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RESUMO

Os pesticidas sdo produtos quimicos de uso disseminado no controle das pragas nas lavouras
agricolas. Estes produtos sdo classificados em herbicidas, inseticidas e fungicidas e podem
acumular-se no meio ambiente. Um grande numero de estudos epidemioldgicos em
trabalhadores rurais sugeriu um aumento do risco de cancer no grupo exposto a pesticidas. O
objetivo deste estudo é avaliar a presenca de anormalidades cromossomicas em células da
medula déssea e alteracBes do gene TP53 por FISH em trabalhadores rurais expostos a
pesticidas. Para o nosso conhecimento, este é o primeiro estudo a avaliar estas alteracdes
utilizando células-tronco hematopoéticas coletadas por aspirado da medula dssea. Foram
avaliados 43 trabalhadores rurais do sexo masculino e detectadas anormalidades
cromossémicas através de citogenética por Banda G em 11 (25%). A maioria destas
anomalias era relacionada com aneuploidias (6/11). Aneuploidias podem ocorrer devido a um
cromossomo extra ou ausente. De extrema importancia, encontramos quatro casos com
anormalidades estruturais relacionadas aos cromossomos 4, 5, 7 e 11, como dele¢des do braco
longo dos cromossomos 5, 7 e 11. Detectamos supressdo do gene TP53 por Hibridizagéo por
Fluorescéncia in situ (FISH) em 4/31 e de amplificacdo em 3/31 casos. As outras alteracdes
por FISH foram relacionadas a aneuploidia (6/31). Entre as anormalidades numéricas,
encontramos tetrassomia em 3 casos, trissomia em dois casos € monossomia em um caso.
Nosso trabalho é o primeiro a apresentar anomalias citogenéticas em células da medula 6ssea
de trabalhadores rurais expostos a agrotdxicos. Nosso estudo destaca a importancia da
prevencdo primaria, pois apenas 23% dos trabalhadores rurais relatou medidas de protecao.
Todas essas anormalidades citogenéticas aqui detectados sdo descritas como responsaveis por
aumentar o risco de desenvolvimento de neoplasias. Como 0 uso de agrotéxicos esta
disseminado em nossa agricultura, os trabalhadores rurais devem evitar o uso improprio
devido ao risco de desenvolver neoplasias.

Palavras-chaves: Pesticidas; Alteragdes Cromossdmicas; Gene TP53



ABSTRACT

Chemical pesticides are disseminated for controlling pests on agricultural crops. These
chemical are classified into herbicides, insecticides and fungicides and accumulate in the
environment. A large number of epidemiological studies in rural workers have suggested an
increased risk of cancer in the exposed pesticide group. The aim of this report is to the
evaluate the presence of chromosomal abnormalities of bone marrow cells and the status of
gene TP53 by FISH in rural workers exposed to pesticides. To the best of our knowledge, this
is the first report to evaluate these abnormalities using hematopoietic stem cells collected by
bone marrow aspiration. We evaluated 43 male rural workers and detected chromosomal
abnormalities in 11 (25%). The majority of these abnormalities were related to aneuploidy
(7/11). Aneuploidy may be due to an extra or missing chromosome. Of utmost importance,
we found four cases with structural abnormalities related to chromosomes 4, 5, 7 and 11 like
deletions of long arm of chromosomes 5, 7 and 11. We detected deletion of TP53 gene in 4/31
and amplification in 3/31 of cases. The other abnormalities were related to aneuploidy (6/31).
Between the numerical abnormalities, we found tetrasomy in 3 cases, trisomy in 2 cases and
monosomy in 1 case. Our report is the first one to present cytogenetic abnormalities of bone
marrow cells of rural workers. Our study highlights the importance of primary preventive
because only 23% of rural workers reported protective measures. All these cytogenetic
abnormalities here detected are reported to increase the risk of developing malignancy. The
use of pesticides is disseminated in our agriculture, so rural workers must avoid improper use
due to risk of neoplasia..

Key Words: Pesticides; Chromosomal Abnormalities; TP53 Gene



LISTA DE FIGURAS

Figura 1: Localizacdo geografica da Chapada do Apodi entre os estados do
Cearé e Rio Grande do Norte

Figura 2: Utilizacdo de agrotoxicos no Brasil de acordo com os municipios dos
estabelecimentos produtores agricolas

Figura 3: Represa que abastece o perimetro irrigado e a comunidade na
Chapada do Apodi

Figura 4: Mecanismos de perda de heterozigose e inativacdo de gene tipo
selvagem

Figura 5: Esquema da carcinogénese ap0s sucessivas alteracfes genéticas nas
celulas

Figura 6: Modelo de carcinogénese pela via das aneuploidias
Figura 7: Esquema da agé&o do gene TP53 no ciclo celular

Figura 8: Esquema da acdo do gene TP53 como indutor de apoptose e
prevencao do surgimento de neoplasias

Figura 9: llustracdo da evolucdo para transformacao leucémica em células
tronco da medula dssea

Figura 10: Sequéncia esquematica da citogenética por Banda G de cultura de
celulas da medula dssea.

Figura 11: Sequéncia esquematica do processo de Hibridizagdo in situ por
Fluorescéncia (FISH) para o gene TP53 de material obtido de cultura de
células da medula dssea

Figura 12: Caracterizagdo dos trabalhadores rurais quanto ao grupo de
eXposicao aos agrotoxicos

Figura 13: Caso 25 revela delecdo do brago longo do cromossomo 11

Figura 14: Caso 8 revela delecdo do brago longo do cromossomo 5 e também
do braco longo do cromossomo 7

Figura 15: Caso 19 revela delecdo do brago longo do cromossomo 7 e material
adicional no cromossomo 4, além da presenca de um cromossomo marcador

24

25

27

33

34

35

36

37

40

47

49

51

56

56

57



Figura 16: Caso 43 revela delecdo do bracgo longo do cromossomo 11
Figura 17: Caso 29 revela material adicional no cromossomo 4
Figura 18: Caso 42 revela hipodiploidia

Figura 19: Fotomicrografia de microscopio de fluorescéncia do gene TP53 e do
centrdmero do cromossomo 17

Figura 20: Representacéo esquematica dos resultados obtidos neste trabalho

57

58

58

70



LISTA DE TABELAS

Tabela 1: Classificacdo dos pesticidas quanto a toxicidade. 30
Tabela 2: Caracteristicas dos trabalhadores rurais estudados. 52

Tabela 3: Tempo total de exposicdo aos agrotoxicos em anos dos trabalhadores 52
rurais estudados

Tabela 4: Lista dos pesticidas utilizados pelos trabalhadores rurais. 53

Tabela 5: Percentual de uso de equipamentos de protecdo individual pelos 53
trabalhadores rurais.

Tabela 6: Resultados da Citogenética e FISH para o gene TP53 55

Tabela 7: Frequéncia de dele¢bes, aneuploidias e amplificacdo do gene TP53. 59



LISTA DE QUADROS

Quadro 1: Lista de agrotoxicos utilizados na monocultura da banana de acordo 28
com a praga a ser combatida e classificacdo por grupo quimico e classe
toxicologica

Quadro 2: Lista de estudos epidemiologicos que estabeleceram forte associacdo 38
entre a exposicao cronica a agrotoxicos e o desenvolvimento de cancer



1.2

13

14

1.5

2.1

2.2

3.2

3.3

3.4

3.5

3.5.1

3.5.2

3.6

3.7

4.2

4.3

SUMARIO

INTRODUCAO

Agrotdxicos como problema de satde publica

Pesticidas utilizados na regido estudada
Carcinogénese quimica

Correlacdo entre pesticidas e neoplasias
Vigilancia a satde do trabalhador
OBJETIVOS

Obijetivo geral

Obijetivos especificos

MATERIAL E METODOS
Tipo de estudo

Populacao do estudo

Coleta de dados

Anélise Laboratorial

Material e Método

Citogenética Classica

Hibridacdo in situ por fluorescéncia (FISH)
Anélise estatistica

Consideracdes éticas

RESULTADOS

Caracterizacdo da populacdo estudada
Avaliacdo Hematoldgica

Citogenética por Banda G

23

27

31

38

42

44

44

45

45

45

46

46

46

48

49

50

51

54

54



o ~N O o

Avaliacéo do gene TP53 por FISH

DISCUSSAO

CONCLUSAO

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS
APENDICES

59

61
68
70
76



23

1 INTRODUCAO

1.1 - Agrotoxicos como problema de satde publica

A salde de uma populacdo mantém estreita relacdo com as alteracdes provocadas ao
meio ambiente pelo homem e com os residuos gerados nesse processo. Estes residuos podem
ser de natureza sélida ou até mesmo contaminantes quimicos potencialmente toxicos para 0s
seres vivos com capacidade de se propagar pelo solo e pela d&gua. Uma das grandes
preocupacOes atuais é o uso indiscriminado de agrotoxicos na agricultura brasileira (Augusto
et al.,, 2012). A aplicacdo de agrotoxicos é, provavelmente, a Unica atividade em que a
contaminacdo do ambiente de trabalho € realizada de forma intencional (Machado et al.
2007). Esse quadro se agrava a medida que o pais passa da condicdo de subsisténcia a de
principal exportador de derivados agricolas, quando a economia é fortalecida pela inddstria do
agronegocio (IBGE, 2009).

Dentre 0s agravos a salde relacionados ao processo produtivo rural, os de maior
relevancia e impacto negativo para a salde humana e ambiental sdo as contaminacfes e
intoxicacOes relacionadas aos agrotoxicos (Pignati, 2007). Segundo a Lei Federal n°7. 802 de
11/07/1989 (BRASIL, 1989), agrotdxicos sao:

Produtos e agentes de processos fisicos, quimicos ou bioldgicos,
destinados ao uso nos setores de produgdo, no armazenamento e
beneficiamento de produtos agricolas, nas pastagens, na protecdo de florestas,
nativas ou plantadas, e de outros ecossistemas e de ambientes urbanos, hidricos
e industriais, cuja finalidade seja alterar a composicao da flora ou da fauna, a
fim de preserva-las da agdo danosa de seres vivos considerados nocivos, bem
como as substancias e produtos empregados como desfolhantes, dessecantes,
estimuladores e inibidores de crescimento.

Dados da ANVISA registram que em 2008 o Brasil se tornou o maior consumidor
mundial de agrotdxicos, ultrapassando o mercado dos Estados Unidos. No mesmo ano, o

governo brasileiro instituiu o plano integrado de vigilancia em saide de populagGes expostas a

agrotoxicos (BRASIL, 2009), devido a repercussdo no ambito da saide ndos trabalhadores e
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das comunidades que vivem préximas as areas produtivas. Esse plano visa combater o uso
abusivo de substancias toxicas na agricultura, muitas delas ja proibidas pela Agéncia Nacional
de Vigilancia Sanitaria — ANVISA, na tentativa de prevenir o agravo a salde das pessoas
envolvidas nesse processo. Assim como as acgoes e atividades do setor satde relacionadas aos
agrotoxicos, a magnitude das intoxicacdes por agrotoxicos também ndo esta claramente
estabelecida atualmente no Brasil (Bueno et al., 2009).

Segundo dados do Censo Agropecuario de 2006, o Ceara é o quarto estado do Brasil
em namero de estabelecimentos que usam agrotdxicos, ficando atrds apenas dos estados da
Bahia, Minas Gerais e Rio Grande do Sul (IBGE, 2006).

No Estado do Ceara, a 200 km de Fortaleza esta localizada a Chapada do Apodi, que
compreende uma area de 2.421,8 km? e engloba os municipios de Aracati, Jaguaruana,

Quixeré, Limoeiro do Norte, Tabuleiro do Norte, Alto Santo e Potiretama.

............

........

Figura 1 — Localizacdo geogréfica da Chapada do Apodi entre o0s
estados do Ceara e Rio Grande do Norte. Fonte: IBGE 2009
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De acordo com levantamento do censo Agropecuario de 2006, os municipios da regido
da Chapada do Apodi estdo entre 0s que possuem maior numero de estabelecimentos

agricolas que utilizam agrotéxico no Brasil.

Legenda
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Figura 2 — Utilizagdo de agrotdxicos no Brasil de acordo com os
municipios dos estabelecimentos produtores agricolas. Fonte: Censo

Agropecudrio 2006.

Nesta regido estdo instaladas empresas nacionais e multinacionais produtoras de frutas
em regime de monocultura desde o ano 2000. A regido se destaca pelo agronegécio da
banana, que utiliza as terras férteis do perimetro irrigado da chapada e a médo de obra dos
pequenos produtores locais. Essas empresas realizam pulverizacdo de agrotdxicos nas

lavouras em larga escala tanto com o auxilio de tratores como de avides (Rigotto et al., 2011).
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A expansdao do agronegdcio caracteriza-se por transformacdes nas condicdes de
trabalho e no meio ambiente. Os pequenos agricultores que faziam uso sazonal de uma grande
variedade de agrotoxicos em suas culturas de subsisténcia passam a ser empregados do
agronegocio. A partir desse momento, comegam a trabalhar na monocultura da banana e
entram em contato continuo com o elevado nimero de produtos quimicos utilizados. Além
disso, os trabalhadores frequentemente estdo expostos a uma nuvem toxica sempre que
adentram as plantacGes, tornando a exposicao diaria e constante (Rigotto et al., 2010).

Segundo os Estudos de Impacto Ambiental - EIA, realizados na regido, entre os
impactos apontados, podemos mencionar as agressdes que ocorrem nas reservas hidricas,
ocasionadas pelo escoamento de aguas contaminadas por agrotoxicos, produtos quimicos
diversos e fertilizantes para as camadas mais profundas, inclusive o lencol freatico.

Um grande aquifero chamado Jandaira esta localizado sob parte do Ceard e do Rio
Grande do Norte. Nos dois estados, a regido que cobre o aquifero tem sido ocupada por
empresas de fruticultura e perfurada para a extracdo de dgua para irrigacdo (Londres, 2011).
Sdo0 pogos artesianos profundos, alguns com mais de 100 metros de profundidade. A
Companhia de Gestdo dos Recursos Hidricos do Ceara resolveu monitorar a dgua desses
pocos e escolheu dez deles para coletar amostras para analise de residuos de agrotéxicos,
tendo encontrado produtos quimicos agricolas em 6 deles (Londres, 2011).

Recentemente, um estudo da Faculdade de Medicina da Universidade Federal do
Ceara- UFC, ap0s analise de 46 amostras de agua da regido, constatou a presenca de 22
principios ativos de agrotdxicos na dgua consumida pela comunidade, o que faz dessa dgua
uma ameagca a saude de todos que a ingerem (Londres, 2011). Dentre os produtos quimicos
encontrados na &gua das torneiras podemos citar: Abamectina, Carbofurano, Fosetil,
Procimidona, Endosulfan, Ciromazina, Deltametrina, Epoxiconazol, Glifosato, Procloraz,

Cletodim, Difenoconazol, Azoxistrobina, Fenitrotiona, Imidacloprido, Flumioxazina,
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Tebuconazol, epraloxidim, Carbaril, Epoxiconazol, Piraclostrobina e Clorpirifos (Rigotto et

al., 2010).

Figura 3: Represa que abastece o perimetro irrigado e a comunidade na Chapada do Apodi.

1.2 — Pesticidas utilizados na regido estudada

Os trabalhadores do agronegdcio sdo 0s que estdo expostos a quantidades mais
elevadas de agrotoxicos e de forma mais constante. O contato ocorre quase todos os dias, seja
durante a pulverizagdo ou durante o trabalho em locais que foram pulverizados recentemente
(Rigotto et al., 2011).

Entre os agrotoxicos utilizados em larga escala na monocultura da banana podemos

destacar os mencionados no quadro abaixo:
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Quadro 1: Lista de agrotdxicos utilizados na monocultura da banana de acordo com a praga a

ser combatida e classificacdo por grupo quimico e classe toxicologica.

Classe
Fruta Praga/Aplicacéo Venenos Utilizados Grupo Quimico Classe Toxicologica )
Ambiental
Carbofuran (Furadan)- | Carbamatos
|
Carbofurano 1
(Extremamente T6xico)
Gramoxil Bipiridilio
. I
(Paraquate + Diuron) | . 1
Moleque da Bananeira (Altamente Toxico)
Ou Broca-do-rizoma
Gramoxone |
1
(Paraquate) (Extremamente Toxico)
(Cosmopolitessordidus) . —
Score (Difenoconazol) | Triazobis I
1
Banana (Extremamente T6xico)
Propiconazol Triazois

Sigatoka Amarela

Trifloxistrobina

Estrobilurina

Tebuconazol

Triazois

Piraclostrobina

Estrobilurina

Epoxiconazol

Triazois

I
(Altamente Téxico)

elll

(Medianamente Toxico)

LEGENDA: Classe ambiental 1l — Muito perigoso
Adaptado de Rigotto et al., 2011. Agrotoxicos, trabalho e saude.

Além dos pesticidas utilizados em larga escala no agronegédcio da banana, 0s

trabalhadores da regido estdo expostos desde o inicio da sua vida laborativa a uma diversidade

de produtos quimicos utilizados nas suas lavouras de agricultura familiar. Esta pratica além de

bastante disseminada, ndo permite critérios de escolha do produto a ser utilizado. A exposicao

é multipla, envolvendo no minimo quatro tipos de produtos diferentes, sendo que o contato

com os produtos ocorre em carater sazonal, permitindo intervalos entre a exposicao (Rigotto

etal., 2011).
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O glifosato é o herbicida mais vendido no Brasil e no mundo (Londres, 2011).
Considerado pelos usuarios muitas vezes como um produto mais fraco, talvez pela
classificacdo da ANVISA como pouco toxico, € um dos mais conhecidos pela populacdo da
regido. Em 2008, a ANVISA incluiu o glifosato entre os 14 ingredientes ativos que foram
colocados em reavaliacdo toxicoldgica, pelo seu risco de elevada toxicidade (Carneiro et al.,
2012).

O maior agravante em relacdo a exposicdo desses trabalhadores ¢ o fato de ndo
disporem de equipamentos de protecdo individual adequados durante o contato com 0s
agrotoxicos. Outra questdo que merece ser discutida € a eficacia e a disponibilidade desses
equipamentos. O equipamento recomendado para evitar a inalagdo do produto toxico é a
maéscara com filtro de carvdo ativado, que precisa ser trocado periodicamente (Veiga, 2007).
Esta méscara, na maior parte das vezes, ndo estd disponivel, portanto o trabalhador fica
exposto pelo ndo fornecimento dos equipamentos pelo empregador ou pela falta de recursos
do pequeno produtor para adquiri-los (Rigotto et al., 2011).

Os agrotoxicos compreendem um grupo heterogéneo de agentes quimicos
desenvolvidos para o controle de uma variedade de pragas nas plantacOes. Eles sdo
classificados de acordo com o tipo de praga a ser combatida em: inseticidas, herbicidas ou
fungicidas (Bolognesi, 2001). A maioria desses produtos é composta por agentes lesivos ao
ser humano como hidrocarbonetos aromaticos, organofosforados, carbamatos e
organoclorados, entre outros, e tem a capacidade de se acumular no meio ambiente por varios
anos. Vale ressaltar que além dos elementos quimicos utilizados diretamente no controle de
pragas, fazem parte da sua composicdo veiculos de contaminacdo, liberados nas reacOes
quimicas durante a sua sintese. Como exemplo desses componentes podemos citar 0 benzeno,

elemento sabidamente mielotdxico e carcinogénico (IARC, 2008).
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Os agrotoxicos séo divididos em classes toxicologicas (TABELA 01) pela capacidade
que eles ttm em provocar a morte de metade dos animais expostos a determinada
concentracdo. Esta dose, chamada DL 50 € a dose necessaria de uma dada substancia para
matar 50% de uma populacdo em teste. A sua determinacdo € feita expondo cobaias a
diferentes doses da substancia até ser determinada aquela que mata apenas metade da
populacdo testada. A DL50 e frequentemente usada como um indicador da toxicidade

aguda de uma substancia; quanto maior a dose que sera letal, menos tdxica é considerada.

Tabela 1 — Classificacdo dos Agrotdxicos segundo os efeitos a salde humana

Classe Toxicologica Descrigdo Faixa Indicativa

Extremamente TAxicos )
| DL50 < 0,05g/kg Vermelho Vivo

I Muito Toxicos Amarelo Intenso
DL50 - 0,05a0,5 g/kg

. Moderadamente Toxicos Azul Intenso
DL50 - 0,5a5 g/kg

Pouco Toxicos
v DL50 > 5g/kg Verde Intenso

Fonte: BRASIL, 1997 e Peres, 2003.

Entre os pesticidas mais utilizados na regido podemos destacar o carbofurano como
potencial carcinogénico; o metamidofos e o paration como potencialmente pré-carcinogénicos
e 0 monocrotofés e o glifosato como ndo carcinogénicos. No entanto, devido a recentes
estudos que apontam efeitos deletérios do glifosato, este pesticida e varios outros estdo sendo
reavaliados quanto a sua classificacdo pela ANVISA.

Alguns desses agentes sdo capazes de produzir efeito carcinogénico através de varios
mecanismos tais como: genotoxicidade, promogdo tumoral, ativacdo hormonal e

imunotoxicidade (Blair, 2009).


http://pt.wikipedia.org/wiki/Popula%C3%A7%C3%A3o
http://pt.wikipedia.org/wiki/Cobaia
http://pt.wikipedia.org/w/index.php?title=Toxicidade_aguda&action=edit&redlink=1
http://pt.wikipedia.org/w/index.php?title=Toxicidade_aguda&action=edit&redlink=1
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1.3 — Carcinogénese quimica

Os agentes quimicos carcindgenos podem ser divididos em genotdxicos e nao
genotoxicos. Os primeiros sdo capazes de alterar quantitativa ou qualitativamente o genoma
celular, ao passo que os ultimos ndo interagem com 0 DNA, mas modulam o crescimento e a
apoptose celular, potencializando o efeito genotoxico. Esses compostos, em altas doses,
podem causar proliferacdo celular e quebras de fitas simples ou duplas do DNA
(Hoeijmakers, 2009).

Normalmente, os efeitos carcinogénicos desses agentes sao minimizados pela acédo de
enzimas da familia do Citocromo P450 que atuam no processo de oxidacdo/ativacao (fase I) e
conjugacao/detoxificacdo (fase 1) desses compostos (Oliveira e cols. 2007). A inativacdo de
xenobidticos facilita a excrecdo e eliminacdo do organismo, preservando a integridade celular
(Kvitko e cols. 2008).

Apdbs ultrapassarem a membrana da célula, sdo metabolizados em compostos
eletrofilicos que penetram no nuacleo e interagem com o material genético, ocasionando
alteracdes estruturais e instabilidade genémica (Oliveira et al., 2007). Esta é chamada Fase de
Iniciacdo, e constitui 0 primeiro passo para a carcinogénese.

A carcinogénese € um processo que necessita de maltiplas etapas até que a célula
adquira uma proliferacdo anormal. As lesGes ao material genético representam um processo
importante e constituem o primeiro passo para a transformacdo neopléasica (Barret, 1993).
Vérias formas de alteracGes genéticas tém sido descritas nas neoplasias humanas.

Os danos ao material genético levam a uma instabilidade genémica e podem ocorrer
em decorréncia de mutagGes pontuais ou alteracdes cromossdmicas, tais como delecdes,
insercOes, translocacgdes, amplificagfes (Pinheiro et al., 2008). As mutacGes podem ser
classificadas em génicas, quando afetam a sequéncia de nucleotideos de um determinado gene

e cromossdmicas, quando interferem com 0s cromossomos. As mutagdes cromossdmicas
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podem ainda ser subdivididas em numéricas ou estruturais. As aberra¢cdes numéricas alteram
0 numero de cromossomos levando ao aparecimento de aneuploidias ou poliploidias. As
aberracdes estruturais ocorrem quando parte da estrutura do cromossomo ¢ alterada, levando a
ocorréncia de delecbes ou translocacdes (Coleman, 2006). A maior parte destas alteracdes
pode ser observada sob a forma de alteracGes citogenéticas ou alteracbes numeéricas dos
cromossomos destas células. A maior consequéncia dessas alteracdes é a perda ou alteracédo
da expressdo de genes localizados nos segmentos cromossémicos afetados, resultando na
perda de funcéo das proteinas codificadas por estes genes.

Na figura abaixo podem ser observados os diferentes tipos de mutacdo que podem
interferir na funcdo de um determinado gene e consequentemente da proteina codificada por
ele. Neste exemplo, 0 primeiro passo para a carcinogénese possui caracteristica herdada e o
segundo passo seria a ocorréncia de uma mutacdo no seu alelo dominante. Esse mecanismo é
chamado de perda da heterozigose e pode explicar a transmissdo familiar da predisposicdo a

determinados tipos de cancer (Foulkes, 2008).
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Figura 4 - Mecanismos de perda de heterozigose e inativacdo de gene

tipo selvagem.

O desenvolvimento de uma neoplasia ocorre quando o dano na estrutura do DNA da
célula se torna irreversivel e, além disso, ocorre proliferacdo das células transformadas, esta é
chamada Fase de Promocédo (Oliveira et al., 2007). O conceito de iniciacdo e promocgao €

baseado em estudos para o desenvolvimento de cancer em modelos experimentais.
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Evidéncias demonstram que a massa tumoral origina-se de uma Unica célula que
contraiu as alteragcdes genéticas, conhecidas como clones tumorais (Figura 5). Esses clones
surgem ap6s um processo seletivo local que leva a uma expansdo clonal das células dotadas
de maior capacidade proliferativa (Aparicio, 2013). A expansdo clonal das células alteradas
representa o fendmeno mais importante do processo de carcinogénese (Coleman, 2006).

A Leucemia Mieloide Cronica é um tipo de tumor que reforca esta teoria, pois em
quase todos os casos as células leucémicas tém o mesmo tipo de translocacdo entre o0s
cromossomos 9 e 22 (Cromossomo Filadélfia). O mesmo padrédo é observado em neoplasias
de linfécitos B (Linfomas N&o-Hodgkin), em que todas as células do tumor possuem o
mesmo tipo de rearranjo no gene que codifica a cadeia das imunoglobulinas (Gauduchon,

2004).

Carcinogenos Célula Maligna

J/ Mudangas Multiplicagédo Mudangas l
genéticas celular

-~ - @

Tumor Maligno

Figura 5 — Esquema da carcinogénese apés sucessivas alteracdes genéticas nas células.
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Outro modelo de carcinogénese proposto por Duesberg é o modelo pela via das
aneuploidias. De acordo com esse modelo, uma mutacdo em genes que regulam o ciclo
celular pode levar a uma segregacao incorreta das cromatides irmas durante o processo de
divisdo celular e ocorrer a formacdo de uma ceélula filha aneupldide. Essa aneuploidia
promove um aumento da instabilidade genémica na célula suficiente para alterar a expressao
de oncogenes e genes supressores tumorais. O aumento dessa instabilidade genémica apds

sucessivas divisdes celulares levaria a formacéo de clones tumorais aneupléides (Figura 6).

A = @

Instabilidade Clones Tumorais
Gendmica Distintos
Célula . Célula
Normal I:> ' l Maligna

Célula
Pré -Neoplasica

Adaptado de Duesberg, 2003

Figura 6 — Modelo da Carcinogénese pela via das aneuploidias. As barras verticais com
bandas sdo os cromossomos das células, as células no formato de gota representam erro no
processo de segregacdo das cromatides irmds em que houve separacdo incorreta (ndo

diploide) dos cromossomos durante a divisao celular.

Outros mecanismos de defesa da célula contra a acdo de xenobidticos sdo o sistema de
reparo do DNA e 0s genes supressores tumorais. Entre eles, um dos mais importantes € o gene
TP53, localizado na regido p13 do cromossomo 17. Esse gene codifica uma proteina que, ao

identificar danos na estrutura do DNA, bloqueia a divisdo celular na fase G1 (Figura 7) e
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coordena respostas localizadas para facilitar o reparo do dano ou induzir apoptose da célula,

caso nao seja possivel reparar a lesdo encontrada (A Petitjean et al.,

2009).

2007; Hoeijmakers,

HElpelte Ciclo

% Celular
Bloqueu)

Gene TP53 j

Figura 7 — Esquema da ac&o do gene TP53 no ciclo celular

Quando as mutagGes ocorrem em proto-oncogenes ou genes supressores tumorais,

estes genes deixam de exercer o seu papel de defesa, ocorrendo varias altera¢des na célula que

se traduzem na expressdo de proteinas andmalas e falha no controle do ciclo celular (Roy,

2007). Essas mutagdes podem resultar na hiperexpressdo de oncogenes e provocar uma

proliferacdo celular descontrolada, a chamada fase de transformacéo neoplasica (Blair, 2009).
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Varios genes supressores de tumor tém sido estudados nas diversas neoplasias, porém
0 mais mutado é o gene TP53 (A Petitjean et al., 2007; Olivier, 2010). Dados da IARC
(International Agency for Research on Cancer) indicam que o TP53 estd mutado em 30 a 50%
dos casos de cancer em humanos (Smith, 1995; Olivier, 2010). Este gene € composto de 11
exons, gerando uma proteina de 52kDA com importante atividade supressora de tumor. Em
condic¢des normais, a proteina p53, codificada pelo gene TP53, esta presente em baixos niveis
no citoplasma, sendo inativada por ligacdo a mdm2. Uma vez ativado o gene TP53, a célula
pode percorrer dois caminhos. No primeiro momento, o ciclo celular é interrompido para que
o sistema de reparo do DNA perceba se o dano é ou ndo reversivel. Se for reversivel, é feita a
correcdo ou reparo. Caso o dano seja irreversivel, havera ativacdo da via das caspases com
ativacdo da caspase-3, a grande efetora do fenémeno de apoptose (morte celular programada).
Se 0 gene TP53 estiver mutado e o dano celular ndo for corrigivel, a célula podera progredir a

transformacao neoplasica (Figura 8).
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Figura 8: Esquema da acdo do gene TP53 como indutor de apoptose e prevencdo do
surgimento de neoplasias.
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1.4 — Correlagéo entre pesticidas e neoplasias

Vérios estudos epidemiologicos tém estabelecido uma estreita relacdo entre a
exposicdo a pesticidas e o desenvolvimento de alguns tipos de cancer como Linfomas Né&o-
Hodking e diferentes tipos de leucemias. Os estudos com maior for¢a de evidéncia estdo

relacionados no quadro abaixo.

Quadro 2 — Lista de estudos epidemioldgicos que estabeleceram forte associacdo entre a

exposicdo cronica a agrotoxicos e o desenvolvimento de cancer.

Autor Estudo Associacao
Keller-Byrne, 1995 Meta-analise Leucemias
Keller-Byrne, 1995 Meta-analise Cancer de Prostata
Khuder et al., 1997 Meta-analise Mieloma Mudltiplo
Khuder et al., 1998 Meta-analise Linfomas Nao-Hodgkin
Schuz et al., 2000 Caso-controle Leucemias e Linf. Ndo-Hodgkin

Nisse et al., 2001 Caso-controle Sindrome Mielodisplasica
Roulland, 2009 Caso-controle Linfomas N&o-Hodgkin
Kokouva et al., 2011 Caso-controle Cancer Hematopoético
(Mielodisplasias e Leucemias)
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No Ceara, uma pesquisa epidemioldgica realizada por Ellery et al. para avaliar a
incidéncia de cancer em agricultores no estado observou que esta populacdo possui maior
risco de ser acometida por leucemias (6,35 mais chances), mieloma multiplo (1,83), linfomas
(1,63) entre outros tipos de neoplasias. Esses dados foram obtidos ap06s avaliacdo de pacientes
atendidos em centro de referéncia para o tratamento do cancer comparando trabalhadores
rurais com os demais pacientes atendidos.

A exposicdo aos xenobidticos ambientais também estd associada a ocorréncia de
delecdes nos cromossomos 5 e 7, levando ao desenvolvimento de Sindrome Mielodisplasica
(SMD), Leucemia Mieloide Aguda (LMA) e Leucemia Linféide Aguda (LLA) (West, 2000).
Esta observacdo pode dar suporte a presenca de genes importantes nesses cromossomos, cuja
perda levaria ao bloqueio da diferenciacdo ou a proliferacdo celular descontrolada. Esses
estudos sdo do tipo caso-controle e foram realizados a partir de pacientes acometidos pela
neoplasia em que a histdria ocupacional pregressa era positiva para pesticidas (Kokouva et al.,
2011).

Alguns pesquisadores demonstraram os efeitos clastogénicos do herbicida glifosato e
do inseticida carbofurano nas células da medula 6ssea em modelos experimentais. Esses
estudos confirmam a acdo genotdxica dos pesticidas avaliados na fase inicial da
carcinogénese em células hematopoéticas (Giri, 2002; Prasad, 2009). As células
hematopoéticas sdo particularmente sensiveis ao estresse oxidativo e se tornam mais
vulneraveis a acdo genotdxica dos pesticidas. Esses estudos experimentais comprovam que 0s
pesticidas tém propriedades mutagénicas e podem induzir alteragdes cromossomicas ou lesées
no DNA das células hematopoéticas (Giri et al., 2012). As células tronco da medula 0ssea,
devido a suas propriedades de auto-renovacdo e diferenciacdo, sdo capazes de persistir ao
longo da vida. Esse fendmeno aumenta varias vezes o risco de acumular mutagdes deletérias

que possam levar ao desenvolvimento de neoplasias (Naka, 2011).
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A instabilidade genémica presente nas neoplasias da medula dssea como, por
exemplo, leucemias agudas e sindromes mielodisplasicas, tém sido estudadas pela deteccéo de

alteracdes cromossémicas (Figura 9).

Célulatronco  Célula tronco SMD precoce Célula tronco SMD tardia Célula tronco leucemica
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Legenda: SMD — Sindrome Mielodisplésica,

Figura 9: llustracdo da evolugdo para transformacdo leucémica em células tronco da medula
0ssea.

A primeira evidéncia que relacionou a ocorréncia de uma neoplasia com translocagoes
entre cromossomos foi a descoberta do cromossomo Philadelfia — t(9;22)(g34;911) em
pacientes com Leucemia Mieldide Crénica. Desde entdo, tém-se questionado se 0s pesticidas
podem ser responsaveis pelas translocagdes entre cromossomos observados nos portadores de
neoplasias hematopoéticas como Leucemias e Linfomas N&o-Hodking (Gauduchon, 2004).

Uma das translocacdes mais encontradas é a t(14;18)(g32;g21), que envolve o sitio do proto-
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oncogene BCL-2, e é recorrente em 70-90% dos casos de Linfoma Folicular e em 20-30% dos
casos de Linfomas Difusos de Grandes Células B (Blair, 2009).

Estudos in vitro evidenciam que os pesticidas organofosforados aumentam a expressao
do gene TP53 em células epiteliais mamarias humanas e, pelo efeito genotoxico, podem ser
um fator de iniciacdo para a transformacdo maligna dessas células (Roy, 2007). Esses toxicos
também séo capazes de induzir neoplasia mamaria através de instabilidade genémica no TP53
(Calaf, 2009). Cabello et al. conseguiram induzir mutacdo no gene TP53 em células do
epitélio mamario de cobaias ap6s exposi¢do aos organofosforados, levando a progressdo do
cancer de mama. No entanto, ainda ndo existem estudos consistentes que avaliam o status do
gene TP53 em trabalhadores rurais expostos a pesticidas.

As mutacbes do gene TP53 podem ser consideradas como preditores do
desenvolvimento de neoplasias e tém sido bastante estudadas nos céanceres primarios da
medula 6ssea como LMA, SMD e LLA. As mutacBes nesse gene podem podem ser
observadas com o uso de técnicas de citogenética molecular - Hibridizagdo in situ por
fluorescéncia (FISH). Esta técnica permite avaliar a auséncia do gene, a sua amplificacdo apos

estresse genotdxico ou aumento do nimero de copias do cromossomo (Silva et al., 2012).
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1.5 — Vigilancia a saude do trabalhador

A necessidade de conceber e gerar propostas integrais que orientem as intervencdes
sobre a situacdo de salde tem conduzido a proposicéo de operacOes e a¢Bes de vigilancia em
salde. A maioria das intervencGes em salde esta voltada para o controle dos danos (morte,
doencas e agravos), apresentadas como Obitos, sequelas ou casos. Neste tipo de controle,
destaca-se a assisténcia medico-hospitalar com necessidade de grandes investimentos
financeiros e pouca ou nenhuma agéao preventiva (Rouquairol e Almeida Filho, 2003).

Para outras doencas e agravos como neoplasias, doencas ocupacionais e intoxicacfes
ambientais, € possivel identificar um momento em que ha indicios de danos, porém os
individuos ainda estdo assintomaticos. A sua descoberta implica em ac¢Bes que buscam o
diagndstico precoce por meio de testes de screening, exames periddicos de salde e consultas
médicas. Porém, antes mesmo destas evidéncias de danos serem detectadas pelas técnicas
citadas anteriormente, haveria um momento em que seria possivel detectar indicios de
exposicao, ou mesmo possiveis alteraces genéticas (Rouquairol e Almeida Filho, 2003). Os
individuos e populac@es sob tais circunstancias seriam consideradas suspeitos.

Um exemplo comum desta situacdo é a avaliagdo rotineira de individuos expostos aos
derivados do benzeno (frentistas, pintores e mecénicos) com a realizacdo de hemograma
seriado para a deteccdo precoce de leucopenia. No acompanhamento de trabalhadores rurais
expostos a agrotoxicos, esta pratica também é realizada. No entanto, o achado de leucopenia
pode ser considerado um sinal tardio de lesdo nas células precursoras hematopoéticas da
medula dssea, sendo muitas vezes o quadro irreversivel. A detecgéo precoce atraves do estudo
de alteracOes genéticas poderia evitar lesdes irreversiveis nas células precursoras
hematopoeticas (Pinheiro et al., 2008).

Varios marcadores tém se mostrado Uteis para monitorar a exposicdo humana a

agentes mutagénicos e carcindgenos. No Brasil, Pacheco e cols. demonstraram instabilidade
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cromossémica induzida por agroquimicos em linfdcitos de sangue periférico de trabalhadores
rurais na regido de Passo Fundo, Rio Grande do Sul. As anormalidades cromossdmicas
podem ser detectadas pelas técnicas de cultura de curta duracéo por Banda G (classica), sendo
detectadas aneuploidias, delecdes e translocacdes cromossdmicas quando do estudo de células
da medula ossea.

Pinheiro et al. demonstraram que a Hibridizacdo in situ por fluorescéncia (FISH),
também conhecida como citogenética molecular, tem importante funcdo de complementar a
Banda-G na pesquisa de alteracdes citogenémicas de células da medula éssea (Pinheiro et al.,
2009). No entanto, até 0 momento ndo ha estudos que avaliem os danos das células da medula
Ossea com estas técnicas em individuos expostos a agrotoxicos.

Pesquisadores sugerem que a identificacdo precoce de alteracBes genéticas em
individuos expostos aos carcindgenos € uma importante estratégia de vigilancia em satde com
objetivo de diminuir o risco e evitar o desenvolvimento de neoplasias da medula dssea
(Battershill, 2006) (Khan et al. 2008). Dessa forma, o estudo das alteragdes citogendémicas
pode ser utilizado como biomarcador do efeito genotéxico na populacdo exposta a
agrotoxicos (Norppa, 2004). O emprego destes marcadores poderia causar um grande impacto

na prevencdo do cancer e na salde publica de uma forma geral (Roulland, 2009).
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar a ocorréncia de alteragdes citogendmicas na medula 6ssea de trabalhadores
rurais expostos a agrotoxicos.

2.2 Objetivos especificos

e Auvaliar a presenca de citopenias ao hemograma;

e Identificar alteracBes citogenéticas por Banda G em células da medula Ossea de

trabalhadores rurais expostos;

e Identificar a presenca de deleces ou amplificacbes do gene TP53 por Hibridagéo in
Situ por Fluorescéncia - FISH em células da medula 6ssea de trabalhadores rurais
expostos;
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 - Tipo de Estudo

O estudo realizado foi do tipo epidemioldgico, descritivo e transversal realizado nos

municipios de Limoeiro do Norte e Potiretama no periodo entre 2011 e 2012.

3.2 - Populacéo do estudo

Foram avaliados trabalhadores rurais expostos ocupacionalmente a agrotoxicos da
regido da Chapada do Apodi, em Limoeiro do Norte (a 200 km de Fortaleza - CE).

O célculo da amostra foi baseado em levantamento epidemiologico realizado na regido
que identificou a ocorréncia de 20% de alteracbes hematologicas no sangue periférico da
populacdo estudada (Rigotto et al. 2011). A partir deste levantamento, utilizando-se uma
precisdo absoluta de 10% e um nivel de significancia de 5%, calculou-se o grupo amostral de
50 trabalhadores rurais que foram divididos em trés grupos:

- Grande empresa = 20 trabalhadores que usam 0s mesmos tdxicos de maneira
uniforme;

- Pequenos produtores = 20 trabalhadores que usam uma grande variedade de
agrotoxicos de forma sazonal e sem orientacdo adequada;

- Agricultura Ecoldgica = 10 trabalhadores que estavam h& mais de 05 anos sem uso
de agrotoxicos.

O grupo controle foi obtido a partir de dez doadores saudaveis de medula 6ssea com

idade semelhante ao grupo amostral.

3.3 - Coleta de dados

O grupo amostral foi constituido de 50 trabalhadores rurais que foram caracterizados
através de questionario semi-estruturado adaptado de Rigotto 2010 (Apéndice A). Foram

obtidas informacdes relacionadas a idade, escolaridade, habitos de vida, etilismo, tabagismo,
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historia patologica pregressa e neoplasias prévias, tipo de produto e tempo de exposicdo ao
pesticida, uso de medicamentos e exposicao a radiacéo previa.

Critérios de Incluséo:

o Género masculino
o Idade superior a 18 anos e inferior a 60 anos;
o Exposicao ocupacional crénica a agrotoxicos;

Critério de excluséo:

o Historia prévia ou atual de neoplasias e uso de quimioterapia;
o Uso de medicamentos genotdxicos;
o Exposicao a radiacdo terapéutica ou ocupacional.

3.4 - Analise Laboratorial

Todos os agricultores do estudo foram submetidos a:

o Hemograma automatizado;
o Citogenética classica por Banda-G de aspirado medular.
o FISH para pesquisa de monossomia ou amplificacdo do TP53.

3.5 - Material e Método
3.5.1 - Citogenética Cléassica

A citogenética classica por banda G foi realizada da forma habitual segundo Pinheiro
et al. 2009, isto é, a medula 6ssea (M.O) foi colhida em heparina e de forma estéril foi
dividida em dois frascos contendo 7 mL de meio RPMI (pH 7,0), 3 mL de soro fetal bovino e

100pl de L-glutamina. Este material foi cultivado por 24 horas em estufa de CO2 a 37°'C. Uma
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hora antes do término da cultura foram adicionados 50 uL de colchicina (Colcemid®), por 30
minutos. Em seguida, o material foi centrifugado e ressuspenso em solucdo hipoténica de
KCL 0,075 M e fixado em solucdo de acido acético e metanol (3:1), por 4 vezes. Para
confeccdo das laminas para analise, o material foi gotejado em laminas de microscopia e
secado ao ar. As bandas foram feitas pela técnica de tripsina-Giemsa (GTG), sendo analisadas
pelo menos 20 metafases e os cromossomos classificados de acordo com o sistema
internacional de nomenclatura citogenética humana (ISCN 2009). As metafases foram
capturadas em sistema computadorizado (Cytovision-USA Inc) com software para

cariotipagem, e o cariotipo digitalizado e impresso em impressora a laser.

Coletade Medula éssea

Figura 10 — Sequéncia esquematica da citogenética por Banda G de células da medula dssea.



48

3.5.2 - Hibridacéo in situ por fluorescéncia (FISH)

Para a FISH foram utilizadas sondas TP53 (LPHO017-S) para regido pl3 do
cromossomo 17 seguindo-se as instrugdes do fabricante. As laminas foram preparadas 24h
antes para o envelhecimento. O material fixado em solucdo de Carnoy e mantido a 4°C foi
retirado do congelador e deixado em temperatura ambiente por trés minutos e posteriormente
gotejado nas laminas de vidro com pipeta de ponta fina e secado ao ar ambiente. A
celularidade do material foi verificada em microscépio éptico com filtro verde, tomando-se 0
cuidado com a concentracdo da amostra para que as células ndo formassem grumos, o que
prejudicaria a analise dos sinais fluorescentes. Para toda reacdo da FISH foi realizado um
controle normal proveniente de doadores de medula, ap6s consentimento informado, cujas
amostras foram armazenadas a 4°C e cujos cariétipos, por banda G, fossem normais. Estes
mesmos controles foram utilizados para a defini¢cdo de valores de normalidade. Estes foram
calculados a partir da soma das 200 células contadas por cada um dos dois observadores, e
calculada a média de cada controle. A soma desta média com dois desvios padréo determinou
os valores de normalidade. A andlise das ldaminas foi feita em microscépio de epifluorescéncia
da marca OLYMPUS BX51 — FL-1I com os seguintes filtros: azul, vermelho, verde, violeta
Dup, Trip, Em&Esp. Este microscopio é acoplado a um sistema de captura de imagem
(CYTOVISION). Um minimo de 200 células por amostra foram avaliadas por dois
investigadores independentes. Na presenca de discrepancia, os resultados foram analisados,
combinados e calculada a média. Apenas 0s sinais ndo sobrepostos com nucleos
aparentemente intactos foram contados. Foram aplicados os critérios rigorosos de avaliacao
de sinal da FISH para evitar superestimacéo da hiperdiploidia, o que pode resultar de fatores
celulares e técnica (Eastmond, 1995). Aneuploidia foi definido como a presen¢a de > 3 sinais
verdes (centromero de cromossoma 17) para a célula. A amplificagdo foi definida por > 3

sinais vermelhos (gene TP53) e dois sinais verdes (centrdmero do cromossomo 17) cdpias /



49

celula. Delecdo do TP53 foi definido por um sinal vermelho (gene TP53) e dois sinais verdes
(centrémero do cromossomo 17) cépias/ celula. O ponto de corte para o reconhecimento de

um caso afetado por trissomia e monossomia foi de 3% e 10%, respectivamente (Cuneo,

1997). O critério para a amplificacdo do gene TP53 foi de 5%.

!

!

Figura 11 — Sequéncia esquematica do processo de Hibridizac¢do in situ por Fluorescéncia
(FISH) para o gene TP53 de material obtido de cultura de células da medula éssea.

3.6 - Analise Estatistica

A organizacdo dos dados foi feita através da analise dos questionarios, realizada no
programa Excel e plotados sob a forma de percentual em gréaficos e tabelas.

As variaveis referentes aos individuos estudados foram comparadas ao grupo controle
e avaliadas pelo teste do qui quadrado, sendo consideradas significativas as diferencas com p<

0,05.
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3.7 - Consideragdes Eticas

O estudo obteve aprovacio pelo Comité de Etica em Pesquisa do Hospital
Universitario Walter Cantidio da Universidade Federal do Ceard, através do Protocolo CEP
N’ 016.02.11 (EM ANEXO), tendo sido cumpridas todas as exigéncias da resolucdo 196/96
do Conselho Nacional de Saude.

Ap0s analise dos resultados, 0s sujeitos nos quais foram observados alguma alteracéo
laboratorial foram convidados para acompanhamento ambulatorial e suporte psicolégico no
Servico de Hematologia do Hospital Universitario Walter Cantidio da Universidade Federal

Ceara.
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4 RESULTADOS

4.1 - Caracterizacdo da populacéo estudada

Fizeram parte deste estudo 50 trabalhadores rurais moradores de comunidades dos
municipios de Limoeiro do Norte e Potiretama - CE. Apds aplicacdo dos critérios de incluséo
e exclusdo, apenas 43 puderam ser avaliados quanto a exposi¢ao aos agrotdxicos.

Dos 43 trabalhadores avaliados, 23% representava o grupo que trabalha apenas com
agricultura familiar, 18% pertencia a0 grupo com mais de cinco anos sem exposi¢do a
agrotoxicos, que atualmente praticam agricultura ecoldgica e 58% pertencia ao grupo de

trabalhadores do agronegdcio da banana (Figura 12).

W Agronegdcio
Pequenos Produtores

M Agricultura Ecoldgica

Figura 12 — Caracterizacdo dos trabalhadores rurais quanto ao grupo de

exposicao aos agrotoxicos.

Em relacdo a idade dos trabalhadores, observamos que a média de idade do grupo
estudado foi de 41 anos (variando de 23 a 56), semelhante a média de idade do grupo controle

que foi de 42 anos.
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Quanto aos héabitos de tabagismo e consumo de alcool, observamos que 9 (21%) dos

trabalhadores fumavam diariamente ha mais de um ano e apenas 2 ( 4,6%) tinham o habito de

consumir alcool diariamente (Tabela 2). Outros 9 (21%) bebiam apenas nos finais de semana,

sendo que o tipo de bebida mais prevalente foi a cerveja.

Tabela 2 - Caracteristicas dos trabalhadores rurais estudados.

Caracteristicas Expostos Controle p valor
Idade Média 41,6 £ 10,6 42,8 +£10,1 p>0,05
Tempo de Exposicdo em anos 10,2 Nenhum

Variagéo (anos) (2-30)

Fumantes (%) 9 (21) 0 (0)

Etilistas N (%) 2 (4,6) 0 (0)

Total sujeitos 43 (100) 10 (100)

* Teste de Fisher

A maioria dos trabalhadores foi exposta a produtos quimicos por uma média de 10,4

anos (variando de 2 a 30), seja trabalhando no preparo, na mistura ou na pulverizacdo de

pesticidas, sendo que mais da metade deles de forma diéria e constante (Tabela 3 ).

Tabela 3 — Tempo total de exposi¢cdo em anos dos trabalhadores

rurais estudados. Classificado de acordo com Ramos, 2009.

Tempo de Exposic¢ao (anos) n %
lab 5 14
6al0 4 11
11a15 6 17
16 a 20 11 31
> 25 9 25
Total 35 100
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Quando questionados sobre o uso de agrotoxicos na agricultura familiar, os
trabalhadores responderam prontamente os nomes dos produtos mais utilizados que foram

enumerados na Tabela 4.

Tabela 4 - Lista dos pesticidas mais citados pelos trabalhadores rurais de acordo
com a frequéncia de utilizacdo na agricultura familiar.

Pesticida Nome % utilizada Classe Quimica
Inseticidas Metamidofos 64% Organofosforado
Paration 92% Organofosforado
Monocrotofds 68% Organofosforado
Herbicidas Glifosato 32% Glicina Substituida
Propanil 80% Anilida
2,4 Diclorofenoxiacético 76% Clorofenoxiacético

Em relagdo ao uso de equipamentos de protecdo individual apenas 23% dos
trabalhadores afirmaram ter o cuidado de utilizar a prote¢do recomendada durante o preparo e
aplicacdo de produtos quimicos. Dentre os demais, 21% afirmaram ndo utilizar nenhum
equipamento de protecdo e o restante utilizava de modo esporadico apenas algum tipo de
protecdo (Tabela 5).

Tabela 5 - Percentual de uso de equipamentos de protecdo individual
pelos trabalhadores rurais.

Uso de Equipamento de Protecéo Individual %
Nenhum EPI 21
Bota + luva 28
Bota + luva + macacéo 7

Bota + Luva + mascara+ oculos + macacao 23
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4.2 — Avaliacdo Hematologica

Foram coletadas amostras de sangue periférico e de medula 6ssea de todos os 43
trabalhadores rurais estudados para a realizacdo de hemograma, citogenética por Banda G e
molecular para o gene TP53. Todas as amostras analisadas tiveram resultado de hemograma

normal, sendo que néo foi observado nenhum caso de citopenia (dados ndo apresentados).

4.3 — Citogenética por Banda G

Apdbs a cultura de células hematopoéticas para citogenética, foi realizada andlise
cromossémica em 43 casos. Em 13 (30%) casos nao houve crescimento celular suficiente e
ndo foram encontradas metafases para avaliacdo da estrutura dos cromossomos.

Entre os casos com resultados de citogenética, 63% revelaram auséncia de
anormalidades com cariétipo normal (46,XY[20]). Foram detectadas alteracGes
cromossdmicas nas células de 11 (25%) trabalhadores rurais (Tabela 6).

Os casos que chamaram mais atencéo foram as alteragdes estruturais relacionadas aos
cromossomos 4, 5, 7 e 11. Foram encontrados 2 casos com delecdo do braco longo do
cromossomo 11 (Figuras 13 e 16) e 2 casos com delecdo do brago longo do cromossomo 7
(Figuras 14 e 15). Entre os casos com delecdo no cromossomo 7, um deles também
apresentava delecdo no brago longo do cromossomo 5 (Figura 14) e o outro apresentava um
material adicional no cromossomo 4 (Figura 15). O outro caso encontrado apresentou um
material adicional no cromossomo 4 (Figura 17).

A maioria das alteragbes encontradas foram relacionadas a aneuploidias (6/11).

Aneuploidia é definida como um numero de cromossomos diferente de 46 (Figura 18).



Tabela 6: Resultados da Citogenética e FISH para o gene TP53
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Caso lIdade Citogenética FISH para TP53
1 56 46,XY[25] Normal
2 39 Sem metéfase Normal
3 38 Sem metafase Normal
4 30 46,XY[15] Sem material
5 41 Sem metafase Tetrassomia
6 23 46,XY[26] Normal
7 27 46,XY[20] Normal
8 39 46,XY,del(5)(g31),del(7)(q32)[5]/46,XY[18] Normal
9 29 46,XY[11] Normal
10 32 Sem metéfase Tetrassomia
11 28 46,XY[15] Normal
12 41 46,XY[10] Normal
13 40 46,XY[20] Delecgdo
14 50 Sem metéfase Amplificacdo
15 42 Sem metéfase Tetrassomia
16 30 Sem metéfase Amplificacdo
17 38 20~30,+1,+14,+16,+18,+21,+22[5]/45,XY[5] Sem material
18 50 46,XY][7] Sem material
19 42 46~47,XY,add(4)(p16),del(7)(g32),+mar[7]/46,XY[13] Sem material
20 44 46,XY[7] Sem material
21 55 46, XY [4] Delecéo
22 34 46,XY[7] Sem material
23 45 44,XY,-20,-21[8]/46,XY[2] Trissomia
24 36 Sem metafase Amplificacdo
25 39 46,XY,del(11)(g23)[4]/46,XY[16] Normal
26 61 Sem metafase Normal
27 49 Sem metafase Monossomia
28 42 18~35,XY,-4,-5,-8,-9,-11,-16,-17,-19,-20,-21,-22,[8]/46,XY[2] Sem material
29 30 46,XY,add(4)(?g35)[3]/46,XY][16] Sem material
30 23 Sem metafase Normal
31 24 46,XY[10] Sem material
32 42 17~35XY,-2,-4,-8,-9,-12,-14,-15,-16,-17,-18,-19,-20,-22[cp8]/46,XY[10] Normal
33 50 25,+4[3]/33,+1,+2,+5+10,+16,+17,+18,+19,+21,+22[3]/43.-10,-16,-Y[3] Normal
34 47 46, XY[10] Sem material
35 49 46,XY[20] Normal
37 48 Sem metafase Trissomia
37 48 32~45,-1,-18,-7,-14,-16[cp9] Delecgdo
38 52 46,XY[17] Normal
39 34 46,XY[7] Normal
40 49 Sem metafase Normal
41 32 46,XY][10] Sem material
42 60 46,XY[5] Delecéo
43 56 46,XY,del(11)(q23)[3]/46,XY][17] Sem material
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Figura 14:. Caso 8 revela delecdo do braco longo do cromossomo 5 e
delecdo do brago longo do cromossomo 7.
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4.4 — Avaliacéo do gene TP53 por FISH

Foram realizadas analises do gene TP53 por FISH de 31 amostras da medula éssea dos
trabalhadores rurais. Foi observado o numero de copias do gene TP53 e do cromossomo 17.

Entre os casos avaliados, a maioria (58%) apresentava o padrdo normal de copias para
0 gene TP53 e para 0 cromossomo 17. Entre os 31 sujeitos, em 13 casos 0 nimero de copias
do cromossomo 17 estava diferente do nimero de copias do gene TP53 nos nucleos das
ceélulas em interfase.

NOs observamos delecdo do TP53 em 4/31 (casos 13, 21, 37 e 42) (Tabela 6) e
amplificacdo em 3/31 (casos 14, 16 e 24) (Tabela 6). As outras alteracdes encontradas foram
relacionadas a aneuploidias (6/13) (Tabela 6). A maioria desses resultados ocorreu naqueles
casos em que ndo foi possivel avaliar a estrutura dos cromossomos nas metafases (Tabela 6).
Entre as alteragdes numéricas dos cromossomos foram observadas tetrassomia em 3 (9,6%)
casos, trissomia em 2 (6,4%) casos e monossomia do cromossomo 17 em 1 (3,2%) caso

(Tabela 7) (Figura 19).

Tabela 7: Frequéncia de delecdes, aneuploidias e amplificagdo do gene TP53.

Tipo de Alteracao Grupo Exposto Grupo Controle
Delecdo N (%) 4(129) 0(0)
Monossomia N (%) 1(32) 0(0)
Trissomia N (%) 2(6,4) 0(0)
Tetrassomia N (%) 3(9,6) 0(0)
Amplificacdo N (%) 3(9,6) 0(0)

N&o foram encontradas alteragcbes para o gene TP53 por FISH no grupo controle

(doadores saudaveis de medula dssea) (Tabela 7).



Figura 19: Fotomicrografia de microscopio de fluorescéncia do gene TP53 e do centrémero do
cromossomo 17.

Os sinais vermelhos representam os sitios de hibridizacdo da sonda para o0 gene TP53. Os sinais
verdes representam os sitios de hibridizagdo para o centrdmero do cromossomo 17.

(A) Controle mostrando o padrdo normal de hibridizagdo: um sinal vermelho para cada
cromossomo 17 e um sinal verde para cada TP53 por nucleo. (B) Aneuploidia: observamos mais
de dois sinais tanto para 0 cromossomo 17 como para o gene TP53 por ndcleo. (C) Amplificagédo
do gene TP53: observamos dois sinais para 0 cromossomo 17 e trés sinais para o gene TP53 por
nucleo. (D) Delecdo do gene TP53: observamos apenas um sinal para o gene TP53 e dois sinais
para 0 cromossomo 17 por nicleo.
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5 DISCUSSAO

Apdbs extensa revisdo bibliografica acreditamos que este € o primeiro trabalho que
detectou anormalidades cromossémicas em células da medula dssea de individuos expostos a
pesticidas. Foram avaliados os cromossomos de um pool de células da medula dssea contendo
células tronco hematopoéticas (CTH) obtidas a partir de aspirado da medula 6ssea que, ao
contrario das culturas de curto prazo de linfécitos, provavelmente podem explicar 0s nossos
resultados.

As células-tronco hematopoéticas (CTH) tém a capacidade de auto-renovacdo e
podem persistir por toda a vida. Esse fendmeno aumenta o risco de acumular mutagdes
deletérias adquiridas durante a sua existéncia. Além disso, as lesdes ndo reparadas em CTH
podem ser passadas e amplificadas nas células-filhas durante o processo de auto-renovacao e
diferenciacdo em situacdes que demandem aumento da proliferacdo celular (Naka, 2011). O
material obtido em aspirado da medula déssea é representado por CTH e sua linhagem
progenitora. A CTH é também particularmente sensivel ao stress oxidativo e o seu elevado
indice proliferativo a torna mais vulneravel aos pesticidas (Mena et al., 2009). Alguns estudos
experimentais revelaram que os pesticidas tém propriedades mutagénicas que induzem
alteracdes cromossdmicas ou danos no DNA de células da medula 6ssea expostas a esses
produtos (Giri et al., 2002).

Paiva et al. também estudaram as anomalias cromossémicas de duas comunidades
rurais do Ceard (Brasil), mas ndo detectaram alteragdes. Utilizando o Ensaio Cometa eles
foram capazes de demonstrar que a quebra de DNA foi mais frequente em trabalhadores
rurais expostos a pesticidas do que no grupo controle. Uma questdo importante que deve ser
levantada € o fato de que eles foram capazes de demonstrar anormalidades no DNA pelo
ensaio cometa, mas ndo anomalias citogenéticas nos cromossomos de linfécitos. Acreditamos

que a auséncia de anomalias cromossdmicas neste estudo foi devido a utilizacdo de culturas
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de curto prazo de linfocitos. Esta técnica utiliza amostras de sangue obtidas por puncéo
venosa para obtencdo de linfécitos que ndo sdo células apropriadas para detectar
anormalidades cromossdmicas adquiridas ao longo do tempo. Varios outros estudos
realizados com amostras de linfocitos provenientes de sangue periférico também nao
detectaram anormalidades cromossdmicas nestas culturas (Hoyos, 1996; Gregorio, 2000;
Lucero, 2000; Holland, 2002; Pastor, 2002). Bhalli et al. estudaram os efeitos genotdxicos de
agrotoxicos em trabalhadores rurais do Paquistdo (um pais em desenvolvimento) e avaliaram
0 material genético através da citogenética e do numero de microndcleos em linfocitos
binucleados. Eles relataram um aumento do dano ao DNA, mas ndo foram capazes de
descrever o tipo de anormalidade citogenética e os cromossomos gue foram envolvidos neste
processo.

No presente trabalho, onze individuos expostos a pesticidas apresentaram
anormalidades cromossémicas. Estas anomalias podem ser divididos em dois subtipos:
alteragBes numéricas e estruturais. Foram observados sete casos de aneuploidias, uma
alteracdo cromossdmica do tipo numérica que pode ocorrer devido a um cromossomo extra ou
ausente (Eastmond et al., 1990). Algumas células cancerigenas apresentam nimero anormal
de cromossomos que podem surgir em decorréncia de problemas ocorridos durante a diviséo
celular. Durante o processo de divisdo, devido a erros enzimaticos ou uma elevada
instabilidade genémica, 0os cromossomos ndo irdo se separar adequadamente entre as duas
células e irdo formar células aneupldides (Gordon et al., 2012). Essas alteracOes
cromossdmicas estdo bastante relacionadas ao prognostico das doencas malignas. Por
exemplo, em pacientes com diagnéstico de mieloma multiplo cujas células malignas
apresentam hipodiploidia (menos de 46 cromossomos) 0 prognostico se torna desfavoravel,

sendo um achado relativamente comum (Swerdlow, 2008). Entre os casos encontrados nesse
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estudo foram observados trabalhadores rurais com 20 ~ 30, 32, 33 cromossomos, casos tipicos
de aneuploidia.

Uma observacao interessante € o fato de que o pesticida glifosato, um dos mais
utilizados pelos trabalhadores desse estudo, é capaz de alterar o ciclo celular em modelos
experimentais (Bellé et al., 2002). Nesses animais, o glifosato inibe a sintese do DNA que
ocorre na fase S do ciclo celular e ainda provoca o retardo da fase M pela ativacdo da
CDK1/Ciclina B (Marc et al., 2004). Agindo desta forma, o pesticida pode retardar o tempo
de proliferacdo celular das culturas de células da medula déssea desses trabalhadores. Este
retardo impediria o bloqueio do ciclo celular na fase de metéafase induzido pela colchicina,
etapa fundamental para a visualizacdo da morfologia dos cromossomos na citogenética. Esta
acao do pesticida poderia explicar o elevado nimero de casos (30%) em que ndo houve o
crescimento celular esperado para a visualizacdo de metéafases.

Os resultados de maxima importancia foram a detec¢do de anormalidades do tipo
estrutural relacionadas aos cromossomos 4, 5, 7 e 11 em quatro trabalhadores rurais. Foram
encontradas dele¢des do braco longo dos cromossomas 5, 7 e 11 nas células da medula 6ssea
desses individuos. Esta descoberta é particularmente importante pelo fato de estas alteraces
serem descritas com recorréncia em doencas da medula 6ssea como sindromes
mielodisplasicas (SMD) e leucemias mieléides agudas (LMA) (Frohling, 2008).
Anormalidades clonais sdo observados em ~ 50% dos casos de SMD, sendo que a
anormalidade mais comum ¢ a delecdo do braco longo co cromossomo 5. As anormalidades
dos cromossomas 5 e 7, sdo detectadas em LMA secundaria a quimioterapia e sdo
considerados de prognostico sombrio (Swerdlow, 2008).

A delecédo do brago longo do cromossomo 11, regido onde se localiza o gene MLL,

além de ser descrita com recorréncia em pacientes com SMD e LMA tambem é encontrada
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em varios outros tipos de cancer, bem como a delecdo do brago curto do cromossomo 17,
onde esta localizado o gene TP53, 0 guardido do genoma.

Delecbes extensas de cromossomos que afetam multiplos genes tornam dificil a
identificacdo do gene que contribui para o desenvolvimento do cancer. A abordagem classica
para a identificacdo de um gene supressor tumoral compara varios tumores com uma delecéo
cromossdmica especifica para determinar a regido gendmica que foi perdida em todos os
casos. Os genes candidatos desta regido sdo, entdo, selecionados para promover delecdes,
mutacdes, ou modificacBes epigenéticas que inativam os alelos restantes. Através dessa
estratégia foi possivel a identificacdo de genes supressores tumorais importantes, tais como
TP53 (17p13.1), APC (5921-922), ATM (11922-g23) e NF1 (17q11.2) (Frohling, 2008).

O ganho de material genémico frequentemente surge apos disjungdo cromossémica ou
translocacbes desequilibradas, que causam trissomias cromossémicas totais ou parciais, ou
apos eventos que afetam a amplificacdo de segmentos de DNA de tamanho diferente. VVarios
exemplos de ganhos gendmicos em larga escala estdo associados com tipos especificos de
cancer. (Frohling, 2008).

Desta forma, o aparecimento de material adicional no cromossomo 4 encontrado em 2
trabalhadores rurais pode refletir o resultado de uma translocagdo desequilibrada ou
amplificacdo de segmentos do DNA, cujo resultado é a alteracdo funcional dos genes
envolvidos naquela regido. Uma vez que tais aberracbes envolvem multiplos genes, a
identificacdo do alvo funcionalmente relevante se torna tarefa mais dificil.

As anomalias citogenéticas sdo um atributo caracteristico de células neoplésicas. Até o
presente momento, as aberragbes cromossdmicas clonais foram encontrados nos principais
tipos de cancer em mais de 54.000 pacientes (Frohling, 2008). A classificacdo de tumores da
Organizacdo Mundial da Saude (OMS) reconhece um numero crescente dessas alteracdes

genéticas e as utiliza para definir entidades especificas dessas doencas. Muitas dessas
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aberracdes se revelaram marcadores progndsticos e preditivos em neoplasias hematoldgicas e
certos tipos de tumores sélidos (Swerdlow, 2008). Além disso, a caracterizacdo molecular das
anormalidades citogenéticas forneceu uma melhor compreensdo sobre os mecanismos da
carcinogénese a medida em que permite o conhecimento da funcdo dos genes envolvidos
nessas alteragdes cromossoémicas. Em casos particulares, esse discernimento levou a
descoberta de um tratamento que tem como alvo uma anomalia genética especifica.

Apesar de todas as anormalidades cromossdmicas aqui detectadas serem achados
recorrentes em doencas da medula 6ssea como Sindrome Mielodisplasica, Leucemia Mieloide
Aguda e Mieloma Mudltiplo, esses achados ndo representam cancer. O cancer ¢ uma doenca
com varias etapas em que a anormalidade cromossémica pode ser o primeiro passo. Os passos
adicionais sdo necessarios para o desenvolvimento da neoplasia, como mutacdes em genes
supressores tumorais, amplificacdo de oncogenes e modificacbes epigenéticas (Aparicio,
2013).

De acordo com Lubs e Samuelson a idade estd diretamente relacionada com o
aparecimento de alteragfes cromossomicas. Esses pesquisadores demonstraram que a partir
dos 60 anos ocorre uma elevacdo progressiva da incidéncia de alteragdes cromossémicas
espontaneas. Como a idade dos individuos avaliados no presente estudo variou de 23 a 56
anos, podemos assegurar que as alteracbes cromossdmicas encontradas ndo sofrem
interferéncia da idade.

Os critérios de inclusdo e excluséo utilizados no presente estudo foram extremamente
rigidos no tocante a evitar o maximo de interferéncias de agente externos potencialmente
capazes de levar a ocorréncia de mutac6es. No entanto, devido a elevada prevaléncia entre a
populacéo de trabalhadores rurais, individuos com habitos como o tabagismo e o etilismo ndo

puderam ser excluidos do estudo.
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Em relacdo ao habito de fumar, dois casos (32 e 33) apresentaram anormalidades
cromossdmicas que também podem estar relacionados ao tabagismo e um caso (25)
apresentou alteracdo que também pode estar relacionada ao etilismo. Estes trés casos sdo de
trabalhadores rurais cronicamente expostos a pesticidas, mas devemos lembrar que o cancer é
considerado uma doenca multifatorial e que a exposicdo ao alcool e ao fumo aumentam
bastante o risco de desenvolver neoplasias (Sailaja et al., 2006). Dessa forma, todos esses
trabalhadores rurais devem evitar o alcool, o tabagismo e a exposicdo a pesticidas a partir de
agora, devido ao alto risco de desenvolver doencas malignas.

NoOs também encontramos anormalidades relacionadas ao gene TP53, também
conhecido como guardido do genoma. Varios estudos tem demonstrado que as alteracfes do
gene TP53 por FISH sdo observadas em muitos tipos de céncer (Massoner, 2004,
Krishnamurti, 2009; Han. 2012). Foram examinados os numeros de copias do gene TP53 e do
cromossomo 17 nesses individuos expostos utilizando usando sondas fluorescentes que se
ligam diretamente & regido do cromossomo por hibridizacdo. Essa técnica permite a
observacdo de um gene especifico mesmo naquelas células que ndo atingiram a fase de
metafase, tornando-se um método mais sensivel de citogenética molecular. Identificamos
delecdo do gene TP53 em 4 trabalhadores rurais. A delecdo do gene TP53 é considerada uma
alteracdo menos frequente, mas quando encontrada, representa um fator adverso importante
porgue pode impedir a acdo dos mecanismos de reparo do DNA (Frohling et al., 2008).

Polissomias do cromossomo 17 foram encontrados em 5/31 do grupo exposto como
trissomia (7,4%) e tetrassomia (11,1%). Estes ganhos gendmicos geralmente surgem de
disjuncdo cromossOmica que provoca trissomias cromossomicas completas ou parciais
(Frohling et al., 2008). Anormalidades numeéricas ocorrem em um grande numero de
neoplasias da linhagem mieloide, sendo que a trissomia do cromossomo 8 pode ser

encontrada na maioria dos casos (Jenkins et al., 1992).
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A amplificacdo do gene TP53 foi detectada em 3/31 individuos expostos.
Amplificacbes do gene provocam um aumento no numero de copias do gene e,
subsequentemente, elevam a sua expressdo (Myllikangas ET al., 2006). Esta aberracdo pode
ocorrer em resposta a danos no DNA, quando a proteina p53 induz uma parada transitoria do
ciclo celular permitindo que a célula faca reparos em danos sofridos pelo DNA (Kaneko et al.,
1995).

Este trabalho é o primeiro a apresentar anomalias citogenéticas de células de medula
Ossea de trabalhadores rurais. Estes resultados reforcam uma série de estudos (Paz-y-Mino,
2002; Bortoli, 2009) que demonstram lesbes do DNA em linfocitos de sangue periférico,
utilizando o teste do cometa e método do micronucleo. Nosso estudo destaca a importancia da
prevencdo primaria, pois apenas 23% dos trabalhadores rurais relatou medidas de protecdo.
Todas essas anormalidades citogenéticas aqui descritas sdo responsaveis por aumentar o risco
de desenvolvimento de neoplasia. Diante desse achado, os trabalhadores rurais submetidos a
exposicao cronica e prolongada aos agrotoxicos devem ser biomonitorados frequentemente

quanto a presenca de alteracGes cromossdmicas em suas células.



68

6 CONCLUSOES

A exposicdo crbnica aos agrotoxicos nesse grupo de trabalhadores rurais ndo levou ao
aparecimento de citopenias no sangue periférico.

A exposicgdo cronica aos agrotoxicos leva a ocorréncia de alteracBes cromossomicas
em células da medula Ossea. As anormalidades encontradas s&o semelhantes as
alteracbes descritas em doencas clonais da medula O6ssea como sindromes
mielodispasicas e leucemias mieldides agudas;

A exposicdo cronica aos agrotoxicos leva a alteracdes do gene TP53 do tipo delecéo,
amplificacdo e aneuploidias;

As técnicas de citogenética convencional e molecular por FISH s&o ferramentas
importantes para o acompanhamento e biomonitoramento de trabalhadores rurais

expostos aos agrotdxicos.



Figura 20 - Representacdo esquematica dos resultados obtidos neste estudo
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APENDICE A
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Universidade Federal do Ceard/UFC

Introducdo: Estamos desenvolvendo uma pesquisa intitulada Estudo das alteracoes
citogenébmicas na medula dssea de agricultores expostos a agrotdxicos no estado do
Ceara, realizada pela Universidade Federal do Ceara (UFC), para a qual estamos
coletando exames laboratoriais de pessoas que trabalham na plantacdo de banana, com o
intuito de identificar os agravos a salde daqueles que se encontram expostos.

Termo de consentimento livre e esclarecido: Estamos convidando vocé a participar de uma
pesquisa sobre agravos a saude relacionados a exposicao a agrotdxicos em trabalhadores do
cultivo da banana na Chapada do Apodi. Para isso, estamos pedindo a sua autorizacdo para
participar desta pesquisa. Neste estudo, colheremos informagdes sobre o seu trabalho e a sua
salde através de questionario, exame médico e analises clinicas, toxicoldgicas e avaliacdo da
medula dssea, ou seja, 0 6rgdo que produz o sangue. Sua participacdo é importante para que
se possa conhecer o perfil de salde-adoecimento destes trabalhadores, o que pode ajudar a
empresa, 0s 6rgdos publicos e os préprios trabalhadores a prevenirem eventuais problemas de
salde. Esclarecemos que a sua participacdo neste estudo é de carater voluntario — vocé ndo é
obrigado a participar. Vocé pode recusar-se a participar ou retirar seu consentimento a
qualquer momento, sem penalidade alguma. Ndo havera nenhum tipo de remuneracdo por sua
participagcdo. As informagdes obtidas na pesquisa sdo confidenciais e ndo serd identificada a
sua pessoa. A divulgacdo da pesquisa sera feita em eventos e publicacGes cientificas da area
da salde, trabalho e meio ambiente, sem mencionar os nomes dos participantes. Os
procedimentos adotados nessa pesquisa ndo oferecem risco a sua saude, podendo gerar
desconforto durante a coleta de aproximadamente 10 ml de sangue da medula dssea e dos
vasos sanguineos. VVocé tera acesso aos resultados dos exames e, caso seja encontrada alguma
alteracdo, serd oferecido acompanhamento e tratamento no Hospital das Clinicas da
Universidade Federal do Ceara.

Eu, , declaro que, apds ter sido
esclarecido (a) pelo pesquisador e ter entendido o que me foi explicado, aceito participar
voluntariamente deste protocolo de pesquisa e permito que minhas informagdes sejam
analisadas e utilizadas pelo estudo.

Telefone de contato:

Pesquisador responsavel: Luiz Ivando Pires Filho: 85 -9933-5519

Sujeito da Pesquisa
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APENDICE B
Questionario de Exposi¢cdo aos Agrotdxicos

Vocé trabalha no cultivo da banana?

1.( )Sim 2.( )N&o. Sesim h& quanto tempo (anos/ meses)
Empresa: () Delmont  ( )Banesa ( ) Pequeno Produtor

NOME:

DATA DE NASCIMENTO: TELEFONE:

ENDERECO

"Foi colhido medula e sangue periférico: 1. ( ) Sim 2. ( ) Néo

PARTE 1 - CARACTERISTICA DEMOGRAFICA

- PULE
N, QUESTAO CATEGORIAS PARA

Quantos anos
110 | Qual a cidade em que vocé mora atualmente? Limoeiro do Norte
Quixeré
OBS. Se for ha menos de dez anos, fazer a pergunta Russas
111, se for ha mais pular para 112. Outra
( )

N4o respondeu

@bwl\.)l—‘l

©

PARTE 2 - HABITOS DE VIDA

Né&o bebo
202 | Vocé faz uso de algum tipo de bebida alcodlica? Raramente bebo
Mensalmente
Semanalmente
Diariamente
Néo sei

N4o respondeu

—204

©

Cachaca
203 | Qual o seu tipo de bebida preferida? Cerveja
Vinho

Conhaque

Rum

Vodka

Outro ( )
N4o respondeu

©

Né&o fumo —207
204 | Vocé tem o habito de fumar? Raramente fumo
Diariamente

N4o respondeu

©

De 1 a 4 vezes ao dia
205 | Qual a frequiéncia do uso de fumo por vocé? De 5 a9 vezes ao dia
10 a 19 vezes ao dia
Mais de 20 vezes ao dia
N&o respondeu

anos

O PR WNRFRPOWNRPIO~NOUODRWNRFRPIOOUODWNPRE

©

PARTE 3 - HISTORIA PREGRESSA FAMILIAR

Sim
312 | Alguma pessoa da sua familia teve algum tipo de cancer Nao
nos Ultimos dez anos? Quem
( )
N&o sei

N&o respondeu

—401

© o
©O© oo wWwN B+~

Pele
313 | Que tipo de cancer essa pessoa da sua familia apresentou? Mama

Utero
Ovério

A wN PP
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Sangue/Leucemia 5
Outros 6
( ) 88
N&o sei 99
N&o respondeu
PARTE 4 - CARACTERIZACAO DO TRABALHO
Menos de 01 ano 1
401 Quantos anos de trabalho na agricultura vocé tem? De 01 a 04 anos 2
De 05 a 08 anos 3
De 08 a 12 anos 4
Mais de 12 anos 5 | —403
Néo sei 88
N&o respondeu 99
Estudante 1
402 Qual a sua atividade de trabalho, antes de trabalhar na Autébnomo 2
agricultura? Pedreiro 3
Eletricista 4
Comerciario 5
Agricultor 6
Outros 7
( ) 99
Néo respondeu
Administracdo 1
405 Em qual setor da empresa vocé trabalha? Setor de Quimica/preparagéo 2
Aplicacéo de quimicos 3
Plantio 4
Preparagdo de mudas 5
Setor de colheitas 6
Setor de embalagem 7
Restaurante 8
Outro ( ) 9
N4o respondeu 99
Administrador 1
406 Qual a fungéo que vocé exerce em seu trabalho? Engenheiro 2
Advogado 3
Técnico Agricola 4
Técnico de Laboratorio 5
Técnico de seguranca do Trabalho 6
Vigilante 7
Preparador de Produtos quimicos 8
Aplicador de Agrotoxicos 9
Preparador de mudas 10
Plantador 11
Irrigadores 12
Adubacéo 13
Desbaste 14
Eliminagao de pencas ou falsa penca 15
Eliminagao do coragéo 16
Limpeza do cacho 17
Escoramento das bananeiras 18
Desvio do cacho ou do “filho” 19
Rebaixamento do pseudocaule (tronco) 20
Embolsamento de cachos 21
Marcador de cacho 22
Rebaixador inicial 23
Rebaixador final 24
Desfolha 25
Colhedor de frutas 26
Pés-colheita 27
Tratorista 28
Cozinheiro 29
Outros 30
( ) 99
N4o respondeu
PARTE 5 - CARACTERIZACAO DA EXPOSICAO DO TRABALHADOR
Sim 1
503 | Se naempresa que vocé trabalha existe uso Néao 2 | —601
de agrotoxicos (veneno), vocé tem algum Né&o sei 88 | —601
contato com eles? N&o respondeu 99 | —601
Direto (durante a atividade de trabalho) 1
504 | Qual é o tipo de contato que vocé tem com Indireto (ap6s aplicacdo, colheita, muda e outros) 2
esses agrotoxicos (veneno)? Durante a pulverizacdo aérea 3
N&o sei 88
N&o respondeu 99
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Preparagéo de misturas 1
505 Em qual (ais) atividade(s) de trabalho vocé Pulverizagdo costal 2
tem contato com agrot6xicos (veneno)? Pulverizagdo aérea 3
Armazenamento 4
Descarte de embalagem 5
Limpeza de roupa 6
Limpeza do equipamento 7
Gotejamento continuo 8
Transporte 9
Trabalho em érea pulverizada 10
Embalagem do produto final 11
Outros 12
( ) 88
N4o sei 99
N&o respondeu
Durante a pulverizagao, pois vocé permanece em sua fungéo 1
506 Nos periodos de pulverizagdo aérea, o seu Vocé ajuda a sinalizar para o avido com bandeira 2
contato com o veneno acontece: Vocé entra no bananal logo ap6s a pulverizagdo 3
Vocé mora perto das areas pulverizadas 4
N4o sei 88
Né&o respondeu 99
Bayfidan EC 1
508 | Quais sdo os agrotéxicos (veneno) que vocé Borax 2
tem contato? Bravonil 500 3
Carbofuran 4
OBS: os que estdo grifados séo herbicidas Cercobin 500SC 5
Cobre Atar BR 6
Comet 7
Cuprozeb 8
Domark 100EC 9
Finale 10
Flare 11
Folicur 200 CE 12
Fugiscan 700WP 13
Garant 14
Gramocil 15
Gramoxone 200 16
icarus 17
Impact 125SC 18
Juno 250CE 19
Manzate 800 20
Metiltiofan 21
Mythos 22
Nativo 23
Opera 24
Opus SC 25
Orius 250EC 26
Roundup 27
Score 28
Scout NA 29
Soprano 125SC 30
Soprano 25 EC 31
Stratego 250 EC 32
Sulfato de cobre 33
Support 34
Tango Cash 35
Tecto SC 36
Tilt 37
Triade 38
Triazol 39
Virtue 40
Outros ( ) 41
N4o sei 88
N&o respondeu 99
Meses
509 Ha quanto tempo vocé trabalha com Anos _
agricultura familiar? Né&o sei
Né&o respondeu _
88
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Diaria — horas / dia I
510 | Qual é a fregliéncia com que vocé entra em Semanal - dia / semana I
contato com agrotéxicos (veneno)? Mensal — semana / més I
Anual — meses/ano I
Néo sei 88
N&o respondeu 99
Menos de 12 horas 1
511 | Quantos dias ou horas faz que vocé teve o de 12 a 24 horas 2
Gltimo contato com agrotoxicos (veneno)? de 1a7dias 3
Mais de 7 dias 4
Néo sabe 88
N4o respondeu 99
512 Quais os agrotéxicos que vocé teve contato Indrec 1
durante a Agricultura Familiar? Folidol 2
Folisuper 3
Azodrin 4
24-D 5
Propanil 6
Tamaron (Metamidofds) 7
513 | Quanto tempo vocé trabalhou com esses Menos de 01 ano 1
agrotoxicos? De 01 a 04 anos 2
De 05 a 08 anos 3
De 08 a 12 anos 4
Mais de 12 anos 5
Outro ( ) 6
N4o sei 7
Né&o respondeu 8
PARTE 6 - MEDIDAS DE CONTROLE DO RISCO ADOTADOS PELO TRABALHADOR
613 Qual (ais) desta(s) medida(s) de prevengao vocé adota em seu trabalho.
Pode marcar mais de uma alternativa
Freqiientemente As vezes Nunca NS NR
Luvas 1 2 3 88 99
Méscaras 1 2 3 88 99
Lenco 1 2 3 88 99
Oculos 1 2 3 88 99
Chapéu 1 2 3 88 99
Botas 1 2 3 88 99
Macacdo 1 2 3 88 99
Observacao dos ventos 1 2 3 88 99
Banho apds o trabalho 1 2 3 88 99
Nenhuma protegdo 1 2 3 88 99
PARTE 9 — HISTORIA CLINICA DO TRABALHADOR
Sim 1
901 | Atualmente esta com algum problema de satde? Néao 2
Qual 3
( ) 88
N4o sei 99
N&o respondeu
902 Esta tomando algum medicamento Sim
Nao
Qual
( )
Né&o sei
Né&o respondeu

Entrevistador:

Obrigado por ter participado



APENDICE C

1 - Reunifes para aplicacdo do Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido ao grupo de sujeitos envolvidos na pesquisa.

2 - Demonstracgéo do procedimento de coleta de medula éssea
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3 - Coleta de sangue periférico para hemograma

4 - Coleta de aspirado de medula éssea para andlise citogenética




5 — Posto de Saude da comunidade onde foi realizada a coleta de amostras

6 — Grupo de profissionais envolvidos no trabalho de coleta das amostras
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