3,1
moluscicida
VERTIMEC 18 Abamectina Inseticida, Avermectina I 31,2

acaricida
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4.2. Uso de Equipamentos de Protecao Individual (EPI)

Os agricultores informaram conhecer os possiveis danos a saude causados pela
exposi¢ao aos pesticidas, porém, a maioria ndo demonstrou maiores preocupagdes.

Nenhum dos agricultores relatou usar os equipamentos de protecdo individual
de maneira adequada. Alguns usavam de maneira inadequada, seja por ndo utilizar o
equipamento completo ou por improvisarem mascaras e roupas (Figura 6). Para os
trabalhadores expostos a pesticida durante a pulverizagdo em plantagdes os EPI
recomendados sdo: macacdo de seguranca para protecdo do tronco e membros
superiores e inferiores contra respingos de produtos; respirador e purificador de ar para
protecdo das vias respiratorias contra poeiras e névoas; oculos de seguranca para
protecdo dos olhos contra respingos de produtos quimicos. Protetor facial de seguranca
para protecdo da face contra respingos de produtos quimicos; calcado de seguranca
para protecdo dos pé€s e pernas contra respingos de produtos quimicos e botas

impermeaveis. (Portaria n.° 25, Ministério do Trabalho e Emprego, MTE, 2001).

Uso de EPI

0%

M Usam EPI

H Usam EPI
parcialmente

Nao usam

Figura 6 - Utilizagdo de EPI pelos agricultores

E comum os agricultores apresentarem sintomas de intoxicacdo apds a
aplicagdo dos pesticidas, 25% dos agricultores estudados relataram sentir sintomas

apos a aplicagdo de pesticidas (Tabela 10).
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Tabela 10. Apresentaram sintomas de intoxicagdo apds contato com pesticidas

Quantidade %
Nao Sentem 24 75,0
Sentem 08 25,0
Total 32 100,0

Os sintomas relatados foram dor de cabeca, tontura, irritagao na pele (Grafico 7).

Tipos de sintomas

M Dor de cabega
M Irritacdo na pele

m Tontura

Figura 7. Sintomas de intoxicagdo relatados pelos agricultores ap6s manuseio de pesticidas.

4.3. Analise da agua do reservatorio Jaburu, Planalto do Ibiapaba, Ceara
A andlise da agua do reservatorio Jaburu foi feita de acordo com o protocolo
descrito por Eaton ef al. (1995). Os resultados da andlise evidenciaram que residuos

dos pesticidas pesquisados nao foram detectados (Anexo 3).

4.4. Teste do Cometa

O teste do cometa mostrou que as populagdes expostas ocupacionalmente aos
pesticidas apresentaram em relacdo ao grupo controle negativo (ndo expostos) um
discreto aumento (P<0,05) nos indices e freqiiéncias de dano ao DNA (Figura 10). A
analise realizada por estratificagdo com o intuito de correlacionar o aumento dos danos
ao DNA (indice ¢ freqiiéncia de dano) com o tempo de exposi¢do revelou que nio

houve diferencas entre os diferentes estratos (Figura 8).
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Figura 8 — Indice de danos (unidade arbitraria 0 a 400) e freqiiéncia de danos (%) ao DNA dos
agricultores (n) expostos a pesticidas nas comunidades rurais de Tiangua e Ubajara-Ceara por tempo de

exposicdo.. *valores significantes em relagdo ao grupo controle para p <0.05/ANOVA seguido pelo
teste de Tukey. Unidade arbitraria (0

Em relacdo a pequena parcela de etilistas e tabagistas no grupo controle
negativo, nao foi observado nenhum aumento no padrdao da migracao do DNA (lesdes
na molécula) entre fumantes e etilista quando comparados aos individuos controles
que ndo possuiam tais habitos (dados ndo mostrados). A doxorrubicina (0,55 uM),
utilizado como controle positivo causou aumento significativo (35,30 vezes) na média
de Indice de Danos (ID) e Frequéncia de Danos (FD) (21,89 vezes) em relagdo ao

grupo controle da populagdo (Tabela 11).


http://www.google.com.br/dictionary?source=translation&hl=pt-BR&q=&langpair=

68

Tabela 11. Andlise dos indices e frequencias de danos ao DNA em linfocitos dos agricultores expostos a
pesticidas e grupos controle das comunidades rurais nos municipios de Tiangua e Ubajara-CE, através do
ensaio cometa alcalino.

Grupos Tamanho Indice de Freqiiéncia de danos
da dados ao DNA
amostra ao DNA
Média + E.P.M. Média + .E.P.M.
Controle 31 5.63+£2.77 422+ 0.81
Comunidade I* 16 14.15+0.95 10.16 £0.92"
Comunidade 11° 16 18.83 £ 0.68" 9.56+0.82
Doxorrubicina® 15 198.75+5.16" 9241 +721"

"Comunidade 1 (Tiangua); "Comunidade II (Ubajara); °controle positivo (0.55 uM) aplicado em 15
voluntérios selecionados do grupo controle. "valores significantes em relagio ao grupo controle com
p<0.05/ANOVA seguido por teste de Tukey.

4.4. Analise de aberracoes cromossdomicas

A Tabela 12 mostra o indice mitdtico (IM), tipo e freqiiéncia de aberragdes
cromossomicas em linfocitos de individuos controles e expostos das duas
comunidades rurais. Nao foram encontradas variagdes significativas no IM entre as
populacdes expostas e o grupo controle.

Em ambos os grupos, as alteracdes mais frequentes foram quebras
cromossdmicas, cromatidicas € gaps. Rearranjos, como cromossomos dicéntricos, em
anel ou figuras triradiais foram raros. A freqiiéncia de alteracdes cromossomicas
estruturais e numéricas (poliploidias e endoreduplicagdes) observados entre os
individuos expostos ndo foi estatisticamente diferente da freqiiéncia observada na
populacdo controle. Além disso, as freqiiéncias de aberragdoes cromossdmicas obtidas
por estratificagdo (aberracdes cromossOmicas x tempo de exposicdo) ndo foram
estatisticamente diferentes entre individuos expostos nas duas comunidades rurais € o

grupo controle (Figura 9).
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Figura 9. Frequéncia de aberragdes metafasicas por tempo de exposi¢do em agricultores de
comunidades rurais nos municipios de Tiangua e Ubajara-CE.

A freqliéncia de metafases aberrantes também foi estatisticamente similar

entre os grupos controle e exposto (Tabela 12).

Em relagdo aos de etilistas e tabagistas no grupo controle negativo, ndo houve

diferenca significativa nas freqiiéncias de aberragdes cromossdmicas entre a parcela de
fumantes e nao fumantes ou etilista e ndo etilista da populagdo controle (dados nao
mostrados). A doxorrubicina (0,55 uM), utilizada como controle positivo aumentou
significativamente (8,88 vezes) a frequéncia de metafases aberrantes em relagdo ao

grupo controle negativo (Tabela 12).

Tabela 12. Indice mitdtico, tipo e freqiiéncia de aberragdes cromossdmicas em linfocitos de agricultores
expostos a pesticidas e grupos controle em comunidades rurais nos municipios de Tiangua ¢ Ubajara-CE.

Grupos Amostra M Aberracoes cromossomicas Aberracoes
(%)* metafisicas®
Qct Qcs Ger P E Total % Meédia +
E.P.M.
Controle 31 4.77+ 0.52+ 0.42+ 0.57« 0.12+ 0.16+ 0.31+ 0.92 +
0.25 0.01 0.01 0.10 0.01 0.01 0.01 0.21
Comunidade I* 16 4.00+ 0.75+ 0.68+ 087+ 0.17 0.10+ 0.45+ 1.05 +
0.11 0.11 0.1 0.21 0.01 0.01 0.11 0.56
Comunidade I1I° 16 454+ 043+ 0.50&£ 0.50+ 0.10£ 0.15+ 0.33+ 0.83
0.11 0.02 0.11 0.01 0.01 0.01 0.01 0.15
Doxorrubicina® 15 281"+ 437+ 328+ 682+ 1.75+ 081+  3.63'+ 8.17 +
0.10 0.17 0.01 0.75 0.10 0.01 0.21 1.15"

*Comunidade I (Tiangud); "Comunidade II (Ubajara); controle positivo (0.55 pM) aplicado em 15
voluntérios selecionados do grupo controle; ‘1000 células foram analisadas por individuo para IM; €150
c¢lulas analisadas por individuo para aberragdes cromossdmicas; Ger (gaps cromatidicos); Qct (quebras
cromatidicas); Qcs (quebras cromossdmicas); P (células poliploides), E (endoreduplicacio). ~valores
significantes em relacdo ao grupo controle para p<0.05/ANOVA seguido por teste de Tukey.
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5. DISCUSSAO

O biomonitoramento humano ¢ um método de estudo eficiente e de custo
reduzido e que permite obter informagdes a cerca da exposicdo humana a agentes
quimicos, supostos causadores de acdo mutagénica e carcinogénica, tornando-se um
instrumento ideal para avaliacdo e gestdo de risco ao homem (ANGERER et al.,
2007).

Nas duas comunidades em que realizamos este estudo os pesticidas sdo
utilizados para diversos fins nas plantagdes: fungicidas, larvicidas, inseticidas, dentre
outros. De modo geral, hd pouco ou nenhum critério técnico na escolha, fazendo com
que a compra e utilizacdo seja realizada sem nenhuma informacdo prévia ou
recomendacdo legal. Rotineiramente, a indica¢do dos pesticidas ¢ feita por outros
agricultores ou pelos vendedores, nas empresas locais especializadas nesse tipo de
comércio.

O descarte das embalagens também fica sob a responsabilidade dos proprios
agricultores que, comumente, as abandonam na prépria plantacio e periodicamente as
queimam ou enterram. Ndo ha qualquer acompanhamento por parte dos Orgdos
publicos e sdo os proprios agricultores, baseados em experiéncias, que decidem o que
fazer. As embalagens vazias representam para os agricultores apenas um problema de
ordem técnica, pois, com o passar do tempo vao se acumulando as margens das
plantacdes. O procedimento usado no descarte das embalagens pode ser uma
importante fonte de contaminacao ao meio ambiente e aos proprios agricultores.

Anualmente, cada agricultor entra em contato com varios tipos de pesticidas,
pois, os diversos tipos de plantagdes exigem pesticidas diferentes para combater
pragas especificas. Além disso, muitas vezes, ha substitui¢do periddica dos pesticidas
utilizados, seja por perda de eficacia ou por questdes monetarias. E comum
encontrarmos trabalhadores que desconhecem o nome do pesticida que esta utilizando,
pois, outras pessoas compram e lhe repassam. A concentragdo utilizada nas
pulverizagdes passa longe das recomendagdes dos fabricantes. Quem determina a
concentragdo ¢ a resisténcia da praga que se quer combater. Quanto mais resistente for
a praga maior serd a concentragdo utilizada e isso ocorre com muita freqiiéncia devido
a resisténcia naturalmente adquirida pelas pragas ao longo do tempo. Apesar de
sabermos que o consumo de pesticidas na regido ¢ elevado e indiscriminado, ndo

foram encontrados na literatura dados oficiais.
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Os pesticidas sdo armazenados fora das residéncias, como foi constatado em
entrevistas feitas com os agricultores. Isso se d4, em grande parte, ndo devido a
conscientizacdo por parte dos agricultores sobre os riscos que a exposicdo a esses
produtos representam a saude, mas pelo forte odor que estes exalam, o que incomoda
aos residentes. Outras vezes sdo armazenados em compartimentos construidos
proximos a plantagdo, especificamente para este fim.

Podemos destacar algumas diferencas estruturais entre as duas comunidades
avaliadas, principalmente, quanto ao aspecto organizacional. A comunidade
Valparaiso, por ter sido criada na forma de assentamento rural, recebeu antes e logo
apoOs a sua criacdo apoio de 6rgdos governamentais e da diocese local. Embora este
apoio nao prevaleca nos dias atuais restaram alguns conhecimentos. H4 uma marcante
organizagao social, além de estruturas como escolas, auditorio e saldo de eventos.

Quanto aos critérios e maneiras como sdao utilizados os pesticidas ndo foi
observado diferencas consideraveis entre as duas comunidades, pois, todos os
agricultores selecionados em ambas as populagdes tém consciéncia dos danos que
podem ser causados pela utiliza¢do incorreta e indiscriminada de pesticidas. Nenhum
dos agricultores relatou usar equipamentos de prote¢dao individual (EPI), mesmo os
que trabalham para empresas que disponibilizam esses equipamentos. Os argumentos
para o ndo uso sdo diversos, peso dos equipamentos, temperaturas elevadas no
momento da aplicacdo, dentre outros. Todos os pesticidas sdo aplicados por meio de
pulverizadores costais 0 que aumenta o risco de contaminagao dos aplicadores.

Os danos causados pela utilizacao de pesticidas estdo ligados, invariavelmente,
ao seu uso indiscriminado. Diversos trabalhos enfocam essa sistematica, Araujo et al.,
(2000) estudando o impacto da utilizagdo de pesticidas em plantagdes de tomate no
municipio de Camocim de Sao Félix-PE avaliou diversos fatores ligados a utilizagdo
de pesticidas e constatou que ndo hé critérios técnico-ambientais na escolha dos
pesticidas a serem utilizados, uso de produtos ndo registrados no Ministério da Saude,
falta de EPI, auséncia dos orgdos legais de fiscalizacdo, falta de acompanhamento da
saude destes trabalhadores e comercializagdo da plantagao com residuos de pesticidas,
alertando para a necessidade de politicas governamentais e educacionais mais
eficientes, tendo em vista que a utilizacdo de pesticidas estd ficando cada dia mais
comum e que algumas culturas familiares, como feijdo e milho, antes isentas de

pesticidas, agora estdo sendo tratadas com estes produtos.
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Segundo Costa (2006), o uso nos meios urbano e rural de pesticidas
organofosforados ¢ muito elevado e ndo ha perspectiva de diminui¢do a curto ou
médio prazo. Outras classes de pesticidas estdo crescendo bastante no mercado, por
exemplo, os piretroides e outras classes estdo em desenvolvimento.

Os pesticidas tém demonstrado o seu valor, aumentando a produtividade
agricola mundial, reduzindo insetos, doencas endémicas e na protec¢ao ou recuperacao
plantacdes, florestas, produtos de madeira colhida, casas e fibras. Atualmente, os
pesticidas sdo mais consumidos em paises em desenvolvimento, particularmente
aqueles em regides tropicais que procuram entrar na economia global, fornecendo em
todas as estagdes frutas e verduras frescas para os paises em climas mais temperados
(ECOBICHON, 2000; 2001).

A utilizagdo de biomarcadores desempenha um papel fundamental na
investigacdo de susceptibilidade genética e de mecanismos de indugdo de doengas,
visto que podem ser usados para prever o desenvolvimento de doengas e para a
implantagdo de programas de prevengdo. Dentre estes, os biomarcadores que indicam
as variacdes inter-individuais em resposta a exposi¢do possuem um papel significativo
na determinagdo dos individuos mais susceptiveis e precisam ser incorporadas aos
estudos para uma melhor previsdo de doencas de causa ambiental, sendo hoje o uso
destes uma estratégia promissora (BONASSI, AU, 2002).

Estudos com biomarcadores genotdxicos em trabalhadores expostos a
pesticidas tém-se centrado em parametros citogenéticos, inclusive aberracdes
cromossomicas, trocas de cromatides irmas (TCI) e freqiiéncia de microntcleos (MN).
Na ultima década, o ensaio cometa foi estabelecido como um método rapido e sensivel
para deteccdo de quebras de fitas de DNA e reparo de excisdao incompleta (REMOR et
al., 2009). Varios estudos anteriores indicaram um aumento de micronucleos, AC e
TCI em linfoécitos periféricos de seres humanos expostos a misturas complexas de
pesticidas (SHAHAM et al., 2001; SAILAJA et al., 2006; COSTA et al., 2006;
REMOR et al., 2009; KEHDY et al., 2007).

Diversos estudos demonstraram que agricultores expostos cronicamente a
misturas de pesticidas apresentam aumentos nos indices de aberragdes cromossdmicas,
Anwar (1997), Joksic et al. (1997), Gonzalez (1990); Bhunya e Jena (1993);
Mohammad et al., (1995); Scarpato et al., 1996; Bolognesi (2002); Ascarrunz et al.,



73

(2006). Estudos realizados em populagdes do sexo feminino também foram
observados aumento dos danos cromossomicos (VARONA et al., 2003).

Animais expostos a pesticidas também sofrem danos no DNA. Estudos
realizados em peixes (Geophagus brasiliense) de uma lagoa contaminada com
residuos de pesticidas demonstrou alteracdes significativas no teste do cometa
(STECKERT et al., 2009). Ratos expostos agudo e/ou cronicamente a malation
aumentaram significativamente a quantidade de danos ao DNA do tecido cerebral
(hipocampo) e de linfocitos extraidos do sangue periférico mensurados através do teste
do cometa (REUS et al., 2008). Moscas do género Drosophila melanogaster expostas
a inseticidas organofosforados na fase larval apresentaram estatisticamente mais
mutagdes nas asas. O resultado obtido revelou ndo sé o aumento das mutagdes nos
individuos expostos como também aumento na freqiiéncia das mutagdes proporcionais
a concentragdo a qual o animal foi exposto (CAKIR, et al., 2004). Miller et al. (1997)
coletaram dados fornecidos por quatro companhias farmacéuticas, a partir de ensaios
realizados em linhagens celulares de hamster chinés (CHO-K5, CHO-K1, V79) e
linfécitos humanos, cuja comparacdo entre as freqiiéncias de aberragdes
cromossomicas e de micronucleos mostrou uma correlacao positiva (cerca de 80% de
coincidéncia para 57 compostos testados). Tais resultados indicam a validade dos
ensaios e a sensibilidade dos sistemas celulares empregados.

Hartmann et al. (2003), realizaram trabalho comparativo entre o teste do
cometa alcalino e aberragdes cromossomicas. Foram testadas 13 drogas que seguiam
os protocolos para se tornarem medicamentos. Foram utilizadas células de hamster
chinés e linfocitos obtidos de sangue periférico humano. O estudo demonstrou que os
resultados do teste do cometa ¢ as analises de aberragdes cromossdmicas foram muito
semelhantes, independente do tipo de célula usada. No teste do cometa sete compostos
foram positivos e seis negativos. Na andlise de aberragdes cromossomicas seis foram
positivas e sete negativas, havendo, portanto, discrepancia em apenas uma droga.

Estudos que analisaram os niveis de algumas enzimas séricas, principalmente
as colinesterases, em individuos expostos agudo e/ou cronicamente a pesticidas
mostraram alteracdes significativas em seus niveis.

Ali et al. (2008) realizou estudo enzimatico em 69 trabalhadoras agricolas
paquistanesas expostas a pesticidas e encontrou baixos niveis de colinesterase sérica ¢

niveis mais altos de fosfatase alcalina, alanina aminotransferase e aspartato
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aminotransferase, quando comparado ao grupo controle. Resultados semelhantes
foram encontrados por Remor et al. (2009), que encontraram significante diminui¢ao
de BChE e na atividade de ALA-D.

Danos genéticos foram investigados em uma populacdo da Croacia que
trabalhava na producao de pesticidas, através dos testes de aberragcdes cromossomicas,
teste do micronticleo em linfocito e teste cometa. Foi encontrado um aumento
significante de quebras cromossdmicas, presenga de cromossomos dicéntricos e troca
de cromatides quando comparado ao grupo ndo exposto, além de diferencas nas
freqiiéncias e distribuicdo de micronucleos e aumento de lesdes ao DNA observadas
através do teste cometa, sugerindo que a exposi¢do crOnica a mistura de pesticidas
poderia causar danos no genoma de células somadticas (GARAJ-VRHOVAC,
ZELJEZIC, 2002). Porém, Pastor et al. (2002) avaliando popula¢des que cultivavam
vegetais na Hungria ndo encontraram diferencas estatisticamente significativas entre
trabalhadores expostos a pesticidas e controle, quanto utilizaram as freqiiéncias de
micronticleos em linfocito de sangue periférico e em células esfoliadas de mucosa
bucal.

REMOR et al. (2009) avaliando a genotoxicidade de uma complexa mistura de
pesticidas utilizados por trabalhadores rurais de duas comunidades no Rio grande do
Sul, através do Teste Cometa e Teste de Micronuicleo em células esfoliadas de mucosa
bucal, puderam através do teste do cometa identificar indice e freqiiéncia de dano no
grupo exposto estatisticamente mais elevado em relagdo ao grupo controle, porém nas
analises do microntcleo em células esfoliadas de mucosa bucal ndo foram detectados
diferencas significantes entre controle e grupo exposto. Em ambos os testes ndo foram
observados diferencgas estatisticamente significante entre individuos jovens (< 38 anos)
e individuos mais velhos (>38 anos), nem entre fumantes e ndo fumantes.

A susceptibilidade genética dos individuos ao efeito genotdxico dos pesticidas
pode ser modulada por variagdes genéticas em proteinas envolvidas no metabolismo/
detoxificacdo de xenobidticos e eficiéncia de reparo do DNA (WILKINSON,
CLAPPER, 1997; AU et al., 2001; GROVER et al., 2003). Alguns estudos tém
demonstrado a relagdo entre a suscetibilidade genética e marcadores em trabalhadores
ocupacionalmente expostos a pesticidas (PITARQUE et al., 1999, 2002;
HERNANDEZ et al., 2005; HEUSER et al., 2007). Polimorfismos genéticos podem

influenciar efeitos genotoxicos e, portanto, sdo uma consideragdo importante na
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avaliagdo de risco ocupacional (NORPPA, 1997; IARMARCOVAI et al., 2008; AU et
al., 1996). Estudo realizado por Rohr et al. (2010) em 108 agricultores expostos
avaliou se os dois polimorfismos BER (XRCC1Argl194Trp e OGG1Ser326Cys) ou a
combinacdo de gendtipos destes polimorfismos com PONI1GIn192Arg poderiam
modificar a suscetibilidade individual de trabalhadores expostos a pesticidas através da
medida da formagdo de microntcleos e inducdo de danos ao DNA de leucdcitos
periféricos. Os resultados demonstraram que os individuos com o alelo variante
(OGGI1Cys) apresentaram maior dano de DNA, detectados pelo ensaio cometa, em
relagdo aos individuos portadores do alelo de tipo selvagem OGGI1Ser. Esses
resultados demonstram que héa vdarias varidveis que influenciam positiva ou
negativamente no dano sofrido pelo DNA de individuos expostos cronicamente a
pesticidas.

Biomonitoramento genético de populacdes expostas a agentes potencialmente
cancerigenos ¢ um sistema de alerta precoce para doencas genéticas ou cancer. Todas
as populacdes tém um grau de risco de exposicdo, seja por uso de pesticidas agricolas
e ndo agricolas ou por residuos em alimentos. No entanto, os trabalhadores
empregados na producdo de pesticidas e os agricultores que os utilizam nas lavouras
possuem um risco maior de exposi¢dao e, portanto, sio mais propensos aos efeitos
potenciais que os pesticidas causam sobre a saude (SAILAJA et al., 2006). Apesar do
potencial genotoxico dos pesticidas ser considerado baixo, o monitoramento
genotdxico em populagdes rurais pode ser uma ferramenta util para estimar o risco
genético de exposi¢ao a misturas complexas de pesticidas por longos periodos de
tempo (MOLLER et al., 2000).

A importdncia do uso do ensaio do cometa em estudos humanos em
biomonitoramento se evidencia com o aumento do numero de trabalhos em que se
aplica o ensaio para a avaliagdo do dano ao DNA em individuos expostos a
substancias genotoxicas resultante do estilo de vida, polui¢cdo ambiental ou ocupacdo
(FAUST et al., 2004). Lesdes no DNA medidas pelo ensaio do cometa refletem
exposic¢do recente a agentes clastogénicos (MATEUCA et al., 2005).

O ensaio do cometa foi utilizado para determinar a extensdo dos danos ao DNA
em linfocitos de trabalhadores rurais com exposi¢cdo ocupacional a uma mistura
complexa de pesticidas (GARAJ-VRHOVAC, ZELJEZIC, 2001; MUNIZ et al.,

2008). Nosso estudo, mostrou que os danos ao DNA foi maior em linfocitos de
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trabalhadores rurais, estando de acordo com os relatos citados acima. Estes dados
sugerem que os trabalhadores rurais foram expostos aos componentes genotdxicos dos
pesticidas. Além disso, ndo houve diferenca significativa (P >0,05) nos valores dos
indices de danos ao DNA e freqiiéncias de danos ao DNA dos grupos expostos em
relagdo ao tempo de exposicao aos pesticidas (Figura 8).

Danos ao DNA revelados pelo ensaio cometa no presente estudo pode ter tido
origem atraves da inducdo de quebras de fitas simples do DNA, reparos de fita-dupla
da molécula do DNA, formagdes adutos ou formacdes de ligacdes cruzadas
(covalentes) entre DNA-DNA e/ou DNA-proteinas (KING et al., 1993).

Alguns autores sugerem que todas essas lesdes de DNA podem resultar da
interagdo de pesticidas ou seus metabdlitos com a molécula do DNA (FAIRBAIRN et
al., 1995; SHAH et al., 1997). Além disso, ha evidéncias que sugerem que alguns
pesticidas criam espécies reativas de oxigénio, que danificam o DNA e causam
quebras de fita simples que podem ser detectadas pelo ensaio cometa (DAHLHAUS et
al., 1995; PETROVSKA, DUSINSKA, 1999; GARAJ-VRHOVAC, ZELJEZIC,
2002). Apesar do risco associado a exposicdo aos pesticidas, os individuos sdo
freqlientemente expostos a uma mistura variavel de produtos quimicos. Assim, a
variacdo complexa de exposi¢des pode ser responsavel pela diferenca dos niveis de
genotoxicidade entre os diferentes estudos de biomonitorizacdo em pessoas expostas a
pesticidas (PAZ Y-MINO et al., 2004).

Estudos realizados com classes isoladas de pesticidas também tém
demonstrado a capacidade destas substincias de induzirem genotoxicidade.
Agricultores  hispanicos (aplicadores do sexo masculino) que utilizavam
organofosforados em suas culturas de frutas apresentaram aumento significativo nos
danos ao DNA (MUNIZ et al., 2008).

As aberragdes cromossomicas estdo intimamente relacionadas a doengas como
neoplasia, na qual se verifica uma correlagdo positiva entre a freqiiéncia de aberragdes
cromossomicas nos linfocitos e o desenvolvimento do cancer e, com cerca de 50% dos
abortos espontineos, os quais apresentam algum tipo de aberracdo cromossOmica
(NATARAJAN, 2002).

Em nossa analise, a investigacdo das AC foi utilizada para avaliar a extensao
dos danos ao genoma dos trabalhadores envolvidos na manipulag¢do de pesticidas. AC

sdo particularmente perigosas para a célula porque a descontinuidade fisica do
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cromossomo pode causar perda de informagdo genética e até mesmo a morte celular
(CARBONELL et al., 1995). Os resultados mostraram que a freqiiéncia de aberragdes
cromossOmicas (principalmente cromossomicas, cromatidicas e gaps) observadas nos
individuos do grupo controle ndo foi estatisticamente diferente da freqiiéncia
observada em ambas as comunidades rurais (Tiangua e Ubajara). Além disso, ndo
houve diferenga significativa nas freqiiéncias de AC em relagdo ao tempo de
exposicdo aos pesticidas (Figura 9). Alguns estudos tém relatado que a freqiiéncia de
AC (PAZ Y-MINO et al., 2004), MN (PACHECO, HACKEL, 2002) ¢ TCI (GOMEZ-
ARROYO et al., 2000) aumentou significativamente quando niveis mais altos de
quebras de fitas da molécula de DNA foi observado pelo teste do cometa (PAZ Y-
MINO et al., 2004), independente do tempo de duragdo da exposi¢cdo aos pesticidas.
No entanto, em nosso estudo, andlises genéticas sugerem que a exposi¢ao a pesticidas
na area em estudo ndo ¢ suficiente para induzir AC estruturais ou interferéncias na
formacao do aparelho mitético (auséncia de AC numéricas).

Existe uma grande discussao na literatura a respeito da inclusdo de gaps como
verdadeiras lesdes cromatidicas. Alguns autores argumentam que a contagem de gaps
pode ser subjetivo e eles podem ser o resultado de artefatos técnicos, variabilidade
dentro da mesma cultura e da variabilidade das condi¢des de cultura (SCHINZEL,
SCHMID, 1976; BROGGER, 1982). Os gaps foram incluidos em nosso estudo como
um tipo de AC, uma vez que em um estudo de individuos expostos a pesticidas
encontrou-se uma correlagdo entre o dano ao DNA, usando o ensaio cometa, e
presenca de gaps (PAZ Y-MINO et al., 2004). Gaps parecem ser consequéncia de
quebras de fita simples do DNA, que inibem a DNA polimerase durante a replicacao
(KAUFMAN, 1989).

Na presente investigacdo, excluimos usudrios de tabaco e alcool nas duas
comunidades rurais avaliadas. Portanto, a influéncia de fatores interferentes
(tabagismo e os habitos de consumo) sobre os efeitos genotoxicos e mutagénicos da
exposi¢ao ocupacional aos pesticidas ndo foi investigada. Além disso, este estudo nao
demonstrou uma porcentagem significativamente maior de rupturas cromossdmicas e
de fitas de DNA (ensaio cometa) em fumantes e etilistas entre o grupo controle.
Alguns autores tém afirmado que a ingestdo de dlcool ou tabaco ndo tém uma
influéncia significativa sobre o nimero de AC (GARAJ-VRHOVAC, ZELJEZIC
2001; HEEPCHANTREE, W. ef al., 2005), de TCI e MN (GOMEZ-ARROYO et al.,
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2000; KEHDY, et al, 2007), e do aumento do comprimento da cauda do cometa
(GARAJ-VRHOVAC, ZELJEZIC, 2000) em seres humanos expostos a pesticidas.
Estudo realizado por Remor ef al., 2009 também ndo encontrou aumento significativo
no numero de aberragdes cromossdmica nem danos ao DNA demonstrados pelo teste
do cometa entre fumante e ndo fumantes ou etilistas e ndo etilistas. Também nao
houve diferengas entre os parametros hematologicos, perfis lipidicos e freqiiéncia de
microndcleos neste estudo. Porém, Ergene et al. (2007), também estudando uma
populacdo exposta a uma mistura complexa de pesticidas encontraram aumentos
significativos na freqiiéncia de trocas de cromatides irmas e aberragcdes cromossdmicas
no grupo de tabagistas.

Uma vez que a clastogenicidade pode ser devido aos efeitos cumulativos de
todos ou alguns dos pesticidas ndo € possivel atribuir os danos a qualquer agente em
particular. Os resultados deste estudo, bem como os resultados de pesquisas realizadas
sobre outros individuos ocupacionalmente expostos a pesticidas, utilizando uma
variedade de ensaios genotoxicos, sugerem que misturas de pesticidas em longo tempo
de exposi¢do ocupacional podem atuar como clastogenos na molécula de DNA de
c€lulas somaticas (SAILAJA et al., 2006). A falta de informagdes sobre o
comportamento de substancias toxicas em misturas complexas ¢ geralmente evitada
admitindo-se que a toxicidade de uma mistura ¢ simplesmente a soma dos efeitos
esperados de cada componente da mistura, ou seja, que ndo existem interagdes
sinérgicas ou antagénicas (ERGENE et al., 2007).

Em resumo, apesar da frequéncia de AC estruturais observadas nos individuos
do grupo controle ndo terem sido estatisticamente diferentes da freqiiéncia observada
no grupo exposto, a taxa de dano da molécula de DNA (indice de dano) do grupo
exposto foi maior do que aquele encontrado em nossa populagdo controle. Nossos
resultados mostraram uma associagdo entre a exposicdo a uma mistura complexa de
pesticidas e um aumento nos danos ao DNA detectados pelo Ensaio do Cometa. Além
disso, também ¢ possivel que os danos causados pelos pesticidas tenham sofrido
reparo celular, o que poderia explicar a auséncia de AC estruturais.

Embora as analises feitas na dgua do acude Jaburu tenham sido negativas para
a presenga de residuos de pesticidas ndo estd descartada a hipotese da presenca destas
substancias no reservatorio, pois, devido ao grande volume de dgua (210.000.000 m’)

SRH-CE (2010), pode ter havido uma diluicdo superior ao nivel de sensibilidade do



79

método utilizado pelo ITEP. Quando foi realizada a coleta da amostra de agua o

reservatdrio ja havia excedido a sua capacidade maxima de armazenagem.
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6. CONCLUSAO

Nossos resultados mostraram uma associagdo entre a exposicao a uma mistura
complexa de pesticidas e um aumento nos danos do DNA detectados pelo Ensaio
Cometa. Além disso, também ¢ possivel que os danos causados por pesticidas,
detectados no ensaio do cometa, tenham sofrido reparo celular o que explicaria a
auséncia de AC estruturais e/ou numéricas.

Nao foram encontrados residuos de pesticidas na dgua do reservatorio Jaburu

pelos métodos utilizados.
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ANEXO 1 - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO -
TCLE
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO - TCLE

PROJETO: Biomonitoramento genético de agricultores expostos a pesticidas nos
municipios de Tiangua e Ubajara — Ceara.

O RENORBIO- Rede Nordeste de Biotecnologia em parceria com a
Universidade Federal do Ceara esta desenvolvendo uma pesquisa que permitird avaliar
os possiveis efeitos genotoxicos e carcinogénicos da exposicdo humana a pesticidas
(agrotoxicos) na Serra da Ibiapaba-CE. Esta pesquisa serd realizada pelo
monitoramento dos agricultores desta regido através da identificagdo de possiveis
alteragdes genéticas em amostra de sangue periférico.

Vocé estd sendo admitido nesta pesquisa, € para tal, hd a necessidade da
remo¢ao de material bioldgico. Parte do material serd encaminhado para exames
laboratoriais, necessarios a investigacdo. O restante do material ndo utilizado sera
armazenado para novos exames, s€ necessario.

A obten¢do da amostra de sangue para a pesquisa ndo implicard em riscos
adicionais para a saude. A amostra do material sera identificada no laboratdrio por
codigo que preserva sua privacidade e identidade. A inclusdo dos resultados em
publicagdo cientifica garantird o anonimato ao voluntario.

E necessario esclarecé-lo que niio existem beneficios ou direitos financeiros a
receber sobre os eventuais resultados decorrentes da pesquisa. Se vocé ndo concordar
em doar o material para pesquisa, sua decisao ndo influenciard, de nenhum modo, no
seu atendimento ou tratamento.

Caso vocé tenha alguma duvida sobre este documento ou em relagdo a
pesquisa, por gentileza, entre em contato com a Prof*. Claudia, pelo telefone, 85 3366
8255 ou com Jean Paiva, pelo telefone 86 9429 5015. Uma copia deste documento

sera arquivada em seu prontudrio e, se desejar, uma copia lhe sera fornecida.

Jean Carlos Gomes Paiva
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Declaro que li as informagdes acima sobre a pesquisa, que me sinto
perfeitamente esclarecido sobre o conteido da mesma, assim como seus riscos €
beneficios. Declaro ainda que, por minha livre vontade, aceito participar da pesquisa

cooperando com a coleta de material para exame.

Nome do Agricultor
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ANEXO 2 — QUESTIONARIO SOCIO-EPIDEMIOLOGICO
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QUESTIONARIO SOCIO-EPIDEMIOLOGICO

IDENTIFICACAO DO ENTREVISTADO

Data: / / N° de identificacao

Nome

Data de Nascimento

Localidade de Nascimento

Idade Sexo

Cor: () branco ( ) mulato claro ( ) mulato médio ( ) mulato escuro ( )

negro

Endereco residencial

Mora no local em que trabalha? Quanto tempo?

Ocupagao atual

Tempo na atividade

Ocupagdo anterior

Tempo na atividade

USO DE PESTICIDAS AGRICOLAS

1. O que vocé cultiva?
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2. Usa algum tipo de pesticida? Quais os nomes?

3. Qual a freqiiéncia de uso destes pesticidas?

4. Hé quanto tempo vocé faz uso de pesticidas na lavoura?

5. Qual o ultimo dia que usou?

6. Onde e como vocé armazena esse produto na plantagao?

7. De que maneira vocé aplica os pesticidas sobre as plantagdes?

8. O que voce faz com os vasilhames dos pesticidas?

9. Usa algum equipamento de prote¢dao no momento da aplicagcdo? Quais?
10. Sente algum efeito colateral apds a aplicagao? Descreva.

OUTRAS QUESTOES

Cancer

1. Na sua familia houve algum caso de cancer? Qual o grau de parentesco?
2. Qual o tipo de cancer?

3. Ele(a) estd vivo(a)?

4. Vocé fuma? Héa quanto tempo?

5. Vocé toma bebidas alcodlicas? Qual a freqiiéncia?

6. Com o que costuma se alimentar?

7. Grau de instrucao?



109

ANEXO 3 — ANALISE DE RESIDUOS DE AGROTOXICOS NA AGUA
DO RESERVATORIO JABURU, PLANALTO DA IBIAPABA, CEARA
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Brazil). Environmental and Molecular Mutagenesis. 52:492-501. 2011.
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