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RESUMO



RESUMO

ESTUDO DE POSSIVEIS ALTERAGCOES GENETICAS INDUZIDAS POR AGROTOXICOS EM
AGRICULTORES DO ESTADO DO PIAUI. Tatiana Vieira Souza Chaves. Orientadora: Maria
Elisabete Amaral de Moraes. Tese de Doutorado. Programa de Pds-Graduagcdo em Farmacologia.
Departamento de Fisiologia e Farmacologia, UFC, 2011.

A exposicdo aos agrotoxicos representa um risco em potencial para a saude humana. Além das
intoxicagbes, estes compostos podem interagir com o DNA, causando doengas degenerativas e
cancer. A avaliacdo de riscos aos agrotéxicos foi realizada em 97 agricultores dos municipios de
Picos, Piripiri, Barras e José de Freitas, tendo como grupo ndo exposto 55 trabalhadores
administrativos da capital, Teresina, como uma proposta de continuidade dos estudos anteriormente
realizados nos municipios: Baixa Grande do Ribeiro, Ribeiro Gongalves e Urugui, regido sul do Piaui.
O objetivo desta pesquisa foi avaliar os possiveis efeitos toxicos e genotdxicos/mutagénicos da
exposicdo ocupacional as misturas complexas de agrotéxicos, com o uso de biomarcadores
hematoldgicos, enzimaticos e genotoxicos/mutagénicos. Aplicou-se um questionario recomendado
pela International Comission for Protection Against Environmental Mutagens and Carcinogens-
ICPEMC, e coletou-se material biologico, para as analises hematoldgicas, bioquimicas, genotoxicas e
mutagénicas. A populacdo exposta aos agrotéxicos apresentou uma média de idade de 40,37 anos e
tempo de trabalho de 19,32 anos, com carga horaria de 41,38 h/semanas e apenas 50,5% usam
EPIs, e 33% séo fumantes; 59,8% consomem alcool; 34% utilizam medicamentos prescritos; 54,6%
foram vacinados nos ultimos 6 meses; 68% n&o consomem vegetais, € 96,9% comem carne. Os
agricultores utilizam 13 diferentes tipos de ingredientes ativos, sendo 53,5% de herbicidas. Quanto
aos parametros hematoldgicos apenas 39% apresentaram leucopenia e 10% diminuicdo na série
vermelha. Quanto as variaveis bioquimicas: ureia, proteinas totais e fracdes, Gama GT néo
ocorreram alteragdes significantes, entretanto nas dosagens de creatinina, TGO, TGP e fosfatase
alcalina, houve significancia (p< 0,05) em relagdo ao grupo controle. Foi observado para a
butilcolinesterase inibicdo no percentual de cerca de 4%, dado ndo significante. Foi evidenciada
genotoxicidade nos agricultores expostos pelo significante (p < 0,001) aumento do indice de Dano
(45,85 vs 12,51) e Frequéncia de Dano (29,41 vs 9,98), em mucosa bucal, e em linfécitos com indice
de Dano (33,27 vs 10,12) e Frequéncia de Dano (21,44 vs 9,38), avaliados pelo teste do cometa. A
avaliagdo mutagénica pelo aumento do numero (4,95 + 2,81 vs 0,72 £+ 1,20) e frequéncia (0,24 + 0,14
vs 0,03 + 0,06) de MN em mucosa bucal foi estatisticamente significante (p< 0,001) nos expostos em
relagao aos ndo expostos. A mutagenicidade em linfocitos avaliados com o teste de Micronucleo (MN)
com bloqueio de citocinese foi significante (p< 0,01) nos agricultores expostos (9,38 +1,05), em
relagdo ao nao exposto (5,50 + 0,84). Aumento significante (p<0,001) do percentual de aberragdes
cromossbmicas dos expostos em relagdo aos ndo expostos 3,24 + 0,44 vs. 0,40 + 0,07) foram
observados, com significancia (p<0,001) para os tipos de AC: cromossomos dicéntricos, anéis,
tricéntricos, anel acéntrico, delecdo terminal, delecao intersticial. Indicativo significante (p<0,001) para
apoptose foi encontrado em células de mucosa bucal e em linfocito, com bloqueio de citocinese.
Correlagbes positivas significantes (p<0,01; p<0,05) de danos ao DNA, em células de mucosa bucal
foram evidenciadas para idade, tabagismo, etilismo e tempo de trabalho, no entanto, essas
correlagdes nao foram observadas para a os micronucleos. Em células de mucosa bucal a apoptose e
células binucleadas foram significantemente (p<0,01) correlacionadas com a idade do trabalhador.
Em relagdo aos MN em linfécitos, percentual de AC e apoptose foram observadas correlagdes
positivas com o etilismo (p<0,01). MN em linfécitos foi correlacionado de maneira significativa
(p<0,05) com o baixo consumo de micronutrientes e com o uso de EPI. Os paradmetros de
genotoxicidade e de mutagenicidade foram indicativos de instabilidade genética, que podem sugerir
riscos de neoplasias. Assim, se faz necessario o biomonitoramento desses agricultores, como uma
estratégia de vigilancia em saude, com prevencdo e promog¢ado da saude ocupacional no Estado do
Piaui.

Palavras-chave: Agrotdxico. Trabalhadores rurais. Teste genotodxico e citogenético. Dano ao DNA.
Ensaio em Cometa.



ABSTRACT



ABSTRACT

STUDY OF POSSIBLE GENETIC CHANGES INDUCED BY PESTICIDES IN FARMERS IN THE
STATE OF PIAUI. Tatiana Vieira Souza Chaves. Advisor: Maria Elisabete Amaral de Moraes.
Doctoral Thesis. Graduate Program in Pharmacology. Department of Physiology and Pharmacology,
UFC, 2011.

Exposure to pesticides represents a potential risk to human health. In addition to poisoning, these
compounds may interact with DNA, causing degenerative diseases, including cancer. The risk
assessment for pesticides was conducted in the municipalities of Picos, Piripiri, Barras and José de
Freitas with farm workers (exposed group) and 55 administrative officers from Teresina (Capital) as
unexposed group. It was as a proposal for the continuation of studies previously performed in other
cities of Piaui (Baixa Grande do Ribeiro, Ribeiro Gongalves and Urugui). The purpose of this study
was to evaluate the toxicity and genotoxicity/mutagenicity effects of occupational exposure to complex
mixtures of pesticides by using hematologic, enzymatic and genotoxic/mutagenic biomarkers. Initially,
a questionnaire recommended by the International Commission for Protection Against Environmental
Mutagens and Carcinogens-ICPEMC was applied, then biological material was collected for the
hematological, biochemical, genotoxic and mutagenic analysis.The population exposed to pesticides
(n = 97) had a mean age of 40.37 years and a mean working time of 19.32 years, with a schedule of
41.38 hours per week. 50.5% of the farmers use personal protective equipment (PPE). About their
lifestyle, 33% were smokers; 59.8% consume alcohol; 34% use prescription drugs; 54.6% were
vaccinated in the last 6 months; 68% do not consume vegetables, and 96.9% eat meat. They use 13
different types of active ingredients, 53.5% are herbicides. As for hematological parameters of the 97
workers exposed, only 39% presented leucopenia, and only 10% presented low red blood cell count.
The biochemical variables: urea, total proteins and fractions, Gamma GT, there were no significant
changes. However, the dosages of creatinine, AST, ALT and alkaline phosphatase, showed significant
changes (p <0.05) compared to the control group. It was also observed that butilcolinesterase
inhibition was a non-significant data. Genotoxicity was observed on the exposed farmers (p <0.001),
as seen in the damage index (45.85 vs 12.51) and the damage frequency (29.41 vs. 9.98) in exfoliated
cells. We found a high damage index (33.27 vs. 10.12) and frequency of damage (21.44 vs. 9.38) in
the lymphocytes of the exposed farmers, when assessed by the comet test. The mutagenic evaluation
by the increase of micronuclei (MN) in oral mucosa was also statistically significant (p <0.001) in the
exposed farmers (4.95 + 2.81) compared to those not exposed (0.72 + 1.20), as well as the increase in
the frequency of MN (0.24 + 0.14 vs. 0.03 % 0.06). Similarly, mutagenicity in the lymphocytes
evaluated by the MN test with cytokinesis block was observed (p <0.01) in the farmers (p <0.001)
when compared to the unexposed group (9.38 + 1.05 vs. 5.50 £ 0.84). Significant increase (p <0.001)
in the percentage of chromosomal aberrations (CA) in exposed workers compared to the unexposed
(3.24 £ 0.44. vs. 0.40 + 0.07) were observed, with significance (p <0.001) for the types of AC: dicentric
chromosomes, rings, tricentrics, acentric ring, terminal deletion and interstitial deletion. Significant
evidence (p <0.001) for apoptosis was found in oral mucosa cells and lymphocytes, with cytokinesis
blocking. Positive correlations (p <0.01, p <0.05) of DNA damage in oral mucosa cells were found for
age, smoking, drinking and working time. However, these correlations were not observed for the
micronuclei. In oral mucosa cells, apoptosis and binucleated cells were significantly (p <0.01)
correlated with the age of the worker. Regarding the MN in lymphocytes, the percentage of AC and
apoptosis, positive correlations with the alcohol consumption (p <0.01) was observed. MN in
lymphocytes was also significantly correlated (p <0.05) with the low intake of micronutrients and the
use of PPE. The parameters of genotoxicity and mutagenicity were indicative of genetic instability,
which may suggest the risk of cancer. Thus, the biomonitoring of these farmers is necessary as a
strategy for health surveillance, prevention and promotion of occupational health in the state of Piaui.

Keywords: Agrotoxic. Agriculture workers. Genotoxicity. Citotoxicity. DNA damage. Comet assay.
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1 INTRODUCAO

1.1 Exposi¢cdo Humana aos Agrotéxicos

A saude do trabalhador constitui um campo na area da saude coletiva em
plena construgdo, cujo objeto estd centrado no processo saude-doenga dos
trabalhadores dos diversos grupos populacionais, em sua relagdo com 0s riscos
ocupacionais. Busca, portanto, estabelecer causas de agravos a sua saude,
reconhecer seus determinantes, estimar riscos, conhecer os modos de prevencéao e
promover a saude (MENDES; DIAS, 1999).

Como uma area da saude, visa a intervengdao nas relagdes entre o
trabalho e a saude, a promogéao e a prote¢cao da saude do trabalhador, por meio de
acgdes de vigilancia dos riscos presentes nos ambientes e condigdes de trabalho, dos
agravos a saude do trabalhador e a organizacao e prestacdo da assisténcia aos
trabalhadores, compreendendo procedimentos de diagnostico, tratamento e
reabilitagdo de forma integrada (BRASIL, 2001).

O Ministério da Saude, considerando o disposto no artigo 198 da
Constituicao Federal de 1988, os preceitos da Lei Organica de Saude n° 8080/90 e a
necessidade de articular no ambito do Sistema Unico de Saude (SUS) as acdes de
prevengao, promogao e recuperagdo da saude dos trabalhadores, com suas
especificidades, consoante com os principios da equidade, integralidade e

universalidade. A saude do trabalhador é definida como:

um conjunto de atividades que se destina, através das acgdes
de vigilancia epidemiolégica e sanitaria, a promogao e protecao
da saude do trabalhador, assim como visa a recuperagido e
reabilitacdo da saude dos trabalhadores submetidos aos riscos
e agravos advindos das condi¢bes de trabalho, abrangendo a
assisténcia ao trabalhador vitima de acidentes de trabalho ou
portador de doenca profissional e do trabalho (BRASIL, 1990).
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No processo de produgao agricola no Brasil, apesar da sua diversidade,
pode-se identificar cargas laborais comuns tais como: os acidentes com os
instrumentos de trabalho, as precarias condicbes dos meios de transporte, a
exposicao aos agrotéxicos e consequentes intoxicagdes, bem como, as mudangas
de temperatura, traumas ou acidentes a elas relacionados. Igualmente similares sao
as cargas biopsiquicas, que produzem padrdes de desgaste expressos através de
doengas Osteoarticulares, estresse, alcoolismo e ulcera gastrica, resultando em

envelhecimento precoce e morte prematura (LEVIGARD, 2001).

A intensiva agricultura moderna produz significantes efeitos negativos que
sdo bem documentados na literatura de diversas areas do conhecimento cientifico,
com efeitos prejudiciais para a produgdo de alimentos contaminados, com
deteriorizacdo dos ecossistemas e implicagdes econdmicas, e efeitos para a saude
humana, especialmente a dos trabalhadores (TRAVISI; NIJKAM, 2008). O uso de
agrotoxicos favoreceu a intensificagdo da produgéo de alimentos em diversas partes
do mundo e ajudou a reduzir a incidéncia de doengas transmitidas por vetores, mas,
seus efeitos negativos se fazem sentir, cada vez mais, na saude humana e no meio

ambiente.

A Organizagdo Mundial da Saude (OMS) estimou em 1990,
aproximadamente trés milhdes o numero de intoxicagdes agudas provocadas por
agrotoxicos no mundo, sendo que 220 mil resultavam em 6bito (OPAS/OMS, 1996).
A intoxicagdo ocupacional e a contaminagao de alimentos foram os principais fatores
identificados. Considerando-se que 85% dos agrotoxicos utilizados no mundo séo
consumidos na atividade agricola pode-se imaginar o seu impacto no perfil de morbi-
mortalidade ocupacional (OMS, 1990).

A entrada dos agrotoxicos no Brasil a partir da década de 1960 colocou-
os definitivamente no cotidiano dos trabalhadores rurais, aumentando, assim, os
riscos de adoecer e morrer, aos quais ja estavam expostos. Com o Plano Nacional
de Desenvolvimento (PND), em 1975, houve a abertura do Brasil ao comércio
internacional, e, nos termos do PND desses o agricultor estava obrigado a comprar
0os agrotéxicos para obter recursos do crédito rural. Em cada financiamento

requerido, era obrigatoriamente incluida uma cota definida de agrotdxicos e essa
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obrigatoriedade, somada a propaganda dos fabricantes, determinou o enorme

incremento e disseminacgao da utilizagao dos agrotdxicos no Brasil (GARCIA, 1996).

O Piaui tem extensao territorial de 251.529,186 km?. A expansao agricola
em implemento nos cerrados, por intermédio da intensificagdo do plantio de soja a
partir da década de 1990, consistiu em um forte fator para o aumento do uso de
agrotoxico (CHAVES, 2007). Em 2006, ocorreu um aumento das areas de lavoura
de 138 mil hectares (11,4%) em relagdo ao censo agropecuario 1995-1996 (IBGE,
2006). A procura destes produtos no Estado cresce progressivamente, em 1994,
foram vendidas 08 (oito) toneladas e em 2004, elevou-se para 165 toneladas,

representando um percentual de aumento da ordem de 2.062% (PIAUI, 2004).

Muitos estudos relatam que trabalhadores de pequenas culturas, também se
expdem aos varios agrotoxicos (FARIA et al.,, 2004; CASTRO; GOMES, 2007;
ARAUJO et al., 2007). Os resultados do Programa de Andlise de Residuos de
Agrotéxicos em Alimentos - PARA, idealizado pela Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA) e executado em parceria pelos Estados da Federacgao,
comprovam a utilizagao ilegal de agrotdxicos em culturas onde geralmente ocorrem
indices elevados de exposicdo de pequenos e médios produtores a essas
substancias por utilizarem, em sua grande maioria, pulverizadores costais (ANVISA,
2009). Esta informacéo é relevante, uma vez que a agricultura familiar tem uma
participacdo bastante representativa na agricultura brasileira, correspondendo a
84,4% dos estabelecimentos rurais do pais (IBGE, 2006).

No Estado do Piaui, do total das pessoas de 10 anos ou mais de idade,
ocupadas na semana de referéncia, 42% tinham a atividade agricola como trabalho
principal (IBGE, 2007). A crescente utilizacdo de agrotéxicos, verificada pelos érgéos
oficiais, através do controle da revenda dos agrotoxicos e os resultados do censo
agropecuario, mostra que, do total de estabelecimentos que utilizam essas
substancias, 90,9% nao recebeu orientagao técnica, 87% usa pulverizador costal, e,
48,6% séao associados a entidades de classe (sindicatos, associagées/movimentos
de produtores e moradores) (IBGE, 2006). Segundo dados coletados pela Agéncia

de Defesa Agropecuaria do Piaui (ADAPI), nas empresas registradas que
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comercializam agrotoxicos, no ano de 2009, no Piaui foram consumidos, produtos

que se apresentam na forma de p6 (Kg) e na forma liquida (I), conforme Tabela 1.

Tabela 1. Classe dos agrotéxicos mais comercializados no Estado do Piaui,
ano 2009.

’ QUANTIDADE
CLASSES DE AGROTOXICOS
Kg L
Herbicidas 24.068 237.381
Inseticidas, 1.075 106.375
Fungicida 2.281 77.815
Total 27.424 421.571

Fonte: PIAUI- ADAPI, 2009.

Um estudo realizado pelo Sistema Nacional de Informacdo Toxicologica
(SINITOX) informou que no Nordeste do Brasil, os agentes tdxicos que mais
registraram crescimento foram os de uso agricola, com uma alta de 164 %. Como
agravante, ha o fato de que os agricultores da regido n&do estdo preparados para
lidar com esses agentes toxicos de alta letalidade, pois tém baixa escolaridade, mas
condicdes de trabalho e ndo recebem orientagdes. Avaliando os dados do SINITOX
e o Sistema de Agravos Notificaveis (SINAN), 6rgdao do Ministério da Saude, que
registra casos de intoxicagdo por agrotoxicos existentes no SUS revela poucos
casos de intoxicacdo no Nordeste do Brasil, 0 que leva varios autores a concordar
que o registro de acidentes com trabalhadores expostos a agro-quimicos é
subestimado, sendo, portanto, diversos casos de acidentes com agrotdxicos
deixados de ser registrados nos servigos de vigilancia em saude do SUS (SINITOX,
2007).

O Sinitox registrou no ano de 2007, 14.711 casos de intoxicagdo por
agrotéxicos, destes 11,9% (1.758) de origem ocupacional. Do total dos casos
registrados no Brasil, 1.863 (12,7%) foram no Nordeste, e apenas 27 casos foram
notificados no Piaui (BRASIL, 2009). Os dados do Sinan mostram que em 2008, no
Brasil, foram feitas 5.295 notificagdes de intoxicagédo por agrotoxico, destas, apenas
1.137 foram registradas como decorrentes do trabalho. Neste sistema, dos 1.051
casos notificados no Nordeste, foram 24 no Piaui (BRASIL, 2009).
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Os agrotoéxicos sao usados mundialmente na agricultura para proteger as
culturas, e em controles de doengas importantes para a Saude Publica. Entretanto
as exposicoes a estas substancias representam um risco em potencial para a saude
humana, mas também representam toxicidade em exposicdo ocupacional e nao
ocupacional especialmente devido suas propriedades genotdxicas. Em estudos
usando a frequéncia de aberragdes cromossémicas (AC), teste de cromatides irméas
em linfocitos de sangue periférico, micronucleos (MN) em células epiteliais de
mucosa bucal, frequéncia de MN, anormalidades nucleares (cariorrexe (CR),
caridlise (CL), brotos e células binucleadas (BN)) encontraram-se aumentadas em
individuos expostos aos agrotéxicos, especialmente para os fumantes, em relagao
aos individuos n&do expostos (ERGENE et al., 2007).

A Agéncia Internacional de Investigacdo de Cancer (IARC) revisou o
potencial carcinogénico de uma grande variedade de inseticidas, fungicidas,
herbicidas e outros compostos semelhantes. O uso desses produtos quimicos sem
protecdo necessaria pode levar a alteragdo no material genético e ao possivel
desenvolvimento de alguns tipos de tumores. A exposigao ocupacional a agrotdxicos

tem sido associada com varias doencas neoplasicas (IARC, 2002).

Conforme os dados mais recentes levantados pela OMS, o cancer sera a
primeira causa de mortalidade no mundo nas proximas décadas, sendo a segunda
causa de morte por doenca no Brasil. Associado a este fato, o cancer possui um
forte impacto na sociedade, debilitando individuos produtivos, tanto no ambito social
e no econdémico, além de constituir sério problema de Saude Publica (ALMEIDA et
al., 2005).

As estatisticas mundiais mostram que no ano 2000, ocorreram 5,3
milhdes de casos novos de cancer em homens e 4,7 milhdes em mulheres, e que
6,2 milhdes de pessoas morreram por essa causa (3,5 milhdes de homens e 2,7
milhnbées de mulheres), correspondendo a 12% do total de mortes por todas as
causas (cerca de 56 milhdes). Em 2005, de um total de 58 milhées de mortes
ocorridas no mundo, o cancer foi responsavel por 7,6 milhdes, o que representou
13% de todas as mortes. Do total de 6bitos por cancer ocorridos em 2005, mais de

70% ocorreram em paises de média ou baixa renda (WHO, 2006).
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Estima-se que em 2020 o numero de casos novos anuais seja da ordem
de 15 milhdes. Cerca de 60% destes novos casos ocorrerdo em paises em
desenvolvimento. E também conhecido que pelo menos um terco dos casos novos
de cancer que ocorrem anualmente no mundo, poderia ser prevenido. Resultados de
numerosas pesquisas demonstraram que existem medidas efetivas de prevencao
primaria e secundaria que podem reduzir substancialmente o numero de casos
novos de cancer e prevenir muitas mortes atribuidas a doenca. Para reduzir o
impacto do cancer, € necessario que se reduza, primeiramente, a prevaléncia dos
fatores comportamentais e ambientais que aumentam seu risco. Também, devem
assegurar que programas de rastreamento e protocolos de tratamento baseados em
evidéncia estejam acessiveis, particularmente nas populagcbes menos assistidas
pelos servigos de saude (BRASIL, 2001).

Estudos de biomarcadores humanos podem ser potencialmente usados
para identificar os possiveis fatores de susceptibilidade a carcinogénese. Mudangas
citogenéticas, expressdo de genes e perfil epigenético podem ser usados para
determinar status para quimicos conhecidos como carcindbgenos. Agentes quimicos
com resultados positivos em testes padrées de genotoxicidade sao geralmente
conhecidos por induzir o cancer via modo genotéxico e/ou mutagénico, que é um
indicativo de riscos humanos (DEARFIELD; MOORE, 2005; CIMINO, 2006).

Dessa forma, os agrotéxicos em nosso ambiente podem causar uma
variedade de efeitos sobre a saude humana, onde alguns deles se expressam
imediatamente, enquanto outros levam anos para se manifestar. Efeitos tardios bem
conhecidos incluem a indugdo do cancer, doengas genéticas nas geragoes
seguintes, entre outros. Os agrotéxicos organofosforados tém sido usados por varias
décadas na agricultura, medicina e como agente quimico em muitas praticas.
Entretanto, a presenca deles no meio ambiente pode trazer riscos a saude humana
(ROGERS et al., 1999).

A exposi¢cdo humana aos agrotoxicos no meio ambiente e em alimentos
acontece por contato direto e indireto, por diferentes rotas tais como: inalacao,
ingestdao e contato dérmico, ocasionando problemas agudos e cronicos a saude,

especialmente a do agricultor, com relatos da incidéncia de cancer, doengas
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crbnicas, problemas de esterilidade, desordens enddcrinas, neuroldgicas e
comportamentais (REKHA et al., 2006; ABHILASH; SINGH, 2009), assim como o
aumento de linfomas (ZHENG et al., 2001), mielomas (KHUDER; MUTGI, 1997),
sarcomas e cancer de pancreas, figado, bexiga (SHUKLA et al., 2001; JI et al.,
2001) e doenca de Parkinson (GAUTHIER et al.,, 2001). A exposi¢cdo em grandes
doses por um curto periodo causa os chamados efeitos agudos, bastante descritos
na literatura médica, cuja relacdo causal/efeito é de facil identificacdo. A intoxicagao
aguda varia de intensidade leve até grave, podendo ser caracterizado por nausea,
vOmito, cefaléia, tontura, desorientacéo, hiperexcitabilidade, parestesias, irritagao de
pele e mucosas, fasciculagdo muscular, dificuldade respiratéria, hemorragia,
convulsdes, coma e morte (GARCIA, 1996; SILVA, 2000).

As intoxicagbes provocadas por agrotoxicos sao classificadas em trés

tipos: (1) intoxicacbes agudas - que ocorrem apos intensa exposi¢cdo, em breve

periodo de tempo, a substéncias de extrema ou alta toxicidade (Classes | e Il). Os
sintomas sao nitidos, aparecem rapidamente e, dependendo da quantidade de
veneno absorvido, determinam a gravidade da intoxicagdo; (2) intoxicacdes
subagudas - que aparecem mais lentamente, traduzindo-se através de sintomas
subjetivos e vagos (fraqueza, mal-estar, dor de cabeca, sonoléncia etc.) e ocorrem
devido a exposi¢cado a produtos altamente ou moderadamente toxicos (Classes Il e

l); (3) intoxicacdes crbnicas - que ocorrem tardiamente, apdés meses ou anos de

pequena ou meédia exposigdo a um produto tdéxico ou a uma diversidade de
substancias, apresentando um quadro clinico indefinido, que dificulta o

estabelecimento do nexo causal para as doengas ocupacionais (OPAS/OMS, 1996).

Os principais efeitos agudos e cronicos causados pela exposicado aos
agrotoxicos, de acordo com a praga que controlam e o grupo quimico a que

pertencem estao apresentados na Tabela 2.
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CLASSE " SINTOMAS DE SINTOMAS DE
ACAO GRUPO QUIMICO |\ \roxicACAO AGUDA INTOXICACAO CRONICA
Fraqueza, cdlicas Efeitos neurotoxicos,
Organofosforados e abdominais, vomitos, retardados, alteragdes
Carbamatos espasmos musculares e cromossomiais e dermatites
Inseticidas convulsdes de contato
Nauseas, vomitos e Lesbes hepaticas, arritmias
Organoclorados contragdes musculares cardiacas, lesdes renais e
involuntarias neuropatias periféricas
IrritagGes das conjuntivas; Alergias, asma brénquica,
Piretréides Sintéticos | espirros, excitagao e irritagcdes nas mucosas e
convulsoes hipersensibilidade
Tonteiras, vOmitos, tremores | Alergias respiratérias,
Fungicidas | Ditiocarbamatos musculares e dor de cabeca dermatites, mal de Parkinson
e canceres
Fentalamidas -- Teratogéneses
Dinitrofenéis Dificuldade respiratéria, Canceres (PCP - formagao
e Pentaclorofenol hipertermia e convulsdes de dioxinas) e cloroacnes
Herbicidas

Fenoxiacéticos

Perda do apetite, enjéo,
vomitos e fasciculagéo
muscular

Indugéo da produgao de
enzimas hepaticas, canceres
e teratogénese

Glicina substituida

Irritagdo nos olhos e pele, dor
de cabecga, nauseas,
entorpecimento, elevagao da
pressao arterial, palpitagcdes
e alergias.

Lesbes em glandulas
salivares, inflamagdes nas
mucosas do estbmago,
danos genéticos (em células
sanguineas do corpo
humano), e outros.

Dipiridilos

Sangramento nasal,
fraqueza, desmaios e
conjuntivites

Lesdes hepaticas,
dermatites de contato e
fibrose pulmonar

Fonte: Adaptada de Peres e Moreira (2003) e Guterres (2003)

As exposicbes por longos periodos e em baixas concentragdes, os

chamados efeitos crénicos, sdo de reconhecimento clinico bem mais dificil,
principalmente quando ha exposicdo a multiplos contaminantes, situagao bastante
Ha,

reconhecimento de uma associagao causa/efeito. Entre os inumeros efeitos crénicos

comum no trabalho agricola. neste caso, maior dificuldade para o

sobre a saude humana sao descritas alteragdes imunologicas, genéticas,

malformagdes congénitas, cancer, efeitos deletérios sobre o sistema nervoso,
hematopoiético, respiratorio, cardiovascular, geniturinario, trato gastrintestinal,
hepatico, reprodutivo, enddcrino, pele e olhos, além de reagdes alérgicas a estas

drogas, alteragbes comportamentais (BRASIL, 1997; ALAVANJA et al., 2004).
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Os agrotoxicos sao reportados em muitos estudos como responsaveis por
varios efeitos adversos na saude humana, incluindo além das intoxicagbes agudas,
efeitos imune, nervosos, enddcrinos e no sistema reprodutivo (RITZ e YU, 2000) os
danos ao DNA também tém sido relatados (BOLOGNESI, 2002). Esses compostos
interagem com o DNA, causam doencgas degenerativas e ultimamente pode levar ao
cancer, na auséncia de processos de reparacdo de DNA (UNDEGER; BASARAN,
2002; JAGA; DHARMANI, 2005). Os organismos respondem a acédo de agentes
genotdxicos por reparo livre de erros e sujeito aos erros, morte celular por
citotoxicidade e/ou por apoptose e por modulacdo do controle do ciclo celular
(MOUSTACCHI, 2000; JAGETIA et al., 2001).

Dados experimentais revelam que varios agroquimicos induzem
mutacgdes, alteracbes nos cromossomos e danos ao DNA. O biomonitoramento dos
riscos de instabilidades genéticas ocasionadas por misturas complexas de quimicos
em trabalhadores expostos ocupacioanalmente constitui uma estratégia preventiva
do céancer (BOLOGNESI, 2003).

1.2 Mecanismo de Ac¢ado dos Agrotoxicos

Os inseticidas sdo compostos quimicamente diferenciados, que podem
ser agrupados em quatro categorias principais: os organoclorados, os piretréides, os
organofosforados e os carbamatos (KLAASSEN, 1999). O principal mecanismo de
acao dos inseticidas € sobre o sistema nervoso dos insetos, mas este efeito ndo se
restringe a espécie-alvo e pode afetar também os mamiferos. A agao dos inseticidas
se da pela inibicdo de enzimas colinesterases, especialmente a AChE, levando a um
acumulo de acetilcolina nas sinapses nervosas, desencadeando uma série de
efeitos nicotinicos, muscarinicos e do sistema nervoso central (SNC).
Diferentemente dos organofosforados, os carbamatos séo inibidores reversiveis das
colinesterases, porém as intoxicagbes podem ser igualmente graves. Ambos atuam
no SNC, nos glébulos vermelhos, no plasma e em outros 6rgaos. Nao se acumulam
no organismo, mas é possivel ocorrer o acumulo de efeitos. Efeitos neurotoxicos
retardados podem ocorrer com certos organofosforados (SILVA, 2005). A exposi¢ao

crbnica a este tipo de produto esta relacionada, entre outros, ao cancer, efeitos
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teratogénicos, neuropatias periféricas tardias e toxicidade reprodutiva (CALDAS;
SOUZA, 2000).

Os organofosforados sdo compostos formados por ésteres amido ou tiol-
derivados dos acidos fosforicos, fosfonicos, fosforotidicos e fosfonotidicos. Possuem
boas propriedades de solubilidade em lipideos, além de facil distribuicdo pelos
tecidos organicos. Os carbamatos sao formados por derivados dos acidos N-metil-
carbamicos, dos acidos tiocarbamatos e ditiocarbamatos, que com excec¢ao dos dois
ultimos, tem acao principal sobre as enzimas esterases. As concentracbes dos
carbamatos sao maiores nos tecidos envolvidos com a biotransformacdo dos
xenobidticos (ALONZO; CORREIA, 2008). Esses compostos sdo os dois agentes
mais utilizados no combate as pragas agricolas, sendo os primeiros, absorvidos pelo
organismo humano, através da via dérmica, trato gastrintestinal, via respiratéria e
membranas mucosas, e 0os carbamatos, utilizados como inseticidas agricolas e na
jardinagem, tem toxicidade excepcionalmente, baixa em relacdo a absor¢cao dérmica
e, especialmente, quando encontrados em formulagdes sdlidas sdo pouco
absorvidos pelo organismo humano. Geralmente, os agricultores desenvolvem as
atividades de preparo e aplicagdo dos agrotdéxicos numa situagdo em que estao
presentes, ao mesmo tempo, varios fatores: misturas de agrotoxicos, esforgo fisico e
temperaturas elevadas (LARINI, 1997; GILMAN, 2006).

De forma similar aos organofosforados, o processo de inibicdo enzimatica
desencadeado pelos carbamatos ocorre pela fixacdo dos ésteres de acido
carbamico nos sitios reativos da acetilcolinesterase. Entretanto, este processo tem
dois estagios: o primeiro, de inibicdo da enzima, e o segundo, de descarboxilagao da
enzima, ativando-a novamente. Portanto, os carbamatos sdo considerados
inibidores reversiveis da acetilcolinesterase. Os organofosforados e os carbamatos
sao capazes de ultrapassar as barreiras hematoencefdlica e placentarias
(ECOBICHON, 1996). Os agrotoxicos inibidores da colinesterase sao
biotransformados por enzimas oxidases, hidrolases e transferase, ocorrendo no
figado principalmente por hidrolise, oxidagdo e conjugagado com a glutationa. Apos
absor¢cdo sao rapida e amplamente distribuidos para varios tecidos e o6rgaos
atingindo concentracbes maiores em figado e rins. Alguns organofosforados

altamente lipofilicos depositam no tecido adiposo e séao liberados gradualmente apos
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a exposicdo. Ja os carbamatos nao se acumulam no organismo (ALONZO;
CORREIA, 2008).

Os inseticidas piretroides agem a nivel dos receptores dos canais de sédio
das membranas das células nervosas, resultando em despolarizagdo da membrana,
consequentemente na hiperexcitabilidade nervosa. A toxicidade dos piretroides, de
um modo geral, para os mamiferos é baixa, aparentemente devido a sua rapida
biotransfomacao pelas esterases e enzimas microssomais hepaticas. A toxicidade é
alta por via intravenosa, moderada a leve por absorgao oral e insignificante por
absorgao cuténea. A toxicidade dos produtos que contém piretroides € devido a
outros ingredientes contidos na preparagdo, usualmente solventes, derivados de
petréleo. Sdo bem absorvidos pelo trato gastrintestinal e muito pouco pela pele
intacta podendo, ainda, ser absorvidos por via inalatéria. Uma vez absorvidos, sao
rapidamente metabolizados no figado através de reagdes de oxidagao e hidrolise de
ésteres. A biotransformacgao resulta na formagao de compostos mais polares. Seus
metabdlitos s&o excretados, lentamente, através da bile e da urina, podendo
permanecer detectavel nos tecidos corporais por até trés semanas apos a ingestao
(CALDAS, 2000).

Os inseticidas neonicotindides sao compostos que tiveram origem na
molécula de nicotina, recentemente registrado no Brasil para o controle de pragas
em varias culturas, pouco toxico, contudo perigoso para o ambiente. A toxicidade
deve-se a uma agao de agonismo e afinidade de ligag&o entre os neonicotindides e
os receptores da acetilcolina dos vertebrados, sendo o cérebro o primeiro alvo.
Estes inseticidas (imidacloprid, thiamethoxam, etc.) mimetizam a agéao da acetilcolina
e nao sao degradados pela acetilcolinesterase. Assim, eles se encaixam no receptor
da acetilcolina na membrana das células pds-sinapticas, abrindo canais de Na+ na
mesma, com consequente hiperatividade nervosa, seguido de colapso do sistema
nervoso. Os mecanismos envolvidos na transmissdo de impulsos nervosos em
insetos sao muito semelhantes aqueles operantes em mamiferos, aves e peixes. Por
isso, muitos inseticidas neurotdxicos sédo toxicos também a esses organismos nao
alvos, incluindo os seres humanos (KAGABU, 1997; CARVALHO, 2010).
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Os herbicidas sdo compostos quimicos usados para combater as ervas
daninhas nativas do ambiente nordestino. O herbicida pode continuar presente em
alimentos num periodo de até dois anos apds o contato com o produto e em solos
por mais de trés anos, dependendo do tipo de solo e clima. Como o produto possui
uma alta solubilidade em agua, sua degradacao inicial é rapida, seguida, porém, de
uma degradagao lenta. Suas moléculas foram encontradas tanto em aguas
superficiais como subterraneas. O glifosato € um dos tipos de herbicida e seu efeito
no organismo humano € cumulativo e a intensidade da intoxicagdo depende do
tempo de contato com o produto. Os sintomas de intoxicagao previstos incluem
irritacdes na pele e nos olhos, nauseas e tonturas, edema pulmonar, queda da
pressdo sanguinea, alergias, dor abdominal, perda de liquido gastrointestinal,
vémito, desmaios, destruicdo de gldbulos vermelhos no sangue e danos no sistema
renal (ANDRIOLI, 2005).

Na planta o glifosato age através do bloqueio da enzima 5-enolpiruvato-
shiquimato-3-fosfato sintase (EPSPS), que faz parte da via de biossintese de
aminoacidos aromaticos essenciais (fenilalanina, tiroxina e triptofano), os quais séo
precursores de outros produtos, como lignina, alcaléides, flavondides e acidos
benzdicos. Quando essa enzima € bloqueada, a via metabdlica é interrompida e,
pela falta de aminoacidos, a planta morre (COUTINHO; MAZO, 2005). Esta via para
a biossintese de aminoacidos aromaticos ndo € expressa por nenhum membro do
reino animal, tornando esse mecanismo de acao exclusivo as plantas (ROMANO et
al., 2008).
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Figura 1: Mecanismo de Acdo dos Agrotdxicos
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Acessado em 22-06-2011.

1.3 Instabilidade Genética

A instabilidade genética tem sua origem a partir de uma cascata de
mutacdes que ocasionam numerosas modificagdes na estrutura do DNA, tais como
quebras simples ou duplas, delecbes ou modificacbes de bases, pontes de DNA-
DNA ou DNA-proteinas e pontes intercadeias (SAFFI; HENRIQUES, 2003). Esses
sdo alguns eventos iniciais pelos quais os agentes genotoxicos quimicos e fisicos
ocasionam doengas hereditarias, canceres e letalidades (SETLOW, 2001). Varios
estudos epidemioldgicos relatam que, em sua maioria, os canceres sao originados
pela exposicdo continua a agentes mutagénicos e carcinogénicos, sendo que a
susceptibilidade individual pode depender da predisposicdo genética, de diferengas
no habito nutricional e no estilo de vida (ROBERTS, 1997).

Alteragbes na dindmica do genoma sao indicativos de cancer, as quais
refletem em mutacdes que acometem genes importantes para manutencgao celular,
produzindo ganho (oncogene) ou perda de fungao (genes supressores tumorais).

Varias evidéncias indicam que a tumorogénese em humanos € um processo que
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envolve varios passos e que esses refletem em alteragdes genéticas que guiam a
progressiva transformacao de células humanas. Algumas alteragdes como sinais de
crescimento autossuficientes, ndo sensibilidade a inibidores de crescimento, perda
da morte celular programada (apoptose), potencial replicativo sem limite,
angiogénese sustentada, invasao tecidual e metastase, sdo essenciais e podem
explicar a grande diversidade de canceres e tumores, as quais determinariam o
crescimento maligno (HANAHAN; WEINBERG, 2000).

As mutacdes sao detectadas freqientemente através da expressao
fenotipica, causada por uma mudanca subita e hereditaria no gendétipo de um
organismo, alterando suas caracteristicas. A ocorréncia de mutagdes, no entanto,
depende da natureza da lesdo e das respostas celulares aos danos no DNA.
Basicamente, as mutagdes sao divididas em duas grandes categorias: mutagdes
génicas e cromossémicas. As primeiras sao alteragdes que ocorrem na sequéncia
de nucleotideos do DNA, ou por substituicdo de bases, ou ainda adi¢gao ou delegao
de nucleotideos; e as segundas, sao as que produzem alteragdes no numero ou na
estrutura dos cromossomos, e sao detectadas por analises citogenéticas celular. As
mutacdes podem ocorrer em qualquer célula, tanto em células de linhagem

germinativa como em célula somatica (RIBEIRO et al., 2003).

Os agentes que mudam a sequéncia do DNA sao “toxicos” para o gene e
sao, entdo, chamados de genotdxicos, que leva a uma alteracdo herdavel da fungéo
génica. O aparecimento de mutagbes ocorre em todos os seres vivos, sendo um
processo fundamental para a evolucdo e diversidade das espécies, mas pode
ocorrer uma série de problemas, podendo apresentar na maioria das vezes
resultados maléficos, incluindo malformacao, cancer, envelhecimento e morte. A
probabilidade de uma mutagdo ser vantajosa pode ser dificil, mas existe (MALUF;
ERDTMANN, 2003).

No decorrer da vida, o DNA sofre alteragdes, que podem ser causadas
por erros durante a replicacdo do DNA, na divisao celular. No entanto, a justificativa
da preocupacao da exposigdo a agentes quimicos ambientais, € que a exposi¢cao
adicional representa um aumento na carga mutagénica, e que todo risco em excesso

precisa ser identificado e se possivel minimizado. A Tabela 3 relaciona algumas das
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fontes, em potencial, de exposicdo humana a agentes mutagénicos (RIBEIRO;
MARQUES, 2003).

Tabela 3. Fontes de exposicdo humana a agentes mutagénicos.

Tipo Exemplos

Oxido nitrico
Endbégena |Radicais livres

Formacao de nitrosaminas enddgenas

Mutagenos originados de infecgao crénica por virus, bactéria ou

Bioldgico _
parasitas
Mutagenos naturais presentes na dieta
Dieta Mutagenos gerados durante o cozimento dos alimentos

Mutagenos gerados no processo de preservacgao de alimentos

Exposigdo médica — raios-X para diagnostico e radioterapia
Radiacéo Exposicéo ao lixo nuclear
Radiacao UV

Efluentes industriais

Subprodutos da cloragédo da agua
Poluicdo Emissbes por motores de veiculos
Agrotéxicos usados na agricultura

Incineracgao de lixo

Produtos petroquimicos
Producédo de energia nuclear
Ocupacional |Producao de ferro e ago

Agentes quimioterapicos

Fonte: Adaptada de Ribeiro e Marques (2003).
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1.4 Biomonitoramento Ocupacional da Populacao

E crescente a preocupacgdo sobre o efeito mutagénico e carcinogénico de
agentes genotdxicos em populagdes expostas ocupacionalmente, acidentalmente ou
por estilo de vida. Para a saude do trabalhador é fundamental conhecer os riscos
existentes nos processos de trabalho, onde ocorre exposi¢cao a produtos quimicos,
considerando o risco das intoxicacdes. Torna-se necessario conhecer as
substancias quimicas, com o objetivo de prevenir ou minimizar a incidéncia de
mortes ou doengas decorrentes da interacdo destes produtos com o organismo
humano. A avaliacdo da exposi¢cao pode ser feita pela medida da concentracdo do
agente quimico em amostras ambientais, como o ar (monitorizagdo ambiental) ou
através da medida de parametros bioldgicos (monitorizagdo biolégica), que sé&o
denominados indicadores biolégicos ou biomarcadores. Os biomarcadores tém sido
categorizados em trés tipos principais: de exposicdo, de suscetibilidade e de
resposta ou efeito (AMORIM, 2003).

Os biomarcadores de exposicdo ou dose interna correspondem a
expressao de um agente ambiental ou de seus metabdlitos no meio interno dos
individuos. Estes consistem em medidas quantitativas de substancias quimicas ou
de seus metabdlitos em fluidos biolégicos ou a medida de uma alteragdo bioquimica
precoce e reversivel em fluidos biolégicos que reflita a exposigao (AMORIM, 2003).
O ensaio cometa tem sido utilizado como um marcador de exposi¢cdo importante
(VILLELA et al., 2003; MALUF; ERDTMAN, 2003).

O biomarcador de efeito € um parametro biolégico, medido no organismo,
o qual reflete a interacdo da substancia quimica com os receptores bioldgicos. Na
pratica diaria, biomarcadores de efeito sdo usados para confirmar um diagndstico
clinico. Mas, para a prevencdo, um biomarcador de efeito considerado ideal, é
aquele que mede uma alteragdo bioldgica em um estagio ainda reversivel (ou
precoce), quando ainda n&o representa agravo a saude (RUDIGER, 1999). Por
principio os indicadores de efeito servem para avaliar as consequéncias e,
indiretamente, a intensidade da exposigéo, ou seja, no momento em que os valores
destas analises se distanciam dos valores estabelecidos como normais representam

o desfecho de um processo de exposicao (PERES et al., 2005). Dentre os
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biomarcadores de efeito relacionado a exposicao a agrotéxicos, o mais utilizado é o
das colinesterases sanguineas (OMS, 1996; OLIVEIRA-SILVA et al. 2001). Os
biomarcadores de efeito ou de resposta indicam alteragbes presentes em tumores;
sdo tardios e permitem avaliar o progndstico da doenca. Os mais utilizados sao as

aberragdes cromossdmicas, troca de cromatides irmas e micronucleo.

Os biomarcadores de suscetibilidade podem refletir fatores genéticos ou
adquiridos que influenciam na resposta do organismo a uma determinada exposi¢céo
quimica, indicam ainda quais os fatores podem aumentar ou diminuir um risco
individual no desenvolvimento da resposta do organismo decorrente da exposicéo a
agentes quimicos ambientais. Entre os biomarcadores de suscetibilidade podemos
citar a Glutationa-S-transferase, Paroxonase (AMORIM, 2003). Na Figura 2,
formula-se a apresentagao suscinta desses biomarcadores, segundo Farmer e Singh
(2008).

Exposicao ambiental as toxinas

Fonteda Metabolismo | | Agéo Efeitos Alteragdo de
exposicdo de absorgéo toxicoldgica biolégicos estrutura e
. 4 4 L
Determinagdo Concentragdo || Sitiode ' | Eventos I
daexposicio || noplasmae || Interagdiocom | | moleculares
/| naurina | oDNA | Expressdode |
: .| genes, protedmica |: |
] L ' 0 i
Dose externa ‘ ﬂ Dose interna ‘ Dose bioldgica '
: || efetiva : : Agbes adversas
: Biomarcadores de susceptibilidade

Riscos ambientais

/

Biomarcadores de exposi¢dao p Biomarcadores de efeitos

Figura 2 Caracterizacdo dos biomarcadores da exposi¢cdo ambiental as toxinas.
Fonte: Adaptada de Farmer e Singh, 2008.
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A exposicao a agentes genotoxicos em nosso ambiente pode causar uma
variedade de efeitos sobre a saude humana. Alguns deles se expressam
imediatamente, enquanto outros levam anos para se manifestar. Efeitos tardios bem
conhecidos incluem a indugdo do cancer, doengas genéticas nas geragdes
seguintes, entre outros. Em muitos casos os danos ao DNA s&o oriundos de fontes
exogenas de genotdxicos ambientais ou ocupacionais tais como os compostos
alquilantes, hidrocarbonetos aromaticos policiclicos, bifendis, aminas heterociclicas,
radiacbes ionizantes, radiagdes ultravioletas (UV). O DNA também é o alvo de
drogas metabdlicas que reagem diretamente com o DNA ou indiretamente com a
incorporacdao de nucleotideos analogos, ou bloqueando fungbes metabdlicas do
DNA tais como as DNA polimerases e topoisomerases. Duas estratégias estao
envolvidas nas respostas aos danos ao DNA: os danos sao reparados ou tolerados,
ou as células sao removidas por apoptose. O nao reparo leva as consequéncias tais
como: aberragdes cromossémicas, mutagdes em genes e transformacdes malignas
(KULTZ, 2005).

Estudos de exposicdo ocupacional a agentes genotoxicos sao mais
frequentes em populacdes expostas ao ferro em fundicdes (PERERA et al., 1993)
em fornos de carvdo (BRESCIA et al.,, 1999), aluminio (SCHOKET et al., 2001),
trabalhadores de oficinas automotivas (MELIKIAN et al., 1999) motoristas de énibus
(SINGH et al., 2007), trabalhadores em asfaltos (BINKOVA et al., 2007) policiais
(HAYES et al., 2001), soldadores, trabalhadores de industrias de plasticos e sujeitos
expostos aos epicloritos (LANDIN et al., 1997), derivados de benzidina (ZHOU et al.,
1997) e aos herbicidas (BOOGAARD et al., 1994).

O biomonitoramento da exposigdo ocupacional a agentes mutagénicos
vem sendo atualmente considerado um dos mecanismos de prevengao e controle de
doengas genéticas. Os biomarcadores de genotoxicidade, mutagenicidade e
carcinogenicidade sao importantes para a avaliagdo de efeitos crénicos de quimicos
mutagénicos e carcinogénicos (SAFFI; HENRIQUES, 2003).

Diante do exposto o uso dos biomarcadores de genotoxicidade e
mutagenicidade € importante para o diagnéstico de danos ao DNA, como prevengao

de riscos em longo prazo da exposi¢ao. Entretanto, os estudos da relagdo da saude
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humana e das substancias quimicas, devido as complexas fung¢des hepaticas e
renais encontram-se relacionadas com a sintese da maioria das proteinas
plasmaticas e pelo fato de pertencerem ao metabolismo de importantes 6rgaos do
corpo humano também se constitui como um parametro de analise laboratorial
indicativo de toxicidade. Ressalta-se ainda a importancia do hemograma como o
exame mais solicitado pelos clinicos e consequentemente o mais realizado por ser
exame de triagem para inumeras alteragcbes e acompanhamento do paciente, pois,
de certa forma, reflete a saude do individuo (HENRY,2008).

1.4.1 Biomarcadores hematoldgicos e bioquimicos

O hemograma é coadjuvante indispensavel no diagnéstico e no controle
evolutivo das doengas infecciosas e crbnicas em geral, das emergéncias médicas,
cirurgias e traumatologias, acompanhamento da quimioterapia e da radioterapia e
nas intoxicagbes agudas ou crbnicas das substéncias quimicas, relacionando-se

com toda a patologia (LIMA et al., 1977).

Segundo Oliveira (2007), o hemograma corresponde a um conjunto de
testes laboratoriais que estabelece os aspectos quantitativos e qualitativos dos
eritrocitos  (eritrograma), dos leucdcitos (leucograma) e das plaquetas
(plaquetograma) no sangue: | - Eritrograma: inclui os testes laboratoriais que
determinam o perfil hematoldégico da série vermelha no sangue periférico, E
constituido por: contagem de eritrécitos ou hemacias (Hm); dosagem da
hemoglobina (Hb); hematocrito (Ht); indices hematimétricos: volume corpuscular
médio (VCM), hemoglobina corpuscular média (HCM), concentragao da hemoglobina
corpuscular média (CHCM); e avaliagdo da morfologia eritrocitaria. Il - Leucograma:
engloba os testes laboratoriais que determinam o perfil hematologico da série branca
(leucdcitos) no sangue periférico. E constituido da contagem global e da contagem
diferencial de leucdcitos, incluindo a analise das respectivas alteracoes
hematolégicas no sangue. E expresso no resultado pela forma leucocitaria (com
valores relativos e absolutos) de cada subtipo leucocitario. Il - Plaquetograma:
envolve a contagem de plaquetas, a avaliagdo da sua morfologia feita por
microscopia e as determinagdes do volume plaquetéario (VPM) e da variagao entre os

seus volumes (PDW).
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O hemograma € o principal exame a ser realizado quando ha suspeita de
anemia. A anemia é considerada a doenca mais prevalente em todo o mundo,
especialmente caracterizada por caréncia de ferro, que chega a ser responsavel por
95% das anemias. No Brasil, ndo existe dados disponiveis que possam indicar a
exata dimensao do problema no pais. A anemia tem sido relatada como diminuigao
dos niveis de hemoglobina no sangue, com ou sem diminuicdo do numero de
eritrocitos, de acordo com idade, sexo e altitude, para individuos normovolémicos. A
morfologia anormal das hemacias pode sugerir um diagnostico, podendo as
anemias, serem classificadas de acordo com o tamanho das hemacias, inferido
através do VCM. Assim, é possivel classificar como anemia normocitica aquelas que
estdo dentro do valor de normalidade do VCM, microciticas aquelas abaixo e
macrociticas acima, intimamente ligados a esses valores anormais estdo as
deficiéncias de ferro e folato, alcoolismo e certas medicacbes como metrotrexato
respectivamente. Nas anemias consideradas normociticas podem estar relacionadas

as anemias aplasticas e secundarias a agressdes medulares (RAMOS, 2009).

Dentre as inumeras moléculas presentes no organismo algumas séo de
grande importancia pela possibilidade de deteccéo de alteragdes patologicas quando
encontradas em valores elevados ou diminuidos no sangue. Estes analitos s&o
quantificados através de reag¢des enzimaticas ou quimicas. Na avaliacdo bioquimica
de trabalhadores expostos a contaminantes ambientais, inUmeros parametros
bioquimicos, podem ser avaliados, tais como creatinina, uréia, aspartato
aminotransferase e alanina aminotransferase, gama GT e butirilcolinesterase
(RAMOS, 2009).

A formacao e excregao da creatinina fazem dela um marcador muito util
da fungéao renal, principalmente da filtragdo glomerular, sendo o teste mais utilizado
para esta finalidade. E o produto de degradagdo da creatina, sendo sua
concentracdo sérica ndao so dependente da taxa de filtracdo renal, mas também da
massa muscular, idade, sexo, alimentagao, concentragado de glicose, piruvato, acido
urico, proteina, bilirrubina e do uso de medicamentos (cefalosporinas, salicilato,
trimetoprim, cimetidina, hidantoina, anticoncepcionais e antiinflamatorios). Niveis
baixos podem ser encontrados nos estados que cursam com diminuicdo da massa
muscular (WALLACH, 2003).
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A determinacao da creatinina plasmatica € um teste de fungao renal mais
seguro do que a uréia. Nas doencas renais, a creatinina se eleva mais
vagarosamente que a uréia e se reduz mais vagarosamente com a hemodialise.
Fatores extrarrenais, como insuficiéncia cardiaca congestiva, choque e obstrugao
mecanica do trato urinario, doengas musculares, medicamentos (antibiéticos, acido
acetilsalicilico, anti-hipertensivos) e dietas ricas em carnes vermelhas provocam
elevagdo da creatinina plasmatica. A uréia é um produto do catabolismo de
aminoacidos e proteinas. Gerada no figado, é a principal fonte de excregdo do
nitrogénio do organismo. E difundida através da maioria das membranas celulares, e
a sua maior parte € excretada pela urina, sendo que pequenas quantidades podem
ser excretadas pelo suor e degradadas por bactérias intestinais. E livremente filtrada
pelos glomérulos e é dependente da velocidade do fluxo urinario, ligado diretamente
ao grau de hidratagdo. Grande parte da uréia filtrada é reabsorvida passivamente
nos tubulos proximais. No individuo saudavel, sua concentragdo varia de acordo
com diferentes fatores, tais como o conteudo protéico da dieta e a hidratagao
(WALLACH, 2003).

Os niveis séricos da uréia sao alterados por diferentes formas de acao
sobre seu metabolismo. Apesar de ser um marcador da fungao renal, é considerada
menos eficiente do que a creatinina pelos diferentes fatores ndo renais que podem
afetar sua concentracdo. No entanto, sua elevacao € mais precoce, e nao sofre com
a variagdo da massa muscular. A avaliagdo conjunta com a creatinina € util no
diagndstico diferencial das causas de lesdo renal. Os niveis séricos diminuidos séo
mais raros e decorre de importante restricdo da ingestao de proteinas, desidratagao,
reposicao excessiva de liquidos, durante a gestacdo e nas doengas hepaticas

graves por diminuigdo da sintese da uréia (WALLACH, 2003).

Outro marcador bioquimico de importancia na avaliacido dos efeitos da
exposicao a quimicos € a enzima Aspartato Aminotransferase (AST), denominada
Transaminase Oxalacética (TGO) é encontrada em diversos 6rgaos e tecidos como:
figado, coragcao, musculo esquelético e eritrocitos. Elevagdes das transaminases
ocorrem nas hepatites (viral e toxica), hepatite por drogas, na mononucleose,
cirrose, colestase, carcinoma hepatico primario ou metastatico, pancreatite,

traumatismo extenso e no choque prolongado. A AST esta presente no citoplasma e
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também nas mitocéndrias, e, portanto, sua elevagao indica um comprometimento
celular mais profundo. No caso do hepatécito, isso se revela por uma elevagao por
tempo mais prolongado no curso das hepatites virais agudas e uma elevagéo
seletiva nos casos de hepatites alcodlicas, metastases hepaticas e necroses
medicamentosas e isquémicas. Aumentos da AST no soro sdo comumente
encontrados no infarto agudo do miocardio, elevando-se nas primeiras 12 horas e
apresentando um pico sérico apds algo em torno de 24 horas, com retorno aos
valores normais em um periodo de 3 a 5 dias. Valores discretamente elevados
podem ser encontrados também no infarto pulmonar, no infarto renal ou em casos
de grandes tumores, na embolia pulmonar, distrofias musculares, dermatomiosite,
traumas da musculatura esquelética, no pos-operatorio, especialmente de cirurgias
cardiacas, cirrose alcodlica, hepatite induzida por drogas, mononucleose infecciosa,
citomegaloviroses, anemias hemoliticas, pancreatite aguda e acidente vascular
cerebral (HENRY, 2008).

A enzima alanina aminotransferase (ALT) era antigamente denominada
transaminase piravica (TGP) e é encontrada abundantemente no figado, em
quantidades moderadas no rim e em pequenas quantidades no coragdo e na
musculatura esquelética. Sua origem € predominantemente citoplasmatica, fazendo
com que se eleve rapidamente apds a lesao hepatica, tornando-a um marcador
sensivel da fungado do figado. Como marcador hepatocelular, apresenta valores
alterados em patologias que cursam com necrose do hepatdcito, como hepatites
virais, mononucleose, citomegalovirose e hepatites medicamentosas (HENRY,
2008).

Outra enzima para analise de toxicidade é a gama glutamiltranspeptidase
ou transferase (GGT), presente nas membranas celulares e nas fragdes
microssOmicas e envolvidas no transporte de aminoacidos através da membrana
celular. Esta presente em ordem decrescente de abundancia no tubulo proximal
renal, figado, pancreas e intestino. Os niveis séricos da GGT s&o principalmente de
origem hepatica. Sua meia-vida é de 7 a 10 dias, aumentando para 28 dias nas
lesdes hepaticas ligadas ao alcool. Os valores sdo aproximadamente 50% mais
elevados nos homens do que nas mulheres, e sdo diretamente proporcionais a

massa corporal, ao consumo de alcool, ao fumo e ao nivel de atividade fisica. Por
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mecanismo ainda ndo muito bem esclarecido, pacientes com diabetes mellitus,
hipertireoidismo, artrite reumatdide e doenga pulmonar obstrutiva crénica
frequentemente apresentam valores aumentados de GGT. Valores muito elevados
sdo encontrados nos quadros de colestase cronica, como na cirrose biliar primaria
ou na colangite esclerosante e em outras patologias hepaticas e biliares. Apresenta-
se frequientemente elevada em alcodlatras, mesmo sem hepatopatia, na obesidade
e no uso de drogas como analgésicos, anticonvulsivantes, quimioterapicos,
estrogénio e contraceptivos orais. Nos periodos apos infarto agudo do miocardio, a
GGT pode permanecer alterada por semanas. Em estudos do gene humano, a GGT

teve sua sequéncia de nucleotideos identificada (HENRY, 2008).

De forma similar, aos parametros anteriores, a fosfatase alcalina é uma
enzima presente em praticamente todos os tecidos do organismo, especialmente
nas membranas das células dos tubulos renais, ossos (osteoblastos), placenta, trato
intestinal e figado. Portanto, a fosfatase alcalina encontrada no soro é resultado da
presenca de diferentes isoenzimas originadas em diferentes 6rgaos, com predominio
das fragbes 6sseas e hepaticas. Embora até hoje sua fungao ainda nao esteja bem
definida, a fosfatase alcalina parece estar envolvida com o transporte de lipidios no

intestino e nos processos de calcificagdo éssea (WALLACH, 2003).

A fosfatase alcalina dssea e a hepatica partilham proteinas estruturais,
codificadas por um mesmo gene. Na pratica clinica, a grande utilidade esta na
investigacdo de doencgas hepatobiliares e nas doengas O0sseas que cursam com
aumento da atividade osteoblastica. E considerada um marcador importante para
processos obstrutivos hepaticos. Niveis elevados podem ser também encontrados
em outras lesdes hepaticas ativas e nas infiltrativas com niveis mais moderados de
elevacdo. Esta aumentada nos carcinomas hepaticos primarios e secundarios
(WALLACH, 2003).

Nas neoplasias, os niveis da fosfatase alcalina sao uteis para avaliar a
presenca de metastases envolvendo figado e osso. Valores muito elevados sao
vistos em pacientes com lesdes osteoblasticas como as encontradas no carcinoma
de prostata com metastase Ossea. Elevacbes menores sao vistas quando as lesdes

sao osteoliticas, como as encontradas no carcinoma metastatico de mama. Outras
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condigdes malignas com infiltracdo hepatica como leucemias, linfomas e sarcoma
podem cursar também com elevacao da fosfatase alcalina. A fosfatase alcalina em
recém-nascidos e criangas, mas especialmente adolescentes, apresentam valores
significativamente mais elevados do que os adultos, devido ao crescimento ésseo.
Durante a fase de crescimento rapido da adolescéncia (estirdo da puberdade), sao
encontrados niveis extremamente elevados. Normalmente, os valores sao
discretamente mais elevados em homens do que em mulheres, e essa diferenca
desaparece durante e apds a menopausa. Em populagcdo idosa, existe uma
diminuicdo dos niveis séricos habitualmente encontrados, como consequéncia do
aumento da incidéncia de osteoporose nessa faixa etaria. Niveis elevados em duas
a trés vezes podem ser encontrados durante a gravidez, especialmente no terceiro
trimestre, por producdo placentaria. Niveis diminuidos podem ser encontrados no
hipotireoidismo, na anemia perniciosa, nas hipofosfatemias e no uso de drogas
como contraceptivos orais. (WALLACH, 2003).

O nivel da enzima colinesterase no sangue € um valioso indicador da
relacdo entre exposicdo a agrotoxico e problemas de saude. A atividade de
colinesterase € derivada da agdo de duas enzimas, uma na membrana dos
eritrécitos (colinesterase eritrocitaria ou acetilcolinesterase — AChE) e outra sérica
(colinesterase plasmatica ou butiril- colinestearase — BChE). A diminuigao do teor da
BChE pode permanecer por trinta dias e o das hemacias por noventa dias apds o
ultimo contato com os fosforados organicos (MARICONI, 1980). A determinacgao da
atividade das AChE e BChE em individuos expostos aos inseticidas
organofosforados e/ou carbamatos é utilizada também para o diagnostico e o
tratamento das intoxicagdes. Entretanto, ndo apresenta correlagédo muito significativa
em exposicoes ambientais e/ou ocupacionais leves ou moderadas a estes
inseticidas. Ainda assim, é considerado o indicador biolégico de escolha (OMS,
1996).

E importante ressaltar que a analise da atividade das colinesterases néo
deve ser usada de maneira isolada, sendo util quando usada como exame auxiliar,
tanto para o diagndstico clinico, quanto para as agbes de vigilancia e
acompanhamento clinico, medidas gerais e de suporte sdo, como em todas as

intoxicagdes agudas, imprescindiveis para salvar vidas (ALMEIDA, 2002).
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1.4.2 Biomarcadores de genotoxicidade

Os biomarcadores citogenéticos, a exemplos dos MN e AC tém atraido
mais atencdo em inumeros artigos, pois sdo potenciais indicadores de efeitos
bioldgicos, incluindo os riscos de cancer. Existem evidéncias de que aumento dos
niveis de AC em linfécitos de sangue periférico pode ser um marcador de risco de
cancer. Outro tipo de biomarcador, os MN, também tem sido bastante usado, nos
ultimos anos, como um teste de genotoxicidade para avaliar quebras de
cromossomos (clastogenia), perda e nao disjuncéo (aneugenia) (KYRTOPOULOS et
al., 2006).

O teste de MN mensura quebras e perdas de cromossomos, como
marcador de danos ao DNA, enquanto o teste de AC pode detectar alteracbes
cromossOmicas e cromatidicas ocasionadas por uma variedade de efeitos no DNA
tais como delecdes, duplicagdes, inversdes e translocacdes e danos oxidativos. O
teste Cometa detecta quebras simples e duplas do DNA, danos oxidativos e
capacidade de reparo (BATTERSHILL et al., 2008).

Correlagdes entre biomarcadores contribuem para o entendimento da
complexidade molecular da exposigdo aos agentes genotoxicos em estudos de
biomonitoramento ocupacional. Dentre os biomacadores da exposigdo genotodxica
em humanos incluem-se os estudos de metabdlitos presentes na urina, adutos ao
DNA e as proteinas e marcadores citogenéticos (FARMER e EMENY, 2006;
GYORFFY et al., 2008).

Foram observadas correlagdes entre estudos citogenéticos com o teste
cometa (FAUST et al.,, 2004). Entretanto, existem relatos de que ndo existem
correlagdes entre MN, AC e Cometa (KOPPEN et al., 2007). Os linfocitos isolados de
sangue periférico sdo usados para determinar os efeitos dos mutagenos baseados
em marcadores citogenéticos tais como AC, MN, quebras de cromatides irmas e
teste cometa (HOFFMANN; SPEIT, 2005).
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1.4.2.1 Teste cometa em mucosa bucal e em linfocitos de sangue periférico

Nos ultimos anos o monitoramento dos efeitos genotdxicos de quimicos
em humanos com o objetivo de avaliar os riscos tem aumentado e como resultado
tem sido identificado marcadores da exposicdo humana a mutagenos e
carcinégenos. O biomonitoramento de populagdes humanas expostas aos agentes
potencialmente mutagénicos e carcinogénicos pode providenciar informacgdes iniciais
de desrregulagcbes celulares e iniciagdo do desenvolvimento de cancer. Nos
recentes anos o teste do cometa, conhecido como eletroforese em gel de agarose
tem sido importante biomarcador para avaliar danos em populagdes expostas
ambientalmente ou ocupacionalmente a poluentes do ar, metais, agrotoxicos,
radiagdes e outros xenobidticos (VALVERDE; ROJAS, 2009).

O teste cometa permite avaliar de maneira sensivel a presenca de lesdes
na fitas de DNA e, ainda, se as agressdes estdo sendo reparadas pela célula
(VILLELA et al., 2003). Este teste, com pequenas modificagdes no protocolo, pode
avaliar danos oxidativos nas bases nitrogenadas das fitas da dupla hélice. Devido a
sua sensibilidade, rapidez, baixo custo e ampla aplicagcdo, €& frequentemente
empregado em estudos tanto in vivo como in vitro, podendo ser aplicado a qualquer

tecido sem a limitagdo da proliferacéo celular para a analise (DEHON et al., 2008).

O teste cometa teve o seu precursor desenvolvido por Ostling e Johanson
no ano de 1984, estes dois investigadores criaram um teste de avaliagdo genotdxica
com células individualizadas submetida a lise e a uma corrente elétrica. Com o teste
chamado na época de microgel, os investigadores eram capazes de analisar danos
nas fitas do DNA, a coloragao era fluorescente (GONTIJO; TICE., 2003).

A designacao de teste cometa foi introduzida por Olive em 1988 devido a
cauda que formava nos nucledides lesados, mais tarde, no mesmo ano, este
paralelo aos estudos de Singh viria a produzir modificagbes no ensaio que sao
usadas até hoje, criando doravante uma nova versao para o ensaio cometa, a
alcalina (VALVERDE; ROJAS, 2009). Segundo Collins et al. (2008) o ensaio cometa
€ um excelente teste de genotoxicidade podendo revelar quebras simples, duplas

quebras nas fitas do DNA, além de cross-links e sitios alcali-labeis. Sendo
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usualmente trabalhado para biomonitoramento ambiental, ocupacionais e mais
recentemente para processos oxidativos do DNA, condicionados por espécies
quimicas de poder oxidativos extrinsecos (ingeridos na dieta) ou intrinsecos (gerado
pelo processo de respiragao celular) (VALVERDE; ROJAS 2009).

O ensaio cometa € uma técnica que envolve baixo custo, pequeno
numero de células e com boa sensibilidade pode ser empregado in vitro ou in vivo
para deteccdo de fragmentos de DNA que migram na corrente. (HARTMANN, 2003;
RIBEIRO et al.,, 2006; DEHON et al., 2008). O teste cometa (Tabela 4) tem
aplicagdes na area biomédica, saude ambiental e biomonitoramento humano a
agentes toxicos, avaliando danos ao DNA e estresse oxidativo (DUSINSKA;
COLLINS, 2008).

A versdo alcalina do teste usa a solugdo de lise e o tampdo de
eletroforese com um pH basico, este procedimento acaba por tornar o teste capaz
de detectar lesbes que ndo eram detectadas com a versao neutra do teste, como o
sitio alcali-label. O pH alcalino desnatura as fitas do DNA e determinados sitios

tornam se visiveis apos a eletroforese e impregnacédo (GONTIJO; TICE, 2003).

O ensaio cometa ndo é um teste para avaliacdo de mutacdes, pois os
danos detectados no teste podem ser recuperados pelos mecanismos de reparo
celular. Este fato possibilita ao teste avaliar a capacidade de reparo em células
eucarioticas (COLLINS, 2008).
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Tabela 4. Uso e medidas com o teste cometa em diferentes estagios de
biomonitoramento

Exposicéo L Susceptibilidade : Consequéncia
Exposicao interna - Efeitos
externa individual S
Monitoramento | Biodisponibilidade Gendtipo/fendtipo Mutagdes Doengas
do ambiente | Metabolismo Reparo de DNA Aberracdes Morte
Excrecéo Metabolismo das | cromossOmicas
Status antioxidantes | enzimas de fase I/ll Apoptose

Fungao imune

Enzimas antioxidantes

Contaminacédo | Quebras de DNA Capacidade de reparo Danos Doencgas
ambiental e Danos em bases Variagdes fenotipicas oxidativos
ocupacional | Resisténcia a Reparo por excisdo de
oxidagao bases

Reparo por excisdo de

nucleotideos

Fonte: Adaptada de Gyorffy, 2008.

O teste do cometa também pode ser utilizado para estudos de reparo de
DNA, visto que as lesbes detectadas sido passiveis de correcdo. Embora
impossibilite inferir a fidelidade do processo de reparo, pode trazer informacdes
importantes sobre a cinética e o tipo de lesao reparada (TICE, 2000; SILVA et al.,
2003). A maquinaria de reparo é importante na prevengédo para acumulagdo de
danos ao DNA, e protege o organismo da incidéncia de céncer por excisdo de
nucleotideos, de bases, e por recombinag¢des (GILLET; SCHAERER, 2006).

Varios polimorfismos em genes de reparo, por excisdo de nucleotideos
(XPD, XPG, XPC) e em reparo por excisdo de bases (XRCC1, APE1, hOGG1), e em
reparo de quebras duplas e por recombinagdo (XRCC3, NBS1) tém sido avaliados
pela suas associagdes com genotoxicidade e risco de cancer (JIAO et al., 2007). A
perda de reparo devido a redugdo na deteccdo do dano ou por deficiéncias nos
mecanismos de reparo pode ser observada em um grande numero de doencgas
genéticas, incluindo o cancer e, o nédo reparo de lesdes ao DNA ou o reparo
incorreto pode induzir as mutagdes que afetam os genes responsaveis pelo controle
da divisao e diferenciagao celular (NASCIMENTO et al., 2001).
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Quando as células sdo expostas a agentes que lesam o DNA, genes
criticos, a exemplo do gene p53 (Figura 3) atuam na parada do ciclo celular,
promovendo um atraso para prover o tempo destinado ao reparo do dano antes da
sintese replicativa do DNA. Uma disfungdo nesses genes e falhas no reparo resulta
na replicacédo de lesbes mutagénicas, que, em acumulo, favorecem as mudancgas

genéticas, incluindo transformagdes neoplasicas (MORI, 2002).

Apoptose

‘ Metabolismo

Reparode
DNA

Danosao * Acicar Autofagia
DNA & [ ]
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Figura 3. Mecanismo de acdo de genes envolvidos em reparo de DNA, a
exemplo do p53
Fonte: Adaptado de Mori, 2002.

Na acao antioxidante o desbalango entre a produgao de espécies reativas
de oxigénio (ERO) e os antioxidantes presentes no organismo pode resultar em
condigdes patogénicas. O dano oxidativo pode iniciar o processo de carcinogénese
ou de aterosclerose. Na mitocdndria, esse dano pode afetar o DNA, causar
mutacdes e comprometer a respiragao celular, induzindo a faléncia mitocondrial.
Além disso, a superproducdo de ERO ( causada por disfungdo mitocondrial) leva a
abertura dos canais da membrana mitocondrial, que libera o citocromo C, o qual
induz a morte celular apoptotica executada por enzimas (caspases), resultando em
diferentes doencas, dependendo do tecido afetado. Os antioxidantes podem
colaborar na prevencao desse processo, por meio da diminuigdo da injuria celular
oxidativa, aumento ao estimulo a sistemas de defesa celular e prote¢cao a oxidacao

do DNA ou inibicdo da apoptose de células de 6rgaos vitais. A alimentagdo pode
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auxiliar na prevencao do dano, mas nao quando este ja esta instalado (BERGER,
2004).

1.4.2.2 Teste de micronucleos em células de mucosa bucal e com bloqueio de

citocinese

O teste de MN é um teste citogenético que pode ser usado como
biomarcador para avaliagdo de efeitos aneugénicos e clastogénicos em diversos
organismos vivos. Este teste vem sendo usado desde 1980, para demonstrar danos
citogenéticos induzidos por radiagdes, contaminantes ambientais, ocupacionais,
estilo de vida, deficiéncias em nutrientes e outras doencas. E importante ressaltar
que o teste de MN é um dos testes para avaliacdo de genotoxicidade menos
invasivo e que causa poucos transtornos aos pacientes, quando comparados com 0s
que necessitam de biopsia (STICH et al.,1982; PASTOR et al., 2003).

O teste de MN apresenta vantagens sobre a analise cromossémica
classica por ser um procedimento simples, eficaz e realizado a baixo custo. Além
disso, a frequéncia de MN aparece elevada em tecidos expostos bem antes que
qualquer sintoma clinico seja evidente, tornando-o valiosa ferramenta na prevengéo
da carcinogénese oral (GARAJ-VRHOVAC; KOPJAR, 1998).

O padrao de teste de mutagenicidade cromossOmica segue a norma:
“‘Guidelines for the testing of chemicals/section (OECD) 4: Health Effects —
Mammalian Erythrocytes. Micronucleos Test: n°® 474 e a recomendacédo do Gene-
Toxprogram, Environmental Protection Agency-EPAIUS”. Os MN sdo pequenos
corpusculos nucleares representando o material genético que foi perdido pelo nucleo
principal, como consequéncia de um dano genético (Figura 4). Apos a separagao
das cromatides no processo mitético, dois nucleos sao reconstituidos, um em cada
polo. A membrana nuclear é refeita ao redor destes dois conjuntos cromossémicos.
Mas se um cromossomo inteiro ou um fragmento cromossémico acéntrico nao se
integra ao novo nucleo (por ndo estar unido ao fuso), este também pode constituir
um pequeno nucleo individual (FENECH, 2000; HOLLAND et al., 2008).
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Figura 4. Formacdo de micronucleo: (a) Origem de um MN a partir de um
cromossoma inteiro e fragmentos cromossémicos acéntricos na anéafase; (b)
formacdo de uma ponte a partir de cromossomas dicéntricos, onde os centrémeros
se dirigem para os lados opostos da célula.

Fonte: Adaptada de Fenech, 2000.

A ocorréncia dos MN representa uma resposta integrada de instabilidade
de cromossomos, fendtipos e alteragdes celulares causadas por defeitos genéticos e
ou exposicdo exdgena a agentes genotoxicos, refletindo inumeras alteragdes

cromossémicas importantes para a carcinogénese (IARMARCOVAI et al., 2008).

Os MN de células esfoliadas de mucosa bucal e de outras mucosas
originadas de divisbes no tecido epitelial sdo obtidas rapidamente, sem a
necessidade de divisdes ex vivo, como as células oriundas de culturas celulares,
para analise de metafases, como ocorre no teste de AC, que necessita do uso da
colchicina para bloquear a proliferagdo de linfécitos. Cabe enfatizar que a reducéao
na eficiéncia de reparo e acumulo de mutagdes devido ao envelhecimento pode
aumentar o nivel de MN. Essas estruturas cromatinicas sdo coradas e sao formadas
pela exclusdo de cromossomos ou de fragmentos de cromossomos durante a
divisao celular (FENECH et al., 1999b).
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A formacao de MN durante a divisdo celular é resultado da quebra de
cromossomos devido as lesdes nao reparadas ou reparadas de forma incorreta, ou
ainda devido a ma segregagao dos cromossomos e ma fungcdo mitdtica. Esses
eventos podem ser induzidos por estresse oxidativo, exposicdo aos agentes
clastogénicos e aneugéncios. Essa heterogeneidade reflete a presenca de multiplas
exposigdes externa e interna e ao grande numero de alteragdes cromossdmicas que
eventualmente resulta na formacdo de MN. Dessa forma, os MN sdo usados como
biomarcadores de instabilidade cromossémica, fixacgdo de mutagdes e
susceptibilidade genética e polimorfismos genéticos, fatores que podem explicar a

sua associacao com os riscos de cancer (FENECH, 2006).

O potencial de danos citogenéticos de agentes genotoxicos pode ser
avaliado com o teste de MN como um biomarcador em linfocitos de sangue
periférico e em células de mucosa bucal (FAN et al., 2006). Células da mucosa bucal
estdo em constantes contatos com contaminantes ambientais. Desta forma, o
epitélio bucal representa um tecido de importancia para avaliagdo dos danos
induzidos por substancias inalantes. Os MN também podem ser avaliados em
eritrocitos, linfécitos e epitélio esfoliado de mucosas nasal, urogenital, gastrica para

avaliagcao de danos ao DNA dos organismos (CHEN et al., 2006).

Os MN sao reportados como de alto risco para o aparecimento do cancer,
em resposta a agentes genotdxicos e carcinogénicos. Nas células esfoliadas de
mucosas, eles refletem os eventos genotdxicos que ocorreram nas células em
divisdo da camada basal no periodo de uma a trés semanas depois da agéo dos
agentes genotoxicos (STICH et al.,, 1998). Eles podem ser detectados em células
esfoliadas de mucosa bucal (Figura 5) e usados como indicativos de danos ao DNA
(CERQUEIRA et al., 2004).
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Figura 5. Seccdo da mucosa bucal indicando seus diferentes extratos, bem
como o aparecimento de micronicleos e de anormalidades nucleares.
Fonte: Adaptada de Thomas et al., 2007.

A analise de células epiteliais € importante, pois cerca de mais de 90 %
dos canceres tem origem epitelial (ROSIN et al., 1990). Células esfoliadas de
mucosa bucal tém sido mundialmente usadas na avaliagao citoldgica para detectar
morfolégicas anormais, alteragdes de pre-malignidade e cancer. Assim tecido
epitelial pode ser usado para o monitoramento de populagdes humanas expostas a
varios agentes quimicos e/ou fisicos potencialmente genotdxico/mutagénicos e
carcinogénicos (GUZMAN et al., 2003).

As anormalidades nucleares podem ser consideradas, primeiramente,
como uma resposta de citotoxicidade e, secundariamente, como eventos
genotoxicos (TOLBERT et al., 1992). Holland et al. (2008) descrevem a associagéo
entre as anormalidades nucleares em células de mucosa bucal com a frequéncia de
MN a exposi¢cdo a genotoxinas. A citotoxicidade ainda n&do é bem conhecida como
resposta as genotoxinas, isto porque a resposta aos danos genotoxicos é complexa
podendo levar desde reparos, fixagdo de danos, mutagdes, eliminagées de danos e
morte celular (FRITZ; KAINA, 2006).



68

Varias estruturas conhecidas como “rete pegs” ou tipo de “dedo”
projetam-se da camada basal durante o processo de renovacgao celular por divisdo
mitotica, onde as células migram para a superficie. A lamina basal contém as células
que expressam os danos genéticos, tais como os fragmentos, oriundos das quebras,
bem como a perda de cromossomos inteiros durante a anafase das células em
divisdo. As células filhas podem ou nao ter MN e eventualmente, diferenciar-se em
estrato espinhoso e em células esfoliadas da mucosa bucal. Algumas células podem
degenerar-se com cromatina condensada, fragmentagdo nuclear (cariorrexes) ou
perda do material nuclear (caridlises). A cariorrexe (CR) constitui-se na
desintegracao nuclear, com perda da integridade da membrana e representa uma
manifestacdo precoce de apoptose. Raramente, as células podem tornar-se
binucleadas e exibir brotos, como resultados de amplificagdo de genes (Figura 6).
Esses biomarcadores, MN, brotos, CR, CL (apoptose) contribuem para o
conhecimento de danos gendémicos, no contexto da citotoxicidade (TOLBERT et al.,
1992).

As células com cromatina condensada sio caracterizadas por possuirem
nucleos com regides agregadas, o que pode caracterizar um dos estagios da
apoptose. Na CR as células sdo caracterizadas com uma aparéncia mais extensiva
de agregagdo da cromatina, levando a fragmentagdo e a uma eventual
desintegracdo do nucleo. Na CL o nucleo é completamente desintegrado, e
representa a apoptose. As células binucleadas apresentam dois nucleos com
morfologias semelhantes as das células com nucleos normais e a explicagdo para
sua formacao ainda nao é bem entendida, mas existem indicativos de que podem ter

origem de falhas na citocinese, durante a divisdo nuclear (TOLBERT et al., 1992).
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MORTE CELULAR DANOS AO DNA
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Figura 6. Modelo mostrando as diferentes células e os possiveis mecanismos
de origem relativos a morte celular e aos danos ao DNA.
Fonte: Adaptado de Holland et al., 2008.

O teste de MN também pode ser feito com bloqueio de citocinese (Figura
7), como um sistema compreensivo para mensurar danos ao DNA e citocinese
(HUAWEI et al., 2009). O teste pode mensurar: (1) as pontes nucleoplasmaticas,
que indica o rearranjamento de cromossomos que ocorre quando os centrémeros de
cromossomos dicéntricos ou cromatides sdo puxados para os poélos da célula
durante a anafase ou fusido de teldmeros depois de quebras duplas de fita do DNA
(UMEGAKI; FENECH, 2000); (2) brotos, que representam um mecanismo o qual a
célula remove amplificacdo de DNA que € considerado como um marcador de
amplificagcdo de genes, originada de fragmentos acéntricos terminal ou intersticial
(LINDBERG et al., 2007).

A frequéncia de MN em sangue periférico tem sido mundialmente
estudada como um biomarcador de danos cromossOmicos para testes de
genotoxicidade e estudos de biomonitoramento humano. Os MN em células
mononucleadas indicam instabilidade no genoma e em células binucleadas

evidenciam mutagdes em cromossomos/ genomas antes do preparo da cultura que



70

se expressam durante cultura in vitro (DECORDIER et al., 2009) e representam
quebras e perdas de cromossomos e pode ser usado para classificar quimicos

clastogénicos ou aneugénicos (MATEUCA et al., 2006).
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Cultura de sangue com
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Instabilidade genomica perdade cromossomos

Figura 7. Mecanismos de formacao de MN com bloqueio de citocinese.
Fonte: Adaptada de larmarcovai et al., 2008.

A metodologia de MN com bloqueio de citocinese (CbMN) € desenvolvida
com o uso da citocalasina B para identificar células que se dividem em cultura. A
citocalasina B € um inibidor de polimerizacdo de actina o qual é requerida para a
formagao do anel que divide o citoplasma durante a citocinese. Os danos induzidos
por agentes quimicos e ou fisicos podem dependendo do agente induzir ou inibir
necroses e ou apoptose. A inducdo de necrose pode resultar na liberacdo de
enzimas degradativas que podem causar a digestdo parcial de DNA. A inibicdo da
apoptose pode ser descrita por significantes danos ao DNA que sobreviveram nas
células mutantes micronucleadas (FENECH, 2000; FENECH et al., 2006). A
apoptose pode ser identificada como morte e ou suicidio celular caracterizada
morfologicamente por processos ativos, gene regulados envolvendo condensacgao e
fragmentacdo de DNA. A morte celular ndo €& somente importante no
desenvolvimento embrionario e no desenvolvimento de tecidos adultos, mas também
em crescimento de tecidos de tumores (ARENDS et al., 1990). A comparagao entre
apoptose e necrose € apresentada na Tabela 5, segundo Kirrsch-Volders e Fenech
(2001).
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Apoptose é uma forma de morte celular fisiolégica onde ocorre remogao
das células velhas, danificadas ou anormais, que poderiam interferir com as fungdes
dos tecidos biologicos, com caracteristicas distintas da morte celular patolégica ou
da necrose. As células apoptdticas sofrem fragmentagdo nuclear e brotamento
citoplasmatico para a formacao de fragmentos celulares chamados de corpos
apoptéticos, que sao rapidamente fagocitados e destruidos pelos macrofagos
vizinhos. A fragmentac&o celular n&o leva a liberagdo do conteudo celular, e a
fagocitose dos corpos apoptoticos néo leva a inflamagéo, consequentemente sem

danos as células adjacentes ou tecidos (TIZARD, 2000).

Tabela 5. Comparag8es morfoldgicas e bioquimicas entre apoptose e necrose.

Apoptose

Necrose

Alteragbes morfoldgicas

Nucleo condensado; citoplasma contraido
Corpos apoptoticos com organelas

Nao ha liberagdo de enzimas lisossomais

Alteragbes sem perda da integridade da
membrana.

Inchago do citoplasma e mitocéndrias
Lise das organelas e da célula
Liberagado de enzimas lisossomais

Perda de integridade da membrana; lise
celular

Caracteristicas bioquimicas
Ativagao de processos enzimaticos
Ativagao de caspases

DNA com fragmentagao especifica

N&o ha requerimento de energia
Perda da regulagdo da homeostase ibnica

Fragmentagéo inespecifica do DNA

Vias de inducédo e agentes causais

Ocorre sob estimulos endégenos e exdgenos
especificos em condigcdes fisioldégicas normais.

Agentes genotoxicos; drogas que afetam
microtubulos; falta de fatores de crescimento;
citocinas.

Ocorre quando as células estao
irreversivelmente danificadas

Temperatura e pH extremos; hipoxia;
trauma fisico; agentes citotoxicos

Fonte: Adaptada de Kirsch-Volders e Fenech (2001).
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A importancia da apoptose no organismo é de remover células com
problemas funcionais. A maquinaria regulatéria da apoptose ¢é altamente
diferenciada por tecido, para responder a diversos agentes estressores.Entretanto,
apoptose e necrose sao dois caminhos diferentes de morte celular, sendo a
apoptose reguladas por genes FAS, CD 95, FADDS, envolvidos na ativagdo de
caspases (Figura 8), processo esse que acontece por mecanismos extrinsecos e
intrinsecos (ROOS; KAINA, 2006).
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Figura 8. Vias da apoptose.
Fonte: Adaptada de Roos e Kaina, 2006.

A necrose é o ponto final das alteragdes celulares, sendo uma
consequéncia comum de inflamagdes, processos degenerativos e infiltrativos, e de

muitas alteragdes circulatérias. O mesmo agente etiolégico pode provocar tanto
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necrose quanto apoptose, sendo que a severidade da agressao parece ser o fator
determinante do tipo de morte celular (TIZARD, 2000).

Andlises citogenéticas em linfocitos de sangue periférico tem sido uma
técnica aceita para biomonitoramento de danos genéticos em células somaticas
desde 1970, devido a exposicado aos agentes clastogénicos. Danos ao DNA resultam
de eventos hidroliticos, radiagdes ou mutagenos quimicos tem papel relevante em
doengas degenerativas e envelhecimento. Biomonitoramento humano para
potenciais mutagenos indicam claramente a possibilidade de doengas genéticas e
cancer e contribui para identificar os fatores de riscos € mensurar marcadores
genéticos (CARRANO; NATARAJAN, 1988).

Mudancgas citogenéticas, expressao de genes e perfil epigenético podem
ser usados para determinar status para quimicos conhecidos como carcinégenos. O
teste de AC em linfécitos periféricos e humanos € reconhecido e validado
internacionalmente (ALBERTINI et al., 2000), como um marcador validado para
riscos de cancer em humanos, onde aumentos dos niveis de AC s&o efeitos
bioldgicos claramente de populagdes expostas aos carcindgenos (BONASSI et al.,
2007).

1.4.2.3 Teste de aberracdes cromossdmicas

Métodos baseados na presenca de AC sido extensivamente usados para
monitoramento bioldgico de populagbes expostos aos agentes mutagénicos e
carcinogénicos (PASTOR et al., 2003; HEUSER et al., 2005). O teste de AC detecta
mutagdes cromossdmicas, ou seja, alteragdes que ocorrem no numero ou estrutura
de cromossomos, como quebras, formacdo de anéis, aumento do numero de
centrbmeros, dentre outras (Figura 9). As AC sdo eventos importantes no
desenvolvimento tumoral, pelo fato de que quebras em sitios especificos da
molécula do DNA podem as vezes coincidir com a localizagdo de oncogenes
(SHAHAM et al., 2001).
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Figura 9. (A) Dele¢cbes Cromossdmicas; (B) Formacédo do anel cromossdmico;
(C) Cromossomo dicéntrico.
Fonte: Adaptado por Thompson e Thompson, 1991.

As alteragbes cromossOmicas estruturais sdo assim denominadas porque
afetam a estrutura dos cromossomos, sendo resultantes de quebras que ocorrem,
em geral, antes da duplicacédo do DNA. Tais quebras sao ditas espontaneas quando
nao tém uma causa aparente, mas € sabido que sua frequéncia aumenta sob a acao
de agentes diversos que sdo denominados agentes clastogénicos. As quebras
originam segmentos sem telédmeros, os quais sdo estruturas essenciais para manter
a individualidade dos cromossomos. As extremidades livres ficam literalmente
pegajosas, favorecendo a reunido com outro segmento nas mesmas condigdes, isto
€, que tenha perdido também a regido telomérica. Os segmentos quebrados podem
se soldar, quando entra em acdo a sintese de reparo de DNA da célula, na qual
intervém outras polimerases, diferentes daquelas que atuam na duplicacéo
semiconservativa que antecede as divisdes celulares. As quebras ndo produzem
necessariamente modificacdo na estrutura do cromossomo, pois 0s segmentos
podem se reunir no mesmo ponto onde foram quebrados. Contudo, cromossomos
com estrutura alterada podem ser formados, quando os segmentos se unem de
forma distinta da original ou quando fragmentos sdo simplesmente perdidos. As
quebras n&o ocorrem aleatoriamente em qualquer regido do cromossomo, existindo

os chamados sitios frageis mais propensos a se quebrarem (KASAHARA, 2009)

O teste de AC em linfocitos do sangue periférico € uma avaliagéo sensivel
para detectar danos causados pela exposicado a agentes mutagénicos, podendo
elevar o risco de desenvolvimento do cancer (BONASSI et al.,1995). A relacao de
aparecimento de AC com o cancer baseia-se no conceito de que danos genéticos

em linfécitos refletem danos semelhantes em células cancerosas. A analise de AC é
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considerada util para estimar o comportamento biolégico de cada caso de cancer ,
uma vez que o estudo do caridtipo representa o passo inicial na determinagédo de
mudangas cromossémicas nas células (HOFFMANN; SPEIT, 2005).

A frequéncia de AC é um excelente biomarcador de danos induzidos por
carcinégenos genotoxicos (DEARFIELD, 2002). Os niveis de AC em linfocitos
periféricos podem ser considerados como relevante biomarcador para identificar
pessoas que correm riscos de céancer (IARC, 2000), mostrando associagdo com
riscos de cancer (HAGMAR et. al., 2004). A alta frequéncia de AC pode predizer o
aumento de risco de cancer (ROSSNER et al., 2005).

As aberragbes cromossdmicas sao quaisquer mudangas na estrutura do
cariotipo, que criam um novo contexto genético pela movimentagdo do DNA de um
lugar para outro, diferente do original. A analise de AC é um teste de
mutagenicidade para a detecgdo de AC estruturais. Aberragdes estruturais podem
ser de 2 tipos: cromossOmicas (quando ocorre simultaneamente nas duas
cromatides de um cromossomo) e cromatidicas (em uma sé cromatide). A maioria
dos mutagénicos quimicos induz aberragbdes do tipo cromatidico, mas as do tipo
cromossOmico também ocorrem. Determinar a frequéncia de AC em linfécitos do
sangue periférico humano, com o propdsito de dosimetro biolégico de exposi¢cao a
agentes mutagénicos quimicos, constitui uma técnica importante para estimar o risco
em exposicdes ocupacionais. Detectar apenas AC indica que existe um dano
genético grosseiro; a auséncia destas nao exclui outras possiveis alteragées no
DNA. Porém, a presenca de AC indica uma possivel ligagdo com a exposicao a
genotoxicos (RIBEIRO e MARQUES, 2003).

1.4.3 Fatores de interferéncias ndo ocupacionais

A resposta individual ao estresse pode variar de acordo com varias
condigbes, tais como a fungdo particular e a combinagdo de genes, a absorgao e
metabolismo, morte celular (apoptose/necrose, controle do ciclo celular, reparo de
DNA e resposta imune e deficiéncias em micronutrientes (GOODE et al., 2002;
THIER et al., 2003). Existem relatos de associagdes entre polimorfismos genéticos e

formagao de MN e que variantes genéticas podem modular os efeitos da exposi¢céo
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ambiental aos agentes genotoxicos, bem como: idade, caracteristicas de estilo de
vida (alcool, fumo, folatos) e doengas cardiovasculares e cancer (IARMARCOVAI et
al., 2008). O modelo da exposicdo ambiental a agentes genotoxicos associados aos
fatores de estilo de vida e o background dos efeitos bioldgicos e clinicos esta

apresentado na Figura 10.
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Figura 10. Relagdes entre os fatores de riscos genéticos, estilo de vida e mutagdes
ao DNA, com exposicdo ambiental e ocupacional a agente genotéxicos.
Fonte: Adaptada de Thier et al., 2003.

Os estudos com células de mucosa bucal para a avaliagdo de danos
genotoxicos datam de 1980, inicialmente, para identificar os efeitos do tabaco.
Inumeros estudos vém sendo realizados com células da cavidade oral de fumantes e
os resultados mostram aumento da frequéncia de MN, bem com o aumento de
células em apoptose (STICH et al., 1982; STICH et al., 1998). Muitos estudos com o
uso de células de mucosa bucal tém sido publicados com resultados de
investigacbes sobre diversos fatores de riscos relacionados com a exposigao
ambiental, ocupacional, exposicdo as radiagdes, quimioterapia, radioterapia,
suplementacdo vitaminica, habitos e estilos de vida, cancer e outras doencas
(HOLLAND et al., 2008).

Na interpretacdo de genotoxicidade com os testes de MN e de AC em

sangue periférico em estudos de biomonitoramento, inUmeros fatores de riscos
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devem ser avaliados, tais como idade, género, fumantes, status de vitamina B12 e
folatos que foram evidenciados como impactadores nas respostas dos estudos de
biomonitoramento com os testes de genotoxicidade. Assim a avaliagdo desses
fatores deve ser incluida rotineiramente. Apesar de evidéncias insuficientes outros
fatores tais como o consumo de alcool, doencgas, infeccbes, exercicios fisicos,
biomassa corporal e gendtipos também podem influenciar nas interpretacbes de
dados de genotoxicidade. Essas analises sdo necessarias para as consideragdes
sobre a indugdo de MN e AC em sangue periférico, em estudos de correlagdes entre

a exposicao quimica ambiental e ocupacional (BATTERSHILL et al., 2008).

1.4.3.1 Idade e género

Aumento na frequéncia de MN com idade e género foi observada por
Kirsch-Voldere et al. 2006. Imperfeicdes no sistema celular de defesa que protege
contra a fixacdo de danos ao DNA tais como os danos induzidos ao DNA pelas
espécies reativas de oxigénio (ERO) decrescem a eficacia do reparo de DNA e pode
levar ao acumulo de mutacbes que em combinacdo com a idade pode contribuir
para o envelhecimento e o desenvolvimento de patologias relacionadas com idade
(GORBUNOVA; SELUANOVA, 2005). Existem evidéncias de interacbes entre
género e gendtipo em relacdo as defesas antioxidantes da enzima glutationa
peroxidase (BASTAKI et al., 2006).

Existem grandes correlagdes entre o aumento da idade e a frequéncia de
MN, entretanto, em relacdo as AC existem baixas correlagbes (BOLOGNESI et al.,
1999). Depois de 30 anos os efeitos da idade é mais pronunciado em fémeas
(BUKVIC et al., 2001), sugerida pela perda de cromossomos. Entretanto, outros
estudos ndo demonstram correlacbes de MN em linfécitos humanos com idade
(RADACK, et al., 1995). Aumento na frequéncia de MN com idade e género foi
observada por Kirsch-Voldere et al. (2006). Diferencas em relagdo ao género foram
observadas para a incidéncia de MN em linfécitos de sangue periférico, com alta

frequéncia em mulheres.

De forma similar Fenech (1998) relata um aumento na frequéncia de MN

de 1.2 para 1.6 em fémeas em relagdo aos machos. Muitos estudos mostram altas e
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significantes correlacdes entre MN e AC para homens, entretanto, para AC os dados
ainda nao sao conclusivos. Assim, é pragmatico incluir também em investigagcbes de
genotoxicidade com o uso de MN e AC, sujeitos de ambos os sexos (BROGGER et
al., 1984).

1.4.3.2 Tabagismo

O fumo é uma importante variavel para induzir significantes alteragdes no
material genético, indicado por biomarcadores citogenéticos tais como as AC e
quebras de cromatides irmas (CELIK; AKBAS, 2005) e aumenta os riscos de cancer.
Isto tem sido bem sugerido pelo aumento de MN em células epiteliais de mucosa
bucal (CELIK et al., 2003). A exposi¢cao ao fumo também tem efeitos nas frequéncias
de MN, CR, CL, células binucleadas (ERGENE et al., 2007).

Em relatos de danos ao DNA em linfécitos de sangue periférico com o
teste de MN e cometa existem diferengas significantes entre fumantes e néo
fumantes (HOFFMANN e SPEIT, 2005). Associagao entre o fumo e o cancer, devido
a diversidade de substancias quimicas que compde o tabaco serem consideradas
como genotoxicos e carcinogenos (IARC, 2002). Estudos indicam o aumento da
frequéncia de MN em linfocitos de sangue periférico em fumantes (FENECH, 1993;
SCHNEIDER et al., 2001).

Em avaliagdo genotoxica com o teste cometa diferengas significativas
foram observadas entre populagdo fumantes, ndo fumantes e fumantes passivos,
pelo aumento da cauda, oriunda da grande migracdo de DNA nos fumantes, de
forma associada com os niveis de glutationa peroxidase e tocoferol, indicando a
indugdo de danos oxidativos (ZALATA et al., 2007). Entretanto, inumeros relatos
indicam que n&o existem associagbes entre fumantes e o0 aumento da migragéao de
DNA em linfocitos periféricos de fumantes de mais de 20 cigarros por dia (SPEIT et
al., 2003; HOFMANN; SPEIT, 2005). Diante de muitas controvérsias sobre as
influéncias do uso do fumo em estudos de biomonitoramento ocupacional, outras
analises podem ser feitas para melhor esclarecer os diferentes relatos, a exemplo do
estudo de polimorfismo genético de populacbes expostas (BATTERSHILL et al.,
2008).
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Estudos relacionam o polimorfismo genético e a formacdo de MN, como
resposta ao tabaco. O tabaco contém uma mistura de substancias com efeitos
genotoxicos e carcindgenos que metabolicamente ativam as enzimas de fase |,
especialmente as CYP1A1 ou as detoxificacdo (enzimas de fase Il, GST), além de
polimorfismos de proteinas envolvidas no reparo de danos ao DNA induzidos pelo
tabaco (NORPPA, 2004). Associacoes também foram evidenciadas entre
polimorfismos da CYP1A1 ou GSTM1 em homens com cancer de pulmao
(HUSGAFVEL-PURSIAINEN, 2004). Outro aspecto de importancia € que a
exposicao ocupacional pode ser correlacionada com o significante aumento da
frequéncia de MN em sangue periférico de trabalhadores que fumam (BONASSI et
al., 2003).

1.4.3.3 Etilismo

As Dbebidas alcodlicas tém sido comumente associadas ao cancer
(Committee on Carcinogenicity, 1995), entretanto os mecanismos de agéo ainda nao
foram bem elucidados e ainda n&o existem relatos de mutagenicidade em roedores,
e os dados sobre os efeitos de bebidas alcodlicas na indugdo de MN e AC em
linfécitos de sangue periférico ainda ndo sdo conclusivos. Entretanto, estudos de
polimorfismos da enzima ALDH 2 (aldeido desidrogenase), que age no metabolismo
do acetaldeido (Committee on Mutagenicity, 2000), e que algumas doencgas
originadas do consumo de bebidas alcodlicas podem influenciar na indugcdo de MN e
de AC. Variantes do gens ALDH2 s&o significantemente associados com
genotoxicidade induzida pelo alcool na formacdo de MN. A eficiéncia de converter
etanol para acetaldeido e subsequentemente para acetato € determinada pelo gene
ADH e ALDH, com diferengas individuais, especialmente para a ADLH2.2, que
codifica uma subunidade da ADLHZ2 que prevalece em populagdes (MAFFEI et al.,
2002).

1.4.3.4 Micronutrientes

A funcdo dos micronutrientes na manutencdo da estabilidade gendémica

tem sido extensivamente revisada na literatura (FENECH et al., 1999b). Existem

relatos de que dieta pobre em micronutrientes aumenta o risco de doengas
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degenerativas, incluindo o cancer (AMES, 2001; FENECH et al., 1999b). Sabe-se
que as vitaminas e 0s minerais sao essenciais para a manutencdo da estabilidade
do genoma, bem como podem influenciar em muitos aspectos do metabolismo do

DNA, incluindo sintese, reparo, metilacdo e apoptose (PASTINK et al., 2001).

As evidéncias de que o0s micronutrientes sdo importantes para a
estabilidade genbmica foram relatadas em estudos de intervengdo, com
suplementacdo de vitaminas A, C e E, devido aos seus efeitos protetores em
quebras de cromossomos, hipometilagdo de DNA e protecido aos danos oxidativos
(FENECH et al., 2005; ABRAMSSON-ZETTERBERG, 2006).

Dentre os fatores que podem predizer a formacdo de MN, os
micronutrientes por sua capacidade de protecdo ao DNA encontram-se, quando em
deficiéncias nutricionais como indutor da formag¢ao de MN (BEETSTRA et al., 2006).
As quebras e perdas dos cromossomos envolvem diferentes disfungdes celulares
como fragmentos de cromossomos acéntricos resultam em quebras duplas pode
levar a formacdo de micronucleos, que pode ser afetada por co-fatores como
magnésio e calcio (MATEUCA et al., 2006).

As doencgas cardiovasculares e cancer sdo as maiores causas de
mortalidade no mundo. Ambas constituem fatores de riscos, incluindo o fumo e dieta,
como também processos patogénicos, tais como inflamagdes crénicas e estresse
oxidativo que ocasionam instabilidade genética. Deficiéncias nutricionais e variantes
do gene MTHFR e outros polimorfismos relacionados ao metabolismo de folato
podem ser determinantes nas doengas coronarias (BOTTO et al., 2003). Além
desses aspectos a interacdo gene-dieta modulada por polimorfismos no
metabolismo e nas respostas de reparo do DNA, em resposta a deficiéncias de
micronutrientes podem ser igualmente importante na determinagdo da estabilidade

gendmica e dos riscos das doengas (FENECH et al., 2005).

1.4.3.5 Polimorfismos de genes

Na avaliagao por AC de individuos expostos a xenobioticos correlagdes

foram evidenciadas a genes de polimorfismo genético, envolvidos em
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biotransformacgdes e reparo, foi observado que a frequéncia de AC de grupos
expostos é elevada em relagdo do grupo nao exposto, para os fumantes (MUSAKA
et al.,, 2008). Polimorfismos genéticos de enzimas que controlam a aneugénese
(inibidores de tubulina e topoisomerases e ciclinas) ou interferéncias em genes
envolvidos no controle do ciclo celular foram evidenciados em respostas aos
xenobiéticos (hCDC4) (MATEUCA et al., 2006).

Os efeitos do polimorfismo genético na formagdo de MN s&o complexos,
influenciados por polimorfismos de varias enzimas envolvidas no metabolismo de
xenobidticos, proteinas de reparo de DNA e enzimas envolvidas no metabolismo de
folatos. Assim variantes genéticas influenciam na interagdo com os fatores
ambientais e podem ter consequéncias na frequéncia de MN em humanos
(IARMARCOVAI et al., 2008). Aumento na sensibilidade a mutagenos (peréxido de
hidrogénio, agrotéxicos, antineoplasicos) foi detectada em pacientes com mutacgdes
no BCRCA1/2, sugerindo que a indugdo de MN nos diferentes mecanismos de
reparo de DNA pode ser afetada por mutacdées no BRCA1/2 em concordancia com o
papel central desses genes na manutencdo da integridade do genoma (SPEIT;
TRENZ, 2003).

Existem relatos de que diferencas na capacidade metabdlica podem ser
modificadas em respostas individuais aos compostos genotdxicos e sao indicativas
de susceptibilidade ao cancer, devido ao polimorfirmos genético em enzimas de fase
| (ativagdo) e de fase Il (inativagdo). A enzima de fase | citocromo P450 2E1
(CYP2E1) é envolvida no metabolismo indireto de carcindbgenos. Os fatores
ambientais, incluindo os agrotéxicos, podem alterar a atividade de CYP2E1 28. As
enzimas de fase Il glutationa S-trasferase sdo as mais importantes na detoxificacéo
de varias espécies reativas de oxigénio, incluindo as geradas pelos agrotoxicos, mas
as mesmas apresentam polimorfismos genéticos em humanos e assim gendtipos
nulos para os genes GSTT1 e GSTM1, como também para GSTP1 tem sido

associado como de riscos para cancer (BOLOGNESI, 2003).
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2 JUSTIFICATIVA

No Piaui, a expansdo agricola em implemento nos cerrados, por
intermédio da intensificagdo do plantio de soja a partir da década de 1990, consistiu
em um forte fator para o aumento do uso de agrotéxico. A procura legal destes
produtos no Estado cresce progressivamente, uma vez que 1994 foram
contabilizados a venda de apenas 8 toneladas e em 2004 se eleva pra 165
toneladas, representando um percentual de aumento da ordem de 2.062% (PIAUI,
2004).

Partindo deste principio e norteado pelos resultados de pesquisa anterior
realizada na regido dos cerrados, evidenciando que o uso de agrotéxicos apresentou
risco aos trabalhadores agricolas onde, entre uma das recomendagdes do estudo,
foi o mapeamento do uso de agrotoxicos, para avaliagdo de efeitos a saude humana
de quimicos potencialmente mutagénicos e carcinogénicos, especialmente os
relacionados a exposigao dos trabalhadores rurais aos agrotéxicos em todo o Estado
do Piaui (CHAVES, 2007), realizou-se este estudo.

Para a escolha dos municipios (Barras, José de Freitas, Picos e Piripiri),
além do mapeamento, levou-se em consideracéo o registro do numero de casos de
mortes e adoecimento de trabalhadores rurais supostamente intoxicados, notificados
pelo SINAN (Sistema de Notificagdo de Agravos Notificaveis), e os registros de
casos de intoxicagdes por agrotéxicos registrados no CITOX (Centro de Informagéo
Toxicoldgica), mesmo entendendo que esses dados retratam muito pouco a

realidade devido a sub-notificagao.

Espera-se com os resultados, contribuir para estabelecer um progndstico
em relacdo ao desenvolvimento do cancer, a fim de fornecer aos servicos de
vigilancia em saude, subsidios para a implantacdo de medidas de protecao a estes

trabalhadores.
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3 OBJETIVOS

3.1 Geral

Avaliar os efeitos toxicos e genotoxicos/mutagénicos da exposi¢cao
ocupacional as misturas complexas de agrotéxicos em trabalhadores rurais do

Estado do Piaui.

3.2 Especificos

Identificar a toxicidade da exposi¢gao aos agrotoxicos em agricultores do

Piaui, com uso de parametros bioquimicos e hematolégicos.

Determinar a incidéncia de danos ao DNA dos linfocitos sanguineos
periféricos e em células esfoliadas de mucosa bucal dos agricultores expostos aos

agrotoxicos, pelo Ensaio Cometa.

Avaliar a frequéncia de micronucleos em agricultores expostos a mistura
complexa de agrotoxicos, com a aplicagao do teste de micronucleos em culturas de

linfécitos e em células esfoliadas de mucosa bucal.

Analisar as frequéncias de alteragbes estruturais em cromossomos
isolados de linfocitos de sangue periférico dos agricultores expostos cronicamente

aos agrotdxicos, através do teste de aberragbes cromossOmicas.

Avaliar a frequéncia de anormalidades nucleares indicativas de
citotoxicidade, apoptose e necrose em células esfoliadas de mucosa bucal pelo teste
de micronucleeo e em cultura de linfécitos de agricultores expostos aos agrotéxicos

pelo teste de micronucleo com bloqueio de citocinese.

Correlacionar os dados soécio-econdmicos e de saude da populagdo de

agricultores expostos aos efeitos toxico/genotdxicos induzidos pelos agrotoxicos.
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4 METODOLOGIA

4.1 Tipo de Estudo

O estudo foi baseado num modelo transversal de investigagao, delineado
de forma a permitir que se obtenha uma avaliagdo clinica, epidemiologica e
laboratorial objetivando investigar os possiveis casos de contaminagdo humana por

agrotoxicos nos municipios do Estado do Piaui.

4.2 Caracterizagdo dos Grupos de Estudos

A populagao estudada constituiu uma amostra de 152 voluntarios do sexo
masculino, com idade entre 18 e 69 anos, sem restricdo quanto ao grupo étnico. 97
agricultores foram selecionados entre os trabalhadores rurais, que estéo
potencialmente expostos aos agrotoxicos (grupo exposto) nos seus respectivos
locais de trabalho, nos municipios de Picos, Piripiri, Barras e José de Freitas (Figura
11). Estes municipios fazem parte de uma proposta ampla de mapeamento do uso
de agrotoxicos, para avaliacdo de efeitos a saude humana de quimicos
potencialmente mutagénicos e carcinogénicos, especialmente os relacionados a
exposicao dos trabalhadores rurais aos agrotéxicos em todo o Estado do Piaui. Para
0 grupo controle foram selecionados 55 individuos do sexo masculino com idade
acima de 18 anos, ndo expostos aos agrotéxicos, com fungdes administrativas, na

capital Teresina (grupo nao exposto).
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Figura 11. Municipios selecionados para o biomonitoramento dos riscos dos
agrotdéxicos em agricultores.
Fonte: http://www.guianet.com.br/pi/mapapi.gif Acesso em 29/07/2010.
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4.3 Caracterizagdo dos Municipios

O municipio de Picos possui 71.825 habitantes, com uma densidade de
89,4 habitantes por Km?. Esta localizado na regido centro-sul do Piaui em um ponto
estratégico situado entre picos montanhosos, e no cruzamento de varias rodovias.
Cortado pelo trecho inicial da Transamazonica, Picos é o principal entroncamento
rodoviario do Nordeste que liga o Piaui ao Maranhao, Ceara, Pernambuco e Bahia.
A cidade de Picos apresenta o terceiro maior Produto Interno Bruto (PIB) do Estado.
A cidade de Picos esta a uma distancia de 438 km da capital Teresina (IBGE, 2007).

O municipio de Piripiri esta localizado a 180 quildmetros de disténcia da
capital. Integra a mesorregido do norte Piauiense, microrregido do Baixo Parnaiba.
Encontra-se a 04° 16' 24" de latitude sul e, a uma longitude 41° 46' 37" oeste,
estando a uma altitude de 170 metros. Possui uma area de 1.308,8 km? e uma
populagao de 62.921 habitantes. O municipio produz frutas (banana, manga, laranja,
tomate e melancia), leguminosas, arroz e cana-de-agucar. Esta ultima pode alcangar
produtividade de 50 mil Kg/hectare O PIB do municipio chega a mais de 194 mil
(IBGE, 2007) .

O municipio de Barras localiza-se na microrregido do Baixo Parnaiba
Piauiense, mesorregiao do Norte Piauiense. O municipio tem 43.328 habitantes e
1.776 Km2. Esta situado a 126 quildmetros de distadncia da capital Teresina. No
municipio € produzido diversas culturas de frutas e cultivada algumas lavouras de
leguminosas como feijdo cuja colheita anual pode chegar a 374 toneladas segundo

dados de 2007 do instituto Brasileiro de Geografia e estatistica (IBGE).

O municipio de José de Freitas localiza-se na Macrorregido Meio Norte,
Territério de desenvolvimento Entre Rios, limita-se ao norte com Lagoa
Alegre/Cabeceiras do Piaui/Campo Maior; ao Sul com Altos/Teresina; a Leste, com
Campo Maior e Oeste com Uniao/Lagoa Alegre/Teresina. Sua Populacdo é de
36.483 habitantes, com uma extensao territorial de 1.538 km?. Segundo dados do
IBGE, trabalham na agropecuaria 4.672 trabalhadores. Do total de residéncias, 44,%
possuem abastecimento d’agua, 58,8% nao tem instalagédo sanitaria e apenas 15,7%

possui coleta de lixo domiciliar. Em relagdo a cobertura dos servicos de saude
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publica, existem 21 ambulatérios e 86,1% da populagédo tem cobertura da
Estratégia Saude da Familia. Na agricultura, dos 9.079 hectares de area cultivada,
39,2% é de cana de agucar e 34,1% de arroz de sequeiro, seguido da cultura do
milho, mandioca e feijdo macagar, com 16,01 %, 9,2 % e 1,39 % hectares
respectivamente (CONAB, 2010). Dos 2.451 estabelecimentos agropecuarios, 7,26

% utilizaram agrotodxicos. (IBGE, 2006-censo agropecuario).

4.4 Aspectos Eticos

A pesquisa, com o protocolo experimental e o termo de consentimento, foi
submetida ao Comité de Etica em Pesquisa da UFC, credenciado pelo CONEP —
Conselho Nacional de Saude/MS. Os ensaios somente foram iniciados apds a
aprovacdo expedida pelo Comité de Etica. O comité no ato de suas atribuicdes
expediu o documento de aprovagdao com numero de protocolo 174, em 26 de
setembro de 2008 (ANEXO A). Uma copia da aprovagéao foi enviada a Secretaria de
Estado da Saude do Piaui, antes do inicio do estudo. O Estudo foi conduzido com
devido respeito aos critérios estabelecidos pela declaragdo de Helsinque (1964) e
suas revisdes assim como a Resolucdo 196/96 do CNS-MS. Os voluntarios
receberam explanacédo da natureza e dos objetivos do estudo. Foi enfatizado que o
estudo tem a finalidade de pesquisa aplicada. Os voluntarios foram cientes de que é
livre para se retirar a qualquer momento do estudo, sem ser obrigado a fornecer o
motivo de fazé-lo, e sem que isto cause qualquer prejuizo aos mesmos. Todos 0s
resultados obtidos no processamento das amostras foram entregues aos respectivos
voluntarios da pesquisa, e também entregues a equipe de saude da familia dos
respectivos municipios, para adocao de medidas de preventivas e assistenciais, em
acao conjunta com a Diretoria de Vigilancia Sanitaria, por intermédio do Centro
Estadual de Referéncia em Saude do Trabalhador, respeitando os mesmos e

preservando o sigilo das informagdes.
4.5 Selecao da Amostra
Inicialmente, a mobilizacdo dos trabalhadores foi feita em parceria com

profissionais de saude, sindicatos e liderangas comunitarias. Em seguida, foi

realizada uma palestra de sensibilizac&o, visando esclarecer os riscos que atingem
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os trabalhadores em decorréncia do uso de agrotoxicos, e a consequente motivagao
para engajamento de todos na pesquisa. Os trabalhadores que concordaram em
participar da pesquisa tiveram que, no ato, assinar o termo de consentimento livre e

esclarecido (TCLE), garantindo assim a sua adesao a pesquisa (ANEXO A).

Para fins de avaliagdo do trabalhador rural exposto aos agrotoxicos, foi
aplicado um questionario para entrevista (ANEXO B) abrangendo questdes
demograficas, habitos de vida (alimentares, tabaco, alcool, café), bem como
ocupacionais, histéricos médicos e familiares, duragcdo da aplicacido, tipos dos
agrotoxicos e os equipamentos de protegao individual (EPIs), utilizados para o grupo
exposto. O questionario aplicado € recomendado pela International Comission for
Protection Against Environmental Mutagens and a Carcinogens (ICPEMC)
(CARRANO; NATARAJAN, 1988). Apds preenchimento do questionario, realizou-se

a coleta de amostras bioldgicas dos trabalhadores par a analises laboratoriais.

Foram utilizados como critérios de inclusdo: trabalhadores do sexo
masculino, que estdo no minimo ha um ano, expostos a agrotoxicos, com idade
acima de 18 anos e capazes de compreender a natureza e objetivo da pesquisa,
confirmado pela assinatura do TCLE. Foram excluidos da pesquisa os sujeitos que,
apresentavam alguma infeccéo e lesdes bucais; que tenham se submetidos a raios
X, tomografia ou qualquer outro procedimento radiolégico ha menos de trés meses;

feito tratamento quimioterapico ou radioterapico, em algum momento da vida.

4.6 Coleta e Transporte das Amostras

A coleta das amostras bioldgicas foi feita por profissionais capacitados do
Laboratério Central de Saude Publica do Estado do Piaui (LACEN), nas respectivas
localidades de trabalho dos voluntarios, em cada um dos municipios incluidos na
pesquisa. No ato, foram utilizados tubos vacutainer heparinizados e com EDTA,
também foram utilizados tubos de hemdlise sem anticoagulante para as dosagens
bioquimicas. Os tubos foram identificados com os codigos criados para cada sujeito
e acondicionados em uma caixa térmica com amplo espaco e, sob temperatura de 2°
a 4° C, sendo cada tubo disposto de maneira a ndao comprometer a confiabilidade

dos parametros dos estudos conduzidos posteriormente.
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A quantidade de sangue coletada de cada trabalhador foi 15 mL. As
células esfoliadas de mucosa bucal foram coletadas com o uso de escova cervical
na parede da mucosa bucal, sem raspagem da lingua e submersas em uma solugao
salina isoténica (0,9%) contida em tubos falcon rotulados, com os cédigos dos
sujeitos, e protegida da acao da luz até a chegada ao laboratério, para iniciar o
processamento. O tempo de transporte que as amostras levaram para chegar ao
laboratorio variou entre duas a seis horas, dependendo da distancia do municipio até
ao laboratério no municipio de Teresina. O periodo de coleta de todas as amostras
foi de novembro de 2008 a dezembro de 2010.

4.7 Avaliacdo Hematoldgica

A avaliagdo dos resultados das analises hematologicas e bioquimicas
foram comparadas com os valores de referéncia do LACEN-PI, constantes nos
ANEXOS C e D. Para o estudo hematologico, amostras de sangue foram colocadas
em tubos de hemdlise contendo anticoagulante, acido etileno diaminotetracético
(EDTA). Logo apds a coleta eram feitos os esfregagcos das Iaminas com coloragao
pelo Panodtico. Amostras da coleta de sangue foram analisadas para testes
hematologicos utilizando o analisador automatico Sysmex-KX21. Diferentes
parametros hematolégicos foram utilizados: hemoglobina (Hb), hematdcrito (Ht),
numero de eritrocitos (RBCs) no sangue total, leucograma com contagem de

leucdcitos e a contagem de plaquetas (OLIVEIRA, 2007).

4.8 Avaliacédo Bioquimica

As amostras de sangue foram colhidas em tubos de hemdlise sem
anticoagulante. Apos a coagulagdo do sangue, este foi submetido a centrifugacéo
para retirada do soro utilizado nas analises bioquimicas realizadas. Tais amostras
foram utilizadas para as dosagens séricas de uréia (método enzimatico UV) e
creatinina (Labtest) para a avaliagdo da fungao renal; transaminase glutamico
oxalacética (TGO) e transaminase glutdmico piravica (TGP) (cinético-UV-IFCC),
fosfatase alcalina (método — Roy — modificado) e gama GT (método — Szasz

modificado) para avaliar a fungao hepatica e proteinas totais e fragoes.
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Os niveis de Gama GT foram mensurados utilizando (método — Szasz
modificado) com o seguinte procedimento: em um tubo rotulado como teste foi
colocado 1,0 ml do reagente de trabalho, adicionado em seguida 0,05 ml de amostra
de cada trabalhador, homogeneizado e transferido imediatamente para cubeta
termostatizada a 37 + 0,2 °C. Esperou-se 1 minuto e fez-se a leitura da absorbancia
inicial (A1) em 405 nm, disparando simultaneamente o crondmetro e repetida a
leitura apos 2 minutos (A2). As leituras foram expressas em mg/mL e comparadas

com os valores de referéncia.

Os niveis de creatinina pela metodologia (Labtest) foram dosados
conforme descrito: Foram preparados dois tubos de ensaio identificados como
branco e teste. Foi colocado 2,0ml de tamp&o, no tubo branco acrescentado 0,25ml
de agua deionizada, no tubo identificado como teste 0,25 mL de soro do trabalhador.
Em seguida acrescentou nos tubos 0,5 ml de acido picrico e 0,1 mL do acidificante.
Os reagentes foram misturados e colocados em banho-maria a 37 °C, durante 10
minutos, com o nivel da agua no banho superior ao nivel dos reagentes nos tubos
de ensaio, em temperatura ambiente durante 5 minutos. As absorbancias do teste
(A1 e A2) foram feitas no padrdo de 510 nm ou filtro verde (500 a 540 nm),
acertando o zero com o branco. As leituras foram expressas em mg/mL e

comparadas com os valores de referéncia.

Os niveis de fosfatase alcalina foram mensurados através do método Roy
modificado pela seguinte metodologia: Pipetou-se 1,0 mL do reagente de trabalho
em um tubo 12x75 rotulado como teste e foi adicionado 0,02 mL de amostra,
homogeneizado e transferido imediatamente para a cubeta termostatizada a 37 °C.
Apods 30 segundos a leitura da absorbancia inicial (A4), disparando simultaneamente
o crondémetro foi feita e repetida apds 2 minutos (Az). As leituras foram expressas em

mg/ml e comparadas com os valores de referéncia.

Para avaliacdo dos niveis de uréia (Enzimatico — UV), foi realizado o
seguinte procedimento: em um tubo rotulado como teste, foi colocado 1,0 ml do
reagente de trabalho, adicionado em seguida 0,01 ml de amostra de cada
trabalhador, homogeneizado e transferido imediatamente para cubeta

termostatizada a 37 x 0,2°C. Disparado o cronémetro foi medida a absorbancia aos
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30 e 90 segundos. Usando a diferenga de absorbancia entre as duas temperaturas
(A30 — A90), para calcular os resultados. As leituras foram expressas em mg/ml e

comparadas com os valores de referéncia.

Os niveis de TGO e TGP (cinético-UV-IFCC) foram mensurados conforme
o protocolo: em um tubo rotulado como teste, foi colocado 1,0 mL do reagente de
trabalho, adicionado em seguida 0,1 mL de amostra de cada trabalhador,
homogeneizado, apo6s 1 minuto, transferido imediatamente para cubeta
termostatizada a 37 * 0,2C. Registrada absorbéancia inicial A1 e disparado
simultaneamente o crondmetro. As leituras foram expressas em mg/ml e

comparadas com os valores de referéncia.

Os niveis de butirilcolinesterase plasmatica foram determinados,
utilizando-se a metodologia Dietz modificado e automatizado empregada no

Equipamento Modular P 800 Hitache da Roche.

A metodologia aplicada para dosagem de butirilcolinesterase (BChE) foi
realizada da seguinte form. Inicialmente procedemos a identificacdo de 2 tubos de
ensaio com B (branco) e T (teste), adicionamos aos mesmos 1,0 mL de substrato e
3,0 mL de reagente de cor. Colocou-se em banho-maria, 37°C, durante 3 minutos.
Foi adicionado 20 yL de amostra no tubo T e incubado durante 2 minutos e 30
segundos. Apds esse tempo de incubagao e ainda no banho-maria, foi adicionado 3
mL de solugéo inibidora no tubo T em intervalos de 30 segundos entre os tubos.
Retirado da estante de tubos do banho-maria e adicionado 3 mL de solugéo inibidora
e 20 pL da amostra no tubo B. Homogeneizado para as leituras das absorbancias do
T (teste) em espectrofotdmetro ou fotocolorimetro em 410 nm, acertando o zero com
o branco. A cor final permaneceu por 15 min, a temperatura ambiente (20 - 30°C).

As leituras foram expressas em mg/mL e comparadas com os valores de referéncia.

Para a avaliagdo das proteinas totais, utilizou-se a metodologia de
Biureto. Este tem como principio o fato de que os ions de cobre em meio alcalino
(reagente de Biureto) reagem com as ligagbes peptidicas das proteinas séricas
formando uma cor purpura. A sua absorbancia maxima é de 545 nm, proporcional a

concentragcao das proteinas na amostra.
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A metodologia aplicada para a mensuragao de albumina no soro foi a de
verde de bromocresol. A albumina tem a propriedade de se ligar a uma grande
variedade de anions organicos e moléculas complexas de corantes. O sistema de
medigdo baseia-se no desvio de pico da absorvidade maxima de um corante
complexo (verde de bromacresol) quando se liga a albumina. A cor formada é
medida colorimetricamente entre as faixas 600 e 640 nm. Para se calcular a fragao
de globulina utilizou-se como base o valor adquirido da proteina total e da albumina

de cada trabalhador.

4.9 Avaliacdo Genotoxica

A avaliacdo de danos induzidos ao material genético pelas misturas
complexas de agrotoxicos foi realizada com as aplicagées da técnica da eletroforese
em gel de células individualizadas (SCGE), ensaio cometa. E uma técnica simples,
rapida e sensitiva para mensurar extensdo de quebras no DNA em um pequeno
numero de células. As células sdo embebidas em agarose e colocadas em laminas,
onde sao lisadas com detergentes e submetidas a eletroforese, onde é possivel
avaliar os danos ao DNA pela sua migracdo em forma de cauda, que sao

observadas ao microscopico, indicando a frequéncia de quebras e danos de bases.

Na versao alcalina é possivel incluir os sitios apurinicos e apirimidinicos
os quais sdo sitios alcalis labeis. E possivel avaliar a conexdo entre danos ao DNA
causados por agentes oxidantes (DUSINSKA; COLLINS, 2008). Pode ser usado
para biomonitoramento ambiental, ocupacional, e para acompanhamento clinico de
tratamentos quimioterapicos e radioterapicos. A técnica usada nesta pesquisa € a

versao alcalina de Singh et al. (1988), conforme Saran et al. (2008).
4.9.1 Teste Cometa em Células de Mucosa Bucal
Desenvolvido segundo Singh et al. (1988) e, posteriormente, modificado

por Anderson et al. (1994). E uma importante ferramenta utilizada nos estudos de
biomonitoramento populacional (FAUST et al., 2004).
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As amostras de células esfoliadas de mucosa bucal (Figura 12) de cada
paciente foram centrifugadas por 10 minutos (1500 rpm), em trés lavagens, a
primeira com solugao salina a 0,9% NaCl e as duas seguintes com PBS. As laminas
foram pré-cobertas por solugdo de agarose de ponto de fusdo normal a 0,75%.
Posteriormente, foram mantidas em temperatura ambiente até a solidificacdo da
agarose. Esta camada foi utilizada para promover a adesao da segunda camada de
agarose de baixo ponto de fusdo. Foram retirados 30 puL de células esfoliadas de
mucosa bucal suspendidas em PBS e misturadas com 110 yL de agarose low
mellting, a 37°C e colocadas em forma de gotas sobre as laminas, e cobertas com
as laminulas (24 x 60 mm), mantidas em baixa temperatura por 30 min até solidificar
a agarose. Depois, a laminula foi retirada e a lamina mergulhada em solugao de lise
(2,5 M NaCl, 100 mM EDTA , 10 mM Tris, 1% Triton X-100, 10 % DMSO; pH 10) a
4°C e protegida da luz por no minimo 24 horas. Ao serem removidas da solugéo de
lise, as laminas foram colocadas na posi¢ao horizontal na cuba de eletroforese.
Esta estava em um banho de gelo, para manter a temperatura da eletroforese
constante em torno dos 4°C. A cuba foi, entdo, preenchida com a solugcdo de
eletroforese (1 mM EDTA, 300 mM NaOH; pH > 13) recém-preparada, a um nivel
superior (0,25 cm, em média) as laminas, ficaram em repouso por 20 min para o
desenrolamento do DNA, o afrouxamento de suas ligagdes e a exposi¢cao dos sitios
alcali-labeis. A eletroforese foi conduzida usando 25 V e 300 mA, por 15 min. Todos
estes passos foram realizados na presenca de baixa luminosidade. Apds a
eletroforese, as laminas foram retiradas da cuba e mergulhadas na solugcéo de
neutralizagéo (0,4 M tris; pH 7,5, por 5 min) 3 vezes. As laminas foram fixadas por 10
mim em solugo fixadora (Acido tricloroacético 15%; Sulfato de zinco heptahidratado
5% e Glicerol 5%), apds secagem as laminas foram coradas com solugdo de nitrato
de prata (0,02%). Lavou-se 3x com agua destilada, mantendo as laminas nas
cubetas; adicionou-se a solugdo de parada (acido acético) nas cubetas deixando-as
por 5 minutos, mais trés lavagens com agua destilada e deixada secar em bandejas.
Imagens de 100 células foram selecionadas aleatoriamente (50 células de cada uma

de duas laminas) por individuo.

As células foram contadas visualmente em cinco classes de acordo com o
tamanho e intensidade dos nucleoides (de-0 intacto, ao maximo danificado-4). Um

valor (indice de Danos) foi atribuido a cada cometa de acordo com sua classe
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(VILLELA et al., 2006). O indice de dano, portanto, variou de 0 (completamente
intacto: 100 células % 0) para 400 (com dano maximo: 100 x 4 células) (COLLINS,
2004; MOURA et al.,, 2007). Os calculos dos dados foram feitos segundo as
férmulas: ID = numero de dano de cada uma das classes x categoria da classe /
100; FD = 100 % — os danos da classe zero (ANEXO E).
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Figura 12. Esquema do teste de cometa conforme protocolo de Singh et al (1988)
usado para a avaliacdo de genotoxicidade em agricultores expostos aos agrotoxicos.

A avaliagdo visual (Figura 13) dos cometas € um método validado que
tem uma alta correlagcdo com a andlise de imagens por computador (COLLINS,
2004). A analise, feita pelo padrao de escores, onde, de acordo com o tamanho e
intensidade da cauda do cometa, os mesmos foram divididos em cinco categorias
(0-4) de acordo com a percentagem de DNA na cauda do cometa, que indica o grau
de lesdo sofrido pela célula: 0 = sem danos (<5%); 1 = baixo nivel de danos (5-20%);
2 = médio nivel de danos (20-40%); 3 = alto nivel de danos (40-95%); 4 = dano total
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(95%). O controle negativo foi processado separado das amostras dos agricultores e

ambos analisados por dois examinadores.

apoptose

Figura 13. Classes de Danos ao DNA analisadas no Teste Cometa.
Fonte: Adaptado de Villela et al., 2006.

4.9.2 Teste do cometa em linfocitos de sangue periférico

As amostras de sangue de cada individuo foram coletadas através de
puncdo venosa, cerca de 5 mL de sangue periférico com seringa estéril e
descartavel, contendo o anticoagulante heparina sédica 5000 U/ml. Do sangue
heparinizado 100 pL foi colocado em 5 mL de meio RPMI 1640 (na concentragao
final de 9%) , adicionado 13,25% de DMSO. Foram estocadas no freezer a -80° C e
antes do processamente foram colocadas no banho- Maria a 37° C, segundo Singh e
Lai (2009). O teste Cometa foi realizado segundo Singh et al. (1988), com
modificagdes de Tice et al. (2000), com adaptacdes de Da Silva et al. (2008). As

ldminas foram pré-cobertas por solugdo de agarose de ponto de fusdo normal a
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0,75%. Posteriormente, foram mantidas em temperatura ambiente até a solidificagao
da agarose. Esta camada foi utilizada para promover a adesao da segunda camada
de agarose de baixo ponto de fusdo. As amostras foram centrifugadas a 900 rpm, o
sobrenadante descartado e 5 pL do centrifugado foi misturado com 95 pL (0,75%) de
agarose de baixo ponto de fusdo( low mellting), a 37°C e colocadas em forma de
gotas sobre as laminas, e cobertas com as laminulas (24 x 60 mm), mantidas em
baixa temperatura por 5 min até solidificar a agarose. Depois, a laminula foi retirada
e a lamina mergulhada em solucéo de lise (2,5 M NaCl, 100 mM EDTA , 10 mM Tris,
1% Triton X-100, 10 % DMSO; pH 10) a 4°C e protegida da luz por no minimo 24
horas. Ao serem removidas da solugao de lise, as laminas foram colocadas na
posicao horizontal na cuba de eletroforese. Esta estava em um banho de gelo, para
manter a temperatura da eletroforese constante em torno dos 4°C. A cuba foi, entao,
preenchida com a solugéo de eletroforese (1 mM EDTA, 300 mM NaOH; pH > 13)
recém-preparada, a um nivel superior (0,25cm, em média) as laminas, ficaram em
repouso por 20 min para o desenrolamento do DNA, o afrouxamento de suas

ligacbes e a exposi¢ao dos sitios alcali-labeis.

A eletroforese foi conduzida usando 25 V e 300 mA, por 15 min. Todos
estes passos foram realizados na presenca de baixa luminosidade. Apds a
eletroforese, as laminas foram retiradas da cuba e mergulhadas na solugéo de
neutralizagéo (0,4 M tris; pH 7,5, por 5 min). As laminas foram fixadas por 10 mim
em solucéo fixadora (Acido tricloroacético 15%; Sulfato de zinco heptahidratado 5%
e Glicerol 5%), apés secagem das laminas foram coradas com solugéo de nitrato de
prata (0,02%). Lavou-se 3x com agua destilada, mantendo as l&minas nas cubetas,
Adicionou-se a solugdo de parada (acido acético) nas cubetas deixando-as por 5
minutos, mais trés lavagens com agua destilada e deixada secar em bandejas.
Imagens de 100 células foram selecionadas aleatoriamente (50 células de cada uma

de duas laminas) por individuo (Figura 14).

Para verificagdo da ocorréncia de cometas em trabalhadores rurais no
Estado do Piaui, um total de 15.200 linfécitos foram analisados, a partir da cultura de
linfécitos do sangue coletado dos individuos pesquisados. Foram contabilizadas 100

células (50 células/lamina) por individuo (ANEXO E).
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Figura 14 Esquema do teste de cometa em cultura de linfocitos conforme protocolo de
Singh et al (1988) ,Tice et al.(2008), Da Silva et al (2008) usado para a avaliacdo de
genotoxicidade em agricultores expostos aos agrotéxicos.

4.10 Avaliagdo mutagénica

A avaliacdo da mutagenicidade em agricultores expostos aos agrotoxicos
foi realizada com os testes citogenéticos de micronucleo em células esfoliadas do
epitélio bucal em cultura de linfécitos com bloqueio e citocinese, como também, pelo

teste de aberragdes cromossémicas, em cultura de linfocitos.

4.10.1 Teste de micronucleo em células esfoliadas de epitélio bucal

Os MNs representam marcadores simples, e sdo considerados valiosos
na avaliacdo de danos citogenéticos de populagcdes ocupacionalmente expostas a
agrotoxicos. O teste de MN (Figura 15) foi realizado nas células epiteliais da mucosa
oral de acordo com Sailaja et al. (2006) e Holland et al. (2008). A coleta de células

bucais foi obtida através de friccdo na bochecha dos individuos com escova
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cytobrush. As células foram coletadas em tubos falcon contendo 5 mL de solugéo
salina (0,9 %) e transportada para processamento no Laboratério de Toxicologia e
Genética Molecular LAB-TOXIGEN do LACEN-PI. Apos trés lavagens, a primeira
com salina e as duas seguintes com PBS por centrifugagéo a 1500 rpm por 10 min,
com a retirada do sobrenadante entre as centrifugagdes, 50 puL de suspenséo de
células foram gotejadas sobre laminas pré-aquecidas (37° C) em chapa aquecedora.
Em seguida as células foram fixadas com metanol: acido acético (3:1) durante 15
min, e dispostas horizontalmente a temperatura ambiente por 24 horas. Apds esse
periodo, as laminas foram colocadas em agua destilada por 1 minuto para

hidratacado das células, antes de realizar a coloracgao.

As células foram coradas com Giemsa 10% durante 15 minutos. Realizou-
se a lavagem das laminas por duas vezes com agua destilada durante 3 minutos
para retirar o excesso do corante. Apds secas, as laminas foram examinadas em
microscopia optica, com o aumento de 1000 X. Foram contadas cerca de 2.000
células para cada individuo. Os critérios de identificacdo do MN foram os descritos
por Sarto et al. (1987) e por Tolbert et al. (1991,1992), como estruturas que
apresentem distribuicdo cromatinica e coloragao igual (ou mais clara) do que a do
nucleo, que estejam no mesmo plano que este, apresentam limites definidos e
semelhantes aos nucleares e o seu tamanho n&o ultrapassar 1/3 do tamanho do
nucleo. Foram computadas apenas células que apresentem citoplasma integro e
quando o MN se encontrar distintamente separado do nucleo principal. As
anormalidades nucleares pertinentes a apoptose e citotoxicidade foram identificadas
respectivamente, como CX, que é a fragmentagao nuclear; CL, que caracteriza a
dissolugéo nuclear, e células binucleadas (BN) de acordo com Holland et al. (2008)
(ANEXO E).
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Figura 15. Esquema do Teste de MN em mucosa bucal representado segundo
protocolo de
Fonte: Holland et al., 2008.

4.10.2 Teste de micronucleos com bloqueio de citocinese

Os MN com bloqueio de citocinese (CBMN) sao pequenos corpusculos
compostos por material cromossOmico. Apds a separacdo das cromatides no
processo mitdtico dois nucleos sao reconstituidos, um em cada pélo. A membrana
nuclear é refeita ao redor destes dois conjuntos de cromossomos. Mas se um
cromossomo inteiro ou um fragmento cromossdmico acéntrico ndo se integra ao
novo nucleo (por ndo estar unido ao fuso), este também pode constituir um pequeno
nucleo individual chamado micronucleo. Os micronucleos, entdo sao estruturalmente
pequenos nucleos representando o material genético que foi perdido pelo nucleo
principal, como consequéncia de um dano genético que pode ser causado por
agentes fisicos, quimicos ou biologicos, capazes de interferir no processo de ligagcéo
do cromossomo as fibras do fuso, ou que possa induzir a perda de material genético

(cromossomos inteiros ou fragmentos) (DA SILVA, 2003).
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O sangue foi coletado em venipuncture heparinizados e as seringas foram
transportadas em posi¢cao vertical evitando calor e agitacdo a fim de prevenir
hemolise. Cerca de 18 gotas de sangue foi colocado em 5 mL de RPMI 1640
suplementado com 15 % de soro bovino fetal, 1% de antibidtico (penicilina e
estreptomicina), 1% de L-glutamina e 1% de fitohemaglutinina. Os linfécitos s&o
incubados por 72 h em até 37°C. A citocalasina B foi preparada em DMSO na
concentragdo de 6 mg/mL e estocada em 20°C. Essa solugao foi adicionada na
cultura em 44h. Apos as 72h de incubagao as culturas foram centrifugadas em 800
rom por 5 min para eliminar as células vermelhas. As células lavadas em RPMI 1640
foram tratadas em um meio hipotdnico por 2-3 min em 0,075 M KCL até 4°C. O
procedimento foi feito por 3X. As células foram centrifugadas e adicionadas na
solugdo com metanol-acido acético 3:1 e gentilmente agitadas. Esse processo foi
repetido por 3X. As células foram ressuspendidas e colocadas em laminas e coradas
com GIEMSA a 10% em tampao fosfato a pH 6.8, por 10 min (Figura 16). As células
foram observadas em microscopia optica em objetivas de 100X e fotomicrografadas.
1000 células binucleadas com citoplasma preservado foram avaliadas quanto a
frequéncia de micronucleos. Foi calculado o indice de divisdo nuclear (IDN),
conforme a formula: IDN=[M1 + 2(M2) + 3(M3) + 4(M4)] /NT.

As células viaveis também foram avaliadas quanto a apoptose e necrose
e o indice de divisdo nuclear com citotoxicidade (IDNC) foi calculado de acordo com
a férmula: IDNC= [apoptose +necrose + M1+2(M2) + 3(M3) + 4(M4)]/NT (Numero de
células com apoptose; numero de células com necrose; M1-M4, numero de células
viaveis de 1 a 4 nucleos e NT, numero total de células, segundo Salvadori et al.
(2003) (ANEXO E).
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Figura 16. Esquema representativo do Teste de Micronucleo com Bloqueio de
Citocinese, desenvolvido segundo o protocolo de Salvadori et al. (2003).

4.10.3 Teste de aberragdes cromossdmicas em cultura de linfocitos

As preparagdes metafasicas para a analise convencional de AC foram
efetuadas de acordo com Sram et al. (2007), seguindo os seguintes passos (Figura
17), através de puncao venosa de cada individuo foram coletados cerca de 5 mL de
sangue periférico com seringa heparinizada, estéril e descartavel. Foram
adicionadas 18 gotas do sangue em culturas de 5 mL de meio RPMI 1640,
suplementado com 15 % de soro bovino fetal, 1% de antibi6tico (penicilina e
estreptomicina), 1% de L-glutamina e 1% de fitohemaglutinina( para estimular a
divisdo celular). As culturas foram incubadas em estufa comum a 37 °C por 72
horas. Adicionou-se a colchicina (16 ug/mL, Sigma), 2 horas antes de completar 48
horas de incubacédo para obtencdo de células em metafase. Apds as 72 horas de
incubacgao, a cultura de linfécitos foi transferida para um tubo falcon de 10 mL estéril

e centrifugada a 800 rpm por 5 minutos, fazendo uma lavagem com solugéo
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hipotbnica (0,075 M) para rompimento das membranas celulares. Adicionou-se 5

mL de fixador, que consiste em metanol e acido acético (3:1)e centrifuga-se.

As laminas foram preparadas pelo método de Moorhead et al. (1960)
modificado como descrito: para o preparo das laminas, estas devem ser bem
lavadas, ficando sem residuo de gordura e imersas em agua destilada a 4° C.
Retira-se a lamina da agua e goteja-se a suspensdo de células sobre a ladmina
inclinada. O contato da agua com a solugédo fixadora faz com que o material se
espalhe sobre a lamina com facilidade. As metafases foram coradas com Giemsa
(10%), diluido em tampao Sorensen para posterior visualizagdo ao microscépio.
Foram analisadas 100 metafases/individuo bem espalhadas e sem sobreposicao,
em microscoépio de luz e em objetiva de imersédo. Dentre as AC foram avaliadas em
100 metafases, identificadas em 300 células de cada individuo (ANEXO E).

Os cromossomos dicéntricos e tricéntricos, cromossomos em anéis e em
anéis acéntricos, fragmentos cromossémicos, dele¢cbes terminais e deleg¢des

intersticiais foram identificados segundo Tolbert et al. (1991).

Colchicina
(2h antes de

_ completar 48 hs)
::‘::‘ﬁr: ML 13gotas —melo RPMI: 15

somo fetal, 1 antiblatico, Eshufa 37°C } 72 hs
heparinizada . I- glibaming, -

fitehemaglutinina

5 mLfixador
= (metanol/ ac.
aceético 3:1)

o

a00 rpmjfs min

|
- -

Glemsa 107

Aumento 1000 X

Sedimentolavadocom
fixadorpar 3 X

Yéa
W Sade
) ol
- 2UUSH
.b.:’*t‘
l.::rv

1M metifases

Sedimento tratado
eom KC) - Hipoténlea
0,078 molar até4-C =
2 a3 min. 13X)

Figura 17. Esquema representativo do Teste de Aberragcbes Cromossdmicas montado
segundo o protocolo de Sram et al. (2007).
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4.11 Avaliacéo Estatistica

Os dados obtidos neste trabalho foram submetidos ao programa SPSS
(Statistical Package for the Social Sciences) versao 13.0, para a analise de variancia
com o teste One - Way ANOVA nao paramétrico e para as correlagdes Spearman’s
(rho) entre os diversos parametros analisados. O programa Prisma versao 4.0. com
o teste Kruskal-Wallis foi usado para a comparagéo dos parametros hematoldgicos e
o Teste t-Student, para comparacdes entre os individuos expostos com os nao
expostos, na avaliagao bioquimica e genotoxica. Os niveis de significancia adotados
foram de 5% (p<0,05), 1 % (p<0,01) e 0,1 % (p<0,001).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Caracteristicas da Populacéao

As caracteristicas da populagdo em estudo, obtidas a partir das
informagdes apresentadas pelos sujeitos da pesquisa em respostas as indagacgoes
do questionario de saude (ANEXO A), estdo sumarizadas na Tabela 6, e informam

sobre idade, tempo de trabalho, uso de EPI's e carga horaria semanal.

A média de idade dos trabalhadores estudados foi de 40,37anos. O tempo
de trabalho do grupo exposto foi em média de 19,32 anos, enquanto no grupo néo
exposto foi de 7,50 anos. Em relagdo a carga horaria, o grupo exposto teve maior
carga horaria que o grupo nao exposto, 41,38 horas versus 37,82. Esta situagao
enfrentada pelos trabalhadores piauienses, assemelha-se a relatada por Veiga et al.
(2007),quando define que o trabalhador brasileiro chega a trabalhar mais de 12
horas por dia, 6 vezes na semana em temperatura externa que pode atingir 40
graus, estando sujeito a condigdo de trabalho bastante insalubre que pode trazer

consequéncia negativa a sua saude.

Tabela 6 Caracteristicas da populacdo exposta aos agrotdéxicos nos Municipios do
Piaui, ano de 2008 a 2010, comparado a nao exposta.

CaracteristicNas da Expostos (N =97) Nao ex_postos (N
populagéo =55)
Idade 40,37 £ 14,77 32,13 £ 9,46
(18-69)° (20-69)°
Tempo de trabalho no local 19,32 £ 14,03 7,50 £ 7,11
(anos) (1-54)° (1-31)°
Uso de EPIs
e Sim 50,5% -
e Nao 39,2% 100%
« Nao informado 10,3% -
Carga horaria semanal 41,38+ 7,12 37,82+ 7,63
(10-50)° (0-50)°

Resultados expressos como média + desvio padrdo. ‘Intervalo de idade; ®Intervalo de tempo;
°Intervalo de horas.
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Quanto as caracteristicas do estilo de vida (Tabela 7), 33% do grupo
exposto relatou ter o habito de fumar, enquanto 14,5% do grupo nédo exposto tinha
esse habito. Resultado semelhante foi encontrado em outro estudo onde o
percentual de fumantes no grupo exposto era maior do que os de ndo fumantes com
61,11% e 38,89% respectivamente (GROVER, 2003). Em relagdo ao etilismo, uma
caracteristica da populacdo dos municipios pesquisados € o alto consumo de
bebidas alcodlicas, observado no estudo em foco, pois 59,8% dos expostos relatou o
consumo de alcool. Esses resultados sdo confirmados pela pesquisa realizada no
sul do Estado do Piaui, em 2007, evidenciando que o percentual de trabalhadores
que referiram histéria de consumo atual ou prévio de bebida alcodlica foi elevado,
55,83% (CHAVES, 2007).

Em relagdo ao consumo de medicamentos prescritos 34% dos
agricultores faziam uso, enquanto 29,1% do grupo n&o exposto; ja nos
medicamentos ndo prescritos tivemos um consumo maior do grupo nao exposto
(67,3%) em relagao ao grupo exposto (45,4%). Quanto a exposi¢céo aos raios X nos
ultimos dez anos, 27,8% dos expostos comparado com 67,3% dos nao expostos
(Tabela 7).

Quanto aos habitos alimentares (Tabela 8) a populagdo do grupo exposto
relatou que consome habitualmente cha e café, diferente do consumo do grupo nao
exposto, fato explicado, devido a tradicdo da medicina natural em municipios da
zona rural. Em relagdo ao consumo de carne, os valores obtidos para os grupos
exposto e ndo exposto apresentaram resultados semelhantes (96,9% e 97,5%),
enquanto que para os vegetais observou-se baixo consumo nos dois grupos (32% e
21,8%). Em pesquisa no Estado do Piaui, realizada por Chaves (2007) quanto aos
habitos alimentares 98% comem carne, 74,5% bebem refrigerante e 97% néao
costumam consumir vegetais. O consumo de vegetais é tratado como habito
conservador da estabilidade genética podendo fornecer vitaminas antioxidantes que
combatem as espécies reativas de oxigénio (ERO) (ERDTMANN, 2003).



Tabela 7 Caracteristicas do estilo de vida da populacédo, exposta e ndo exposta
aos agrotdxicos, em municipios do Piaui, ano de 2008 a 2010.
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Caracteristicas da populacéo

Expostos aos

N&o expostos

agrotoxicos (N =97) (N =55)
.Ha,t:jgg de fumar 67% 85.5%
) 33% 14,5%
e Sim
Tempo de Tabagismo (anos) 9,70 £12,30 4,11 £ 5,51
(1-53) (1-24)
Etilismos
e Sim 59,8% 74,5%
e Nao 40,2% 25,5%
Consumo de medicamentos Prescritos
e Sim 34,0% 29,1%
¢ Nio 63,9% 58,2%
N&o prescritos
e Sim 45.4% 67,3%
e Nio 52,6% 23,6%
¢ N3o informado B B
Vitaminas nos Ultimos seis meses
e Sim 25,8% 18,2%
e Niao 74,2% 58,2%
Vacinas nos ultimos dozes meses
e Sim 54,6 % 61,8%
e Néao 45,4% 38,2%
Raios X nos ultimos 10 anos
e Sim 27,8% 67,3%
e Néo 72,2% 32,7%

Resultados expressos como média + desvio padrao, percentual e Intervalo de tempo.



Tabela 8 Caracteristicas alimentares da populagcdo exposta e ndo exposta aos

agrotéxicos em municipios do Piaui, ano de 2008 a 2010.
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Caracteristicas da populacéo Ez(,\? th;;s Nao(l\?x:%os?tos
Consumo de vegetais
e Sim 32,0% 21,8%
e Nao 68,0% 78,2%
e N3ao informado - -
Uso de adocantes
e Sim 6,2% 45,5%
e Nao 93,8% 54,5%
Consumo de carne
e Sim 96,9% 97,5%
e Nao 3,1% 2,5%
Bebe café
e Sim 86,6% 60,0%
e N3o 13,4% 40,0%
Bebe cha
e Sim 62,9% 21,8%
e Nao 37,1% 78,2%

No momento da entrevista, ao serem indagados sobre a exposi¢cao aos

agentes quimicos no trabalho, os trabalhadores relataram que se expdem a varios

tipos de agrotdxicos, sendo comum, um mesmo trabalhador, citar mais de um tipo de

“veneno”, que é como eles se referiam aos agrotéxicos.

Na Figura 18 e Tabela 9 estdo apresentados os principais agrotoxicos

utilizados pelos agricultores piauienses indicados pelo grupo exposto. Os grupos

quimicos mais utilizados pelos trabalhadores rurais sdo: herbicidas (53,5%),

carbamatos (2,7%), organofosforados (13,0%), piretréides (7,6%) e organoclorados

(3,4%)e neonicotindide (17,1%). Muitas dessas classes sao classificadas pela

Agéncia Internacional do Cancer (IARC, 1991), como potentes genotdxicos e

carcinogenos. Resultados semelhantes foram encontrados em estudo realizado no

Mato Grosso, onde o maior percentual de agrotoxicos utilizados foi de herbicidas

(CAIRES, 2002).
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M Herbicida M Piretrdide B Organoclorado B Organofosforado
Neonicotinoide B Carbamato B N3o sabe
53,5%
17,1%
13%
7,6% .
3,4% 2,7% 2,7%
[ [ [

Figura 18. Percentual de agrotdxicos, segundo grupo quimico, utilizados pelos
agricultores em municipios do Piaui nos anos de 2008 a 2010.

Dentre os herbicidas (fenoxiacéticos, dipiridilos ou bipiridilos, dinitrofendis
e pentaclorofenol, glicina substituida), o glifosato foi o principal ingrediente ativo
citado pelos trabalhadores piauienses (46,6%). E importante lembrar que as
formulagcbées do glifosato contém um ou mais surfactantes (ou tensioativos), e a
polioxietilienoamina (POEA, alcilamina etoxilada de cadeia longa) € o mais usado
deles. A POEA é muito irritante e significativamente mais toxico (2 a 3 vezes mais)
do que o glifosato puro. Por outro lado, sabe-se que o maior derivado deste
ingrediente ativo, o acido aminometilfosfénico ou AMPA, também é téxico para o
organismo. O glifosato € irritante dérmico e ocular, podendo causar danos hepaticos
e renais quando ingerido em doses elevadas. O composto € absorvido por via oral e
dérmica, sendo excretado principalmente na urina. A excreg¢ao biliar, no entanto, é
limitada e a eliminacéo através de ar expirado € muito baixa (AMARANTE JR et al.,
2002).
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Tabela 9 Tipos de Agrotéxicos referidos pelos trabalhadores rurais nos municipios

piauienses pesquisados no ano de 2008 a 2010.
r;'\flgr?:j% Ingrediente ativo qu%ge Grupo Quimico Togéisl'ggica N°

24D 24D Herbicida | Acido ariloxialcandico | 2 1,4
DMA 2,4D Herbicida | Acido ariloxialcanoico | 2 1,4
Karate Lambda-cialotrina Inseticida Piretroide Il 3 21
Propanil Propanil Herbicida Anilida Il 3 2,1
Tordon 2,4D + Picloram Herbicida | .. ding‘(f;‘:goxmco | 3 2,1
Lannate Metilcarbamato de oxina | Inseticida Carbamato Il 4 2,7
Endossulfan | Endossulfan Inseticida Organoclorado I 5 3,4
Nuvacron Monocrotopos Inseticida Organofosforado 1l 7 4.8
Agritoato Dimetoato Inseticida Organofosforado I 12 8,2
Nitrosin Cipermetrina Inseticida Piretroide Il 8 5,5
Roundup Glifosato Herbicida Glicina substituida IV 19 13,0
Actara Thiamethoxam Inseticida Neonicotinoide 11 25 17,1
Glifosato Glicina substituida Herbicida Glicina substituida v 49 33,6
Nao sabe - - - 4 2,7
TOTAL 146 100,0

* Nome do produto referido pelo trabalhador. N°=Numero de vezes em que o agrotéxico foi citado pelo
trabalhador.

Os dados divulgados em 2009, pela Associagdo Nacional de Defesa
Vegetal (ANDEF), mostram que, no Brasil, os herbicidas respondem pelo consumo
de 3.200 milhdes de toneladas (44,9%). O segundo maior consumo é de inseticidas,
2,027 milhdes de toneladas (28,5%); em seguida, estdo os fungicidas, com 1,573
milhdes de toneladas (22,1%); os acaricidas, 112,8 mil toneladas (1,6%), e os
demais defensivos agricolas, que somam 210,1 mil toneladas (2,9%) (MENTEM,
2009). Os dados obtidos na nossa pesquisa sao semelhantes, pois encontramos

uma frequéncia elevada das classes dos herbicidas seguida pelos inseticidas.

Em 2009, analisaram-se os efeitos do glifosato sobre o material genético
através da medida das aberracbes cromossbémicas e micronucleos em
camundongos. O estudo comprovou o efeito de lesdes importantes e morte celular
(SAHDEO et al., 2009). Existem suspeitas de mutagenicidade, teratogenicidade e
carcinogenicidade relacionados aos herbicidas. Estudos epidemioldgicos
demonstram diversas associagdes entre o uso de agrotdxicos e cancer em

humanos, incluindo linfoma ndao Hodgkin e céancer de tiredide. Entretanto, os
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herbicidas tém sido avaliados genotoxicamente por meios de diferentes
biomarcadores, tais como os usados nesse estudo, a exemplo dos testes de cometa,
MN e AC e trocas de cromatides irmas e muito deles apresentam propriedades
genotodxicas (GRISOLIA, 2002; MASTRANGELO et al., 2005).

Em relagdo a utilizacdo de inseticidas, nesta pesquisa, a maior utilizagao
foi para o Actara (17,1%) e o Agritoato (8,2%) (Tabela 9), o que parece ser muito
comum na cultura utilizada pelos municipios piauienses pesquisados, pois, este
resultados se assemelham aos encontrados na regido no Vale do S&o Francisco —
PE, a classe de agrotoxicos mais utilizada foi Inseticida, que oferece o maior

potencial para agravos agudos a saude (BEDOR et al., 2008).

O Actara (tiametoxam) é um inseticida pertencente a classe dos
neonicotindides, recentemente registrado no Brasil para o controle de pragas em
varias culturas, pouco toxico, contudo perigoso para o ambiente. Entretanto, quando
em contato constante, mesmo em pequenas doses, esse inseticida tem grande
potencial carcinogénico (OLIVEIRA et al., 2009).

Foi evidenciado em nossa pesquisa que 7,5% de agricultores utilizavam
piretréide, dentre eles, o Karate que € um inseticida altamente toxico e perigoso para
o ambiente. Os sintomas de intoxicagdo aguda ocorrem principalmente quando sua
absorgdo se da por via respiratoria, incluindo entre os sintomas: dorméncia nas
palpebras e nos labios, irritagdo das conjuntivas e mucosas, espirros, coceira
intensa, manchas na pele, edema nas conjuntivas e nas palpebras, excitacdo e
convulsdes. Sao estimulantes do sistema nervoso central e, em doses altas, podem
produzir lesdes no sistema nervoso periférico, ndo tendo evidéncias de toxicidade
crbnica com o uso de piretréides (MATOS et al.,, 2002). Segundo Trapé (2005)
neurites periféricas e alteragdes hematoldgicas do tipo leucopenias, s&o alguns dos

efeitos da exposigcéo de longo prazo.

Foi relatada ainda, a utilizagdo do ingrediente ativo Endossulfan (3,4%)
organoclorado usado pelos trabalhadores piauienses. Estudo de Bedor (2008),
também encontrou em Pernambuco e na Bahia, produtos formulados a base de

endossulfan, entre os mais vendidos para utilizacdo na fruticultura, pelas lojas de
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agrotoéxicos dessa regiao, ressaltando que o produto ndo possui autorizagao para tal
cultivo. O endossulfan permanece no ambiente por longos periodos de tempo,
produzindo metabolitos téxicos decorrentes de degradagdo no ambiente, por vezes
mais toxico que o proprio ingrediente ativo. O endossulfan, foi banido pela Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (Anvisa), por intermédio de Resolugao publicada em
2010 e nao podera ser comercializado a partir de 31 de julho de 2013, a
determinacdo € fundamentada em estudos toxicolégicos que associam o uso desse
agrotoxico, considerado extremante téxico, a problemas reprodutivos e enddécrinos

em trabalhadores rurais e na populagao (ANVISA, 2010).

Como observado na Tabela 9 as classes predominantes de agrotoxicos
usados de acordo com os aspectos toxicolégicos foram Il e IV (Figura 19),
moderadamente téxica e levemente toxica, respectivamente (WHO, 1990). De
acordo com Garcia (2005), classificar um agrotoxico segundo sua periculosidade
deveria servir como parametro para a definicio de medidas de controle e de
gerenciamento de riscos, porém, no Brasil, essa classificagdo € meramente
figurativa, uma vez que ndo ha diferenca em um produto ser da Classe | —
extremamente toxico para o homem — ou da Classe IV — pouco tdxico para os
seres humanos —, se eles podem ser recomendados, comercializados e utilizados

da mesma forma e por qualquer usuario.

Nao sabe .
2,7% .
I
LR,
B N3o sabe

Figura 19. Percentual de agrotéxicos, segundo classe toxicolégica, usados
pelos agricultores do Piaui, nos anos de 2008 a 2010.
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5.2 Avaliacdo Hematologica e Bioquimica

Com a pesquisa ficou constatado a importéncia de investigar a saude
geral dos pesquisados, estudando o hemograma, exame de rotina mais solicitado
para iniciar uma investigagao diagnéstica, e sendo o cancer uma doenga que surge
atravées de uma rede extremamente complexa de causas multiplas, e que
provavelmente sera um desafio conhecer toda a gama ou combinagdes de agentes
e entendendo que a prevengao a exposi¢cao a agentes cancerigenos pode evitar um
dano de maior relevancia a saude. Sabemos que as pesquisas relacionadas a
causas ambientais e ocupacionais ligadas ao cancer estdo crescendo
constantemente, e as futuras atualizacbes serdo realizadas a luz da nova
compreensao biolégica dos mecanismos de agédo dos agrotoxicos e seus reais riscos

a populacéo humana.

Neste contexto ainda n&o s&o muitos os conhecimentos sobre as causas
ocupacionais e ambientais do cancer, somente em 2007, identificou 415 agentes
cancerigenos conhecidos ou suspeitos. Segundo Titlic et al. (2008) apds exposigao
aos agrotoxicos, varios disturbios fisiologicos podem se manifestarem, dentre eles

diminuic&o significativa do numero de hemacias e leucocitos.

Em nosso estudo ndo houve significancia entre os parametros
hematoldgicos entre o grupo exposto e o grupo nao exposto (Tabela 10) apesar de
que 97 trabalhadores expostos pesquisados, destes 38 apresentaram um quadro de
leucopenia (Figura 20) quando comparados com os valores de referéncia (ANEXO
C), podendo ser classificado como cronicamente expostos aos agrotoxicos (Tabela
6).

Os trabalhadores que tém sido expostos a agrotoxicos podem apresentar
alteragcdes hematoldgicas, mudangas envolvendo a quantidade, qualidade e
distribuicdo das células sanguineas (ALBIANO et al., 1986; LERDA;
MASIERO,1990; SANTOS FILHO et al., 2005; RAMOS, 2009) . Segundo Carvalho
(1988), a acéo inicial de exposigao ao agrotoxico € uma leucocitose, indicando uma
tentativa de defesa celular importante do organismo agredido. Nas fases

subsequentes, com o aumento a intensidade de exposi¢cdo, parece que comeca
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haver uma lesdo importante no sistema hematopoiético e imune, ocasionando uma

leucopenia acentuada.

Tabela 10 Avaliacdo dos paradmetros hematolégicos em agricultores expostos aos
agrotoxicos em municipios do Piaui, ano 2008 a 2010.

Grupos Hemat6crito(%) Hemoglobina (g%) Hemacias mm? Leucécitos mm?®

Expostos 44.09 + 3.41 14.91 +1.37 4.830 + 0.41 5.430 + 1.699
N=97 (33 - 54) (11-18.4) (3.710 - 5.800) (1.170-9.870)
N3o 4552 +2.70 15.54 + 1.24 4.920 +0.288 5.758 + 1.135

Expostos (41-52) (13.40 - 17.60) (4.30 — 5.60) (4.700 — 9.800)
N=55

Média + Desvio padrdo. Dados entre parénteses correspondem ao intervalo dos
parametros. Nao Significancia em relacao aos trabalhadores ndo expostos analisados com
0 Teste t.

Estes resultados sdo semelhantes aqueles encontrados no estudo de
Carvalho (1988), onde foi evidenciado que o periodo de exposi¢cédo de 5 a 20 anos é
possivel ocorrer leucopenia. A leucopenia ndo podera ser considerada como um
unico fator indicativo de uma doenca especifica, uma vez que pode ser influenciada
por determinadas substancias (agrotoxico), medicamentos tais como antiarritmicos,
antibiodticos, anticonvulsivantes, anti-hipertensivos e os usados para tratamento do
diabetes e o proprio cancer podem ser causas de leucopenia. Na pesquisa 34% dos
expostos tomam medicamentos prescritos e 454% n&o prescritos. E importante
destacar que a diminui¢cdo dos leucdcitos gera também uma deficiéncia imunoldgica,
deixando assim o individuo mais vulneravel a doengas oportunistas, que se nao
tratada pode levar o individuo a ébito (RAMOS, 2009).
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Figura 20. Avaliacdo de leucopenia em trabalhadores expostos aos agrotéxicos no
Piaui nos anos 2008 a 2010.

Ratner et al. (1983) tém sugerido que presengca de agrotdéxicos nos
alimentos e frutas consumidos diariamente poderia conduzir a aumento significativo
de supressdo de medula 6ssea em individuos normais. Além disso, esta exposigcao
pode culminar em anemia aplastica (LAFIURA et al., 2007; AHAMED et al., 2006) e
em leucemias (LAW et al., 2006).

Estudando os casos de anemia aplastica adquirida (AAA) em doentes
com uma histéria de exposigdo aos agrotoxicos de areas agricolas, para a evidéncia
mais forte de um risco aumentado para leucemia mieloide esta nos trabalhadores
que fabricam e nos que aplicam agrotoxicos. Van Maele-Fabry et al. (2007)
identificaram pacientes apresentando grau moderado a severo, em aplasia de
medula 6ssea, como resultado decorrente de 9-12 anos de exposi¢ao prolongada a
agrotéxicos, expostos basicamente a uma mistura composta por organofosforados e
compostos organoclorados. Esse tempo de exposicdo coincide com a média de
exposicao encontrada no grupo exposto, dos nossos pesquisados que foram 19
anos. Dado esse, que também corresponde a pesquisa realizada por Ramos (2009),

em um municipio baiano.
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Nesta pesquisa foi observado no eritrograma (série vermelha) hemacias,
hematdcrito e hemoglobina nenhuma alteragao significativa, em relagdo aos nao
expostos, ressaltando apenas uma diminuicdo do percentual 10%, dentro do préprio
grupo exposto o que caracteriza um inicio de uma possivel anemia em alguns
trabalhadores expostos a agrotoxicos. Elsadek e Hassan (1999) encontraram no
grupo exposto aos agrotoxicos uma baixa de hemoglobina significativa quando
comparado ao grupo controle, indicando também uma possivel anemia. Estas

observagdes foram reforgadas por Gamlin et al. (2007) eTitlic et al. (2008).

A exposicao aos agrotoxicos € conhecida por produzir uma variedade de
alteragcbes bioquimicas, o qual pode ser responsavel por efeitos adversos em
estudos experimentais com humanos (HERNANDEZ et al., 2006; LOPEZ et al.,
2007).

Na avaliacdo dos parametros bioquimicos para uréia, proteinas totais e
albumina nao foi encontrada significancia para o grupo exposto em relagdo ao grupo
nao exposto. No parametro creatinina, foi encontrado significancia p< 0,05 (Tabela
11). Segundo a OPAS (1996), os herbicidas provocam lesdes hepaticas, renais e
fibrose pulmonar irreversivel. Cabe ressaltar que as dosagens obtidas para os
parametros supracitados também estdo de acordo com os padrbes de referéncia
(ANEXO C).

Tabela 11. Avaliacdo dos parametros bioquimicos em agricultores expostos aos
agrotoxicos em municipios do Piaui, ano 2008 a 2010.

Grupos ‘ Uréia | Creatinina ‘ Proteina total | Albumina

Expostos 31.67 £8.80 0.95 +0.16* 7.59 £ 0.57 3.85+£0.26
N=97 (12-49) (0.60 -1,70) (6,30 — 8,40) (3,30 — 4,30)
Nao 28.92 + 5.67 0.94 £0.12 7.72 £0.86 4.31+0.33

Expostos (16- 46) (0.70- 1.30) (6.00 — 8.90) (3.50 — 5.10)
N=55

Média £ Desvio padrao. Dados entre parénteses correspondem ao intervalo dos parametros.
*Significancia p<0,05 em relagéo aos trabalhadores ndo expostos avaliados com o teste t.

No presente estudo foram encontradas alteracbes significantes para a
fosfatase alcalina (p<0,001). As caracteristicas individuais para fosfatase alcalina
(Figura 21) indicam que nos individuos expostos a dosagem encontra-se elevada

em relagdo aos nao expostos, e acima dos valores de referéncia preconizado pela
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literatura (ANEXO D), sugerindo alteragdes hepaticas significativas. Estudo realizado
por Carvalho et al. (1988) detectou niveis significativamente mais elevados (p<0,01)

de fosfatase alcalina em aplicadores de BHC.
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Figura 21. Perfil bioguimico para fosfatase alcalina em trabalhadores expostos e néo
expostos aos agrotéxicos no Piaui, no ano de 2008 a 2010. A linha continua em azul
indica o limite maximo do valor normal de referéncia (43 mg/dL).

Em agricultores expostos, hepatotoxicidade foi observada no presente
estudo, para a dosagem da fosfatase alcalina. Estudos com inseticidas
organoclorados em animais e humanos tém detectado hepatotoxicidade em altas e
baixas doses, a qual pode desencadear uma indugdo das enzimas hepaticas
(MARONI; FAIT, 1993). Segundo a OPAS (1996), a exposicdo prolongada a
multiplos agrotoxicos afeta diversos 6rgaos incluindo o figado, podendo causar
hepatite crénica, colescistite e insuficiéncia hepatica. Considerando o tempo de
exposi¢cao da nossa populagao estudada e categorizando-a como exposigao cronica
(média 19 anos), e carga horaria (média 41 horas semanais), poderiamos inferir
exposigcao suficiente para que as alteragdes hepaticas apresentassem-se fora dos

valores de referéncia normais (Tabela 12).
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Tabela 12. Avaliacdo dos parametros bioquimicos de funcdo hepatica, em agricultores
expostos aos agrotéxicos em municipios do Piaui, ano 2008 a 2010.

Fosfatase Butiril
GruDOS alcalina colinesterase Uey e Germa ey

Expostos | 54.65 +22.99***| 8.013 £ 2.068* | 30.40 £ 8.21** | 35.23 £13.01*** 189+122

N=97 (20- 157) (800 — 12.00) (12 - 63) (16 — 86 ) (3- 69)
Néo 4032+ 13,26 | 9.667+1.951 | 26.94+505 | 2543+558 | 22.34+11.93

Expostos (16 —46) | (4.950 —13.000)] (17 — 34) (13.9 - 36) (3-57)
N=55

Média £ Desvio padrao. Dados entre parénteses correspondem ao intervalo dos parametros
Significancia em ***p<0,001,**p<0,01 e *p<0,05 em relagcao aos trabalhadores ndo expostos
analisados com o test t.

Também sdo mostrados os dados obtidos relativos as dosagens de gama
GT e BChE. Embora o resultado da gama GT nao tenha sido estatisticamente
significante entre os grupos, houve um aumento em 6,2% dos expostos quando
comparado ao valor de referéncia (7 a 40U/l). Segundo Almeida & Martins, (2008)
esses valores podem se elevar com o consumo de alcool o fumo e o nivel de
atividade fisica, o que pode justificar as alteragdes encontradas em nossa pesquisa
no grupo exposto (59,8%). Entretanto, valores significantes (p<0,05) foram
observados para a BChE em relagdo aos nao expostos (Tabela 12). De forma
contraria ao esperado, as alteracbes da BChE foram observadas para os nao
expostos. Somente alguns individuos expostos apresentaram inibigdo no percentual
de cerca de 4%, valor ndo significante, dentre eles o valor mais discrepante foi o
outliers de 800 U/l. Este dado talvez esteja diretamente relacionado ao pouco uso na
agricultura pelos trabalhadores piauienses de organofosforados e carbamatos
(15,7%), responsaveis pela inibicdo da acetilcolinesterase. De forma similar estudos
realizados com agricultores no Estado do Rio de Janeiro, apdés determinagao
individual das atividades de BChE plasmaticas e AChE eritrocitarias dos 55
individuos pertencentes ao grupo expostos foram considerados intoxicados,
segundo a BChE, dois individuos (3,6%), e de acordo com os valores de AChE, 23

individuos (41,8%) foram considerados intoxicados (SILVA et al., 2001).
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Como relatado na literatura os agrotoxicos organofosforados séao
inibidores da colinesterase e sado extensivamente utilizados na agricultura e
programas de saude comunitarios. A inibicdo da colinesterase € um meio de
monitorar a exposigao a organofosforados (NGATEA; MGNEI, 1980). Eles podem
causar hepatotoxicidade (TOMEI et al., 1998). Cabe ressaltar que o fato das
alteragdes acima do valor de referéncia para a BChE sugere outras patologias
decorrentes ou ndo da exposigdo aos agrotéxicos (Figura 22). Embora este dado
aparentemente indique um achado relevante, lembramos que a enzima
butirilcolinesterase age inespecificamente, ou seja, atua hidrolisando outras
proteinas além da acetilcolina. Segundo Araujo (2007) a colinesterase pode estar
aumentada em pacientes obesos, em diabéticos e na sindrome nefrética. Logo, é
possivel que os trabalhadores submetidos a esta pesquisa e a analise enzimatica

possam estar em um destes estados patoldgicos.
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Figura 22. Perfil bioquimico para butirilcolinesterase em trabalhadores expostos
e ndo expostos aos agrotéxicos no Piaui no ano de 2008 a 2010

Segundo Knudsen e Hansen, (2007) a inibicao da AChE por compostos
organofosforados é bem conhecida, desencadeia um acumulo enddgeno de
acetilcolina responsavel pela toxicidade do sistema nervoso. Outros estudos
comprovam diminuicdo na BChE e ALA-D em individuos expostos aos agrotdxicos
(REMOR et al., 2008).
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A BChE tem sido mundialmente usada para monitorar a exposi¢cdao aos
agrotoxicos organofosforados e carbamatos com grandes associagbes e redugdes
em populagdes expostas. Assim, inibe a acetilcolinesterase e esta conectado com o
aumento de riscos para o desenvolvimento de linfomas e de cancer de pulméo
(SINGH et al., 2007; ALI et al., 2008). A atividade da AChE é correlacionada com o
aumento de danos em linfécitos avaliados com o teste cometa (ZELJEZIC et al.,
2007). Uma forma comum de deficiéncia adquirida de colinesterase, incluindo tanto
a colinesterase verdadeira quanto a pseudocolinesterase, consiste na exposicao

excessiva a organofosfatos (SILVA, 2001).

A determinacdo da colinesterase verdadeira é mais valiosa em caso de
suspeita de exposicdo excessiva prolongada, visto que as concentragdes
eritrocitarias levam mais tempo para diminuir do que as concentracdes séricas de
pseudocolinesterase, e também necessitam de mais tempo para normalizagcdo apos
a exposicdo. Os individuos cujo trabalho esteja associado a exposigao cronica a
essas substancias quimicas sado frequentemente monitorizados por determinacdes
frequentes das concentragdes de colinesterase. Outras causas potenciais incluem
hepatopatias crbnicas, desnutricdo e hipoalbuminemia (PAGANA; PAGANA, 2001).

No presente estudo foram encontradas alteracdes significantes para as
transaminases (TGO e TGP) p<0,01 e p<0,001 respectivamente (Tabela 12). Sendo
a transaminase TGO menos especifica para se afirmar que existe uma doenca
hepatica ja que também se encontra no musculo cardiaco, nos 0ssos, rins, cérebro,
pancreas, pulmoes, leucocitos e eritrocitos. A TGP, em geral, é mais especifica do
figado. Entre os fatores que contribuem para o aumento das transaminases estdo o
abuso de bebidas contendo alcool, a exposicdo a sangue contendo virus (usuarios
de drogas, tatuagens, transfusdes) a provavel existéncia de doenga biliar, o uso
atual de medicamentos hepatotoxicos, imunossupressao, hepatopatia prévia,
enfermidade cardiaca (DOLES, 2008). Segundo Ramos (2009) o aumento de TGO é
considerado forte indicativo de lesdes cronicas, enquanto o aumento de TGP sugere
lesbes agudas, podendo conjecturar que esse aumento significativo no grupo
exposto pode indicar uma alteragdo subclinica estavel ou ndo, que s6 poderia ser
confirmada com acompanhamento médico peridédico e possivelmente atestada por

biopsia hepatica. Estudo realizado por Khan (2006) estudando o efeito do cha preto
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em animais expostos a agrotdoxicos observou claramente, que esses animais
apresentavam extenso dano hepatico, e altos niveis de TGO e TGP, demonstrando

dessa forma a agressao hepatica dos agrotoxicos.

O uso do glifosato pelos trabalhadores foi de 46,6%, o que pode ter
contribuido para o aumento da TGO, pois segundo Hernandez et al.(2006) esta
enzima pode ser alterada em exposicdes a agrotoxicos dentre eles o glifosato,
resultando em uma sutil disfuncdo hepatica que podera futuramente culminar em

citotoxicidade.

5.3 Avaliacdo Genotoxica com o Teste do Cometa em Mucosa Bucal

O biomonitoramento de populagbes humanas expostas aos agentes
potencialmente mutagénicos e carcinogénicos pode providenciar informacdes iniciais
de desrregulagbes celulares e iniciagdo do desenvolvimento de cancer. Nos
recentes anos o teste cometa, conhecido como eletroforese em gel de agarose tem
sido importante biomarcador para avaliar danos em populacdes expostas
ambientalmente ou ocupacionalmente, a poluentes do ar, metais, agrotoxicos,
radiagdes e outros xenobidticos (VALVERDE; ROJAS, 2009).

A avaliagdo da genotoxicidade em agricultores do Piaui expostos aos
agrotoxicos foi realizada com o teste cometa em células de mucosa bucal e em
linfécitos de sangue periférico. A exposicdo aos agrotéxicos nos municipios
estudados sugere possiveis danos ao DNA de agricultores. Os parametros
genotdxicos, indice de Dano (ID), Frequéncia de Danos (FD), foram comparados
com o grupo exposto e obtivemos significancia em nivel de p < 0,001 relacionados
as medias do grupo n&o exposto na avaliagdo de células de mucosa bucal (Tabela
13). Segundo Tice (2000), os danos observados sdo possiveis da agao de

maquinarias de reparo a depender da extensao do dano.
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Tabela 13. Avaliacdo genotdoxica em células esfoliadas de mucosa bucal de
agricultores expostos aos agrotoxicos em Municipios do Piaui, ano 2008 a 2010.

indice de danos ao DNA anci
Grupos Frequéncias doe danos ao
(0 - 400) DNA (%)
45, 85 + 3,10*** 29,41 + 1,58
Expostos N =97
(11 -188) (8-82)
. 12,51 £1,02 9,98 + 0,63
Nao expostos N =55
(2-48) (2-20)

Resultados expressos em Média + Erro padrdo. Intervalo minimo e maximo 100 células
por individuo, totalizando 15.200 células. SignificaAncia em ***p< 0,001, em relacdo aos
trabalhadores nao expostos analisado com o teste t de Student.

Foi observada a presenca de danos ao DNA nas classes 2, 3 e 4 e a
maior frequéncia de danos na classe 1, assim como na classe 0. Os danos ao
DNA encontrados em nossa pesquisa (Figura 23) variaram nos escores de 0-4
com diferengas significantes entre os grupos em todas as classes de danos.
Esses achados reforgcam a idéia de que os agrotoxicos sao potentes substancias

causadoras de lesdo ao DNA.
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Figura 23. Genotoxicidade em células esfoliadas de mucosa bucal em agricultores do
Piaui (2008 a 2010) observado pelas classes de danos (0-4). SignificAncia em p<0,001,
em relacdo aos trabalhadores expostos (n=97) comparados com 0S nao expostos
(n=55) analisado pelo teste t.
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O perfil eletroforético de cometas em células de mucosa bucal em
trabalhadores expostos aos agrotoxicos no Estado do Piaui esta apresentado na

Figura 24.
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Figura 24. Perfil eletroforético caracteristicos para as classes de danos observadas
por microscopia Optica num aumento de 400x em trabalhadores expostos aos
agrotéxicos no Estado do Piaui, ano de 2008 a 2010.

5.4 Avaliacdo Genotoxica com o Teste do Cometa em Linfocitos

O teste cometa in vivo é bastante usado na avaliagdo genotdxica com
varias aplicabilidades em varios tecidos e com muita sensibilidade para detectar
baixos niveis de danos ao DNA com pequenos numeros de células nas amostras
biolégicas (BRENDLER-SCHWAAB et al., 2005). Na versdo alcalina pode detectar
diferentes tipos de danos ao DNA em células eucaridticas tratadas in vivo ou in vitro
com agentes genotoxicos com aplicagbes para 0 monitoramento humano e seus
resultados podem ser correlacionados com os de outros biomarcadores de danos ao
DNA (ALBERTINI et al., 2000). O teste cometa tem aplicagcdes na area biomédica,
saude ambiental e biomonitoramento humano a agentes téxicos, avaliando danos ao
DNA e estresse oxidativo (DUSINSKA; COLLINS, 2008).

De forma similar, aos danos observados com as células esfoliadas de
epitélio bucal de agricultores expostos aos agrotéxicos (Tabela 13), foram
corroborados com os efeitos da exposicdo aos agrotéxicos no ID e na FD ao DNA
em linfécitos apresentados na Tabela 14. A fotomicrografia apresentada na Figura
25 demonstra claramente as classes de danos observadas em agricultores expostos

aos agrotoxicos no Piaui. Outros autores também demonstraram os efeitos



127

genotdxicos aos agrotdoxicos com a aplicacao do teste do cometa (VIGREUX et al.,
1998; ZELJEZIC; GARAJ-VRHOVAC, 2001).

Tabela 14. Avaliacdo genotéxica em linfécitos de agricultores expostos aos
agrotéxicos em municipios do Piaui, ano 2008 a 2010.

Grupos indice de danos Frequéncias de danos
(0-400) (%)
Expostos N=97 33,27 £ 2,01 *** 21,44 £ 0,84***
(7 -110) (6 - 50)
N&o expostos N=55 10,12 £ 0,55 9,38+0,48
(2- 20) (2-18)

Média £ erro padrdo. Intervalo minimo e maximo 100 células por individuo, totalizando
15.200 células. Significancia em ***p< 0,001, em relagdo aos trabalhadores ndo expostos
analisado com o teste t.

0 1 2 3 4

Figura 25. Fotomicrografia das classes de danos em linfécitos de trabalhadores
expostos aos agrotéxicos no Estado do Piaui, ano 2008 a 2010.

Os danos observados no presente estudo podem ser provavelmente,
relacionados as quebras simples e duplas, formacdo de adutos ao DNA e pontes
intra e inter cadeias (FAIRBAIRN et al., 1995), possiveis de serem detectados na
versao alcalina do teste do cometa. Apesar de alguns danos ao DNA serem
reparados, € necessario o permanente biomonitoramento de genotoxicidade a varias
misturas de agrotdxicos, com o0 uso de biomarcadores de genotoxicidade, para a
prevencdo de futuras lesbes no DNA, as quais podem induzir crescimentos
neoplasicos em células somaticas danificadas. Nos ultimos anos o monitoramento

dos efeitos genotdxicos de quimicos em humanos com o objetivo de avaliar os riscos
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tem aumentado e como resultado tem sido identificado marcadores da exposi¢cao
humana a mutagenos e carcinégenos (VALVERDE; ROJAS, 2009).

O teste de cometa tem sido usado para determinar danos de DNA em
linfécitos em trabalhadores expostos a uma variedade de agrotoxicos ( MUNIZ et al.,
2008; DA SILVA et al., 2009). Estudos in vitro indicam genotoxicidade em linfocitos
de trabalhadores expostos ao 2,4 D (GONZALES et al., 2005) e in vivo para o
agrotoxicos monocrotophos, endossulfan, dimetoato (JAMIL et al.,2004). Entretanto
interagcbes sinergisticas podem ser esperadas como descritas por Karabay e Oguz
(2005). Cabe ressaltar que esses agrotéxicos foram usados em misturas complexas

pelos agricultores do Piaui.

Os resultados deste estudo indicam que a exposigdo a uma mistura de
agrotoxicos, induz um aumento significativo do nivel de danos no DNA em cultura de
linfécitos (Tabela 14). Exposigdo ocupacional a misturas de agrotdxicos tem sido
muito bem associada com o aumento de danos genotoxicos e exposi¢cao de baixas
doses de misturas complexas de agrotoxicos induz efeitos citogenéticos
cumulativos. Entretanto, cabe enfatizar que os danos genotdxicos também podem
ser influenciados por variantes de polimorfismos de genes envolvidos nos
metabolismos de compostos quimicos e em mecanismos de reparo do DNA
(BOLOGNESI, 2003).

O teste cometa é conhecido como um teste sensivel e rapido para
deteccdo de danos ao DNA, como também para avaliar a capacidade de reparo.
Danos em linfécitos de sangue periférico foram evidenciados em agricultores
expostos aos agrotoxicos, quando comparados com o grupo controle, entretanto
apdés 6 meses das analises foram evidenciados um decréscimo no ID e na FD,
indicado atividades de reparo nos danos ocasionados aos linfécitos. Esses
indicaram que a exposi¢cao ocupacional ao atrazino, alaclor, cianazina, 2.4.
diclorofenoxacético e malation é capaz de causar um significante aumento nos
niveis de danos ao DNA, o que pode levar simultaneamente o aumento de
alteracdes cromatidicas e cromossémicas (GARAJ-VRHOVAC; ZELJEZIC, 2001).
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A oxidacdo ao DNA é conhecida como 0 mais comum mecanismo de
dano ao DNA humano, especialmente induzido por EROs, que geram os radicais
livres e outras formas reativas de oxigénio (peroxido de hidrogénio, anion
superoéxido, oxigénio singlet, radical hidroxil, 6xido nitrico e peroxinitritos). As EROs
sao produzidas nas células durante metabolismo normal envolvendo os processos
com oxigénio. S&o geradas durante respiracao celular, processos de biossintese e
biodegradagao, biotransformagdo de xenobibticos e ativagdo fagocitica. Existem
cerca de 60 reagdes enzimaticas envolvendo o oxigénio como substrato. A presenga
de EROs pode ser significantemente aumentada pela exposigao a diferentes toxinas
ambientais produzidas na industria, agricultura, habitos de fumar ou poluicdo
acidental (AZQUETA et al.,, 2009). A exposicdo ao agrotdéxico genotoxico
carbofurano induz estresse oxidativo na célula aumentando a producédo de ERO e de
espécies reativas de nitrogénio (ERN) (MILATOVIC et al.,2005, 2006). Estudos
experimentais em animais e em cultura de tecidos mostram que os agrotéxicos,
especialmente organofosforados induzem estresse oxidativos (BANERJEE et al.,
2001).

A exposicao aos agrotoxicos aumenta significantemente (P<0,001) os
danos ao DNA em linfocitos, como observado pelas classes de danos (Figura 26 ).
Estudos relatam que a exposi¢cdo a misturas complexas de agrotoxicos induz danos
ao DNA em linfécitos de sangue periférico de trabalhadores expostos aos
agrotoxicos, observado pelo aumento do ID e FD (REMOR et al., 2008). Estudos de
avaliacbes de riscos em misturas complexas de agrotoxicos s&o de dificeis
entendimentos sobre os quimicos que a compdem no sentido da identificacido de
compostos que tenham efeitos tdxicos e/ou genotdxicos, devido aos efeitos
antagbnicos e/ou sinergisticos dos compostos presentes na mistura. O
conhecimento sobre a influéncia de quimicos em repostas genotdxicas € importante
para a aplicabilidade de testes genotoxicos no biomonitoramento (ERGENE et al.,
2007).
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Figura 26. Genotoxicidade em linfocitos de sangue periférico em agricultores do
Piaui, observado pelas classes de danos (0 - 4). Significancia em ***p< 0,001, em
relagdo aos trabalhadores ndo expostos analisado com o teste t.

A exposicado aos agrotoxicos usando o teste cometa em linfécitos mostra
resultados positivos entre os danos ao DNA e os niveis de diclodifenol, dicloroetileno
(YANEZ et al., 2004; PEREZ-MALDONADO et al., 2006). Entretanto, exposicéo a
deltametrina ndo induz danos em linfécitos de sangue periférico (ORTIZ-PEREZ et
al., 2005).

Danos ao DNA, estresse oxidativo vem sendo proposto como
mecanismos resultantes da exposicdo aos agrotoxicos em varios estudos
epidemiologicos (SINGH et al., 2007; MUNIZ et al., 2008), com o uso do teste
cometa como biomarcador de genotoxicidade que detecta quebra simples , dupla e
reparos incompletos por excisdo de nucleotideo (REMOR et. al., 2008).
Trabalhadores envolvidos na fabricagéo de agrotoxicos com > 10 anos de exposigao
apresentaram o comprimento da cauda do cometa, significativamente aumentado.
Os efeitos genotoxicos em trabalhadores expostos a agrotoxicos foram relatados
com o aumento da duragdo da exposicdo (PADMAVATHI et al., 2000; GROVER,
2003). Da mesma forma, um estudo de possiveis danos genéticos em trabalhadores

croatas ocupacionalmente expostos a uma mistura complexa de agrotdxicos
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mostraram um aumento nos valores dos parametros de ensaio cometa (GARAJ-
VRHOVAC; ZELJEZIC, 2001).

Nesta pesquisa foi evidenciado que os resultados encontrados no teste
cometa em linfécitos de sangue periférico (Figura 26) estdo correlacionados ao
resultado do teste cometa da mucosa bucal (Figura 23). Visto que o teste cometa é
um excelente biomarcador para mensurar niveis de danos ao DNA, evidencia-se um
efeito genotdxico causado pelos agrotdxicos ao grupo exposto que, tanto na mucosa
como em linfécitos do sangue periférico, apresentaram percentual de dano nas
varias classes com resultados similares. Dentre os diversos mecanismos de agao
dos agrotoxicos sugere-se, como discutido anteriormente, a indugcdo de estresse
oxidativos. Os agrotoxicos podem induzir estresse oxidativos via multiplos caminhos,
resultado em desequilibrio entre os mecanismos pré-oxidantes e antioxidantes em
diferentes tecidos, incluindo alteragdes em enzimas antioxidantes (BANERJEE et al.,
2001).

Cabe enfatizar que o teste cometa € um biomarcador de genotoxicidade
que indica danos recentes ao DNA, com ag¢des da maquinaria de reparo de DNA
(COLLINS, 2008), o que possivelmente indica a n&o fixagcdo de danos. Entretanto,
nao foram realizados estudos da capacidade de reparo de danos de DNA em
agricultores do Piaui expostos aos agrotéxicos, mas outros biomarcadores de
mutagenicidade foram aplicados para a avaliagdo de instabilidade genética com
capacidade para evidenciar a fixacdo de danos em células de mucosa bucal e em

linfécitos de sangue periférico.

5.5 Avaliagcdo Mutagénica com o Teste de Micronucleo em Mucosa Bucal

O teste de MN em células esfoliadas de epitélio bucal permite concluir
que a exposi¢cao aos agrotdxicos aumenta significantemente os danos genéticos e
isso implica em quebra de cromossomos, alteragdes no aparato mitético e outras
anormalidades nucleares tais como as CR e CL (GOMEZ-ARROYO et al., 2000). A
presengca de micronucleos é um indicativo de agentes clastogéncios e/ou
aneugénicos com efeitos durante a divisao celular. Os MN em células epiteliais de

mucosa bucal e de epitélio uretral apresentam muitas vantagens em estudos de
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biomonitoramento em populagbes expostas em agentes quimicos e/ou fisicos
suspeitos para genotoxicidade (PASTOR et al., 2002; PASTOR et al., 2003).

Associagdes entre a frequéncia de MN e risco de cancer sao similares
aos mecanismos inferidos para as AC, aos quais sao indicativos para predizer riscos
de cancer (BOFFETTA et al., 2007; NORPPA et al., 2006). Um dos principais
mecanismos na formagédo de MN, a quebra e a perda de cromossomo (Figura 4). A
quebra tem papel na carcinogénese, entretanto a aneuploidia ainda ndo esta bem
estabelecida como mecanismo de carcinogénese. A aneuploidia pode ocorrer devido
a centrdmeros anormais com mitoses multipolares, perda de cromossomo na
anafase que resulta em defeitos no cinetécoro, ma segregagcdo de cromatides que
resulta em separacdo, inibicdo do indice mitético, com formacdo de células
tetrapldides e falhas na citocinese por defeitos na organizagado de microfilamentos o

que interfere na replicagao nuclear (FENECH, 2002).

Os MN sao bons marcadores e indicativos de exposicdo a agentes
clastogénicos e aneugénicos, e em células epiteliais; inumeras sao as vantagens no
biomonitoramento de populagbes humanas, expostas aos compostos
potencialmente genotoxicos, a exemplo de misturas complexas de agrotoxicos
(PASTOR et al., 2003). O teste de MN em células esfoliadas de mucosa bucal é um
método minimamente invasivo, e a frequéncia de MN é relativamente rara, ou seja,
na proporcao de 1/1000 (CEPPI et al.,, 2010) e os mecanismos de sua formagao
indicam instabilidades cromossémicas (TERRADAS et al., 2010).

No presente estudo, significantes (p<0,001) aumentos na frequéncia de
micronucleos foram evidenciados nos individuos expostos aos agrotoxicos, em
relacdo aos ndo expostos (Tabela 15). Os resultados obtidos mostram que ha
relacdo entre a exposi¢cdo aos agrotoxicos com a indugdo de MN em células de
epitélio bucal. Apesar de existirem poucos estudos realizados, existem dados
reportados que indicam resultados negativos (LUCERO et al., 2000; PASTOR et al.,
2001) e positivos (GOMEZ-ARROQOYO et al., 2000; GARAJ- VRHOVAC et al., 2001;

COSTA et al., 2007) quanto ao aparecimento desses danos citogenéticos.
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Tabela 15. Mutagenicidade avaliada pelo teste MN nos individuos expostos e néo
expostos a misturas complexas de agrotdxicos no Piaui no ano de 2008 a 2010.

Micronucleo/2000 o
Grupos 5 Frequéncia (%) de MN
células
Expostos 4,95 £ 2,81*** 0,24 £ 0,14***
(N=97) (0 - 15)° (0-0,75)"
0,72 +1,20 0,03 £ 0,06
N&o expostos (N=55)
(0 - 6)° (0 -0,30)°

2000 células por individuo, totalizando 304.000 células avaliadas quanto a presen¢a de MN.
Resultados expressos em Média + desvio padréo. Intervalo minimo e Maximo ® Significancia
em ***p< 0,001, em relacio aos trabalhadores ndo expostos analisado com o teste t.

Os resultados da avaliagdo mutagénica pelo teste de MN em mucosa
bucal (Figura 27), onde foram analisadas cerca de 2000 células por individuo
indicam mutagenicidade. No grupo exposto, o numero de MN (4,95 + 2,81) foi
estatisticamente significante (p< 0,001) em relagdo ao nao exposto (0,72 + 1,20),
indicando com aumentos significativos na frequéncia de micronucleos do grupo
exposto (0,24 = 0,14), em relagdo ao grupo ndo exposto (0,03 £ 0,06). O perfil
fotomicrografico estd apresentado na Figura 28, mostrando células normais e

células com micronucleos.
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Figura 27. Mutagenicidade, avaliada pela frequéncia de micronltcleos em mucosa
bucal de trabalhadores expostos aos agrotéxicos no Piaui (2008 a 2010). Significancia
em ***p<0,001, em relacdo aos trabalhadores ndo expostos analisado com o teste t.

Figura 28. Fotomicrografias de células de epitélio esfoliado de mucosa bucal sem
anormalidade, e com micronucleos, indicativos de mutagenicidade em agricultores
expostos aos agrotoxicos, anos 2008 a 2010.
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Estes resultados divergem daqueles encontrados por Pastor et al. (2003),
que analisando micronucleos em células de mucosa bucal ndo encontrou aumento
significativo de MN em trabalhadores rurais expostos ocupacionalmente aos
agrotoxicos. No entanto, nossos resultados assemelham-se com Gomez-Arroyo et
al. (2000) que encontrou niveis elevados de danos citogenéticos pelo aumento de
MN em células bucais em relagdo ao grupo controle. Sailaja et al. (2006) avaliou a
frequéncia de MN em 54 individuos que trabalhavam na produgao de agrotoxicos e
em 54 controles. Nos trabalhadores expostos aos agrotoxicos houve um aumento
significativo no aparecimento de MN (1,24 £ 0,72 X 0,32 + 0,26).

Estudos similares em trabalhadores brasileiros expostos aos agrotoxicos,
no Rio Grande do Sul, também usando o teste de MN em epitélio bucal corroboram
com o presente estudo, pois foi observado um aumento do niumero de MN no grupo
exposto (3,55 £ 2,13) em relagao ao grupo nao exposto (1,78 + 1,23), indicando que
a mistura complexa de agrotdxicos esta associada ao potencial genotdxico dos
agrotoxicos usados em plantagdes de soja, devido a ndo correlagao entre fatores de
riscos nao ocupacionais, tais como habito de fumar, consumo de alcool e tempo de
exposicao (BORTOLI et al., 2009).

Cabe mencionar que os trabalhadores expostos e avaliados no presente
estudo usam cerca de treze diferentes substancias quimicas (Tabela 9), ou seja,
ingredientes ativos classificados na Agéncia de Protecdo Internacional (US), como
possiveis carcinogenos para humanos tais como cipermetrina, propanil. Em
trabalhos de Bolognesi et al. (2004) como agentes genotoxicos os glifosato,
endossulfan, monocrotophos, que podem ter contribuido para a mutagenicidade
observada em células do epitélio bucal do grupo exposto. Entretanto devido ao fato
de que esses ingredientes ativos sdo usados em misturas complexas de agrotéxicos
com diferentes combinacbes de quimicos é impossivel determinar o composto
quimico responsavel pela mutagenicidade observada como também relata Bull et al.
(2006).

Alguns estudos relatam a auséncia de danos decorrentes da exposi¢cao
ocupacional a agrotoxicos (DAVIES et al.,, 1998; PASTOR et al., 2001, 2002),

enquanto outros mostram a inducdo de efeitos aneugénicos e clastogénicos,
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indicado pelo aumento da frequéncia de MN pela exposi¢cao aos agrotéxicos (DA
SILVA et al., 1997; GARAJ-VRHOVAC; ZELJEZIC, 2000, 2001; GOMEZ-ARROYO
et al., 2000; SHAHAM et al., 2001).

A anadlise de MN em células esfoliadas de mucosa bucal vem sendo
demonstrada como método sensivel e minimamente invasivo para monitorar danos
genéticos em populagdes humanas (SAILAJA et al., 2006), como observado nas
avaliacdes feitas em agricultores do Piaui expostos aos agrotoxicos. Entretanto,
também se faz necessario para indicar instabilidade genética a avaliagdo de fixagao

de danos em outros tipos celulares, a exemplo dos linfécitos de sangue periférico.

5.6 Avaliacdo Mutagénica com o Teste de Micronucleos com Bloqueio de

Citocinese

Os biomarcadores genéticos sdo usados em prognosticos de riscos de
cancer. Dentre estes, a frequéncia de MN em linfocitos de sangue periférico usando
o teste de MN com bloqueio de citocinese € um dos mais comumente usados, pois
avalia a instabilidade cromossomal, disfungbes mitdticas e morte celular por
necroses e apoptoses (ROOS e KAINA, 2006). Os resultados da avaliagao
mutagénica, com o teste de MN com bloqueio de citocinese, de agricultores do Piaui
expostos aos agrotoxicos revelam que a frequéncia de linfocitos binucleados, com
MN, foi significantemente alta (p<0,01), quando comparado com 0O grupo nhao

exposto (Tabela 16).

Tabela 16. Mutagenicidade em linfocitos de agricultores expostos no Estado do Piaui
(2008 a 2010) avaliados com o teste de micronlcleo com bloqueio de citocinese.

Grupos BNMN/1000 células % BNMN/1000 células | IDN/500 células
Expostos 9,38 + 1,05** 0,95+ 0,11* 1,13 £ 0,06
N= 97 (0-35)° (0-3,5)° (0- 2,57)°
N&o expostos 5,50+0,84 0,55+ 0,08 1,01 £ 0,04

N= 55 (0 - 23)° (0-2,3)° (0- 1,75)°

Cerca de 152.000 células binucleadas foram avaliadas quando a frequéncia de MN.
Resultados expressos em Média + desvio padrdo. Intervalo minimo e maximo * Significancia
em **P< 0,01, em relacao aos trabalhadores ndo expostos analisado com o teste t. Formula
para calculo do IDN= [M1 + 2(M2) + 3(M3) + 4(M4)]/NT,segundo Salvadori et al. (2003).
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A avaliagéo da frequéncia de MN usando o teste de MN com bloqueio de
citocinese, o teste CBMN é o mais comumente usado em estudos de
biomonitoramento humano (BONASSI et al., 2005; MINOZZOA et al., 2010). Como
encontrado no presente estudo, Marquez et al. (2005) também encontrou aumento
da frequéncia de MN em células binucleadas em agricultores expostos aos

agrotoxicos em relagao aos nao expostos (36,94 + 14.47 vs 9.93 £ 6,17).

O perfil fotomicrograficos de linfocitos, com bloqueio de citocinese esta
apresentado na Figura 29. Muitos pesquisadores mostraram associagao positiva
entre agrotoxicos e danos citogenéticos, pelo aumento na frequéncia de BNMN em
individuos expostos aos agrotéxicos em relagdo ao grupo controle (GOMEZ-
ARROYO et al., 2000; MARQUEZ et al., 2005).

Figura 29. Fotomicrografias mostrando a presenca de micronucleos em linfécitos

binucleados, com bloqueio de citocinese indicando mutagenicidade em
individuos expostos aos agrotéxicos no Piaui (2008 a 2010).

Danos citogenéticos em individuos expostos ocupacionalmente aos
agrotéxicos foram observados pelo aumento significativo de MN em células
binucleadas em linfécitos (Tabela 16) como em micronucleo em mucosa bucal. De
forma contraria, Lucero et al. (2000), em avaliagdo a exposicdo a misturas
complexas de agrotéxicos ndo encontrou resultados significantes para presenca de
MN em linfocitos de sangue periférico e células da mucosa bucal de trabalhadores

expostos aos agrotoxicos.
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De acordo com Norppa (2004) o polimorfismo em enzimas de
metabolizagcdo pode influenciar nos niveis basais de danos cromossOmicos. Esta
influéncia contribui para o aumento de aparecimentos dos MN. Entretanto, algumas
variantes de gendtipos podem ser relatadas como correlacionadas a néo

significancia na frequéncia de MN resultantes da exposigcao aos xenobidticos.

Existem relatos da n&o associagao entre genes GSTT1 e GSTM1 com o
aumento de danos citogenéticos (AU et al., 1999; BOLOGNESI, 2003). Variagdes
individuais na capacidade de metabolizacdo de xenobidticos podem resultar em
diferencas na susceptibilidade aos danos nas células de individuos expostos aos
agrotoxicos devido as alteragdes nos genes GSTT1, GSTM1, GSTP1, CYP1A1,
CYP2E1 e PON sem diferengas significantes entre fumantes e ndo fumantes e uso
de EPIs (DA SILVA et al., 2008).

As paraoxonases (PONs) sao responsaveis pelo metabolismo de
inseticidas compostos por organofosfatados (NORPPA et al., 2004). As GST sao
familias de enzimas com polimorfismo genético presentes em populagées humanas
tém sido sugeridos como envolvidas na detoxificagdo de muitos quimicos, incluindo
os agrotoxicos (HODGSON et al.,1991). Individuos com genoétipos nulos para os
genes GSTT1 e GSTM1 tem sido associados com o aumento dos riscos de varios
canceres (LEAR et al .,1996).

Os agrotoxicos constituem uma classe de quimicos com potencial
mutagénico revelados em varios experimentos, que podem induzir mutagdes,
alteracbes cromossémicas e danos ao DNA. Positiva correlacdo vem sendo
associada entre misturas complexas de agrotéxicos e a presenga de MN e AC em
muitos estudos citogenéticos indicando efeitos dose-dependentes, duragdo e
intensidade da exposicéo e efeitos cumulativos (BOLOGNESI, 2003). Diante do
exposto no presente estudo também foi aplicado o teste de aberracbes
cromossOmicas, como um biomarcador de instabilidade genética, que pode sugerir
progndsticos para o desenvolvimento de neoplasias. Evidéncias cientificas também
demonstram uma grande associagéo entre o aumento da frequéncia de AC com o

aparecimento de MN de forma associada com os riscos de cancer, devido ao
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potencial dos agentes genotoxicos de poder causar danos ao DNA (HAGMAR et al.,
2004).

5.7 Avaliacbes Mutagénicas em Linfocitos, com o Teste de Aberracdes

Cromossomicas

As AC representam um excelente marcador, e recentemente vem sendo
associadas como indicadoras de cancer, em trabalhadores expostos aos
agrotoxicos, particularmente, em pulmao e em trato gastrointestinal (HAGMAR et al.,
2004; ROSSNER et al., 2005; NORPPA et al., 2006). Os individuos expostos aos
agrotoxicos apresentaram significantes (p<0,001) aumentos no percentual de AC,
quando comparados com os individuos nédo expostos, indicando que na mistura

quimica de agrotéxicos contém agentes potencialmente mutagénicos.

A frequéncia de AC nos individuos expostos (3,24 + 0,44) em relagdo aos
nao expostos (0,40 £ 0,07) também foi estatisticamente significante. Os resultados

das analises de AC estruturais sdo mostrados na Tabela 17.
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Tabela 17. Mutagenicidade em linfécitos de agricultores expostos aos agrotéxicos no Estado do Piaui (2008-2010), avaliada com o

teste de aberracdes cromossémicas.

ABERRACOES CROMOSSOMICAS AC (%)
GRUPOS
X X ANEL DELECAO DELEGAO
DICENTRICOS TRICENTRICOS ANEL .
ACENTRICO TERMINAL INTERSTICIAL
Expostos 1,03+ 0,12** | 0,51 +0,09** | 1,08 +0,12***| 0,23 + 0,06*** | 0,19 + 0,06***| 0,20 + 0,05***| 3,24 + 0,44***
N= 97 (0-5)° (0-3)° (0-5)° (0-3)° (0- 3)° (0-2)° (0- 4,33)
Na&o expostos | 0,18 + 0,05 0,00 + 0,00 0,43+0,11 | 0,09+0,03 | 0,00+0,00 | 0,00+0,00 | 0,4040,07
N=55 (0-1)° (0-0)° (0- 4)° (0-1)° (0-0)° (0-0)° (0-2,19)

Média + Erro padrdo. Intervalo minimo e maximo 300 células e 100 metafases para cada individuo, totalizando 45.600 células. Significancia
em ***p< 0,001, em relagcao aos trabalhadores nao expostos, observados com o Teste t Student’s.
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As AC sao particularmente perigosas para a célula porque a
descontinuidade fisica do cromossomo pode causar perda de informagao genética, e
até mesmo morte celular (CARBONELL et al, 1995). Apesar da significancia
observada em linfocitos de sangue para o percentual de AC em individuos expostos
em relacdo aos nao expostos, os dados obtidos sado diferentes em relagdo a outros
estudos realizados em trabalhadores expostos aos agrotdxicos. Sailaja et al., (2006)
avaliou a frequéncia de AC e o numero de AC, indicando dano cromossémico
quando comparado ao grupo controle (8,43 + 2,36 X 3,32 + 1,26, p<0,05). Estudos
mostram que apos 8 anos de exposigdo as misturas complexas de agrotoxicos
aumenta significantemente o numero de células com aberragbes cromatidicas e
cromossOmica dos tipos: quebras, fragmentos acéntricos, dicéntricos em agricultores
expostos (6,9 £ 1,59), em comparagdo com o grupo controle (1,02 + 0,77),
sugerindo que a mistura tem efeitos clastogénicos (ZELJEZIC; GARAJ-VIRHOVAC,
2001). Entretanto, em estudos realizados por Costa et al. (2007) nao foram
encontradas frequéncias significantes para AC em agricultores portugueses
expostos aos agrotdxicos, mas a frequéncia de MN e de quebras de cromatides
irmas foram significantemente aumentadas em relagdo a agricultores nao expostos

aos agrotoxicos.

Os tipos de AC mais encontradas no grupo exposto foram cromossomos
dicéntricos (1,03 £ 0,12), anel (1,08 + 0,12), tricéntricos (0,51 £ 0,09), anel acéntrico
( 0,23+0,06), delegdes terminais (0,19 £ 0,06) e intersticiais (0,20 + 0,05). Os tipos
de AC podem ser resultados de lesdes nao reparadas, como também derivadas de
células precursoras da medula éssea, como sugerido por Carrano e Natarrajan
(1988). A Figura 30 mostra claramente os diferentes tipos de AC identificadas em
individuos expostos aos agrotoxicos no Piaui e a Figura 31, mostra as AC
evidenciadas no presente estudo, tais como: anéis, anéis acéntricos, cromossomos
dicéntricos e tricéntricos. Nossos resultados foram similares aos encontradas por

Zeljezic e Garaj-Virhovac (2001).
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Figura 30. Aberracbes cromossdmicas estruturais encontradas em agricultores
expostos aos agrotdxicos no Piaui (2008 a 2010), identificadas pelo percentual
de AC calculados em 100 metafase identificadas em 300 células. Significancia
em p< 0,001, em relacdo aos trabalhadores nédo expostos.

Estudos com trabalhadores expostos aos agrotoxicos, xenobidticos,
usados na agricultura exibem altas frequéncias de AC que sao alteradas e\ou
modificadas pelos relevantes polimorfismos de genes envolvidos em detoxificagdes,
defesas antioxidantes, a exemplo dos genes GSTT1, NBS1, XME e EPHX1 e em
enzimas envolvidas no reparo de DNA (MUSAK et al., 2008). Existem relatos de o
aumento de AC em trabalhadores expostos aos agrotoxicos, em relagdo a
trabalhadores nao expostos esta associado com polimorfismos dos genes GATT1 e
XME e para enzimas envolvidas em reparo de DNA (MUSAK et al., 2008).
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Figura 31. Fotomicrografias dos cromossomos normais e das AC identificadas
em trabalhadores expostos a misturas complexas de agrotéxicos, ano 2008 a
2010. Em (A) observa-se cromossomos estruturalmente normais; (B) varios
cromossomos formando anéis acéntricos; (C) aberracdo cromatidica do tipo
guebra; (D) cromossomos dicéntricos e tricéntricos.

Danos citogenéticos em floriculturistas expostos aos agrotoxicos foram
avaliados nos testes de quebras de cromatides irmas em linfécitos de sangue
periférico e MN em células esfoliadas de mucosa bucal. Os agrotéxicos tém sido
considerados como quimicos potencialmente mutagénicos (GOMEZ-ARROYO et al.,
2000).

Estudos prévios tém sugerido que a frequéncia de AC e quebras de
cromatides irmas séo prognoésticos de cancer, pois o alto numero de AC é associado
com o aumento de riscos de cancer, a exemplo de canceres do trato gastrintestinal,
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assim o uso do teste de AC se constitui como um excelente biomarcador de riscos
ocupacionais, em avaliagdes prévias de instabilidades genéticas, de forma
preventiva (NORPPA et al., 2006).

Muitas teorias que estao envolvidas nos mecanismos das AC ressaltam
conceitos de que clastogénicos agem diretamente sobre o DNA e causam quebras e
empareamento incorreto, com fixacdo de alteragdbes nos cromossomos que Sao
visiveis em metafases. Cabe enfatizar que as quebras vistas em metafases e
anafases ndo sao originadas diretamente de quebras induzidas por agentes
clastogénicos, mas derivam de quebras geradas por enzimas envolvidas em reparo
de DNA. As quebras sdo criadas: (1) durante o enovelamento normal do DNA
(topoisomerases) durante replicagcédo do DNA, (2) quebras associadas com reparo
que ocorrem antes da replicagéo; (3) enzimas envolvidas no desenovelamento do
DNA, participam da sintese e reparo, mas nao se ligam covalentemente ao DNA
(BIGNOLD, 2009).

5.8 Avaliacdes de Anormalidades Nucleares em Células Esfoliadas de Mucosa

Bucal e em Linfécitos.

Os dados de anormalidades nucleares evidenciadas com o teste de MN
em epitélio de mucosa bucal, tais como cariolise (CL) e células binucleadas, estéao
apresentados na Tabela 18, indicando que danos ao DNA de células de mucosa
bucal de agricultores do Piaui expostos aos agrotoxicos podem ter levado a
apoptose, devido provavelmente a falta de reparo ou a reparo incompleto e
ineficiente. Esses corroboram com os encontrados por Ergene et al. (2007) em
agricultores expostos aos agrotdxicos, onde as frequéncias de células com brotos,
cariorrexe (CR), CL e células binucleadas foram estatisticamente aumentadas em

relagdo aos agricultores ndo expostos.
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Tabela 18. Anormalidades nucleares indicativas de apoptose e citotoxicidade,
avaliadas pelo teste MN em células de mucosa bucal em agricultores piauienses
expostos a agrotéxicos no ano de 2008 a 2010.

o Frequéncia | Frequéncia de
Cariolise/2000 o Binucleadas/2000 :
Grupos ’ de Caridlise 5 binucleadas
Células Células
(%) (%)
113 £ 89,7*** | 5,65 +4,51*** | 41,67 + 36,7*** 2,13 £ 1,96***
Expostos
(6-478)° (0,01-23,90)° | (4,4 — 205)° (0,20 — 10,25)°
N3o 41,9 £ 23,9 2,21 +2,60 10,22 + 6,01 0,49 + 0,31
expostos (2- 200)° (0,10 — 15)° (0,30 — 24)° (0-1,2)°

2000 células por individuo, totalizando 304.000 células. Média + Desvio padrdo. Intervalo
minimo e maximo ° SignificAncia em ***p<0,001 em relagdo aos trabalhadores nao
expostos analisado com o teste t.

Os micronucleos sdao marcadores da exposigdo humana a genotdxicos e
Os

micronucleos sao indicadores de instabilidade cromossomal e sua alta frequéncia

tem sido extensivamente usado para identificar agentes genotdxicos.
ocorre em células tumorais e em células com defeitos em reparo de DNA os
disrupcao do checkpoint no ciclo celular. Recentemente evidéncias acumuladas
sugerem indugado de parada no ciclo celular ocasionando a inducdo de apoptose

(TERRADAS et al., 2010).

A inducdo de danos ao DNA pode seguir a uma proeminente rota de
inativacao celular, apoptose. Algumas lesdes ao DNA tais como as induzidas pela 6
-metilguanina, alquilagbes das bases, aductos ao DNA, crosslinks e quebras de fita
dupla pode levar a apoptose, devido ao nao reparo ou ao reparo incorreto. A
apoptose induzida por muitos quimicos € uma consequéncia do bloqueio de
replicacdo do DNA, o qual leva ao colapso da forquilha de replicagao e formacao de
quebras DSBs. As DSBs sao detectadas pelas proteinas ATM (ataxia telangiectasia
— mutagdes) e ATR (atasia telangiectasia e RAD3), as quais demonstram sinais para
CHK1, CHK2 (Kinases,

transcricional de fatores pro-apoptoticos tais como FAZ, PUMA a BAK. Outro

chekpoint) e p53. A proteina p53 induz ativagao

desencadeador ¢é a inibicdo da sintese de RNA, o qual leva a um declinio nos niveis
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criticos dos produtos dos genes MKP1 (ativador de proteinas quinases fosforiladas)
ocasionando a ativagcao de JUK (Jun kinase) o que estimula os receptores da
apoptose. A resposta de dano ao DNA na sinalizacdo da apoptose depende do tipo
de célula e do status das proteinas p63 e p73 e mais importantemente da
capacidade de reparo DNA, ponto importante nas intervencdes terapéuticas
(WYNAND; BERND, 2006).

No nosso estudo a Tabela 18 indica o numero e a frequéncia de
anormalidades nucleares (CL 5,65 + 4,51 X 2,21 + 2,60) dos grupos expostos e nao
expostos, onde se observou significantes aumentos (p<0,001). Um indicativo de
citotoxicidade, podendo levar a apoptose, avaliado pelo teste de MN para células
binucleadas esfoliadas da mucosa bucal € mostrado na Tabela 18, onde individuos
expostos apresentaram um aumento significante (p<0,001) na frequéncia dessas
células (2,13 + 1,96) em relacdo aos nao expostos (0,49 £ 0,31). A Figura 32
apresenta claramente as frequéncias de CL e de células binucleadas em agricultores

do Piaui expostos aos agrotéxicos (2008 a 2010).
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Figura 32 Indicativo de apoptose, pelas frequéncias de caridlise e de
binucleadas em células de mucosa bucal de agricultores expostos aos
agrotoxicos no Piaui (2008 a 2010). Significancia em ***p<0,001 em relacdo aos
trabalhadores néo expostos analisado com o teste t.

O aumento da frequéncia de anomalias por CL ocorre em processos de
pré-queratinizagao, o qual representa uma resposta adaptativa as injurias celulares,

especialmente em células necréticas e relacionadas a citotoxicidade, provavelmente



147

devido a constantes agentes mutagénicos, a exemplo do alcool e do tabaco
(TOLBERT et al., 1991). As CR e células binucleadas sao estagios prévios de CL e
de MN, respectivamente, em epitélio escamoso. Essas formagdes metanucleadas
sdo degeneracbes nucleares que levam aos estagios de clastogénese -
mutagénese carcinogénese. O indice de reparo (IR) pode ser representado por IR=
(média de caridlise + média de cariorrexe) / (média de micronucleos + média de
células binucleadas) e pode refletir carcinogénese. A frequéncia de CL aumenta
com a idade e em pacientes com cancer. De fato a producdo de CL e CR pode
representar processos de reparo, que ocorrem antes dos danos citogenéticos, como
indicado pelas células binucleadas e MN. Uma avaliacao diferente para processos
de carcinogénese, em cancer oral baseado em anomalias metanucleadas foi
proposta por Bhattathiri (2001).

O numero de anormalidades nucleares, como fragmentacdo (CR) e
dissolugdo (CL) nuclear indicativos de apoptose foram elevados no grupo teste, o
que pode significar uma aceleragdo do processo de morte celular e uma possivel
desregulagdo nos genes envolvidos no processo. O perfil de células de mucosa
esfoliadas do epitélio bucal de com anormalidades nucleares esta apresentados na

Figura 33.

Figura 33. Apoptose evidenciada em células de esfoliadas de mucosa bucal de
agricultores do Piaui expostos aos agrotoxicos (2008 a 2010), identificadas por
cariorrexes, cariolises e células binucleadas. A, B e E mostram células em
cariorrexe  (fragmentagcdo nuclear); C e D mostram células em
caridlise(dissolucdo nuclear) e F e G, células binucleadas
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O aparecimento de células binucleadas no grupo exposto foi
estatisticamente significante em relacdo ao nao exposto. As células binucleadas sao
indicativas de citotoxicidade decorrentes numa falha no processo de citocinese
(HOLLAND et al. 2008) e pode prever uma falha no mecanismo de diferenciagao
celular ou ser secundaria a agentes genotdxicos. Os processos subjacentes ao
aparecimento dessas anormalidades ndo s&o ainda totalmente compreendidos.
Porém, existe um grande numero de publicagdes que se referem a esses critérios
(OZKUL et al., 1997; BURGAZ et al., 1999; CELIK et al., 2003; BASU et al.,2002;
REVAZOVA et al., 2001; GONSEBATT et al.,1997; CARVALHO et al., 2002).

No presente estudo também foi possivel evidenciar indicativos de
apoptose e de necrose com o teste de MN com bloqueio de citocinese, corroborando
com os dados mencionados anteriormente (Figura 32). Dados significantes foram
observados para apoptose e necroses em 1000 células (linfocitos) de trabalhadores
expostos aos agrotéxicos em relagado ao grupo nao exposto (Tabela 19 e Figura 34
e 35).

Tabela 19. Apoptose e necrose em linfécitos de agricultores piauienses expostos

aos agrotoxicos (2008-2010), avaliadas com o teste de micronlicleos com
blogueio de citocinese

Grupos Apoptose Necrose IDNC (%)
Expostos 258 + 23,33*** 130, 3 + 14,46*** 0,75 + 0,298***
N= 97 (9 — 504)° (12 - 483)° (0,40 — 1,78)"
Nao
expostos 49,31 + 6,16*** 21, 45 + 16,56*** 0,42 +0,19
N= 55 (0—167)° (0-53)° (0,34 + 0,57)"

1000 células viaveis por individuo, totalizando 60.800 células. Média £ Desvio padréo.
Intervalo minimo e Maximo ™ Significancia em ***p<0,001 em relagéo aos trabalhadores
nao expostos analisado com o teste t. Formula para calculo do IDNC= [apoptose
+necrose + M1+2(M2) + 3(M3) + 4(M4)J/NT segundo Salvadori et al. (2003).

O método descrito para inclusdo de analise de células apoptdticas e
necréticas, que é convencionalmente usado € o de MN com bloqueio de citocinese.
Os agentes quimicos e fisicos podem ou n&o induzir ou inibir necrose e apoptose, a
indugdo de necrose pode resultar na acdo intracelular de enzimas degradativas de

particulas sub celulares tais como os lisossomos, o0 qual possa durante diferentes
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estagios da necrose realizar a digestdo do DNA. A inibicdo da apoptose nas células
resulta no significante nivel de danos ao DNA no ciclo celular com a sobrevivéncia
de células mutadas, isso sugeri que a apoptose tem um importante papel na
eliminacdo de células com danos em DNA. Recentemente muitos testes de
genotoxicidade vém ignorando o papel das necroses e apoptoses nos

biomarcadores citogenéticos (FENECH et al.,1999a).
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Figura 34. Necroses (A) e apoptoses (B) evidenciadas em linfécitos de sangue
periférico de agricultores do Piaui expostos aos agrotéxicos (2008 a 2010),
identificadas com o teste de micronucleos com bloqueio de citocinese. Significancia
em ***p<0,001 em relacdo aos trabalhadores ndo expostos analisado com o teste t.

Os testes citogenéticos requerem divisdo celular especialmente os testes
em cultura assim as células nido totalmente danificadas s&o observadas em
processos de apoptose ou necrose, dessa forma na avaliagdo da genotoxicidade em
estudos populacionais é importante considerar ndo somente danos em DNA, mas

também os efeitos necroéticos e apoptéticos (FENECH et al.,1999a).
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Figura 35. Apoptose (A — seta vermelha) e Necrose (B — seta azul),
Necrose e apoptose (C) evidenciadas em linfécitos de sangue periférico
de agricultores do Piaui expostos aos agrotéxicos (2008 a 2010),
identificadas com o teste de micronlucleos com bloqueio de citocinese.
Significancia em **p<0,001 em relagdo aos trabalhadores n&o expostos
analisado com o teste t.

5.9 Influéncias de Fatores de Riscos ndo Ocupacionais e Ocupacionais na
Avaliacdo da Genotoxicidade e Mutagenicidade em Agricultores expostos

aos Agrotoxicos no Piaui, ano de 2008 a 2010.

Correlagao positiva foi evidenciada entre a idade, tabagismo e etilismo em
relagdo ao ID e FD no epitélio de mucosa bucal avaliado pelo teste cometa, mesmo
com o percentual de 33% de fumantes e 59,8% de consumo de alcool para os
expostos provavelmente, devido a alta sensibilidade do teste e ao fato da mucosa
ser uma via mais rapida para a absorcdo de quimicos, conforme mostrado na
Tabela 20. O tabagismo e etilismo podem interferir nas analises como fatores de
confusdo (GROVER et al., 2003).
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Tabela 20 Correlagcbes positivas entre os fatores de risco ocupacionais e nhéo
ocupacionais e genotoxicidade, mutagenicidade em trabalhadores do Piaui expostos a
agrotoxicos, com o teste de cometa, micronucleo e aberragcdo cromossdmica no ano

2008 a 2010.
COME CEL. NECR
TESTES comeTA (vB)| A NN ML AC CA'?,\'AOBL)'SE — (ggﬁl —
(LINF) (MB) N)
FATORES NAO OCUPACIONAIS
r=0,31
(ID) - -
— r=0,43 r=0,55
ldade rngz)s p<001 | p<001 |
p<0,01
r=0,23
(ID)
Tabagismo r=0,20
(FD)
P<0,05
r=0,36
(ID) = = =
s 2 r=0,45 r=0,02 r=0,33
Etilismo rngg)? p<0,01 | p<0,05 | p<o01
p<0,01
Micronutriente . . . r=0,27 . .
< Consumo p<0,05
FATORES OCUPACIONAIS
r=0,23
Tempo trabalho p<0.05 --- --- ---

Carga Horéria

Uso de EPI

r=0,32
p<0,01

Coeficiente de correlagcdes nao paramétricas de Spearman.(r);

*Significante para p< 0,05.

Esta bem estabelecido que com o aumento da idade aumente o risco de

aneuploidia e nao disjungdo mitdética e mudangas nos cromossomos, bem como o

aumento de mutagdes, devido ao acumulo de danos nao reparados, provavelmente

pela redugdo na capacidade de reparo (MIGLIORE et al., 1991). Entretanto, outros
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estudos ndo tém mostrado essas correlagbes. Estas diferentes respostas podem
estar relacionadas ao tamanho das amostras analisadas, além da variabilidade e da
susceptibilidade individual das populagdes em estudo. Segundo Betti et al. 1994, as
correlagdes de danos citogenéticos com estes fatores ficam extremamente dificeis
de serem conclusivos, especialmente quando se tem um numero pequeno de

individuos.

Ndo foram evidenciadas correlacbes dos fatores de riscos néo
ocupacionais tais como idade, tabagismo, etiismo e o baixo consumo de
micronutrientes com a mutagenicidade evidenciada com o teste de MN, em células
esfoliadas de mucosa bucal, entretanto, correlagdo positiva significante foi
identificada com os MN em linfécitos binucleados em relacéo ao etilismo e ao baixo
consumo de micronutrientes, como também com as AC foi evidenciada correlagao
positiva com o etilismo (Tabela 20). Nossos resultados também foram similares aos
encontrados por Lucero et al. (2000) e Pastor et al. (2001), onde ndo houve
associacao entre as frequéncias de MN e o fumo. Aumento na frequéncia de MN
também n&o foi relacionado com a ingestdo de alcool (GOMEZ-ARROYO et al.,
2000). Resultados semelhantes foram observados por Salaija et al. (2006), onde
fatores de confundimento como idade, sexo, tabagismo e consumo de alcool n&o

influenciaram no aumento da frequéncia de MN e AC.

Existem relatos de analise de variancia indicando que a exposi¢cao
ocupacional a agrotdxicos tem efeitos na frequéncia de MN em células da mucosa
bucal (p<0,05), entretanto, na analise comparativa a idade, fumantes e consumo de
bebidas ndo foram evidenciadas correlagbes significantes (p>0,05) com os danos
citogenéticos em células somaticas (CELIK; KANIK, 2006). Entretanto, varios
estudos epidemiolégicos mostram que o habito de fumar induz danos ao DNA, com
relatos de cancer nos pulmdes, pois o cigarro € um carcindbgeno amplamente testado
em roedores e em humanos (AMES, 1983). Em alguns estudos, o tabagismo n&o
contribuiu significantemente para o aumento do numero de AC (ZELJEZIC; GARAJ-
VRHOVAC, 2001).
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A influéncia do habito de fumar em danos citogenéticos foi evidenciada no
aumento de AC e de quebras em fumantes de grupo exposto a mutagenos,
provavelmente devido ao grande numero de substéncias genotdxicas no cigarro,
mas nao foram evidenciadas alteragdes na frequéncia de MN, explicada
possivelmente pelos danos a 6rgaos tais como o pulméao, com efeitos insuficientes
em células sanguineas (BONASSI et al., 2005).

Em relagdo as anormalidades nucleares em células de mucosa bucal de
agricultores expostos aos agrotdéxicos no Piaui foram observadas correlagdes
apenas com a idade, mas nao foram encontradas correlagbes para tabagismo,
etilismo e micronutrientes. Em linfécitos de sangue periférico foi evidenciada

correlagao positiva entre etilismo e apoptose (Tabela 20).

Nesse estudo onde apenas metade da populagdo em analise usa EPlIs
(Tabela 8) ndao foram observadas correlagdes como aumento da frequéncia de MN
em células de mucosa bucal (Tabela 20), mas nado invalida a necessidade de
programa educacional, implantagao de medidas para o uso de protegao individual,
considerando os resultados obtidos para mutagenicidade com o teste de MN.
Entretanto, correlagéo significante (p<0,01) com r =0,32, da frequéncia de MN em
linfécitos binucleados foi evidenciada com EPIs, assim como correlagéo significante
(p<0,05) foi observado entre o tempo de trabalho e o ID e FD no teste de cometa em

mucosa bucal (Tabela 20).

O uso de EPIs é altamente importante para a prevencdo da
genotoxicidade induzida pelos agrotéxicos (BULL et al., 2006). O maior caminho de
absorcao dos agrotoxicos € a pele e o sistema respiratorio (FARIA et al., 2007) por
essa razao o uso apropriado de mascaras e de casacos € necessario para prevenir
a contaminacdo. Os riscos genéticos em trabalhadores expostos aos agrotdxicos
tém sido associados com o uso de EPIs. Em estudos de revisao Bull et al. (2006)
relatam que em trabalhadores onde mais de 60% usam equipamentos de protecéo,
todos os resultados foram negativos para mutagenicidade, entretanto, em outros
estudos o uso de EPI's ndo determina claramente as diferencas em respostas aos
agentes genotoxicos. Bolognesi, (2002) encontrou uma elevagéo na frequéncia de

MN em individuos expostos a agrotoxicos que nao usavam equipamentos de
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protecdo durante a jornada de trabalho. Um aspecto que chamou atencido neste
estudo foi o fato de que 50,5% dos individuos do grupo exposto usavam EPIs
durante a aplicagdo dos agrotoxicos (Tabela 8). Esse dado foi observado também
durante as visitas nos locais de trabalho, assim, sao preocupantes 0s riscos
ocupacionais do ndo uso de EPIS, em quase metade da populagdo em estudo. O
uso de equipamentos de protecao revela ser uma importante forma de prevencao na
exposi¢cao ocupacional e diminui os danos genéticos induzidos pelos agrotéxicos
(COSTA et al.,, 2007). O Ambiente de trabalho com uso de EPI e o tempo e
condicbes de exposicao sao descritos na literatura como fatores capazes de afetar
os niveis de dano citogenético (BOLOGNESI, 2003).

Os resultados encontrados nesse trabalho utilizando os testes do
micronucleo, cometa e aberragdes cromossOdmicas fornecem informagdes claras que
os individuos pesquisados apresentam riscos de instabilidade genética associados
aos agrotoxicos, e que esta evidéncia salienta a necessidade de programas
educacionais para a agricultura piauiense a fim de reduzir o uso de produtos
quimicos associados ao uso completo e correto dos equipamentos de protegao
individual. Os testes realizados tém sido utilizados como biomarcadores nas
investigacbes em que ocorrem exposi¢des a agentes genotoxicos, em particular aos

agrotoxicos.
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CONSIDERACOES FINAIS
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7 CONSIDERACOES FINAIS

E crescente a preocupacgado sobre o efeito mutagénico e carcinogénico de
agentes genotdxicos em populagdes expostas ocupacionalmente, acidentalmente ou
por estilo de vida. Conforme os dados mais recentes levantados pela OMS o cancer
sera a primeira causa de mortalidade no mundo nas préximas décadas. Associado a
este fato, o cancer possui um forte impacto na sociedade, debilitando individuos
produtivos, tanto no ambito social quanto no econémico, além de constituir sério

problema de saude publica.

A exposigcdo aos agrotdéxicos em nosso ambiente pode causar uma
variedade de efeitos sobre a saude humana. Alguns deles se expressam
imediatamente, enquanto outros levam anos para se manifestarem. Efeitos tardios
bem conhecidos incluem a indugdo do cancer, doengas genéticas nas geracgdes
seguintes, entre outros. Esforgos continuos da Secretaria de Saude do Piaui, por
meio da Diretoria de Unidade de Vigilancia Sanitaria Estadual- DIVISA/ Centro de
Referéncia Estadual em Saude do Trabalhador-CEREST e Laboratério Central do
Estado do Piaui -LACEN tém sido feitos para identificar os agentes perigosos,
reconhecer as condi¢cdes de exposicdo danosa e monitorar populagcdes que podem
estar expostas excessivamente, com o objetivo de prevenir conseqiéncias adversas

a populagao.

Os agricultores piauienses vém sendo expostos a uma infinidade de
genotéxicos pela ingesta de alimentos e bebidas, pela inalagcdo de fumacas,
agrotoxicos e irradiagdes diversas no meio ambiente. Agentes mutagénicos podem
interferir alterando diretamente a estrutura do DNA, ou pela interagcdo com as
enzimas que estdo envolvidas, direta ou indiretamente com o metabolismo do ciclo
celular. As mutagdes podem ser definidas como alteracbes de bases nucleotidicas
do DNA que, quando séao replicadas e transmitidas a descendéncia das células,
tornam se permanentes. Essas alteragbes podem ser induzidas por agentes
mutagénicos externos, mas também ocorrem espontaneamente, em cada célula ao
longo da vida de um organismo, como um processo natural de evolugdo, que

também esta fortemente ligado a carcinogénese.
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Em pesquisas anteriores, os trabalhadores rurais (lavradores, técnicos
agricolas e operadores de maquinas) do Piaui expostos aos agrotdoxicos nos
municipios de Ribeiro Gongalves, Baixa Grande do Ribeiro e Urugui envolvidos em
agricultura direcionada a produg¢ao sazonal de arroz, feijao, milho, mandioca e soja,
em contato direto com defensivos agricolas a base de organofosforados,
carbamatos, herbicidas e fungicidas, durante o preparo da mistura de agrotéxicos,
aplicagao por pulverizacao, limpeza e manutencédo dos equipamentos apresentaram
riscos de instabilidade genética, observada pelo aumento da frequéncia de
micronucleos em células esfoliadas do epitélio bucal. Também foram diagnosticados
efeitos muscarinicos (sudorese, nauseas, vomitos, salivagado), nicotinicos (dispnéia,

palpitacéo, taquicardia, fraqueza muscular e parestesia) e neuronais.

De forma similar aos municipios supracitados, as avaliagdes bioquimica,
hematologica e de riscos de instabilidade genética de agricultores dos municipios de
Picos, Piripiri, Barras e José de Freitas sugerem para o biomonitoramento
ocupacional de trabalhadores expostos aos agrotoxicos no Piaui, devido as

consideragdes destacadas no presente estudo:

(1) A populagédo de agricultores dos municipios monitorados no presente
estudo possuem média de idade de 40 anos, esta ha 19 anos
trabalhando na lavoura, com o uso de misturas complexas de
agrotoxicos;

(2) Em relacao aos fatores de riscos ndo ocupacionais mais da metade dos
agricultores relataram ter habito de consumir bebidas alcodlicas (59,8%);

(3) Em relagdo ao consumo de micronutrientes a populagdo biomonitorada
indicou o baixo consumo de vegetais(32%).

(4) Mais da metade da populagao afirmaram sobre o uso de EPIs.

(5) A maioria dos agricultores biomonitorados relatou sobre o uso de
herbicida (53,5%), seguido  dos neonicotindides (17,1%);
organofosforados (13%), piretroides (7,3%)

(6) Os agricultores expostos aos agrotdoxicos apresentaram alteragdes
hematoldgicas, na série vermelha diminuicdo de 10% nos valores do

hematécrito, enquanto na série branca 39,18%, tiveram sua contagem
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global de leucdcitos diminuidos em relagdo aos trabalhadores nao
expostos quando comparados aos valores de referéncias ;

(7) Em relacdo aos parametros bioquimicos, alteracbes para creatinina,
TGO, TGP e fosfatase alcalina foram observadas nos individuos
expostos, no grupo exposto aos agrotoxicos, as alteragbes da BChE
foram observadas para os nao expostos, isto é valores acima dos de
referéncia. Somente alguns individuos expostos apresentaram inibigao
no percentual de cerca de 4%, valor ndo significante.

(8) Genotoxicidade em células esfoliadas do epitélio (mucosa) bucal e em
linfocitos de sangue periférico foi indicada pelos significantes (p<0,001)
aumentos dos indices e das frequéncias de danos ao DNA, em
agricultores expostos aos agrotdxicos, em relagéo aos trabalhadores nao
expostos, com a aplicagao do teste cometa. Esses dados sugerem riscos
de instabilidade genética. Um dos possiveis mecanismos relatados para
a acao dos herbicidas, carbamatos e organofosforados sobre o DNA diz
respeito sobre a geracdo de radicais livres. Entretanto, os danos
observados com o teste cometa podem ser alterados devido aos
inumeros mecanismos de reparo, ou podem ocasionar o aparecimento de
apoptose;

(9) A acdo mutagénica dos agrotdéxicos em agricultores piauienses foi
observada pelo aumento significante (p<0,001) da frequéncia de MN em
células esfoliadas de mucosa bucal, em comparagdo com o grupo nao
exposto aos agrotoxicos. Essa conclusdo aponta para efeitos
clastogénicos e/ou aneugénicos dos agrotoxicos, que podem ocasionar
instabilidade genética;

(10) A mutagenicidade da exposigdo aos agrotoxicos de agricultores
piauienses, também foi evidenciada pelo significante (p<0,01) aumento
da frequéncia de micronucleos em linfécitos binucleados. Cabe enfatizar
os relatos de que o teste de MN, com bloqueio de citocinese € o mais
usado em prognosticos de riscos de cancer;

(11) A mutagenicidade indicada no testes de micronucleos em células
esfoliadas de mucosa bucal e em linfocitos de sangue periférico foi
corroborada com os dados obtidos no teste de aberraces

cromossOmicas, em linfécitos de sangue periférico, pelo aumento da



159

frequéncia de AC em agricultores expostos aos agrotéxicos, em relagao
ao grupo controle. De forma similar, aos testes de MN e de AC sugerem
os efeitos clastogénicos e/ou aneugénicos dos agrotoxicos para

instabilidade genética;

(12) Possiveis deficiéncias na capacidade de reparo na populagdo
biomonitorada podem ser sugeridas, devido aos aumentos significantes
p<0,001) de anormalidades nucleares indicativas de apoptose, tais como
as cariolises em células de mucosa bucal, bem como pelas células
binucleadas. De forma similar, também foram evidenciadas significantes
(p<0,001) apoptoses em linfécitos de sangue periférico, com aplicagao
do teste de micronucleo com bloqueio de citocinese;

(13) A exposicdo aos agrotoxicos dos agricultores dos municipios
monitorados também induzem necroses em linfécitos de sangue
periférico, como avaliado com o teste de micronucleos com bloqueio de
citocinese.

(14) Nao foram encontradas correlagbes entre os parametros bioquimicos e
hematologicos com os biomarcadores de genotoxicidade e de
mutagenicidade;

(15) Significantes (p<0,01) correlagdes positivas foram evidenciadas para
os fatores de riscos ndo ocupacionais tais como idade, tabagismo e
etilismo em relacdo a genotoxicidade observada pela frequéncia e indice
de danos ao DNA de células esfoliadas do epitélio bucal de agricultores
expostos aos agrotéxicos. Entretanto, ndo foram encontradas correlagdes
desses fatores em linfocitos de sangue periférico;

(16) Na avaliacdo da mutagenicidade pelo teste de MN em mucosa bucal,
nao foi encontrada correlacdo com os fatores ndo ocupacionais. No
entanto, em relagdo ao CBMN foram encontradas correlagdes positivas
com etilismo e com o ndo consumo de micronutrientes, e correlagcao
positiva também foi encontrada com etilismo e aberragdo cromossémica.

(17) As anormalidades nucleares indicativas de apoptose e células
binucleadas, avaliadas com o teste de micronucleos foram positivamente
correlacionadas com a idade em agricultores expostos aos agrotoxicos.
De forma similar, em relagdo ao etilismo também foram demonstradas
correlagbes com anormalidades nucleares indicativas de apoptose;

(18) Apesar de mais da metade dos agricultores relatarem o uso de EPIs
nao foram encontradas correlacbes entre os parametros bioquimicos,
hematoldgicos e biomarcadores de genotoxicidade e de mutagenicidade
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e uso de EPIs, exceto, para a frequéncia de micronucleos em linfocitos
binucleados.
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6 CONCLUSAO

Os trabalhadores rurais do Piaui apresentam riscos de toxicidade e de
instabilidade genética associados a exposigdo ocupacional de misturas complexas

de agrotoxicos.
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8. RECOMENDACOES

Diante das consideragdes expostas, os testes para o biomonitoramento de
danos ao material genético sdo de importancia para avaliagéo de efeitos crénicos de
agentes genotoxicos/ mutagénicos, que nado sao detectados em exames de rotina
comumente usados para avaliagao clinica. Portanto, devem ser implementados para
uma maior seguranga sobre o0s possiveis danos genéticos, como uma forma de
prevencgao para futuras doencas relacionadas a instabilidade do material genético, a
exemplo das neoplasias malignas, que normalmente acontecem apds anos de

exposicao aos agentes mutagénicos e carcinogénicos.

Destes resultados de genotoxicidade pode-se deduzir que o0s
trabalhadores estdo sujeitos um risco real dos efeitos resultantes da
genotoxicidade/mutagenicidade, um dos quais é o céancer, pois existe correlagéo
entre mutagbes cromossdémicas e cancer. O uso de biomarcadores bioquimicos,
enzimaticos, citogenéticos e de polimorfismos de genes envolvidos no reparo e nas
defesas antioxidantes também sdo essenciais para o biomonitoramento de risco

ocupacional.

Nestes aspectos, a exposi¢cao ocupacional ocupa um papel importante e
de extrema preocupacgao por parte de agdes de saude publica, que minimizem a
instabilidade genética, como prevengao para as neoplasias. A exposigao repetida do
ser humano as misturas quimicas variaveis e complexas favorece a mutagées em
consequéncia a danos de DNA, sendo este um estagio inicial para a formagao do
tumor. Os resultados obtidos com as analises de parametros hematoldgicos,
bioquimicos e genotdxicos/mutagénicos apontam para a necessidade do

permanente biomonitoramento de populagdes do Piaui expostas aos agrotdxicos.

O referido biomonitoramento € de suma importancia e deve ser incluido
em politicas de saude publica. Danos citogenéticos e moleculares em individuos
expostos ocupacionalmente a agentes mutagénicos e genotoxicos vem recebendo
atengao em varios paises, devido aos riscos de instabilidade genética relacionados a

exposig¢ao prolongada, o que pode ocasionar doengas degenerativas, incluindo o
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cancer. Os dados subsidiam para a projecdo da melhoria na qualidade de vida de
todos os individuos que atuam em atividades agricolas com o uso de agrotoxicos no
Piaui, destacando o uso de EPI’s, palestras educativas e o planejamento financeiro,
a fim de viabilizar meios cientificos de investigagéo para a protecédo e promogéao da

saude individual e coletiva dos trabalhadores.

As conclusdes geradas através deste trabalho sdo altamente relevantes
para a génese de politicas locais e nacionais voltadas para a saude do trabalhador
rural. Tém-se entdo, um documento, cujos dados podem e devem ser utilizados pelo
poder publico como meio de intervencdo e de transformacdo de uma realidade
social, voltada, preferencialmente, para o bem do trabalhador rural piauiense. Assim,
urge a necessidade de estudos de biomonitoramento dos riscos ocupacionais de
agricultores do Piaui expostos aos agrotoxicos em outros municipios, como de
relevancia para a prevengao de intoxicagdes, bem como do aparecimento de

instabilidade genética.

Desta forma, o presente trabalho propde a ser uma etapa importante na
preparacdo da estratégia tematica da utilizagdo sustentavel dos agrotoxicos no
Piaui, através de medidas de vigilancia em saude dos utilizadores e,
nomeadamente, dos grupos de riscos, como as pessoas que trabalham no setor
agricola levando a uma escolha mais racional dos agrotéxicos e suas alternativas,
visando estabelecer progndéstico em relagao ao desenvolvimento de cancer a fim de
fornecer aos servigos de vigilancia a saude, subsidios para a implantagdo de
medidas de protecdo a estes trabalhadores. Dessa forma reforca-se a necessidade
de:

(1) Realizagdo do biomonitoramento, pelo menos semestralmente para
individuos que estdo em riscos de instabilidade genética, especialmente com
0 uso dos testes de micronucleos em mucosa bucal e cometa em linfocitos
de sangue periférico, devido suas eficacias, sensibilidades e baixos custos
financeiros;

(2) Realizagdo de capacitagéo de profissionais da Estratégia Saude da Familia

para a prevencgao e analise de situag¢des de riscos de instabilidade genética;
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(3) Desenvolvimento de mecanismos internos de avaliagcao institucional, para
diagnostico de necessidades e prioridades de atendimento as populagdes
expostas aos agrotoxicos.

(4) Regulamentac&o dos programas de colaboragdes cientificas com instituicbes
de ensino superior e de pesquisas nos niveis locais, regionais, nacionais e
internacionais, visando a permanente capacitagdo técnica, estagios e
iniciagao cientifica;

(5) Substituir o uso de agrotoxicos pelas culturas alternativas, pois a medida que
produtores, consumidores, organizagdes nao governamentais e sociedade
tomem consciéncia de que a producgao e produtividade agricola devem estar
atreladas a sustentabilidade ecoldgica, produzindo alimentos de qualidade,
mantendo o ecossistema préximo ao natural, apesar de ainda ser um grande
desafio para as préximas geragoes.

(6) Implementacao de politicas de saude publicas voltadas para prevengao do
cancer; com elaboragdo de programas informativos sobre os riscos dos
agentes quimicos/fisicos, uso de equipamentos de proteg¢ado, vigilancia da
qualidade de nutrientes consumidos e biomonitoramento da saude ambiental
ocupacional;

(7) Desenvolvimento de acgdes relativas a saude do agricultor em programas
integrados a prevengao de instabilidade genética e do cancer.

(8) Melhor articulagdo entre 6rgaos de governo para apoio técnico e maior rigor

pelos 6rgaos de fiscalizagdo coibindo o uso indevido de agrotoxicos.
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APENDICE A- FOTOS DA REALIZACAO DA PESQUISA DE CAMPO

Palestra Palestra

Entrevista Coleta de Sangue
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APENDICE A - FOTOS DA REALIZACAO DA PESQUISA DE CAMPO (cont.)

Coleta de Sangue

Coleta de Mucosa Bucal Modo de Trabalho
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ANEXO A- CARTA DE APROVAGAO DO COMITE DE ETICA E
M
UNIVERSIDADE FEDERAL DO CEARA. PESQUISA DA

Universidade Federal do Ceara
Comité de Etica em Pesquisa

Of. N° 607/08 Fortaleza, 26 de setembro de 2008
Protocolo COMEPE n°® 174/ 08

Pesquisador responsavel: Tatiana Vieira Souza Chaves
Dept®./Servigo: Laboratdrio Central de Satde Publica/ LACEN/ Piaui
Titulo do Projeto: “Estudo de possiveis alteragdes genéticas induzidas
por agrotéxicos em agricultores do Estado do Piaui” -

Levamos ao conhecimento de V.52 que 0 Comité de Etica em
Pesquisa da Universidade Federal do Ceara — COMEPE, dentro das
normas que regulamentam a pesquisa em seres humanos, do Conselho
Nacional de Salide — Ministério da Salde, Resolugao n® 196 de 10 de
outubro de 1996 e complementares, aprovou O projeto supracitado na
reunido do dia 25 de setembro de 2008.

Outrossim, informamos, que o pesquisador devera se comprometer
a enviar o relatério final do referido projeto.

Atenciosamente,
M Bk ﬂmdﬁr

Dra. Miran Parente Monteiro
Coardenadora Adjunta do Comité
de Elica em Pesquisa
COMEPE/UFC




198

ANEXO B- QUESTIONARIO DE SAUDE PESSOAL APLICADO A
TRABALHADORES EXPOSTOS E NAO EXPOSTOS AOS AGROTOXICOS

(De acordo com modelo recomendado por: International Commission for Protection
against Environmental Mutagens and Carcinogens (ICPEMC) Mutation Research,
204:379406, 1988)

Este questionario, assim como o estudo a ele relacionado, deve ser de seu
interesse. A participagao € espontadnea e constara destas informagdes gerais sobre
saude e dieta, mais uma coleta de sangue para estudo citogenético. O estudo
consiste em uma avaliacdo de mutacbes nos cromossomos de cada participante.
Mutagbdes cromossdmicas ocorrem normalmente nas células de todas as pessoas
em nivel bastante baixo, e sdo apontadas, entre outros efeitos, nos processos de
envelhecimento e do cancer. Trabalhadores em atividades de risco (por exemplo,
radiologia, quimioterapia, uso de 6xido de etileno e outras), se ndo seguirem normas
adequadas de seguranca, podem aumentar a frequéncia de mutagdes
cromossOmicas em suas células. Este estudo podera servir como sinal de alerta
para prevenir e melhorar as condi¢des de seguranca. Caso n&o se encontrem
diferencas entre trabalhadores de atividades de risco e outros de atividades
diversas, poderemos concluir que os itens de seguranga séo efetivos neste aspecto.
Isto servira de estimulo para continuar tomando cuidados com a vida no local de
trabalho.

Leia e responda cuidadosamente as seguintes questdes. A informacao dada por
vocé nao sera associada com o0 seu nome, sendo conhecida apenas pelos
pesquisadores associados a este estudo. As respostas deste questionario poderao
ter influéncia direta na interpretagdo de nossos resultados. Por isso, contamos com
sua cooperacao em fornecer informacdes corretas.

Obrigado pelo seu interesse.

1. Nome

Data:

Cddigon  Para ser preenchido pelo pesquisador

Essa folha sera destacada das demais do questionario e arquivada. Apenas o
numero do cddigo sera usado como identificacdo nas préoximas paginas. Se espacos
adicionais forem necessarios para completar uma resposta, por favor escreva atras
da pagina e identifique o complemento da resposta com o numero da questao.
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HISTORIA PESSOAL

Data de hoje:

Qual a sua idade? (em anos). Sexo: ( )Masculino ( )Feminino

A qual grupo étnico vocé pertence:

( )Caucasiano ( )Negro ( )Chinés ( )Japonés
( )Outro. Qual?
Qual o seu estado civil?

( )Casado ( )Solteiro ( )Separado ( )Divorciado ( )Viuvo

De quantos filhos vocé é pai natural (isto é, ndo inclua filhos adotados e de criagéo, e
inclua filhos que moram separadamente)?

HISTORIA OCUPACIONAL
Qual o seu local de trabalho ?

Ha quanto tempo vocé trabalha neste local?

Se ha menos de dez anos, onde vocé trabalhou previamente e por quanto tempo?

Que tipo de trabalho vocé faz?

EXPOSICAO
Liste os agentes quimicos (por exemplo, gases toxicos, benzeno, chumbo, farmacos,
agrotoxicos,etc.) ou fisicos (radiagdo) a que vocé se expds nos ultimos 10 anos em seu
trabalho.

Nos ultimos 12 meses: Quantas vezes por més:

Nos ultimos 10 anos: Quantas vezes por més:

Liste os agentes quimicos (agrotéxicos e outros que julgar necessario) ou fisicos a que
vocé se expds nos ultimos 10 anos fora de seu trabalho.
Nos ultimos 12 meses: Quantas vezes por més:

Nos ultimos 10 anos: Quantas vezes por més:

HISTORIA DE FUMO
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Alguma vez vocé fumou? ( )Sim ( )Nao
Se sim, continue: a)Quanto tempo vocé fumou? (em anos)

b)Vocé fuma atualmente? ( )Sim ( )Nao
Se sim, passe para a ¢)
Se ndo: Quando vocé parou de fumar? (més e ano).

c)Vocé fuma cigarros? ( )Sim ( )Nao

Se sim, quantas carteiras por dia?

( )Menos de "z carteira

()% a1 carteira

( )Mais de 1 carteira, quantas?

Vocé fuma cigarros com filtro? ( )Sim ( )Nao
Qual a sua marca usual?

d)Vocé fuma charutos? ( )Sim ( )Nao

Se sim, quantos charutos por dia? ( )1 charuto

()2 a 3 charutos

( )4 ou mais charutos. Quantos?___

e)Vocé fuma cachimbo? ( )Sim ( )Nao

Se sim, quantas vezes por dia? ( )1 vez

()2 a 3 vezes

( )4 ou mais vezes. Quantas?

f) O que vocé fumava no passado? ( )Cigarros

( )Charutos

( )Cachimbo

g)Vocé mastiga tabaco? ( )Sim ( )Nao
MEDICAMENTOS E DOENCAS

Vocé tem tomado algum medicamento prescrito pelo médico no ultimo ano (por
exemplo, comprimidos para pressao, insulina, tranquilizantes, relaxantes musculares,
etc.)?

()Sim ( )Nao
Se sim, por favor indique:
Per iodo .Tipo de medicamento: Dose: Quantos por dia: Inicio(més): Tér mino(més):

Vocé tem tomado algum medicamento n&o prescrito por médico no ultimo ano (por
exemplo, aspirina, antiacidos, antihistaminas,sedativos ou outras drogas)?
()Sim ( )Nao
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Se sim, por favor indique:
Periodo : Tipo de medicamento: Dose: Quantos por dia: Inicio(més): Término(més):

Vocé toma ou tomou alguma vitamina nos ultimos 6 meses?
()Sim ( )Nao
Se sim, por favor indique:Tipo de vitamina: Dose: Quantas vezes por semana:

a)Vocé teve ou tem alguma dessas doengas?
Cancer ( )Sim ( )Nao

Hepatite ( )Sim ( )N&o

Mononucleose ( )Sim ( )Nao

Herpes ( )Sim ( )N&o

AIDS ()Sim ( )Nao

Meningite ( )Sim ( )N&o

Infeccéo bacteriana ou viral ( )Sim ( )Nao
Doenca cardiovascular ( )Sim ( )Nao

Diabete ( )Sim ( )Nao

Outras doengas importantes ( )Sim ( )N&o
b)Se sim, indique abaixo: Doenca: Per iodo da doencga: Tr atamento:

c)Liste as vacinagdes que vocé recebeu nos ultimos 12 meses.
Vacina: Data:

d)Liste os raiosX diagndsticos e terapéuticos, recebidos nos ultimos 10 anos.
Razao par a o r aioX Data(ano)

e)Vocé fez alguma cirurgia durante o ultimo ano?
Data: Razao:

f)Dé as datas de quando vocé teve febre nos ultimos 12 meses.
Data(més): Doencga associada: Medicamento tomado:

DIETAS
(deve refletir apenas os habitos frequentes)

Vocé come apenas vegetais? ( )Sim ( )Nao
Vocé come carne? ( )Sim ( )Nao
a)Se sim, com que frequéncia vocé come o seguinte:
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Dias por semana : 1 a 2;3 a 4; 5 a 6 todos dias
Carne bovina

Peixe

Galinha

Porco

Outras

b)Como vocé prefere sua carne? ( )Mal passada ( )No ponto ( )Bem passada
Vocé usa adogantes? ( )Sim ( )Ndo Quantos por dia?

Vocé bebe refrigerantes? ( )Sim ( )Nao Quantos por dia?

Comente sobre sua dieta, caso ela tenha algo de especial (por exemplo, dieta rica em
proteinas e pobre em carbohidratos,etc).

Vocé bebe café? ( )Sim ( )Nao Quantos xicaras pequenas por dia?
Vocé bebe cha? ( )Sim ( )Ndo Quantos xicaras por dia?
Vocé toma chimarrao? ( )Sim ( )Nao Com que frequéncia?

Vocé bebe cerveja? ( )Sim ( )Nao Se sim, por favor indique sua média de consumo
semanal:

( )1-6 garrafas por semana ou menos.

()7-12 garrafas por semana.

( )13-24 garrafas por semana.

( )Mais de 24 garrafas por semana. Quantas?

Vocé bebe vinho? ( )Sim ( )Nao Se sim, por favor indique sua média de consumo
semanal:

( )1-4 copos por semana ou mais.
( )5-8 copos por semana.

()9-16 copos por semana.

( )Mais de 16 copos por semana. Quantos?

Vocé bebe outras bebidas alcodlicas (excluindo cerveja e vinho)?
()Sim ( )Nao Se sim, qual ou quais?

Por favor, indique sua média de consumo semanal:

( )1-4 copos por semana ou menos.

( )5-8 copos por semana.

()9-16 copos por semana.

( )Mais de 16 copos por semana. Quantos?
HISTORIA GENETICA

Vocé tem conhecimento de algum defeito de nascimento ou outra desordem genética
ou doencga hereditaria que tenha afetado seus pais, irmaos, irmas ou seus filhos?
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()Sim ( )Nao Se sim, por favor especifique:

Vocé ou a sua esposa teve ou tem dificuldade para engravidar?

()Sim ( )Nao Se sim, por favor especifique:

Vocé ja teve um filho que tenha nascido prematuramente ou que tenha sido abortado?
()Sim ( )Nao
Vocé tem um gémeo idéntico vivo? ( )Sim ( )N&o
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ERITROGRAMA

VALORES DE REFERENCIA

Hemacias mm?®

Homem: 4,5-6,5

Mulher: 3,9 — 5,8

Hemoglobina em g/dL

Homem: 13,5 - 18,0

Mulher: 11,5- 16,4

Hematocrito %

Homem: 40,0 — 54,0

Mulher: 36,0 — 47,0

Volume Globular Média em u® 76,0 — 96,0
Hemoglobina Corpuscular Média g% 27,0-32,0
Co’n(_:en‘}ragao da Hemoglobina Globular 32.0 — 36,0
Média %

Leucograma

Leucécitos por mm?

Adultos: 5.000 — 10.000

04 a 07 Anos: 6.000 — 15.000

08 a 12 Anos: 4.500 — 13.000

% mm®
Neutrdfilos 40-75 2.500 - 7.500
Promielécitos 0 -
Mieldcitos 0 -
Metamieldcitos 0-1 -
Bastoes 1-3 45 - 330
Segmentados 40-75 -
Eosinofilos 1-6 40 - 330
Basdfilos 0-1 1-100
Linfocitos 20-45 1.500 — 3.500
Mondcitos 02-10 200 - 800
Plaquetas 150.000 a 400.000 /mm?®

Fonte : LACEN, 2010
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ANEXO D - VALORES DE REFERENCIA UTILIZADOS PARA ANALISE

BIOQUIMICA

DOSAGENS BIOQUIMICAS

VALORES DE REFERENCIA

Uréia 10 mg/dL a 45 mg/ dL
Creatinina 0,4 mg/dL a1,3mg/dL
Proteinas totais 6,0 a 8,0 g/dL
Albumina 3,5a5,5¢g/dL

Transaminase oxalacética — TGO

4 U/mL a 36 U/mL

Transaminase piruvica — TGP

4 U/mL a 32 U/mL

Gama GT

Homem: 07 a 40 U/L

Mulher: 05 a 27 U/L

Fosfatase alcalina (ALP)

Adulto: 13 a 43 U/L

Crianga até 12 Anos: 56 a 156 U/L

BChE

Homem: 3.930 a 10.000 U/I

Mulher: 4.620 a 11.500 U/

Fonte: LACEN, 2010
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ANEXO E: FICHAS DE AVALIACAO DOS TESTES GENOTOXICOS E
MUTAGENICOS
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g @4 coverno Do

HPiAUi

Desenvolvimento Para Todos

SECRETARIA DE SAUDE DO ESTADO DO PIAUI
LABORATORIO CENTRAL DE SAUDE PUBLICA - LACEN
“Dr. COSTA ALVARENGA"”

LACEN

— Pl

Laboratério de Toxicologia Genética Molecular (LABTOXGEN-MOL)

FICHA DE AVALIACAO DO TESTE DE MICRONUCLEO EM CELULAS HUMANAS IN VITRO

Projeto : Expostos :
Trabalhadores: Nao Expostos:
BN | BN | BN | Ne CELULAS VIAVEIS COM OUTROS DANOS CITOGENETICOS
Ne | BN
DE com | com | com | MN % B B CELULAS
Pacientes com 1 2 +3 | Em | BN/MN 1 o2 3 4 IDN CELULAS CELULAS PONTES CoM IDNC
BN MN L un | wn | wn | BN NUCLEO | NUCLEOS | NUCLEOS | NUCLEOS APOPTOTICAS | NECROTICAS | NUCLEOPLASMATICAS | ooo-o

IDN = [ M1+2(M2)+3(M3)+4(M4)]/N
LEGENDA: IDNC = Indice de divisdo nuclear considerando citotoxicidade; M1 — N° de céls com 1 nlcleo; M2 — N° de céls com 2 nucleos; M3 — N° de céls com 3 nucleos; M4

— N° de céls com 4 nucleos; N — N° total de céls viaveis BN, MN, IDN
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@ SECRETARIA DE SAUDE DO ESTADO DO PIAUI LACEN

YT LABORATORIO CENTRAL DE SAUDE PUBLICA - LACEN T vee—
uﬁ?!rﬂsr’gw; “Dr. COSTA ALVARENGA” PI

Laboratério de Toxicologia Genética Molecular (LABTOXGEN-MOL)
FICHA DE AVALIA(;AO DE FREQUENCIA DE ABERRACOES CROMOSSOMICAS
Projeto: Data: _ /| |/ Responsavel:
ABERRAQOES CROMOSSOMICAS E%Tﬁé % DE AC
. N° DE % ABERRACOES =
PACIENTES CAMPO N° CELULAS] < p h Anel DELECOES
METAFASES METAFASE | CROVATIDICASE entricos | Tricentricos | Acentrico Fragmentos
Terminais | Intersticiais

indice Metafasico (IM) = N° de Metafases X 100

300

% AC= Total de AC X 100

300




@ SECRETARIA DE SAUDE DO ESTADO DO PIAUI
= Fiﬁi’”'f LABORATORIO CENTRAL DE SAUDE PUBLICA - LACEN
“Dr. COSTA ALVARENGA"”

Desenvolvimento Para Todos

LACEN

— 7 —

Laboratorio de Toxicologia Genética Molecular (LABTOXGEN-MOL)

FICHA DE AVALIACAO DO TESTE COMETA
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Projeto Material Bioldgico:

Grupo: Pacientes Nao Expostos 1
Pacientes Expostos -
CELULA CLASSE CELULA CLASSE
1. 26.
2. 27.
3. 28. CALCULO DO INDICE DE DANO
4. 29. TQTAL DE
- s oanos | CELSSEDE | Tbanos
DANOS
6. 31. 0 ____Xo
7. 32. 1 _xa
8. 33. 2 _ X2
0. 34, 3 _ X3
10. 35. 4 X4
11. 36.
ID (%) .coovnn... 0 DANOS
12. 37.
13. 38.
14. 39.
1o 20 CALCULO DA
16. 41. FREQUENCIA DE
17 . DANOS (FD - %)
18. 43.
19. 44. FD =100 — Total de Danos 0
20. 45. FD=
21. 46.
22. 47.
23, 48.
24. 49.
25. 50.
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@ SECRETARIA DE SAUDE DO ESTADO DO PIAUI LACEN
= ﬁiﬁii's LABORATORIO CENTRAL DE SAUDE PUBLICA - LACEN —PI_
Desenvolvimento Para Todos “Dr‘ COSTA ALVARENGA”

Laboratorio de Toxicologia Genética Molecular (LABTOXGEN-MOL)
FICHA DE AVALIACAO DE FREQUENCIA DE MICRONUCLEOS

Projeto:
Controle: Data:
Responsavel
Campo Ne células N° de MN % MN Cariorrexe | Cariolise Células

Binucleadas

FREQUENCIA DE MN =

N° de alteracdes X 100

2000



