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RESUMO

A exposi¢do ocupacional aos agrotoxicos tem sido considerada um fator predisponente a
distarbios do sistema imunolédgico. Imunossupressao, autoimunidade, cancer em varios 6rgaos
e outras doengas em pessoas que trabalham expostas a esses produtos tem sido relatado. Este
estudo teve como objetivo investigar as c€lulas do sistema imune e citocinas plasmaticas em
40 agricultores submetidos a exposi¢do ocupacional a multiplos agrotoxicos por, pelo menos,
15 anos. Paralelamente, foi avaliado para fins comparativos, um grupo controle sem historico
de exposicdo. Células circulantes em sangue periférico foram identificadas pelas
caracteristicas de dispersao de luz e por combinagdes de marcadores celulares em analise por
citometria de fluxo utilizando o equipamento FACS Canto II. As células foram identificadas
de acordo com os fenotipos como leucécitos totais, monocitos (classicos, intermediarios e nao
classicos), neutréfilos (imaturos e maduros), eosinéfilos, baséfilos e linfocitos. Os linfocitos
foram subdivididos em linfocitos T helper, linfocitos T citotoxicos, linfocitos T reguladores,
linfocitos B, natural killer e natural killer T. Os linfocitos T foram subclassificados como T
naive, T de memoria central, T efetores de memoria e T efetores de memoria terminal. As
células B foram subdivididas em células B imaturas e células B maduras, sendo estas Gltimas
subclassificadas de acordo com seu estagio maturativo. Células dendriticas circulantes
(plasmacitoides e mieloides) também foram quantificadas utilizando o painel de anticorpos.
Concentragdes das citocinas plasmaticas IL-17 A, IFN-y, TNF, IL-10, IL-6, IL-4 ¢ IL-2 foram
avaliadas por citometria de fluxo utilizando o kit BD™ Cytometric Bead Array (CBA Human
Th1/Th2/Th17) (Beckton Dickinson, EUA). Os resultados mostraram aumento significativo
dos valores relativos e absolutos de neutrdfilos imaturos e mondcitos e aumento absoluto das
células dendriticas, bem como do total de células T, células T citotoxicas de memoria central
e efetoras de memoria nas amostras do grupo de agricultores. Em contrapartida, nesse grupo
houve diminuicdo significativa dos valores absolutos de células B maduras e de linfocitos T
efetores de memoria terminal. Além disso, foi observado o aumento significativo da
concentragdo de IL-6 no mesmo grupo. Devido ao constante estimulo antigénico que ocorre
durante a exposi¢do aos agrotdxicos e o consequente recrutamento de células apresentadoras
de antigenos na pele e trato respiratorio, as células dendriticas € mondcitos estdo circulando
em maiores quantidades. Nos orgaos linfoides secundarios, as células B podem estar com a
vida util aumentada devido aos sinais de sobrevivéncia gerados pela ligacdo as células
dendriticas que também se encontram nesse local, fazendo com que diminuam na circulagao.
Os resultados apresentados no presente estudo sugerem que os agricultores avaliados estdo
mais sujeitos a desenvolver problemas de satide em fung¢ao das alteragdes nas quantidades das
células imunes avaliadas.

Palavras-chave: agricultores; agrotoxicos; células imunes; citometria de fluxo.



ABSTRACT

Occupational exposure to pesticides has been considered a predisposing factor to immune
system disorders. Immunosuppression, autoimmunity, cancer of various organs and other
diseases in working people exposed to these products have been reported. This study aimed to
investigate the immune system cells and plasma cytokines in 40 farmers subjected to
occupational exposure to multiple pesticides for at least 15 years. At the same time, a control
group with no history of exposure was evaluated for comparative purposes. Circulating cells
in peripheral blood were identified by light scattering characteristics and by combinations of
cell markers analyzed by flow cytometry using the FACS Canto II equipment. Cells were
identified according to phenotypes such as total leukocytes, monocytes (classic, intermediate
and non-classical), neutrophils (immature and mature), eosinophils, basophils and
lymphocytes. Lymphocytes were subdivided into helper T lymphocytes, cytotoxic T
lymphocytes, regulatory T lymphocytes, B, natural killer and natural killer T lymphocytes. T
lymphocytes were subclassified as naive T, central memory T, memory effector T and
memory effectors terminal. B cells were subdivided into immature B cells and mature B cells,
the latter being subclassified according to their maturation stage. Circulating dendritic cells
(plasmacytoid and myeloid) were also quantified using the antibody panel. Plasma cytokine
concentrations IL-17A, IFN-y, TNF, IL-10, IL-6, IL-4 and IL-2 were assessed by flow
cytometry using the BD™ Cytometric Bead Array kit (CBA Human Thl/Th2 /Th17)
(Beckton Dickinson, USA). The results showed a significant increase in the relative and
absolute values of immature neutrophils and monocytes and an absolute increase in dendritic
cells, as well as in the total number of T cells, central memory cytotoxic T cells and memory
effectors in the samples from the group of farmers. On the other hand, in this group, there was
a significant decrease in the absolute values of mature B cells and end-memory effector T
lymphocytes. Furthermore, a significant increase in the concentration of IL-6 was observed in
the same group. Due to the constant antigenic stimulation that occurs during exposure to
pesticides and the consequent recruitment of antigen-presenting cells in the skin and
respiratory tract, dendritic cells and monocytes are circulating in greater amounts. In
secondary lymphoid organs, B cells may have an increased lifespan due to survival signals
generated by the attachment to dendritic cells that are also found in this location, causing
them to decrease in circulation. The results presented in this study suggest that the evaluated
farmers are more likely to develop health problems due to changes in the amounts of the
evaluated immune cells.

Keywords: farmers; pesticides; immune cells; flow cytometry
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1 INTRODUCAO

A exposi¢do aos agrotoxicos € os impactos que estes podem causar tornaram-se um
relevante problema ambiental e de saude publica, visto que na ultima década o consumo
desses produtos assumiu grandes propor¢des no Brasil. De acordo com o Sistema de
Agrotoxicos Fitossanitarios (AGROFIT) do Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento (MAPA), em 2014 ocorreu um pico da comercializagdo de agrotdxicos no
pais. Entre 2007 e 2014, o quantitativo passou de cerca de 623.353.689 quilos para
1.552.998.056 quilos, ou seja, um aumento equivalente a 149,14%, enquanto a 4rea plantada
aumentou de 62.338.730 para 76.246.588 hectares, o que representa um aumento de apenas
22,31%, segundo os dados do Sistema de Recuperagdo Automatica (SIDRA) do Instituto
Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE) (BRASIL, 2016).

Outros dados do IBGE mostram que, em 2017, em Santa Catarina (SC), os agrotoxicos
foram utilizados em 70,7% das propriedades rurais. O estado de SC apresenta a maior
produtividade agricola por area do pais e, nesse sentido, o consumo de agrotoxicos ¢
crescente. Os casos de intoxicacdo pela exposicdo a esses agentes também aumentaram,
acompanhando o perfil de consumo e possivelmente indicando o uso incorreto e/ou excessivo
de agrotoxicos pelos trabalhadores rurais no estado. O municipio de Santo Amaro da
Imperatriz ¢ um dos destaques na agricultura catarinense. Com 4rea de 344.235 km’ e
populagdo estimada, para 2021, de 23.907 habitantes; a cidade tem como principal atividade
econdmica a produg¢do de hortifrutigranjeiros (IBGE, 2020).

Em fun¢do da ampla utilizagdo e da variedade de agrotoxicos disponiveis, o
acompanhamento dos trabalhadores que estdo em contato com essas substancias ¢€
extremamente complexo, principalmente quando sdo consideradas as exposi¢des cronicas a
multiplos produtos. A literatura nacional carece de informagdes relacionadas ao tema, pois
poucos sdo os grupos de pesquisa a ele dedicados. O Instituto Nacional do Cancer (INCA),
orgao do Ministério da Saude (MS), divulgou, em 2015, um documento no qual adota um
posicionamento de preocupacao acerca do uso de agrotoxicos no pais, bem como seus efeitos
sobre a saude e a seguranga alimentar e nutricional dos brasileiros (INCA, 2015).

Virios trabalhos na literatura associam a exposicdo aos agrotdxicos ao
desenvolvimento de doengas, incluindo diversas neoplasias malignas, porém os mecanismos

pelos quais elas se desenvolvem sdo pouco esclarecidos (ALAVANJA et al., 2014;
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SCHINASI; LEON, 2014; POYNTER et al., 2017). Considerando que o sistema imune (SI) ¢
responsavel pela eliminagdo de células modificadas (LAKSHMI NARENDRA et al., 2013),
desequilibrios que o envolvam podem contribuir para o desencadeamento dos processos
neopldasicos, além de outras doengas imunologicas (DHOUIB et al., 2016).

Diante da relevancia desse tema e dos poucos estudos abordando a relagdo entre a
exposicao ocupacional aos agrotoxicos e prejuizos ao SI, o aprofundamento da pesquisa se faz

necessario. Assim, com este trabalho, buscamos dar uma contribuicao inicial ao assunto.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 AGROTOXICOS: TOXICOLOGIA OCUPACIONAL

A partir da revolugao industrial e da modernizagao da atividade agricola, passamos a
conviver com novas substancias quimicas potencialmente nocivas, incluindo os agrotdxicos
(MAGALHAES; CALDAS, 2019).

No Brasil, conforme a Lei Federal N° 7.802, de 11 de julho de 1989 e seu decreto
regulamentar N° 4.074, de 4 de janeiro de 2002, os agrotoxicos sdo definidos como: “produtos
e agentes de processos fisicos, quimicos ou biologicos, destinados ao uso nos setores de
produgdo, no armazenamento e beneficiamento de produtos agricolas, nas pastagens, na
protecao de florestas, nativas ou plantadas, ¢ de outros ecossistemas e de ambientes urbanos,
hidricos e industriais, cuja finalidade seja alterar a composi¢ao 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” (BRASIL, 2002).

Para exercer o seu efeito, os agrotdxicos devem ter uma atividade biologica que, em
geral, interfere em processos enzimaticos vitais dos insetos ou das plantas daninhas através de
seu antagonismo, inibi¢do ou bloqueio. Porém, essas a¢des podem ndo estar restritas aos
organismos-alvo, colocando em risco, também, a saide humana, animal e o meio-ambiente.
Os trabalhadores com exposicdo ocupacional, especialmente os agricultores, constituem a
populagdo em situagdo mais critica, j& que os graus de exposi¢cdo a esses produtos sao maiores
quando comparados aos da populagdo geral (MAGALHAES; CALDAS, 2019).

As caracteristicas fisico-quimicas e a forma como o agrotdxico ¢ aplicado sdo
importantes para avaliar o grau de exposi¢do. Quanto mais volatil o produto, maior ¢ o seu
potencial de concentragdo de vapores. A forma de manuseio também ¢ preocupante, pois
geralmente o liquido ¢ borrifado, e, assim ha o aumento da 4rea de evaporacdo, o qual ¢
representado pela grande superficie resultante da soma da superficie das goticulas em contato
com o ar e, quanto maior a superficie de liquido exposta ao ambiente, maior o potencial de
exposi¢cdo (BUSCHINELLI, 2020).

Classicamente, intoxicagdes por agrotoxicos podem ser divididas em agudas

(exposi¢do em um unico episdédio ou por um curto espago de tempo) e crénicas (exposicdes
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repetidas por muitos meses ou anos). As intoxicagdes agudas podem ser do tipo leve,

moderada ou grave, conforme a seguir:

e Intoxicacao aguda leve: quadro clinico caracterizado por cefaleia, irritacdo cutaneo-
mucosa, dermatite de contato irritativa ou por hipersensibilizacao, nausea e discreta
tontura,

e Intoxicacdo aguda moderada: quadro clinico caracterizado por cefaleia intensa,
nausea, vOmitos, colicas abdominais, tontura mais intensa, fraqueza generalizada,
parestesias, dispneia, salivagdo e sudorese aumentadas;

e Intoxicacdo aguda grave: quadro clinico grave, caracterizado por miose, hipotensao,
arritmias cardiacas, insuficiéncia respiratéria, edema agudo de pulmao, pneumonite
quimica, convulsdes, alteracdes da consciéncia, choque, coma, podendo evoluir para a

morte (BRASIL, 2006).

Distintamente, intoxicagdes cronicas por agrotoxicos caracterizam-se por quadros
clinicos muitas vezes indefinidos e inespecificos, além de irreversiveis em alguns casos. Esses
diagnodsticos sdo complexos, pode haver maior dificuldade na associacdo causa/efeito,
principalmente quando ha exposicdo a multiplos produtos, situagdo que caracteriza a
agricultura brasileira e os sujeitos deste estudo. Em geral, as exposi¢cdes ocupacionais
crOnicas sdo as que causam mais doencas nos trabalhadores (BRASIL, 2006).

No tocante a classificacdo dos agrotoxicos, diversos critérios sdo considerados. Eles
podem ser agrupados quanto a finalidade ou organismo-alvo a ser controlado, ao seu grau de
toxicidade ou ao grupo quimico a que pertencem.

Quanto a sua finalidade ou organismo-alvo, os agrotoxicos podem ser classificados

€m:

e Inseticidas: agrotoxicos que tém acdo letal em insetos;

¢ Fungicidas: agrotdxicos com agao sobre fungos;

¢ Herbicidas: acdo de controle as plantas consideradas daninhas ou invasoras, em
especial, na agropecudria;

¢ Desfolhantes: agrotoxicos com efeito desfolhante, ou seja, aquele que em contato
com as plantas, induzem a queda prematura das folhas;

e Fumigantes: agrotoxicos com acdo sobre fauna e flora, que tem sua a¢do promovida

por meio de gases;
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¢ Rodenticidas/raticidas: agrotoxicos com a¢ao letal em roedores;
¢ Moluscicidas: agrotoxicos com agdo em moluscos terrestres ou aquaticos;
e Nematicidas: agrotéxicos com a¢do em nematoides;

e Acaricidas: agrotoxicos com agdo em acaros (PARANA, 2018).

Quanto a classifica¢do por toxicidade, desde 2019 a Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitdria (ANVISA) adotou os padrdes do Sistema Globalmente Harmonizado de
Classificacdo e Rotulagem de Produtos Quimicos (do inglés, Globally Harmonized System of
Classification and Labelling of Chemicals — GHS) (ANVISA, 2019). Com isso, os 6rgaos
governamentais do Brasil alegam que o pais passard a ter regras harmonizadas como as de
paises da Unido Europeia e da Asia, dentre outros, fortalecendo a comercializacio de produtos

nacionais no exterior. Atualmente, existem cinco categorias de toxicidade, conforme a Figura

1.

Figura 1. Classificagao toxicoldgica dos agrotoxicos adotada pela ANVISA em 2019.

categors | cms |
loderadamente
Nome da categoria toxico
Via d? upos;t;ci;) Oral <8 >5 - 80 50_300 | >300-2000 |>2000-5000 .o
Via de exposicao Cutanea | | |
imolig p.c) <50 >50-200 | >200-1000 |>1000-2000|>2000-5000| > 5000
Gases <100 >100-500 | >500 - 2500 >20000
(ppm/V) - ) - >2500 - 20000
Vapores
Via d sl (mglL) <05 >05-520 >20-=10 >10=20 > 20
a de exposicao
solidos e
liquidos =0,05 >0,05-0,5 >0,5-1,0 >1,0-5,0 >50
(mgiL)

Fonte: (ANVISA, 2019).
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Quanto aos grupos quimicos a que pertencem, a classificagdo dos agrotoxicos ¢

bastante extensa. A seguir, alguns exemplos:

¢ Organofosforados (OF): sao derivados dos acidos contendo fosforo em sua molécula
(acidos fosforicos, tiofosfoérico, e ditiofosforico). Sdo mais comumente utilizados
como inseticidas e acaricidas agricolas. Alguns exemplos sdo os inseticidas a base de
malation, clorpirifés, temefds, acefato, fenitrotion, paration e metamidofos;

e Carbamatos (CBM): sdao derivados do acido carbamico. O uso doméstico é comum
como, por exemplo, dos inseticidas carbofuram e aldicarbe;

e Piretroides: sdo derivados sintéticos das piretrinas naturais, encontradas em extratos
vegetais, como os extraidos das flores de Chrysanthemum cinerariaefolium. Sao
exemplos de piretroides sintéticos os inseticidas como a deltrametrina, cipermetrina,
lambdacialotrina e permetrina;

e Glicina substituida - (N-fosfonometil glicina): desenvolvido com a finalidade de ser
um herbicida sistémico ndo seletivo, utilizado comumente em agricultura, associados
ou ndo a sementes transgénicas ¢ em ambientes domésticos. O principio ativo ¢
denominado glifosato;

e Bipiridilos: sdo compostos que atuam por meio da formacao de radicais livres com o
oxigénio; utilizados comumente como herbicidas, sendo paraquate o principal
exemplo;

e Ditiocarbamatos: pertencem a um grupo de agrotoxicos organossulfurados de agdo
fungicida, tais como mancozeb e tiram;

e Dinitrofendis: herbicidas que atuam promovendo o déficit energético desacoplando
as ligacdes da adenosina trifosfato (ATP). Como exemplo, temos os 2,4-D e 2, 4, 5-T

(BRASIL, 2016).

Contudo, o modo de agdo tdxica desses produtos em humanos talvez seja o
conhecimento de maior importancia. Em um eventual atendimento médico a um caso suspeito
de intoxicacdo, o conhecimento sobre efeitos bioldgicos como neurotoxicidade (por bloqueio
do fechamento dos canais de sodio; por inibicdo de colinesterases; ou por a¢do agonista no
sistema gabaérgico ou no sistema nicotinico), a¢do anticoagulante, etc. pode ser muito util,
pois definira melhor os possiveis sinais e sintomas apresentados pelo individuo, facilitando o

diagnostico e o tratamento (BROWN, 2010).
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2.2 O SISTEMA IMUNE NA RESPOSTA A TOXICIDADE

Dentre os varios sistemas afetados pela exposi¢cdo ocupacional a agrotoxicos, o SI ¢é
aquele com mais efeitos deletérios, pois ¢ ligado intimamente a outros sistemas como o
reprodutivo, nervoso, endocrino, cardiovascular e respiratorio. Portanto, qualquer perturbagao
no SI também pode levar a disturbios nesses outros sistemas. As concentragcdes dos
agrotoxicos, a duragdo da exposicao, além de fatores individuais como idade, género, nutri¢ao
e genética sao determinantes nos danos resultantes dessa exposi¢ao (MOKARIZADEH et al.,
2015).

Estudos em animais tém demonstrado significante disfungdo imunoldgica apos
exposicdo pontual a altas concentragdes de agrotoxicos e apds baixas concentracdes por
longos periodos. Entretanto, se a exposi¢do ocorrer no periodo embriondrio, durante a
formag¢do do SI, até mesmo baixas concentracdes de agrotoxicos por curtos periodos podem
causar danos sérios ¢ permanentes. No periodo pods-natal, o SI continua vulneravel, pois a
imunidade humoral se desenvolve somente poucos anos apdés o nascimento. As vias de
sinalizagdo intracelulares e extracelulares, que controlam o equilibrio entre a ativagao,
inibicdo e regulagdo das respostas imunes, permanecem vulnerdveis por toda a vida
(CORSINTI et al., 2013).

Segundo Mokarizadeh e colaboradores (2015), o estilo de vida ndo saudavel pode
proporcionar um microambiente para a imunotoxicidade. A privagdo de sono, a desidratagao
cronica, o sedentarismo, o estresse, o fumo, o consumo excessivo de alcool, além da
exposicdo exagerada aos raios ultravioleta podem acarretar imunossupressao
(MOKARIZADEH et al., 2015). A nutrigdo tem um papel importante na atividade enzimatica
para a manuten¢do de um SI funcional. Concentragdes inadequadas de proteinas, vitaminas e
microelementos podem levar a supressao da atividade imunoldgica e de enzimas envolvidas
no metabolismo de xenobiodticos e antioxidantes (FURST, 2002; LUEBKE, 2002;
MOKARIZADEH et al., 2015). A ativagdo de genes codificantes das enzimas que
biotransformam xenobidticos também constitui um importante fator de suscetibilidade
individual aos efeitos da exposig¢do aos agrotoxicos. Polimorfismos genéticos podem levar a
maior ou menor atividade enzimdtica, causando alteracdes na formagdo de produtos de
biotransformacao toxicos e provocar variagdes quanto as concentragcdes de agrotdxicos que

produzirdo efeitos indesejaveis (COSTA, L. G. et al., 2005; RICHTER; JARVIK;
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FURLONG, 2009; AGUILAR-GARDUNO et al., 2013). Variagdes genéticas na produgao de
citocinas € no complexo principal de histocompatibilidade (MHC) também contribuem para

as variagdes individuais de imunotoxicidade (TURNER et al., 2011).

2.3 CELULAS DO SISTEMA IMUNE PERIFERICO

O SI ¢é composto por células e tecidos que se comunicam por meio de citocinas € por
contato direto, o que resulta em uma rede dinamica especializada em tipos especificos de
respostas. Como em qualquer sistema complexo, a fun¢do do SI ndo pode ser prevista a partir
do comportamento de nenhuma de suas partes separadamente, pois ¢ dependente do contexto
e envolve centenas de componentes (FURMAN; DAVIS, 2015). Por mais de um século, o SI
foi identificado somente como um fator de protecdo contra doengas infecciosas. As definigdes
atuais ainda s3o amplamente influenciadas por essas observacgdes iniciais, ¢ o sistema
imunoldégico ¢ comumente apresentado como um mecanismo de defesa composto por
respostas inatas e adaptativas. No entanto, a defesa do hospedeiro ¢ apenas uma face da
funcdo geral do SI na manutencdo da homeostase do tecido e da integridade do sistema. De
fato, o SI ¢ parte integrante dos processos fisiologicos fundamentais, como desenvolvimento,
reproducdo e cicatrizagdo de feridas, e a proximidade entre esse e outros sistemas corporais
tem sido amplamente demonstrada (JULIER et al., 2017; NELSON; LENZ, 2017; SATTLER,
2017; NEGISHI et al., 2018).

O SI, como mencionado, ¢ tradicionalmente dividido em componentes principais da
imunidade inata e adaptativa, conforme ilustrado na Figura 2. A imunidade inata consiste em
mecanismos de defesa estrutural celular, bioquimica e fisica que respondem rapidamente apos
eventos desencadeados pelo contato com micro-organismos patogénicos ou células com acido
desoxirribonucleico (DNA) danificado. As células que fazem parte dos componentes da
imunidade inata como as células dendriticas (DCs), monocitos, macréfagos, neutrédfilos,
mastocitos, células natural killer (NK) e células natural killer T (NKT), representam a
primeira linha de defesa contra agentes estranhos, comunicando-se por meio de citocinas e
quimiocinas. A imunidade adaptativa, que consiste em linfocitos T, linfocitos B e seus
mediadores humorais, incluindo citocinas e anticorpos, alcan¢a uma excelente especificidade
antigénica pelo rearranjo somatico dos genes receptores de antigeno de cada linhagem de
linfécitos: receptor de células T (TCR, do inglés T Cell Receptor) para linfocitos T e
imunoglobulina (Ig) para os linfécitos B (LAKSHMI NARENDRA et al., 2013). Portanto,
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deficiéncias nesse maquinario complexo podem causar danos em outros mecanismos. As
condi¢des clinicas resultantes dependem do tipo especifico de defeito imunolédgico subjacente.
Por exemplo, infec¢des bacterianas podem se manifestar quando as células B apresentam
distarbios, enquanto infec¢des por varios outros patdogenos (por exemplo, virus e fungos)
caracterizam a imunodeficiéncia combinada de células T ¢ B (FRAZAO; ERRANTE;
CONDINO-NETO, 2013). Caracteristicas atopicas como asma, dermatite atdpica e alergias
alimentares podem ser observadas em alguns pacientes com disfuncdo das células T. A
desregulagdo imune também pode se manifestar como granulomas cutaneos, respiratorios ou
gastrointestinais. (RAJE; DINAKAR, 2015). Desequilibrios como a autoimunidade podem
causar desde citopenia autoimune secundaria a defeitos das células B até Lupus Eritematoso
Sistémico (LES), que esta relacionado a transtornos do sistema complemento (CHENG;
ANDERSON, 2012). Embora o linfoma e a leucemia sejam as neoplasias mais comuns
quando as imunodeficiéncias estdo presentes, outros tipos de malignidades também podem ser

observados (RAJE; DINAKAR, 2015; DE JONG et al., 2017).

Figura 2. Imunidade inata e adaptativa.
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Os mecanismos da imunidade inata fornecem a defesa inicial contra infec¢des. As respostas imunes adaptativas
se desenvolvem mais tarde e necessitam de ativacdo de linfocitos. Fonte: adaptado de (DRANOFF, 2004).
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2.3.1 MONOCITOS

Os mondcitos se originam de células-tronco hematopoiéticas na medula dssea e
compreendem cerca de 10% dos leucdcitos no sangue periférico (SP) em humanos. Os
monocitos ativados atuam na imunidade inata durante as respostas inflamatdrias e patogénicas
por meio da fagocitose e liberagdo citocinas e varios outros mediadores. Além disso, os
mondcitos também participam da imunidade adaptativa como células apresentadoras de
antigenos (APCs) (LEE, J. et al., 2017).

Os mondcitos e os macrofagos pertencem a mesma linhagem de células, mas em dois
estagios sequenciais de um processo de diferenciagdo. Os mondcitos circulam no SP e,
eventualmente, migram para os tecidos, onde realizam a sua diferenciagdo terminal em
macrofagos. Por sua vez, os macrofagos sao células com extrema plasticidade e adquirem
diferentes tipos morfologicos (macréfagos alveolares, células de Kupffer, macroéfagos
mesangiais, histiocitos etc.) de acordo com o microambiente em que se encontram. Os
macrofagos possuem uma alta capacidade de adesdo, migracdo e fagocitose, sdo capazes de
digerir bactérias, complexos imunes, detritos e microparticulas e, além disso, tais células sao
particularmente ativas nas barreiras corporais (como pulmao, intestino e pele). Os mondcitos
e os macrofagos sdo biossensores altamente sensiveis a diferentes padrdoes moleculares
associados a patogenos e residuos de tecidos danificados por meio de seus receptores
ancestrais Tool Like Receptors (TLR) e moléculas relacionadas. Sua ativagdo induz uma
producdo rapida de citocinas e quimiocinas em diversos padrdes, de acordo com os
respectivos riscos. As citocinas regulam localmente a reagdo inflamatoria, enquanto as
quimiocinas atraem e estimulam novos efetores. Essas células também contribuem
substancialmente para a resposta imune adaptativa pela apresentacao do antigeno as células T
com uma orquestracdo da reacdo imune (CASTAGNA et al., 2012; LAMBERT; SACK,
2017).

Os mondcitos circulantes sdo classicamente caracterizados por sua expressdo de
CD14, um receptor de lipopolissacarideos. No entanto, a maturacdo tardia de monocitos
periféricos ¢ acompanhada pela expressao de CD16, um receptor de imunoglobulina, e pelo
declinio simultaneo de sua expressdo de CD14 em um pequeno subconjunto dessas células.
Baseado nesses achados, os monoécitos humanos foram divididos em trés populagdes
principais: mondcitos classicos (cMos) (CD14™ CD16 ); mondcitos intermediarios (iMos)

(CD14" CD16") e mondcitos ndo classicos (ncMos) (CD14dim CD16") (KAPELLOS et al.,
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2019). O local de maturagdo dessas cé€lulas, isto €, se ocorre na corrente sanguinea ou fora
dela, ainda ¢ objeto de debate. Porém, a maior parte dos estudos apoia a hipdtese de que a
diferencia¢do dos cMos em iMos e ncMos ocorra mais provavelmente fora do compartimento

sanguineo (DAMASCENO et al., 2019).

2.3.2 CELULAS DENDRITICAS

O inicio e o controle das respostas imunes dependem das DCs, uma classe de APCs
derivadas da medula dssea encontradas no sangue, tecidos e 6rgdos linfoides. As DCs formam
uma interface essencial entre a detec¢do inata de patégenos e a ativacdo da imunidade
adaptativa. Essa tarefa requer uma ampla gama de mecanismos e respostas e, assim, as DCs
sao subdivididas em: DCs plasmocitoides (pDCs) (CD11¢” CD123") e DCs mieloides (mDCs)
(CD11¢"™ CD123") (COLLIN; BIGLEY, 2018).

As pDCs sao produzidas continuamente na medula 6ssea e emergem como células
maduras na periferia, onde permanecem nao proliferativas e tém uma vida util relativamente
curta, de alguns dias (ZHAN et al., 2016). As propriedades essenciais das pDCs sdo definidas
como: morfologia secretoria "plasmocitoide" semelhante a dos plasmdcitos; producdo rapida
e macic¢a de interferon (IFN) do tipo I em resposta a virus e alta expressao de MHC II que ¢
essencial na apresentagdo de antigenos as células T CD4". As pDCs também produzem IFN
do tipo HI (IFN-A) e citocinas adicionais, como, por exemplo, o fator de necrose tumoral
(TNF)-a, além de quimiocinas (REIZIS, 2019).

Ja as mDCs sdo capazes de induzir respostas dos linfocitos T CD8" devido ao seu
papel na apresentacdo de antigenos capturados no meio extracelular via MHC 1. Essa funcao
¢ essencial para a erradicagdo de tumores e de muitos virus (O'KEEFFE; MOK; RADFORD,
2015). Ao interagir com células T, as mDCs podem induzir sua diferenciagdo em diferentes
subconjuntos. Essa diferenciacao de células T em cada subtipo ¢ um fendémeno complexo, que
pode ser influenciado pelas citocinas no tecido de origem das mDCs, pelo seu estado de
maturacdo e pela causa do desequilibrio tecidual. No entanto, esses processos nao estdao

completamente elucidados (PATENTE et al., 2018).
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2.3.3 NEUTROFILOS

Os neutréfilos compreendem um subtipo de leucocito polimorfonuclear bem
reconhecido como um dos principais atores durante a inflamacdo aguda. Em condi¢des
fisiologicas, os neutrofilos podem ser encontrados na medula déssea, bago, figado e pulmao
(KOLACZKOWSKA; KUBES, 2013). Como cé¢lulas efetoras do SI, estdo abundantemente
presentes na circulacdo e compreendem de 50 a 70% do total de leucocitos circulantes em
humanos (LELIEFELD et al., 2016).

Os neutrofilos fazem parte da primeira linha de defesa contra injirias ¢ contém um
repertorio de funcgdes efetoras antimicrobianas, que incluem fagocitose, degranulagdo e
formag¢do de armadilhas extracelulares de neutrofilos (NET) (LIEW; KUBES, 2019). Os
macrofagos e os mastocitos residentes nos tecidos agem como células sentinelas que iniciam o
recrutamento de neutrofilos, e, dessa forma, controlam e induzem varios processos
fisiopatologicos, como o aumento da permeabilidade dos vasos sanguineos locais e a
liberacdo de quimiocinas (KOLACZKOWSKA; KUBES, 2013). No SP, em condi¢des
normais, sdo encontrados neutréfilos maduros circulando, e, esses podem ser identificados
com base na expressao da molécula CD16. Porém, nos casos de inflamagdo ou infecgoes,
ocorre 0 aumento do recrutamento dos neutrofilos a partir da medula 6ssea e, nesses casos,
podem-se detectar neutr6filos imaturos no SP, sendo a identificagdo dos mesmos
independente da expressao de CD16 (CHERIAN et al., 2010).

Na ultima década, estudos apontam o envolvimento dos neutrofilos também na
imunidade adaptativa, pelo controle da ativacdo das células T e B, e pela apresentagdo de
antigenos as APCs nos linfonodos (KOLACZKOWSKA; KUBES, 2013). O papel dos
neutré6filos nas infecgdes € bem estabelecido, mas seu papel em outras respostas imunes
inatas, na imunidade adaptativa e fun¢des homeostaticas ainda merecem mais estudos (LEY et

al., 2018).

2.3.4 LINFOCITOS T

Os linfocitos T s@o caracterizados por marcadores de superficie celular que definem
sua funcdo. As células T expressam tipicamente o TCR, que ¢ composto pela molécula CD3.
No timo, o local de maturacio das células T, os linfocitos T CD3" passam a expressar também

as moléculas de superficie CD4 e CDS8. A maior parte dos linfocitos T permanece
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expressando somente a molécula CD4 e sdo denominados células T auxiliares (Th, do inglés

T helper). Quando os linfocitos expressam somente a molécula CDS8, sdo denominados

linfocitos T citotoxicos (CTLs, do inglés Cytotoxic T Lymphocytes). Algumas células

permanecem CD4 e CD8 duplamente positivas (DP) e outras se tornam duplamente negativas

(DN), ou seja, perdem a expressdao de ambas as moléculas (GERMAIN, 2002). A Figura 3

mostra a maturagao dos linfocitos T no timo.
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Figura 3. Maturacdo das células T no timo.
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Os precursores das células T migram da medula dssea até o timo pela corrente sanguinea. No cortex do timo, 0s
progenitores das células T aff expressam TCR e os correceptores CD4 ¢ CDS8 (DP). A diferenciagdo funcional e
fenotipica para células T CD4" CD8 ou T CD8" CD4 ocorre na medula do timo, e as células T maduras sdo

liberadas na circulagéo periférica. Fonte: adaptado de (GERMAIN, 2002).

As moléculas CD4 e CDS8 sado, portanto, correceptoras do TCR que se ligam a

moléculas MHC de classe II e I, respectivamente, quando essas sdo apresentadas pelas APCs.

Apbs a ativagio com um antigeno restrito ao MHC 1, as células T CD8" naive se diferenciam
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em CTLs, as quais secretam TNF-a, IFN-B, perforinas e granzimas B. As perforinas criam
poros nas membranas das células alvo, por meio das quais as granzimas podem entrar e
induzir apoptose, exercendo, assim, sua atividade citolitica. (ELLMEIER; HAUST;
TSCHISMAROYV, 2013).

Em resposta ao estimulo combinado de antigeno restrito ao MHC 1I e citocinas
particulares, as células T CD4" naive se diferenciam em células efetoras Thl (produtora de
IFN-y), Th2 (produtora de interleucina (IL)-4) e Th17 (produtora de IL-17), ou ainda em
células T reguladoras (Trgg), as quais produzem as suas proprias citocinas ¢ medeiam fungdes
diferentes (SCHIFFRIN, 2014).

As células Trpg sdo importantes na auto tolerdncia e homeostase imunoldgica, pois
tétm a capacidade de suprimir respostas imunes inatas e adaptativas a autoantigenos,
aloantigenos, antigenos tumorais e agentes infecciosos (VIGNALI; COLLISON;
WORKMAN, 2008). Essas células expressam a subunidade o (CD25) do receptor IL-2 ¢ o
fator de transcri¢ao Forkhead Box P3 (FoxP3). As a¢des supressivas das Trgg sdo mediadas
por mecanismos de contato celular e/ou pela liberacao de citocinas anti-inflamatérias IL-10,
IL-35 e fator transformador de crescimento (TGF) - (SCHIFFRIN, 2014).

Durante a ativagao das células T naive, além da interagao entre o TCR ¢ o MHC das
APCs, também ha a interagdo entre o receptor CD28 das células T e os receptores CD80 e
CD86 das APCs. Por isso, a molécula CD28 ¢ utilizada como marcador de ativagao das
células T (BERNARD; LAMY AND; ALBERTI, 2002). A Figura 4 ilustra a interacdo

molecular entre APCs e células T.
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Figura 4. Fun¢ao da molécula CD28 na interacao entre APCs e células T.
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A molécula CD28 ¢ utilizada como marcador de ativagdo das células T. As APCs em repouso ndo expressam co-
estimuladores e ndo ativam células T naive. Micro-organismos e citocinas produzidos durante a resposta imune
inata ativam as APCs e elas passam a expressar co-estimuladores, tais como as moléculas CD80/86. Assim, as

APCs tornam-se capazes de ativar as células T naive. As APCs ativadas também produzem citocinas como IL-2,

que estimula a diferenciagdo de células T naive em células efetoras. Fonte: adaptado de (ALEGRE;
FRAUWIRTH; THOMPSON, 2001).

Além das APCs, as células T no SP também podem apresentar moléculas de MHC II
em sua superficie externa, € o numero dessas células aumenta com a ativacdo. Um dos trés
isotipos de MHC II humanos, denomina-se antigeno leucocitario humano (HLA) — DR, o qual
também ¢ frequentemente utilizado como marcador de ativagdo de células T, juntamente com
outras moléculas, como CD25 e CD69 (REVENFELD et al., 2016).

J4 esta bem estabelecido que os estagios finais da diferenciacio das células T CD4" e
CD8" sdo marcados pela expressdo da molécula CD57. Sabe-se, também, que as células T
CD4" CD57 ¢ T CD8" CD57" nao possuem capacidade proliferativa e que estdo aumentadas
em frequéncia com a ativagdo imune cronica (KARED et al., 2016).

No SP, as células T podem apresentar quatro estagios de diferenciagdo, de acordo com
a expressao de alguns antigenos receptores de homoenxertos como CD62L, CCR7 ou CD197
(que permitem a entrada nos 6rgdos linfoides) e CD45 RA. As células T naive deixam o timo
e atingem a circulagdo apresentando o fenétipo CD62L" CCR7" CD45 RA". Apés a ativagio,
algumas células T CD4" e T CD8" tornam-se células T de memoéria central (Tcm, do inglés,

Central Memory) que podem ser reativadas apos interacdo subsequente com antigeno
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previamente encontrado (DEVARAJAN; CHEN, 2013). As Tcym sio CD62L" CCR7" CD45
RA™ e ja sdo encontradas nos orgaos linfoides secundarios. As Tcy produzem IL-2 e sdo
consideradas células de memoria de longa duracdo, com baixa capacidade efetora, mas alto
potencial de proliferagdo, pois sua expansdo deve dar origem as células T efetoras de memoria
(Tem, do inglés, Effector Memory. Comparadas as células Tcwm, as células Tem (CD62L" CCR7
CD45RA") possuem vida relativamente curta, com menor potencial de proliferagdo, mas
realizam uma gama de fungdes como a produgdo de IFN-y, e encontram-se
predominantemente nos tecidos alvo de infec¢do. Apos a eliminagdo da infecgdo, a maioria
das células Ty, geradas pela expansdo clonal, morrem. Mas, ao longo do processo, algumas
c¢lulas ativadas por antigenos voltam a expressar CD45 RA e tornam-se células T efetoras de
memoria RA (Tgm ra, do inglés, Effector Memory CDA45 RA+). FElas estdo em estado de
prontidao, com alta capacidade para responder a reexposi¢ao aos antigenos nos tecidos muito
mais rapidamente do que as células Tcy, porém essas ultimas podem dar origem a uma
resposta efetiva do SI mesmo décadas apos a exposi¢do inicial (SALLUSTO et al., 2000;
AHLERS; BELYAKOV, 2010; GEGINAT et al., 2013).

2.3.5 LINFOCITOS B

Os linfécitos B, assim como os linfocitos T, também expressam um receptor
especifico na superficie celular, o receptor de células B (BCR, do inglés B Cell Receptor) e,
além dele, um complexo proteico correceptor composto por CD19, CD21 e CD81. Porém,
diferente dos linfocitos T, as células B possuem a capacidade de reconhecer antigenos em
suas formas nativas, sem a necessidade de interacdo com as APCs. Quanto a sua maturagao,
essa ocorre em duas etapas, as quais estdo localizadas em tecidos diferentes, como segue: (1) a
diferenciagdo de precursores de células B de uma célula-tronco hematopoiética para linfécitos
B maduros naive ocorre na medula dssea e (ii) a maturagdo das células de memoria/efetoras
ocorre nos 6rgdos linfoides secundarios. O trafego de células B resultantes entre esses tecidos
através do SP reflete o status imunoldgico de um individuo, além de possiveis distarbios do
desenvolvimento de células B, autoimunidade e doencas linfoproliferativas relacionadas a
biologia e homeostase das células B (PEREZ-ANDRES et al., 2010).

As células B naive com caracteristicas fenotipicas maduras (dentre elas, expressao de
CD20) e um BCR totalmente funcional, deixam a medula 6ssea, e, através dos vasos

sanguineos, atingem o SP e recirculam entre os 6rgdos linfoides secundarios. Em condi¢des
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basais, cerca de 60-70% das células B circulantes sdo naive. Essas células entram nos
linfonodos pela zona de células T e, se nesse local ndo encontrarem um antigeno, retornam ao
SP recirculando pelos tecidos linfoides por mais alguns dias, até sofrerem apoptose. No
entanto, se as células B naive encontrarem seu antigeno cognato, o qual ¢ apresentado pelas
APCs e pelas células T ativadas, elas também serdo ativadas e migrardo para o centro
germinativo (CG). No CG, as células B permanecem migrando continuamente entre a zona
escura ¢ a zona clara. Na zona escura, as células sofrem proliferacdo rapida, hipermutagao
somatica e recombinacao de troca de classes de Ig; na zona clara, elas reencontram o antigeno
para verificar se os eventos anteriores levaram a uma afinidade de BCR aumentada para o
mesmo (maturacao por afinidade). Esse processo resulta na sobrevivéncia e proliferacdo de
clones de células B com um BCR de alta afinidade para o antigeno, ou seja, células B de
memoria (BM). Por outro lado, as proprias células B podem apresentar antigenos por meio da
molécula MHC II expressa em sua superficie para os linfocitos Th, sem haver a necessidade
de interagdo com APCs classicas (MCHEYZER-WILLIAMS; MCHEYZER-WILLIAMS,
2004; ALLEN; OKADA; CYSTER, 2007; PEREZ-ANDRES et al., 2010). A Figura 5

esquematiza esses eventos.
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Figura 5. Esquema ilustrando a diferenciagao das cé€lulas linfoides B.
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imunoglobulinas ou pode persistir como células de memoria. Fonte: adaptado de (KLEIN; DALLA-FAVERA,
2008).

As BM constituem cerca de 20 a 30% das células B no SP. Cerca de 50% das BM,
apos a troca de classes de Ig no CG, perdem a expressao de IgD e IgM e passam a expressar
outras Ig como IgG ou IgA. Essas populagdes sdo denominadas de células B de memoria
class switched (BM-CS). Os outros 50% das células B de memoria permanecem co-
expressando IgD e IgM ou somente IgM, e assim sdo denominadas células B de memoria non
switched (BM-NS) (PEREZ-ANDRES et al., 2010).

Aproximadamente 96% das BM que tiveram contato com antigenos proteicos em uma
resposta T-dependente expressam a molécula CD27 na sua superficie. O restante dessas
células ndo expressa CD27, e sdo denominadas células B de memoria duplo-negativas (BM-
DN). Especula-se que nesses casos ocorra interagdo com antigeno de maneira T-independente,
fora do CG (FECTEAU; COTE; NERON, 2006; BERKOWSKA et al., 2011). O ultimo

estagio de diferenciacdo das células B ¢ representado pelos plasmablastos, que correspondem
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a cerca de 1 a 3% da populagdo B circulante. No SP, os plasmablastos podem ser
identificados por uma forte expressao da molécula CD38, fraca expressio de CDI19 e
expressdo heterogénea de CD20. Essas sdo células formadas a partir das células BM e que
atingem o SP no seu caminho do tecido linfoide a medula 6ssea, ao MALT, ou a tecidos
inflamados, onde completam sua diferenciacdo em plasmocitos. Os plasmdcitos nao possuem
mais capacidade de proliferagdo e sdo caracterizados pela alta capacidade secretoria de

anticorpos antigeno-especificos (PEREZ-ANDRES et al., 2010; SHERWOOD, 2018).

2.3.6 CELULAS NK

As células NK sdo células grandes e granulares, que derivam da medula 6ssea e
participam do sistema de vigilancia tumoral, além de reconhecer e eliminar células infectadas
por virus. Com base na morfologia, na expressdo de muitos marcadores linfoides e na sua
origem de uma célula progenitora linfoide comum na medula 6ssea, as células NK sao
tratadas como um subtipo de linfocito. Essas células sdo consideradas componentes da defesa
imunoldgica inata por ndo possuirem receptores especificos para antigenos em sua superficie
celular. Devido a esse fen6tipo, as células NK possuem a capacidade de montar uma resposta
imune inata rapida e inespecifica contra as c€lulas tumorais e células infectadas por patdégenos
intracelulares (GUO et al., 2018). Elas compreendem entre 5 e 15% das células
mononucleares do SP e também estdo presentes nos tecidos, como o figado, o baco, o pulmao
e a medula dssea.

As células NK sao produtoras de citocinas como IFN-y, TNF-a, IL-10 e fatores de
crescimento, como o fator estimulador de colonias de granuldcitos € macréfagos (GM-CSF).
As informagdes da ultima década sdo de que a citotoxicidade mediada pelas células NK e a
producdo de citocinas impactam as DCs, macrofagos e neutréfilos, e conferem as NK uma
fun¢do reguladora que afeta as respostas das células T e B especificas do antigeno.
Fenotipicamente, as células NK se caracterizam pela perda da expressio da molécula
CD3/TCR e pela expressao de CD56, uma molécula de adesdo envolvida na interagdo entre as
células NK e as células-alvo (OBOSHI et al., 2016).

A atividade citolitica das NK parece estar confinada principalmente ao subconjunto
mais maduro que expressa a molécula CD16, enquanto a producdo de citocinas € geralmente

atribuida as células mais imaturas CD16 (+/-) (BEZIAT etal., 2011; DE MARIA etal., 2011).
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Este Gltimo subtipo ¢ raro no SP, mas predominante em linfonodos e outros tecidos (BEZIAT

etal., 2011).

2.3.7 CELULAS NKT

As células NKT constituem um subconjunto de células T que se encontram na
interface entre imunidade inata e adaptativa. Assim como as células T convencionais, as NKT
expressam o TCR composto pela molécula CD3, mas também marcadores tipicamente
associados as NK como o CD56 (KRIJGSMAN et al.,, 2019). Em muitos estudos, a
coexpressdo de CD3 e CD56 ¢ usada para identificar as NKT (JIANG et al., 2014;
KRIJGSMAN; HOKLAND; KUPPEN, 2018). Essas cé¢lulas compreendem aproximadamente
5 a 15% do pool de células T periféricas (JIANG et al., 2014). Apesar de possuirem
capacidade citotdxica, as células NKT exercem seu papel principalmente pela secre¢do de
grandes quantidades de citocinas pr6 ou anti-inflamatdrias apos sua ativacdo, que resulta em
amplificacdo ou redu¢do da resposta imune, atuando com células reguladoras (KRIJGSMAN;
HOKLAND; KUPPEN, 2018). Ao contrario das células T convencionais, apenas um pequeno
subconjunto de NKT trafega através dos orgaos linfoides secundarios em condigdes
homeostaticas. Nessas condi¢des, as maiores populagdes de células NKT estdo localizadas no

figado, pulmdes e medula 6ssea (SLAUENWHITE; JOHNSTON, 2015).

2.3.8 EOSINOFILOS

Os papéis que os eosinofilos desempenham na satde e na doenga continuam a evoluir.
Acreditava-se que os eosinofilos apenas desempenhavam um papel primario na defesa do
hospedeiro contra helmintos e atuavam nas condicdes alérgicas. No entanto, cada vez mais, os
eosinofilos estdo centralmente posicionados nas redes imunes e inflamatorias, possuindo
receptores para uma série de mediadores inflamatorios e capazes de produzir numerosos

mediadores pré-inflamatorios e homeostaticos (CHUSID, 2018).

2.3.9 BASOFILOS

Os basofilos foram negligenciados por muito tempo em estudos imunolégicos, devido

ao seu pequeno numero ¢ a semelhanga fenotipica com mastocitos residentes em tecidos.
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Porém, o desenvolvimento recente de ferramentas analiticas langou uma nova luz sobre essa
minoria negligenciada e revelou papéis distintos daqueles dos mastdcitos em varias respostas
imunes. A fungdo primaria dos baso6filos parece ser a protecdo contra infec¢des por parasitas,
incluindo e helmintos. E por isso que os basofilos sdo evolutivamente bem conservados em
muitas espécies animais, embora em pequeno numero (KARASUYAMA; YAMANISHI,
2014).

2.4 CITOCINAS

As citocinas sdao pequenas moléculas soluveis de natureza polipeptidica e
glicoproteica, com tamanho de aproximadamente 40 kDa. Trata-se de mediadores envolvidos
em praticamente todas as respostas imunes ¢ inflamatérias, que incluem a imunidade inata,
apresentacdo de antigenos, diferenciacdo, recrutamento e ativagdo celular e expressdo de
moléculas de adesdo, participando do controle do SI (BORISH; STEINKE, 2003; HISCOTT;
WARE, 2011; KANY; VOLLRATH; RELJA, 2019). Diferentes populagdes celulares podem
produzir a mesma citocina, ¢ essas moléculas sao capazes de induzir uma resposta pré ou anti-
inflamatoria. Os efeitos das citocinas sdo pleiotropicos e dependem do alvo celular. Além
disso, diferentes citocinas podem ter o mesmo efeito, ou seja, agao redundante. No entanto,
também podem ter um efeito sinérgico (CHARO; RANSOHOFF, 2006; KANY;
VOLLRATH; RELJA, 2019). As citocinas abordadas neste estudo foram TNF-a, IFN-y, IL-
17 A, IL10, IL6, IL4 e IL-2.

Uma potente citocina pro-inflamatéria € o TNF-a. Essa citocina € capaz de promover
inflamacdo sistémica e produzir efeitos deletérios em algumas doengas autoimunes
(SALOMON et al., 2018). O TNF-a foi descrito, primeiramente, como uma proteina de agdo
antitumoral, mas depois se reconheceu também sua ac¢do sobre a sobrevivéncia celular de
monocitos, macrofagos, neutrdfilos e linfocitos. Os principais produtores de TNF-a sdo
macrofagos e células T, mas outras células, como células endoteliais, neutrofilos e células B
ja foram descritas como capazes de produzir TNF-a (KANY; VOLLRATH; RELJA, 2019).
O IFN-y ¢ uma citocina pro-inflamatoria efetora da imunidade mediada por células que pode
coordenar uma infinidade de fungdes antimicrobianas. A presenca de IFN-y ¢ crucial para a
ativacdo das APCs, pois contribui para a indugdo da expressao de MHC II. Outras agdes sdo o

aumento da produgdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) e nitrogénio (NOS), indugdo de
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autofagia para a eliminagdo de patogenos intracelulares e aumento da secrecao de citocinas
pré-inflamatoérias (SCHRODER et al., 2004; KAK; RAZA; TIWARI, 2018). Além disso, o
IFN-y auxilia na regula¢io e manutengio da atividade das células T CD4" e T CDS8" (GREEN;
DIFAZIO; FLYNN, 2013). Os principais produtores de IFN-y incluem células T, células NK,
células NKT, APCs como macrofagos e DCs e células B (KAK; RAZA; TIWARI, 2018).

A IL-17 A ¢ a citocina caracteristica de células Th17 e o seu papel pro-inflamatoério
nas doencas autoimunes tem sido amplamente estudado. Outras populagdes de células, como
células T CD8", bem como varios subconjuntos de linfocitos inatos, incluindo células T yd e
células NKT também podem produzir IL-17 A (DANIEL; CRISTINA, 2010; MCGEACHY;
CUA; GAFFEN, 2019). A IL-17 A sinaliza, predominantemente em células nao
hematopoiéticas, para induzir a resposta imune inata. Uma fung¢do caracteristica da IL-17 A ¢
a indug¢do de quimiocinas, incluindo CXCLI, CXCL2 e CXCLS8 (IL-8), as quais atraem
células mieloides, como neutréfilos, para o tecido infectado ou injuriado (ONISHI; GAFFEN,
2010; MCGEACHY; CUA; GAFFEN, 2019). A IL-2 ¢ considerada um fator de crescimento
de células T essencial para a proliferacdo e diferenciagdo tanto das células Ty quanto das
Tgm. Além disso, estudos mostram que a IL-2 € necessaria para a diferenciagdo das células T
em Trgg no timo e para sobrevivéncia e manutencao de fungdes supressoras das células Treg.
Na auséncia de IL-2, tais células FoxP3" desaparecem dos orgdos linfoides periféricos,
presumivelmente porque a deficiéncia desse fator de crescimento leva & morte apoptotica das
células (BARRON et al., 2010; ABBAS et al., 2018). Deve-se mencionar que a IL-2 também
tem acoes importantes para células NK, contribuindo com a expansao de um subconjunto de
NK CD56", as quais constituem uma populagio conhecidamente supressora no
microambiente tumoral (GRUENBACHER et al., 2010; ABBAS et al., 2018). A IL-6
desempenha papéis importantes em doengas autoimunes e infeccdes bacterianas. Essa citocina
¢ secretada por células T, monocitos, células endoteliais e fibroblastos. Assim como a IL-2, a
IL-6 também atua na promocao da diferenciacdo de células T naive a células Th (DIEHL;
RINCON, 2002; KANY; VOLLRATH; RELJA, 2019). A primeira referéncia a IL-6 foi como
um fator estimulador de células B, em 1986 (HIRANO et al., 1986).

A IL-10 e a IL-4 sdo consideradas citocinas anti-inflamatérias que contribuem para a
manuten¢do da homeostase imunoldgica. No entanto, a IL-10 também pode promover
respostas imunes pela sua contribui¢io na ativagdo de células B e células T CDS" (BEDKE et
al., 2019). A 1IL-10 ¢ secretada por muitas células do SI adaptativo, incluindo subconjuntos de

células Th1, Th2 e Th17, células Tggg, células T CD8" e células B. Também ¢ produzida por
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células do SI inato, incluindo as DCs, macréfagos, mastocitos, células NK, eosinofilos e
neutréfilos (MOORE et al., 2001; SARAIVA; O'GARRA, 2010). A IL-4 atua em diversos
subtipos celulares, como em linfocitos B e T, em células NK e em células mieloides, atua
como um importante regulador da resposta imune. A IL-4 também ¢ uma das citocinas
centrais que regulam as reagdes inflamatorias de causa alérgica. Em células B, a IL-4 conduz

a mudanca de classe de Ig para IgG e IgE (JUNTTILA, 2018).

2.5 INDUCAO DE ALTERACOES IMUNES POR AGROTOXICOS

Os tecidos linfoides e as células derivadas podem ser diretamente afetados pelos
agrotoxicos e seus produtos de biotransformacdo. A interferéncia direta desses compostos
pode ocorrer durante o desenvolvimento, expansdo ¢ sinalizagdo de sobrevivéncia celular, e
podem estagnar o desenvolvimento e impedir a viabilidade das células imunes. Os principais
mecanismos associados a imunotoxicidade direta sdo o estresse do reticulo endoplasmatico, a
inducdo do estresse oxidativo, a disfungdo mitocondrial, a disrup¢do da via ubiquitina
proteossoma e a inibicdo de enzimas com atividade de esterase (MOKARIZADEH et al.,
2015).

O estresse do reticulo endoplasmatico € reportado como o primeiro passo da acao
citotoxica dos agrotoxicos. Essa organela ¢ responsavel pela sintese, correta conformacao e
transporte das proteinas e pelo estoque de calcio. Assim, qualquer transtorno pode resultar no
acimulo de proteinas defeituosas na célula. Caso a célula ndo consiga depletar essas
proteinas, sofrera apoptose (MOSTAFALOU; ABDOLLAHI, 2013).

Outro efeito possivel da biotransformacgdo de agrotoxicos € o estresse oxidativo tanto
pela geracdo excessiva de ROS como pela deple¢do dos estoques de enzimas antioxidantes. O
estresse oxidativo pode levar a morte celular por danos a componentes celulares como
lipidios, proteinas e DNA. Os danos ao DNA sdo particularmente deletérios, pois podem
causar mutagdes carcinogénicas (SHADNIA; ABDOLLAHI; AZIZI, 2006). A grande maioria
dos agrotoxicos, especialmente os agentes neurotoxicos, tem demonstrado exercer a sua
toxicidade por interferir na fosforilagdo oxidativa da cadeia respiratoria mitocondrial. Essa
interferéncia pode prejudicar as func¢des celulares ou levar a morte pela diminui¢do do

consumo de oxigénio e do abastecimento de energia (ABDOLLAHI et al., 2004).
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A disfungcdo da via ubiquitina proteossoma, responsavel pela autofagia, ¢ outro
mecanismo pelo qual os agrotdxicos promovem a sua citotoxicidade. A consequéncia ¢ o
acumulo citoplasmatico de proteinas e, assim, o aumento da sensibilidade a apoptose (CHOU
etal., 2010; MOSTAFALOU; ABDOLLAHI, 2013).

O efeito mais notavel dos agrotoxicos OF e CBM ¢ a inibicdo de enzimas com
atividade de esterase: acetilcolinesterase (AChE) e butirilcolinesterase (BChE). As exposi¢des
cronicas e agudas aos agrotoxicos sao avaliadas pela atividade desses biomarcadores. Sendo
assim, ja que muitos compostos colinérgicos (incluindo acetilcolina, colina acetiltransferase,
transportador de colina de alta afinidade, receptores muscarinicos e nicotinicos) sao expressos
em cé¢lulas imunes (especialmente em linfocitos), OF e CBM podem alterar a sinaliza¢do
colinérgica linfocitéria pela inibi¢do da AChE. Na intoxicagdo por OF, a hiperestimulagdo dos
receptores colinérgicos pela acetilcolina acumulada pode levar a uma rapida e transitéria
sinalizacdo de célcio, causando prejuizos a modulagdo das vias de transducdo de sinal em
células B e T, assim como na resposta dos macrofagos a estimulos inflamatérios. Em
contraste, como feedback negativo, a regulacdo negativa dos receptores colinérgicos pela
exposi¢ao cronica aos OF pode acentuar a via anti-inflamatoria colinérgica e suprimir a
atividade das células T. Assim, a predisposicao a infec¢des sdo consequéncias funcionais da
intoxicacdo crénica por OF (TARKOWSKI; LUTZ; BIRINDELLI, 2004; BANKS; LEIN,
2012). Além disso, a inibicdo das esterases também pode prejudicar a primeira linha do SI
contra infeccdes, pois essas enzimas tém um papel crucial na ativagdo do sistema
complemento (GALLOWAY; HANDY, 2003; CHAMBERS; OPPENHEIMER, 2004).

As desordens imunologicas resultantes da exposi¢do aos agrotoxicos dependem do
tipo de célula afetada. Por exemplo, infecgdes recorrentes tém sido observadas em pacientes
expostos com distarbios da funcdo neutrofilica (WANG, C. Y. et al., 2010). Essas substancias
também podem afetar a atividade citolitica das células NK, o que leva ao aumento do risco de
cancer e infec¢des (LUEBKE, 2002; MOKARIZADEH et al.,, 2015). Outros efeitos
importantes no SI, como o prejuizo funcional das DCs e dos macrdéfagos, também sdo
relatados. Devido as importantes atividades dessas células (como fagocitose e apresentacao de
antigenos) tamanha disfun¢do pode levar a resposta inflamatdria cronica e inapropriada.
Consequentemente, o risco de desenvolver alergias e cancer estd aumentado. Regulagdo
negativa das moléculas co-estimulatérias CD80 e CD86 e da expressdo de MHC, o prejuizo
do burst respiratorio e a modulagdo fenotipica sdo os possiveis mecanismos pelos quais os

agrotoxicos prejudicam a fungdo normal das APCs (USTYUGOVA et al., 2007; SCHAFER
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et al.,, 2013). Significante diminuicdo de HLA-DR nas células mononucleares do SP de
pacientes com intoxicacdo aguda por OF ¢é bem documentada, assim como disfuncgio

imunoldgica dela consequente (XIA et al., 2014).

2.6 A CITOMETRIA DE FLUXO NA AVALIACAO DO SISTEMA IMUNE

Devido a complexidade do SI, faz-se necessaria a avaliacao de varios parametros de
forma simultanea e a caracterizagdo de muitos subconjuntos de células. Nesse sentido, a
citometria de fluxo tornou-se uma ferramenta muito valiosa para o diagndstico imunologico
(STREITZ et al., 2013; KANEGANE et al., 2018). As aplica¢des da citometria de fluxo na
avalia¢do do perfil imune e das imunodeficiéncias sdo multiplas e incluem a investiga¢ao de
populagdes e subpopulagdes celulares especificas, proteinas especificas de membrana celular,
proteinas intracelulares e intranucleares, efeitos bioldgicos associados a defeitos imunologicos
e anormalidades imunologicas funcionais (KANEGANE et al., 2018; VAN DONGEN et al.,
2019).

Além disso, como ¢ um método ja consolidado no diagnodstico das neoplasias
hematologicas (CRAIG; FOON, 2008), o monitoramento imunoldgico por citometria de fluxo
tem sido crucial no estudo dos efeitos de novas terapéuticas destinadas a modular a resposta
imune, como, por exemplo, na redugdo da rejeicdo aos transplantes de Orgdos e no
acompanhamento das doengas autoimunes (STREITZ et al., 2013).

O uso de citometria de fluxo em estudos de toxicologia envolve principalmente a
fenotipagem imunolédgica de suspensdes celulares a partir de como sangue periférico, bago,
linfonodo, medula dssea, dentre outras estruturas. As informagdes obtidas complementam os
outros elementos da toxicologia como as dosagens bioquimicas. Essa ferramenta pode
fornecer informacdes relacionadas aos efeitos diretos e indiretos de diferentes agentes
(incluindo os agrotdxicos) pela presenca, fendtipo e funcdo das células linfoides e seus
subtipos (isto €, células B, células T, subconjuntos de células T, células NK) que ndo podem
ser determinados utilizando a abordagem fenotipica padrao (POCKLEY et al., 2015).

A citometria de fluxo também ¢é util para a dosagem de citocinas séricas ou
plasmaticas. Sdo ensaios do tipo “multiplex” que tem como objetivo medir varias citocinas na
mesma amostra a0 mesmo tempo. Em comparagdo com o Enzyme Linked Immuno Sorbent

Assay (ELISA) tradicional, os ensaios multiplex tém vérias vantagens, como menor volume



42

de amostra necessario; eficiéncia em termos de tempo e capacidade de detectar com seguranca

diferentes proteinas em uma ampla faixa dindmica de concentragdes (LENG et al., 2008).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o perfil imune celular e de citocinas plasmaticas em agricultores com
exposi¢cdo ocupacional a multiplos agrotdxicos residentes em Santo Amaro da Imperatriz

(SC).

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Determinar valores relativos e absolutos de neutréfilos (totais, maduros € imaturos),
monocitos (totais, classicos, intermedidrios e nao classicos), eosinodfilos, basofilos,
linfocitos B e seus diferentes estagios maturativos, linfocitos T e suas subpopulagdes,

células NK, células NKT e DCs (totais, mDCs e pDCs) em amostras de SP;

e Determinar a concentra¢do das citocinas plasmaticas IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IL-17A,

IFN-y e TNF;
e Comparar os resultados com um grupo controle;

e Correlacionar a quantidade de células imunes dos agricultores com os resultados de
seus respectivos exames, conforme seguem: colinesterases AChE e BChE, eritrograma,
glicemia de jejum, hemoglobina glicosilada (HbAlc), alanina aminotransferase (ALT),
aspartato aminotransferase (AST), gama glutamiltransferase (GGT), creatinina, ureia,

proteina C reativa (PCR), hormoénio tireoestimulante (TSH) e testosterona livre (TTEL).
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4 MATERIAIS E METODOLOGIA
4.1 DELINEAMENTO E AMOSTRAGEM

Neste estudo observacional transversal foram avaliados 40 agricultores com exposi¢ao
ocupacional a multiplos agrotoxicos (grupo exposto) e 30 individuos sem histérico de
exposicao (grupo controle), os quais foram pareados quanto a faixa etaria e género. O célculo

amostral foi realizado pela Equacao 1, a seguir (MIOT, 2011):

2 2 2 1
n=N.Z.p.q/Z p.q+E N-1 (1)

A amostra (n) estimada foi de 45 individuos considerando os seguintes parametros:
tamanho da populacdo (N) de 1337 agricultores (conforme dados fornecidos pela Secretaria
de Agricultura e Desenvolvimento Rural de Santo Amaro da Imperatriz), margem de erro (E)

de 12% e grau de confianga (Z) igual a 90%.
4.2 ETICA E SUJEITOS DA PESQUISA

Este estudo faz parte de um projeto multidisciplinar denominado “Estudo de
Populacdo Exposta Ocupacionalmente a Agrotoxicos” que estd sendo desenvolvido no
Hospital Universitario Prof. Polydoro Ernani de Sdo Thiago da Universidade Federal de Santa
Catarina (HU-UFSC). Estao envolvidas no projeto diversas especialidades médicas, além da
Unidade de Laboratdrio de Anélises Clinicas (ULAC), visando uma avaliagdo completa das
condi¢des clinicas dos agricultores que possivelmente estejam associadas a exposicdo a
agrotoxicos. O Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos (CEPSH) da UFSC
aprovou este estudo sob o numero de parecer 507.310 (ANEXO I).

Foram elegiveis para a pesquisa 43 agricultores com historico de exposi¢ao
ocupacional a multiplos agrotoxicos por, no minimo, 15 anos. A selecdo de agricultores
nessas condi¢gdes contou com o apoio da Secretaria de Satide do municipio de Santo Amaro da
Imperatriz (SC). Foram realizadas visitas as casas e/ou aos locais de trabalho dos agricultores
elencados e, nessa ocasido, foram oferecidos esclarecimentos a respeito do projeto, assim
como o convite de participagdo. O Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) foi

aplicado nos casos de aceite (APENDICE A). Em seguida, os participantes responderam a
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um questionario (APENDICE B) contendo perguntas a respeito da historia ocupacional,
exposi¢do a agentes quimicos, procedéncia dos alimentos e dgua consumidos e dados
sociodemograficos. Em seguida, foram agendadas as consultas médicas e fonoaudioldgicas
para pequenos grupos no HU-UFSC, que ocorreram entre fevereiro e junho de 2018. No dia
do agendamento, os agricultores primeiramente compareceram em jejum a ULAC, onde se
procedeu a coleta de SP. Nos respectivos setores do laboratério foram realizados exames
hematologicos, bioquimicos, hormonais e a avaliacdo de colinesterases. Durante a avaliagao
médica subsequente, foi aplicado um segundo questionario a respeito do historico clinico
(questdes a respeito de doengas como cancer, diabetes, hipotireoidismo, problemas de
audicdo, depressdo e ansiedade, além do uso de medicamentos), que esta disponivel no
APENDICE C. Individuos com doengas autoimunes ou alérgicas conhecidas foram excluidos
da pesquisa, no total de trés individuos: um portador de artrite reumatoide e dois acometidos
por asma. Portanto, foi avaliado um total de 40 agricultores.

Para o grupo controle, foram selecionados voluntdrios que estivessem realizando
exames de rotina no setor de coleta da ULAC do HU-UFSC, entre julho e outubro de 2018.
Apods um breve esclarecimento a respeito dos projetos (as amostras também foram utilizadas
por outra pesquisa desenvolvida no LOEH) e a confirmacdo verbal de que os individuos
nunca haviam trabalhado na agricultura, o TCLE foi aplicado aos que aceitaram participar da
pesquisa. Esses participantes também responderam a um breve questionario (APENDICE D)
e, em seguida, procedeu-se a coleta de SP. Nenhum participante do grupo controle foi

excluido da pesquisa.

4.3 METODOLOGIA, EQUIPAMENTOS E REAGENTES

Para a avaliagdo das células imunes foi utilizado o método de plataforma dupla,
utilizando o citometro de fluxo FACSCanto II (BD Biosciences, EUA) com o software FACS
Diva (BD Biosciences, EUA) para contagens de valores relativos das células imunes e o
analisador de células hematologicas Sysmex XE-2100D (Sysmex Corporation, Japao) para
contagens de valores absolutos. Os valores relativos obtidos pela citometria de fluxo foram

multiplicados pelas contagens absolutas obtidas pelo contador hematoldgico, e, assim
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determinou-se o valor absoluto de cada subpopulagdo celular. Ambos os equipamentos tém

sua eficiéncia avaliada diariamente por controles de qualidade internos.

4.3.1 PROCESSAMENTO DAS AMOSTRAS

De cada participante, foram coletados 4 ml de SP em tubos contendo acido
etilenodiamino tetra-acético (EDTA/K3) (Vacuette, Greiner Bio-One, Alemanha). Para a
avaliagdo por citometria de fluxo, tubos de poliestireno de 5 ml (12 mm x 75 mm) (BD
Biosciences, EUA) foram numerados de 1 a 6 e mais um tubo denominado C (controle). O
painel de anticorpos monoclonais utilizados neste estudo, além dos procedimentos de
marcagdo, aquisicdo e analise das amostras foram realizados conforme Cardoso e Santos-
Silva (2019) (CARDOSO; SANTOS-SILVA, 2019). Assim, para a prepara¢dao do Tubo 1, em
um tubo Falcon de 10 ml foram adicionados 300 pl de SP e, em seguida, solugdo tampao
fosfato salina (PBS) até completar o volume. O tubo foi centrifugado por 5 minutos a 540 x g
e o sobrenadante foi descartado. Esse procedimento foi repetido mais duas vezes e o
precipitado final foi suspenso em 100 pl de PBS e transferido para o tubo de poliestireno
numero 1. Para o preparo dos Tubos 2, 3 e 4, o volume de SP foi determinado de acordo com
a contagem absoluta de linfocitos da amostra (avaliada pelo Sysmex XE-2100D), conforme a

Tabela 1.

Tabela 1. Volume de sangue periférico adicionado aos Tubos 2, 3 € 4.

Linfécitos/ mm® Volume de SP (em pl)
< 1.000 300
1.000 a 1.500 280
1.500 a 2.500 250
>2.500 200

SP: sangue periférico.

Para o preparo do Tubo 6, o volume de SP foi determinado considerando a contagem

de leucdcitos da amostra (avaliada pelo Sysmex XE-2100D), conforme a Tabela 2.



47

Tabela 2. Volume de sangue periférico adicionado ao tubo 6.

Leucécitos/ mm® Volume de SP (em pl)
<4.000 300
4.000 a 5.000 280
5.001 a 7.000 250
>7.000 200

SP: sangue periférico.

Depois de estabelecidos os volumes das amostras, as mesmas foram adicionadas aos
respectivos tubos. Os Tubos 1, 2, 3 ¢ 6 foram marcados com os anticorpos monoclonais

correspondentes conforme a Tabela 3, que ilustra o painel utilizado.

Tabela 3. Painel de anticorpos monoclonais.

Tubo PacB PacO  FITC PE léeyfg PECy7 APC APCH7
U o B ot ke DS qergs O3 D38
2 L CD45 CD62L (%%g;) CD4  CD45RA  CD3 CD8
3 HLA-DR (D45 CD57  CD28 CD4  CD45RA  CD3 CD8
4 CD3  CD45 CDI27 CD25 CD4  CD45RA  FoxP3* CD8
5 CD20  CD45  IgD CD24  CD27 CD19 IgM CD38
6 HLA-DR CD45 CDI6 CDI23 CDllc CD10 CD14 CDég:z%l o
C _ _ _ _ _ _ - _

Tubo 1: andlise do perfil leucocitario; Tubos 2 e 3: analise das células T; Tubo 4: analise das células T
reguladoras; Tubo 5: analise das células B e Tubo 6: analise das células dendriticas, monocitos e neutrofilos.
APC: aloficocianina; APCH7: aloficocianina H7; FITC: isotiocianato de fluoresceina; PacB: Pacific Blue/V450,
PacO: Pacific Orange/V500; PE: ficoeritrina; PECy7: ficoeritrina Cy7; PerCP Cy5-5: proteina clorofila
peridinina; *CD4 foi conjugado com Brilliant violet 421 (BV421) e FoxP3 foi conjugado com Alexa Fluor 647
(AF647). C: tubo controle. Fonte: (CARDOSO; SANTOS-SILVA, 2019).

Os volumes de cada anticorpo monoclonal assim como as informagdes técnicas dos

mesmos estdo disponiveis na Tabela 4.
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Tabela 4. Informacgdes técnicas dos anticorpos monoclonais utilizados no painel.

Marcador Fluorocromo Volume/teste (ul) Fabricante Clone
CD3 APC 5 BD Bioscience UCHT1
CD3 APCH7 5 BD Bioscience SK7

CD3 PacB 1 Exbio UCHT1
CD4 PerCP Cy5-5 1 Exbio MEM-241
CD4 BV421 2 BD Bioscience RP4-T4
CD5 PerCP Cy5-5 5 BD Bioscience L17F12
CD8 FITC 3 Beckman Coulter B9.11
CDS8 APCH7 2 BD Bioscience SK1
CD10 PECy7 3 BD Bioscience HI10A
CDl1l1c PerCP Cy5-5 1 Exbio BU15
CD14 APC 2 BD Bioscience MoeP9
CD16 FITC 7 Beckman Coulter 3G8
CD19 PECy7 2 Beckman Coulter J3-119
CD19 APCH7 1 Biolegend HIB19
CD20 APCH7 1 BD Bioscience 2H7
CD20 PacB 2 BD Bioscience L27
CD24 PE 10 BD Bioscience MLS5
CD25 PE 10 BD Bioscience M-A251
CD27 PerCP Cy5-5 2 BD Bioscience M-T271
CD28 PE 7 BD Bioscience CD28.2
CD38 APCH7 2 BD Bioscience HB7
CD45 PacO 1 BD Bioscience HI30
CD45RA PECy7 3 BD Bioscience HI100
CD56 PE 10 Beckman Coulter N901 (NKH1)
CD57 FITC 15 BD Bioscience HNK-1
CD62L FITC 15 Exbio LT-TD180
CD123 PE 3 BD Bioscience 7G3
CD127 FITC 5 BD Bioscience HIL-7R-M21
CD197 (CCR7) PE 15 Biolegend GO043H7
FoxP3 AF647 7 BD Bioscience 236A/E7
HLA-DR PacB 2 BD Bioscience L243

IgD FITC 5 Beckman Coulter IADB6
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Tabela 5. Informagdes técnicas dos anticorpos monoclonais utilizados no painel.

(continuagao)
Marcador Fluorocromo Volume/teste (ul) Fabricante Clone
Igk PE 15 BD Bioscience G20-193
Igh FITC 7 BD Bioscience JDC-12
IgM APC 10 BD Bioscience G20-127

AF647: Alexa fluor 647; APC: aloficocianina; APCH7: aloficocianina H7; BV421: Brilliant violet 421; FITC:
isotiocianato de fluoresceina; PacB: Pacific Blue/V450; PacO: Pacific Orange/V500; PE: ficoeritrina; PECy7:
ficoeritrina Cy7; PerCP Cy5-5: proteina clorofila peridinina; Ig: imunoglobulina. Fonte: (CARDOSO; SANTOS-
SILVA, 2019).

Apds homogeneizacdo em vortex, foram incubados em auséncia de luz a temperatura
ambiente por 30 minutos. Depois foram adicionados 2 ml de solu¢do lisante de heméacias (BD
FACS; Lysing Solution) e as amostras foram novamente homogeneizadas e incubadas por 15
minutos. Posteriormente, os tubos foram centrifugados por 5 minutos a 300 x g o
sobrenadante foi descartado e o pellet foi suspenso em 500 puL de PBS. A suspensdo celular
obtida foi adquirida no citometro de fluxo FACSCanto II (BD Biosciences, EUA). Um tubo
controle foi preparado com 30 pl de SP, sem adi¢do de anticorpos monoclonais, seguindo os
mesmos procedimentos, foram salvos 10.000 eventos durante a aquisi¢do. J4 na aquisicdo do
Tubo 1, foram salvos 200.000 eventos. Na aquisi¢do dos Tubos 2 e 3 foram salvos 100.000
eventos e utilizou-se uma estratégia de sele¢do sequencial de eventos de acordo com
marcadores especificos (do inglés gate) em CD3".

O preparo do Tubo 4 inicia com a adigdo do volume predeterminado de SP e dos
anticorpos monoclonais conforme a Tabela 1, com excecdo do FoxP3 (por este ser um
anticorpo anti-fator de transcri¢do FoxP3, sua marcagdo precisou ser intracelular, fazendo-se
necessario um preparo prévio da membrana celular). Apos a homogeneizacdo em vortex, a
amostra com os anticorpos foi incubada a 2—8 °C, na auséncia de luz, por 30 minutos. Em
seguida, foi adicionado 1 ml de PBS refrigerado e o tubo foi centrifugado por 5 minutos a 540
x g. O sobrenadante foi retirado e o pellet foi suspenso por vortex. 1 ml de solugdo tampao
Fix/Perm Buffer (BD Pharmingen™ Transcription Factor Buffer Set) refrigerado foi
adicionado, seguido por homogeneizacdo e nova incubacdo a 2-8 °C, na auséncia de luz, por
40 minutos. Ao término, foi adicionado 1 ml de solugdo tampao Perm/Wash Buffer (BD

Pharmingen™ Transcription Factor Buffer Set). Apds esse procedimento, foi realizada a
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centrifugacdo do tubo (a partir desse momento, as centrifugagdes ocorreram em centrifuga
refrigerada por 6 minutos a 350 x g). O sobrenadante foi descartado e o pellet foi ressuspenso
em 2 ml de Perm/Wash Buffer. Repetiu-se a centrifugagdo sob as mesmas condigdes, e, dessa
forma, o pellet foi ressuspenso em 100 ul de Perm/Wash Buffer, seguido da adicdo do
anticorpo monoclonal FoxP3 e homogeneizagdo. A amostra foi submetida a incubacdo a 2—8
°C, na auséncia de luz, por 40 minutos. 2 ml de Perm/Wash Buffer foi acrescentado e o tubo
foi centrifugado seguido do descarte do sobrenadante. Essa etapa de lavagem foi realizada
mais uma vez e, ao final, o pellet foi suspenso em 300 ul de PBS. Assim, a amostra estava
pronta para a adquisi¢ao no citometro de fluxo FACSCanto II (BD Biosciences, EUA). Para a
analise do Tubo 4, foi realizado gate em CD3" e foram salvos 100.000 eventos.

Para a preparacdo do Tubo 5, as células mononucleares foram separadas por
densidade, utilizando o reagente Histopaque®-1077 (Sigma—Aldrich, USA). Assim, em um
tubo de poliestireno contendo 2 ml de Histopaque foi adicionada uma mistura de 1 ml de SP e
1 ml de PBS. Em seguida, o tubo foi centrifugado por 30 minutos a 540 x g. O anel de células
formado foi coletado com pipeta Pasteur e colocado em outro tubo, onde foi acrescentado 4
ml de PBS. Apos nova centrifugagdo por 5 minutos a 300 x g, o sobrenadante foi descartado e
o precipitado de células mononucleares foi suspendido em 100 pl de PBS, e em seguida
transferido para o Tubo 5. A partir desse procedimento o protocolo de marcagdo seguiu os
mesmos passos descritos para os Tubos 1, 2, 3 e 6. Para a andlise do Tubo 5, utilizou a

estratégia de gate em CD19" e foram salvos 50.000 eventos.

4.4 ANALISE DAS CELULAS IMUNES

A andlise das células imunes foi realizada utilizando o software Infinicyt versao 1.6.0
(Cytognos S.L., Salamanca, Espanha).

As células avaliadas foram identificadas de acordo com os seus fendtipos, como
segue: leucocitos totais (CD45"), neutréfilos (HLA-DR™, CD14"), mondcitos (CD14", HLA-
DR"), basofilos (CD123", HLA-DR"), eosinéfilos (CD45" ¢ SSC alto). Os linfocitos foram
subdivididos em T CD4" (CD3" CD4" CD8), T CD8" (CD3" CD8" CD4’), NKT (CD3"
CD56"), T y5 (CD3" CD4 CDS), células B (CD19") e NK (CD3” CD56").

Os linfocitos T CD4" ¢ T CD8" foram subclassificados como naive (CD62L" CD45
RA"), central memory (CD62L" CD45 RA"), effector memory (CD62L" CD45 RA") e effector
memory RA (CD62L CD45 RA"). Os marcadores de ativagdo como CD57, HLA-DR, CD45
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RA e CD28 também foram avaliados para as células T CD4" ¢ T CDS8", além da expressio de
CD25 por T CD8. As células Treg (CD3" CD4" CD25" FoxP3") foram classificadas em naive
(CD45 RA") e de memoria (CD45 RA).

As células B foram subdivididas em células B maduras (CD19" CD20") e
plasmablastos (CD19" CD20 CD38hi). As células B maduras também foram classificadas de
acordo com a expressdo das IgD e IgM. De acordo com a expressdo de CD27, as células B
também foram identificadas como naive (CD27) ¢ de memoria (CD27"). As células B de
transicdo (IgM" CD27~ CD24" CD38") ¢ as células B reguladoras (Breg) (CD19" CD24"
CD3 8hi) também foram enumeradas.

Em todos os tubos, a analise iniciou com a remocdo de células que passam ligadas a
outras (dublets) e restos celulares (debris) celulares, seguida pela remocdo da populagdo

eritroide (CD45") e a selegdo da populagdo leucocitaria (CD45"), conforme a Figura 6.
gu

Figura 6. Dot plots mostrando os singlets, dublets e debris celulares e a selecdo da populagao
leucocitaria.
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Painel A) remocao dos dublets celulares utilizando forward scatter-area (FSC-A) x forward scatter-height
(FSC-H); Painel B) remocao dos debris celulares utilizando forward scatter-area (FSC-A) x side scatter-area
(SSC-A); Painel C) selegio da populacio de leucocitos (CD457) utilizando CD45/ PacO x side scatter-area
(SSC-A). PacO: Pacific Orange/V500. Fonte: autora.
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A selecdo da populacao linfocitaria total foi inicialmente definida pelos gates

mostrados na Figura 7. Esta estratégia foi utilizada na analise dos Tubos de 1 a 5.

Figura 7. Dot plots mostrando gates utilizados para determinar a populacao linfocitaria total.
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Painel A) selegdo dos linfocitos totais utilizando o marcador CD45/ PacO x side scatter-area (SSC-A). Painel B)

selecdo dos linfocitos utilizando side scatter-area (SSC-A) x forward scatter-area (FSC-A).
PacO: Pacific Orange/V500. Fonte: autora.

4.4.1 ANALISE DO TUBO 1

O objetivo do Tubo 1 foi determinar a celularidade (perfil leucocitario) e a clonalidade
das células B. Os valores relativos de neutrofilos, basofilos, monoécitos, eosinédfilos e subtipos

de linfécitos foram determinados utilizando as estratégias de gate mostradas nas Figuras 8 € 9.

Figura 8. Estratégias de gate para a selegdo dos neutrofilos, basofilos, mondcitos e
eosinofilos.
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Painel A) neutréfilos, basofilos e eosinéfilos selecionados de acordo com a posi¢ao no dof plot. Painel B)
monocitos selecionados de acordo com a fraca expressao de CD4. SSC-A: side scatter-area; PacO: Pacific
Orange/V500 e PacB: Pacific Blue/V450. Fonte: autora.
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Figura 9. Estratégias de gate para a selecdo dos subtipos de linfocitos.
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Painel A) linfocitos totais separados em linfocitos T e NKT (ambos CD3"), linfécitos B (CD19") e células NK
(duplamente negativas). Painel B) linfocitos CD3" subdivididos em T CD8", T CD4", T duplamente positivos e
T duplamente negativos. Painel C) células NKT no CD56". Painel D) selecdo das células B maduras (CD20").
Painel E) avaliagdo da clonalidade das células B maduras (a relagdo Kappa/Lambda entre 0,5 ¢ 3,0 é considerada
normal). Painel F) células NK subdivididas em CD56" ¢ CD56™. APC: aloficocianina; APCH7: aloficocianina
H7; FITC: isotiocianato de fluoresceina; PacB: Pacific Blue/V450; PacO: Pacific Orange/V500; PE: ficoeritrina;
PECy7: ficoeritrina Cy7; PerCP Cy5-5: proteina clorofila peridinina e Ig: imunoglobulina. Fonte: autora.
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4.4.2 ANALISE DO TUBO 2

O Tubo 2 foi utilizado para classificar as células T CD4" e T CD8" nos subtipos naive,
Tems Tem € Tem ra. Para isso, as expressoes de CD62L e de CD45 RA foram consideradas e

as analises foram realizadas conforme a Figura 10.

Figura 10. Estratégias de gate para a selecdo dos subtipos de linfocitos T CD4" ¢ T CDS".
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Painel A) separacdo dos linfocitos T CD4" e T CDS". Painel B) selecdo das subpopulagdes de linfocitos T

CD4": naive (CD62L" CD45 RA"); CM (CD62L" CD45 RA’); EM (CD62L CD45 RA") e EM RA (CD62L
CD45 RA"). Painel C) selegdo das subpopulagdes de linfocitos T CDS8: naive (CD62L" CD45 RA"); CM
(CD62L" CD45 RA"); EM (CD62L" CD45 RA') e EM RA (CD62L° CD45 RA"). APCH7: aloficocianina H7;
FITC: fluorescein isothiocyanate; PECy7: ficoeritrina Cy7 e PerCP Cy5-5: proteina clorofila peridinina. Fonte:
autora.
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4.4.3 ANALISE DO TUBO 3

As células T foram também avaliadas no Tubo 3. Nesse caso, foram considerados os
marcadores de ativacdo CD57, CD28 e HLA-DR. Os dot plots estao demonstrados na Figura
11.

Figura 11. Estratégias de gate para a analise da ativagdo das células T CD4" ¢ T CDS'.
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Painel A) separagdo dos linfocitos T CD4 e T CDS. Painel B) analise da expressdo de CD57 na populagio de
linfécitos T CD4. Painel C) avaliagdo do marcador HLA-DR nas populagdes memory e naive de linfocitos T
CD4". Painel D) expressao de CD28 pelos linfocitos T CD4". Painel E) analise da expressao de CD57 na
populacdo de linfocitos T CD8. Painel F) avaliacdo do marcador HLA-DR nas populagdes memory e naive de
linfocitos T CD8. Painel G) expressdo de CD28 pelos linfocitos T CD8. SSC-A: side scatter-area,
neg:expressao negativa; APCH7: aloficocianina H7; FITC: fluorescein isothiocyanate; PacB: Pacific Blue/V450;
PE: ficoeritrina; PECy7: ficoeritrina Cy7; PerCP Cy5-5: proteina clorofila peridinina. Fonte: autora.
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4.4.4 ANALISE DO TUBO 4

O objetivo do Tubo 4 foi avaliar as células Trgg utilizando a combinacao dos
marcadores de superficie CD4, CD25, CD127 e o marcador intracelular FoxP3. A Figura 12

mostra os dot plots.

Figura 12. Estratégias de gate para a analise das células Trgg.
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Painel A) separagdo dos linfocitos T CD4" e TCDS". Painel B) primeiro gate de selegdo das células Trgg
utilizando CD25 e CD127. Painel C) segundo gate de selegdo das células Trgg utilizando o marcador intracelular
FoxP3. Painel D) as células Trgg foram classificadas de acordo com a expressdao de CD45 RA em naive (CD45

RA") e de memoéria (CD45 RA”). Painel E) o gate em linfocitos T cDs” permitiu a andlise da expressdo da
molécula de ativacdo CD25 pelas células. Fonte: autora.
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4.4.5 ANALISE DO TUBO 5

As células B foram classificadas em diversas subpopulagdes CD19" pela combinagdo
de anticorpos do Tubo 5, especialmente em relagdo a expressdo de IgD, IgM e CD27,

conforme a Figura 13.

Figura 13. Estratégias de gate na avaliagdo de subtipos de células B.
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Painel A) as células B (CD19") foram divididas em plasmablastos (CD38"" CD20) e células B maduras
(CD20"). Painel B) células B maduras classificadas de acordo com a expressdo de imunoglobulina (IgD e IgM).
Painel C) juntamente com a expressdo de CD27, células IgD" IgM " e IgD" IgM " foram subclassificadas em non-

switched naive (CD27°) e non-switched memory (CD27") e as células IgM™ em class-switched memory (CD27") e
de memoéria com perda da expressio de CD27. Painel D) células IgM" e CD27 foram classificadas como células
B de transi¢do (CD24" CD38") ¢ as células CD19" CD24" CD38" foram classificadas como células B
reguladoras (sobrepostas na imagem). Fonte: autora.
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4.4.6 ANALISE DO TUBO 6

O Tubo 6 foi utilizado para avaliar os neutrofilos maduros e imaturos, subconjuntos de
DCs (pDCs e mDCs), bem como de mondcitos (cMos, ncMos e iMos) e também os basofilos.

As Figuras 14 e 15 mostram os gates utilizados nessas analises.

Figura 14. Estratégias de gate para a analise dos neutrofilos maduros e imaturos.
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Painel A) neutréfilos foram selecionados em HLA-DR™ e CD14". Painel B) neutr6filos imaturos foram

classificados pela auséncia de expressdo de CD16 e CD10. Fonte: autora.
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Figura 15. Estratégias de gate para a analise dos subconjuntos de monocitos, DCs e para os

basofilos.
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Painel A) a populagao selecionada ndo apresenta marcadores T e B, mas expressa HLA-DR, podendo
corresponder a DCs ou mondcitos. Painel B) DCs e mondcitos foram separados de acordo com a expressao de
CD16 e CD14 . Painel C) mondcitos classificados como classicos, ndo classicos e intermediarios de acordo com
a expressio de CD16 e CD14. Painel D) divisdo de DC em plasmocitoides (CD123" CD11¢") e mieloides
(CD123" CD11c"). Painel E) basofilos identificados pela expressio de CD123" e auséncia de HLA-DR. Fonte:
autora.
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4.5 ANALISE DAS CITOCINAS

Para a dosagem de citocinas, o plasma dos individuos foi separado em criotubos no
momento do isolamento das células mononucleares. Imediatamente, os criotubos foram
congelados a -80 °C. Ao final de todas as coletas deste estudo, as amostras foram
descongeladas e testadas utilizando o kit BD™ Cytometric Bead Array (CBA Human
Th1/Th2/Th17) (Beckton Dickinson, EUA), por citometria de fluxo, de acordo com as
instrugdes do fabricante. Este kit avalia as concentra¢des de IL-17A, IFN-y, TNF, IL-10, IL-6,
IL-4 e IL-2 utilizando esferas conjugadas com anticorpos de captura que se ligam as citocinas
de interesse presentes nas amostras. Cada tipo de esfera possui diferentes intensidades de
fluorescéncia (Figura 16), assim, ¢ permitida a andlise simultdnea dos diferentes tipos de
citocinas. Foi elaborada uma curva padrao com dilui¢des que variaram de 0,0 pg/ml a 5.000,0
pg/ml e o software FCAP Array™ (Beckton Dickinson, EUA) calculou todas as
concentracoes de citocinas baseado nesta curva. Antes do ensaio, o citometro de fluxo
FACSCanto II (Beckton Dickinson, EUA) foi submetido a calibracdo com um reagente
especifico do kit CBA.

Figura 16. Histogramas de distribuicao das sete populagdes de esferas em funcao de suas
intensidades de fluorescéncia.
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Fonte: Manual de instru¢des do kit BDTM Cytometric Bead Array (CBA) Human Th1/Th2/Th17 Cytokine Kit.

4.6 ANALISE ESTATISTICA

Os dados deste estudo foram analisados pelo programa IBM SPSS (versdo 20.0,
EUA). Inicialmente, as varidveis numéricas foram submetidas ao teste de normalidade

Kolmogorov-Smirnov. Os dados com distribui¢ao paramétrica foram avaliados pelo teste t de
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Student. Os dados de distribuicdo ndo paramétrica foram avaliados pelo teste de Mann-
Whitney U. Foi considerado um nivel de significancia de 5% (p < 0,05) e intervalos de
confianga de 95%. A correlagdo entre as varidveis numéricas foi realizada pelo célculo do
coeficiente de correlagdo p de Pearson. Valores de p até 0,39 positivos ou negativos foram
considerados correlacdo fraca; valores de p entre 0,40 a 0,69 positivos ou negativos foram
considerados correlagio moderada; valores de p entre 0,70 e 0,89 positivos ou negativos
foram considerados correlacao forte e valores de p acima de 0,9 positivos ou negativos foram

considerados correlagao muito forte (DEVORE, 2006).
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S RESULTADOS
5.1 CARACTERISTICAS DA POPULACAO E EXAMES LABORATORIAIS

Os individuos avaliados foram classificados em dois grupos com caracteristicas gerais
semelhantes, como ja mencionados: grupo exposto e grupo controle. A mediana de idade do
grupo exposto foi de 50 anos, com intervalo de 29 a 72 anos e do grupo controle também foi
de 50 anos, com intervalo de 32 a 66 anos. 72% dos participantes do grupo exposto eram
homens e 28%, mulheres. No grupo controle, 67% eram homens e 33% mulheres. O tempo de
exposicdo aos agrotoxicos variou de 15 a 57 anos, com mediana de 37,47 anos. Como moram
na mesma cidade rural, os individuos do grupo exposto tém habitos nutricionais semelhantes.
Todos relataram o consumo de carnes, frutas e vegetais da produgdo local. Em relacdo aos
equipamentos de prote¢do individual (EPI), 88% relataram o uso de dois ou mais EPIs, como
botas, luvas, chapéus, mascaras ou roupas compridas, mas a utilizacdo desses recursos nao

interferiu nos resultados deste estudo. As caracteristicas gerais sdo mostradas na Tabela 5.

Tabela 6. Caracteristicas gerais das populagcdes avaliadas.

Caracteristicas Grupo exposto Grupo controle

Géner 72 % homens 67 % homens

enero 28 % mulheres 33 % mulheres
Idade (em anos) 50,42 + 13,51 50,90 + 10,25
Tempo de exposicio a
agrotoxicos (em anos) 37,47 £ 26,16
Uso de EPI 88 % sim

so.ce 12 % ndo

EPI: equipamento de prote¢do individual. Idade e exposi¢ao a agrotoxicos sao mostrados como média + desvio
padrao. Grupo exposto (N = 40); grupo controle (N = 30). Fonte: autora.
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5.1 EXAMES HEMATOLOGICOS, BIOQUIMICOS E HORMONAIS

Como mencionado no item 4.2, os agricultores passaram por avaliacao laboratorial no
HU-USC. Foram realizados na ULAC a determinacao da atividade das colinesterases AChE ¢
BChE, além de exames hematologicos, bioquimicos e hormonais.

As atividades de AChE ¢ BChE mantiveram-se dentro dos valores de referéncia, com
exce¢do de apenas um agricultor, com resultado para BChE de 6000,00 U/L. Os exames de
quantificagdo de hemacias, hemoglobina, hematocrito e plaquetas nao apresentaram nenhuma
alteracdo dentre os participantes. A glicemia de jejum foi o exame que apresentou o maior
numero de resultados acima dos valores considerados normais: 19 individuos entre 100 e 125
mg/dL e 2 individuos com valores acima de 125 mg/dL, ou seja 52,5% dos agricultores
apresentaram alteracdes. Dentre eles, oito apresentaram também alteracdo de HbAlc (20%
dos individuos). Apesar dos resultados, apenas trés agricultores se autodeclararam diabéticos
no QUESTIONARIO HISTORICO DE SAUDE (APENDICE C). Quanto & avaliagio das
enzimas hepaticas, foram encontrados em quatro agricultores resultados aumentados da GGT,
dois de AST e 11 de ALT. Trés individuos apresentaram alteracdes concomitantes nas trés
enzimas, porém os mesmos ndo declararam problemas de satde no questionario. Na avaliagao
da fung¢ao renal foram observados 12 individuos com ureia aumentada, no entanto a creatinina
manteve-se dentro dos valores referenciais em todos os agricultores. Sete individuos
apresentaram valores da PCR aumentados. Os exames hormonais de TSH e TTEL de homens
e mulheres ndo apresentaram resultados fora dos valores de referéncia. Os resultados estdo

disponiveis na Tabela 6.

Tabela 7. Avaliacdes hematologicas, bioquimicas e hormonais dos agricultores.

Exames Resultados Valores de referéncia
AChE (U/mmol Hb) 497,90 + 59,19 352,00 a 779,00 (U/mmol Hb)
média + DP

BChE (U/L) 14000,00 (6000,00 — 18000) 7000,00 a 19000,00 (U/L)
mediana (intervalo)

Hemacias/pL o

média + DP 4,89 +0,39 4,2 a 5,9 milhdes/uL
Hemoglobina (g/dL) 14,72+ 127 13,0 a 18,0 g/dL

média + DP
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Tabela 6. Avaliagdes hematoldgicas, bioquimicas e hormonais dos agricultores.

(continua)

Exames Resultados Valores de referéncia
Hematocrito (%) 0
média + DP 43,69 + 3,14 38a52%
Plaquetas/pL
média + DP 226860,47 + 48735,72 140000 a 450000/pL

(1)
HbAlc (%) 5,35 (4,40 — 11,20) 47% a.5,6%
mediana (intervalo)
Glicemia (mg/dL) 99,50 (79,00 — 357,00) Tnferior a 99,00 mg/dL
mediana (intervalo)
ALT (U/L) ,
mediana (intervalo) 32(18-134) Ate 38 UL
AST (U/L) ,
mediana (intervalo) 23(12-63) Ate 41 UL
GGT (U/L)
mediana (intervalo) 3L A8=177) a6l UL
Creatinina (mg/dL)
média + DP 0,86 £ 0,15 0,7 a 1,3 mg/dL
Ureia (mg/dL)
média - DP 40,92 + 11,90 10 a 45 mg/dL
PCR (mg/L) .
mediana (intervalo) 2,55 (0,80 — 12,00) Até 3,00 mg/L
TSH (UI/mL)
média + DP 2,29 +£1,37 0,34 a 5,60 U/mL
TTEL (Mulheres) (ng/dL) 26,81 + 13,00 Até 48,93 ng/dL

média = DP

TTEL (Homens) (ng/dL)
media + DP

403,32 + 135,18

165 a 753 ng/dL.

AChE: acetilcolinesterase; BChE: butirilcolinesterase; HbAlc: hemoglobina glicosilada; ALT: alanina
aminotransferase; AST: aspartato aminotransferase; GGT: gama glutamiltransferase; PCR: proteina C reativa;
TSH: hormonio tireoestimulante; TTEL: testosterona livre. Fonte: sistema DATATOX.

5.2 AGROTOXICOS UTILIZADOS

Os agricultores relataram o uso de 62 grupos quimicos diferentes de agrotdxicos,

sendo os principais: piretroides, ditiocarbamato, glifosato, triazol, avermectina, benzimidazol,

fusilade, paraquat e cimoxanil + mancozebe, que sdo utilizados por mais da metade da

populacdo estudada. A Tabela 7 mostra a lista completa de agrotdxicos citados com as
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respectivas classificagdes toxicoldgicas (tanto a antiga quanto a nova reclassificacao adotada
pela ANVISA em 2019) e o percentual de agricultores que os utiliza. Destaca-se o metil-

paration, de comercializagdo proibida, ainda ser citado por 4,7% dos agricultores.

Tabela 8. Agrotoxicos utilizados pelos trabalhadores rurais e classificagdes toxicoldgicas.

o . Clz,ls§iﬁcag:ﬁ'0 Reclassificaciao toxico}égica Utilizagdio
Agrotoéxico toxicologica antiga da da ANVISA (a partir de (%)
ANVISA 2019)

Piretroides Classe | Categoria 4 79,1
Ditiocarbamato Classe II Categoria 5 74,4
Glifosato Classe 111 Categoria 4 74,4
Triazol Classe 111 Categoria 5 72,1
Avermectina Classe | Categoria 4 60,5
Benzimidazol Classe I1I Categoria 5 60,5
Fusilade Classe III Categoria 5 58,1
Paraquat Classe | Categoria 1 55,8
Cimoxanil + mancozebe Classe 111 Categoria 5 53,5
Neonicotinoide + piretroide Classe II Categoria 4 48,8
Acilalaninato + Classe 1 Categoria 5 46,5
ditiocarbamato ’

Casugamicina Classe III Categoria 5 46,5
Mancozebe Classe 11 Categoria 5 46,5
Metilcarbamato Classe I Categoria 3 46,5
Isoftalonitrila Classe 11 Categoria 4 46,5
Benzotiadiazol Classe III Categoria 5 44,2

Oxadiazina Classe III Categoria 4 442
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Tabela 7. Agrotdoxicos utilizados pelos trabalhadores rurais e classificagdes toxicoldgicas.

(continua)
Classificacao Reclassificacdo toxicologica Utilizacio
Agrotoxico toxicologica antiga da da ANVISA (a partir de (% )G
ANVISA 2019) ?

Triazinamina Classe IV Categoria 4 39,5
Estrobilurina Classe IV Categoria 5 37,2
Neonicotinoide Classe III Categoria 4 37,2
leel.loconz.lzol + Classe 11 Categoria 5 34,9
azoxistrobina
Acefato Classe III Categoria 5 30,2
C.al.'b.amato + benzamida Classe II Categoria 5 30,2
piridina
Cipermetrina + profenofos Classe 111 Categoria 4 27,9
Antranilamida Classe III Categoria 5 25,6
Inseticida biolégico Classe IV Nao classificado 25,6
Metalaxyl-M + mancozebe Classe | Categoria 3 25,6
Dicarboximida Classe | Categoria 2 23,3
Fenilpiridinilamina Classe | Categoria 5 23,3
Triazol + estrobilurina Classe III Categoria 4 233
24D Classe 1 Categoria 4 20,9
Tiametoxam Classe 11 Categoria 5 20,9
Tiofanat tilico + .

toranato .me Hheo Classe II Categoria 3 20,9
clorotalonil
Antranilamida + :

ftrant a.ml 2 Classe II Categoria 4 18,6
avermectinas
Antrfmll.a m}da * Classe III Categoria 5 18,6
neonicotinoide

il + :

Clorotalonil + cloreto de Classe [ Categoria 4 18,6

cobre
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Tabela 7. Agrotdxicos utilizados pelos trabalhadores rurais e classificagdes toxicoldgicas.

(continua)
Classificacao Reclassificacdo toxicologica Utilizacio

Agrotoxico toxicoldgica antiga da da ANVISA (a partir de (% )C

ANVISA 2019) °
Mandipropamida Classe II Categoria 5 18,6
Clorantraniliprole Classe IV Nao classificado 16,3
Imidacloprido Classe III Categoria 4 16,3
Formetanato Classe 11 Categoria 2 14,0
Procimidona Classe 11 Categoria 5 14,0
Clorpirifos Classe | Categoria 3 11,6
Morfolina Classe 11 Categoria 4 11,6
Metilcarbamato de oxima Classe I Categoria 2 11,6
Picloram + 2,4D Classe | Categoria 4 11,6
Spinetoram Classe III Categoria 5 11,6
Ureia Classe I1I Categoria 5 9,3
Cetoenol Classe III Categoria 5 9,3
Piretroide + antranilamida Classe 11 Categoria 4 9.3
Fenamidona Classe III Categoria 5 7,0
Fenitrotiona Classe II Categoria 4 7,0
Homoalanina substituida Classe | Categoria 4 7,0
Eter difenilico Classe I Categoria 4 7,0
Pimetrozina Classe | Categoria 5 7,0
Estrobilurina + triazol + Classe TT Categoria 5 4,7
ditiocarbamato
Ciclohexeno- . 4.7
dicarboximida Classe II Categoria 5 ’
Metil-paration Classe | Comercializag¢do proibida* 4.7
Fungicida biologico Classe III Néo classificado 2,3
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Tabela 7. Agrotdoxicos utilizados pelos trabalhadores rurais e classificagdes toxicoldgicas.

(conclusdo)
Classificacao Reclassificacdo toxicologica Utilizacso
Agrotoxico toxicoldgica antiga da da ANVISA (a partir de (% )9
ANVISA 2019) ?
Metamitrona Classe IV Categoria 4 2,3
Picloram Classe | Categoria 4 2,3

Classe I: Extremamente toxico; Classe II: Altamente toxico; Classe I1I: Moderadamente toxico; Classe I'V:
Pouco toxico; Categoria 1 — Produto Extremamente Toxico; Categoria 2 — Produto Altamente Toxico; Categoria
3 — Produto Moderadamente Toxico; Categoria 4 — Produto Pouco Toxico; Categoria 5 — Produto Improvavel de
Causar Dano Agudo; Nao classificado — Produto néo classificado. *: Comercializacdo proibida pela RDC N° 56

de 11 de dezembro de 2015. Fonte: autora e ANVISA, 2019.

5.3 CELULARIDADE TOTAL

Na avaliagdo dos valores absolutos de leucocitos totais por pl de SP, constatou-se nao
haver diferencas significativas entre o grupo exposto e o grupo controle, como demonstrado
na Figura 16. Entretanto, analisando os linfécitos B, linfocitos T e mondcitos, foram
observados valores diferentes entre os grupos. O grupo exposto apresentou diminui¢cdo do
numero absoluto de linfocitos B (p < 0,01) e, em contrapartida, o numero de linfocitos T se
mostrou significativamente elevado nesse mesmo grupo (p < 0,05). Com relagdo aos
mondcitos, essas células também apresentaram valores absolutos significativamente
aumentados no grupo exposto (p <0,01).

Também foram analisados os valores relativos das células, ou seja, o percentual em
relagdo ao numero de leucdcitos totais. Como se pode observar na Figura 17, os linfocitos B e
0s monocitos mais uma vez apresentaram diferengas estatisticas entre os grupos. Os linfocitos
B apresentaram valores significativamente diminuidos (p < 0,05), enquanto os mondcitos
encontraram-se significativamente aumentados no grupo exposto (p < 0,01) em comparacao

ao grupo controle.
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Figura 17. Comparagdo da celularidade absoluta entre os grupos avaliados.
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Valores representados em quantidades de células por ul de sangue total. As linhas horizontais internas em cada
grupo representam as medianas; whiskers representam valores minimos e maximos. Painéis D e G: **p < 0,01;
painel E: *p < 0,05 (Mann-Whitney test). Grupo exposto (N = 40); grupo controle (N = 30). Fonte: autora.
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Figura 18. Comparagao da celularidade relativa entre os grupos avaliados.
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Valores representados como porcentagens considerando-se os leucocitos totais como 100%. As linhas
horizontais internas em cada grupo representam as medianas; boxes e whiskers representam, respectivamente, os
interquartis e valores minimos ¢ maximos. Painéis A, B e D apresentaram dados paramétricos, sendo a média
representada por um “+” no grafico de caixa (teste t de Student). Painel C: *p < 0,05; painel F: **p <0,01;
(Mann-Whitney test). Grupo exposto (N = 40); grupo controle (N = 30). Fonte: autora.

5.4 NEUTROFILOS IMATUROS E MADUROS

Como visto no item anterior, os grupos avaliados ndo diferiram quanto aos nimeros
absolutos e relativos de neutrofilos, porém quando avaliamos a maturacdo dessas células
foram obtidos resultados importantes. A populagdo imatura de neutrofilos foi
significativamente mais elevada no grupo exposto em trés cendrios considerados:
porcentagem dentre os leucocitos totais (p < 0,01), porcentagem dentre os neutrofilos totais (p
< 0,01) e no nimero absoluto de células por ul de SP (p <0,01). A Figura 18 ilustra essas trés

situagoes.
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Figura 19. Celularidade relativa e absoluta da populacao imatura de neutroéfilos.

Neutrofilos imaturos Neutrofilos imaturos

50 *k

ok

404

30

204

28 | - ==

T T T I
Grupo exposto  Grupo controle Grupo exposto Grupo controle

% dos neutrofilos totais

% de leucodcitos totais

Neutrofilos imaturos
40,004

* %

30,007

20,00

10,00

— =
004

T T
Grupo controle Grupo controle

Células/ul

Painel A: valores representados como porcentagens considerando-se os leucécitos totais como 100%; Painel B:
valores representados como porcentagens considerando-se os neutréfilos totais como 100%. Painel C: valores
representados em quantidade de células por pl de sangue total. **p < 0,01 (Mann-Whitney test). Grupo exposto
(N = 40); grupo controle (N = 30). Fonte: autora.

Ja a populacdo madura de neutrofilos apresentou diferenca estatistica entre os grupos

apenas quando considerados os neutréfilos totais como 100 %, conforme mostra a Tabela 8.

Tabela 9. Celularidade relativa e absoluta da populacao de neutrofilos maduros.

Células Grupo exposto Grupo controle p value

Neutréfilos maduros 56,28 + 9,93 57,40 + 7,98 0,64
% dos leucocitos totais

Neutrofilos maduros 99,68 + 0,37 99,95 + 0,07 0,00*
% dos neutroéfilos totais

Neutréfilos maduros 4179,55 = 1611,04 385951 + 1114.93 0,50
células/pl

Valores representados como média + desvio padrio (teste t de Student). * p < 0,001. Grupo exposto (N = 40);
grupo controle (N = 30). Fonte: autora.
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5.5 MONOCITOS CLASSICOS, INTERMEDIARIOS E NAO CLASSICOS

Os monocitos, que se mostraram elevados em nimeros absolutos e percentuais no
grupo exposto no item 5.3, também foram classificados em trés subpopulacdes distintas:
classicos, intermedidrios e ndo cldssicos. A popula¢do de mondcitos classicos foi a que se
encontrou em maiores quantidades no SP em ambos os grupos. Porém no grupo exposto, essa
quantidade ainda foi significativamente maior em comparagao ao grupo controle (p < 0,01),
conforme mostra a Tabela 9. Os niimeros de monocitos intermedidrios € nao classicos nao

diferiram entre os grupos.

Tabela 10. Valores absolutos de mondcitos classicos, intermediarios e nao classicos..

Células/pl Grupo exposto Grupo controle p value
cMos 474,65 (187,47 — 924,96) 348,97 (199,41-647,66) 0,00**
iMos 44,17 (9,34-326,27) 38,31 (13,80-75,04) 0,28
ncMos 57,72 (2,77-105,06) 37,86 (11,85-83,40) 0,17

Valores representados como mediana (intervalo). cMos: monocitos classicos; iMos: mondcitos intermediarios;
ncMos: mondcitos nao classicos. **p < 0,01 (Mann-Whitney test). Grupo exposto (N = 40); grupo controle
(N =30). Fonte: autora.

As subpopulagdes de monocitos também foram avaliadas quanto aos percentuais em
relagdo ao compartimento monocitico total. A Figura 19 mostra que ndo houve diferenca

estatistica das proporg¢des entre 0s grupos.
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Figura 20. Propor¢do das subpopulagdes de mondcitos no compartimento monocitico.
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Valores representados como porcentagens médias considerando-se os mondcitos totais como 100%. cMos:
mondcitos classicos; iMos: mondcitos intermediarios; ncMos: mondcitos ndo classicos. cMos e iMos avaliados
pelo Mann Whitney test e ncMos pelo teste t de Student. Ndo foram encontradas diferengas estatisticas entre os

grupos. Grupo exposto (N = 40); grupo controle (N = 30). Fonte: autora.

Por outro lado, ao considerarmos os leucocitos totais como 100%, os mondcitos
cldssicos mantiveram-se em maior propor¢ao no grupo exposto (p < 0,01), enquanto os
monocitos intermediarios e ndo classicos nao apresentaram diferencas. A Figura 20 representa

esses dados.
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Figura 21. Proporcao das subpopulagdes de mondcitos em relagdo aos leucdcitos totais.
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Valores representados como porcentagens considerando-se os leucécitos totais como 100%.
Painéis A e C apresentaram dados paramétricos, sendo a média representada por um “+” no grafico de caixa
(teste t de Student). Painel B avaliado por Mann-Whitney test. No Painel A, **p < 0,01. Grupo exposto (N = 40);
grupo controle (N = 30). Fonte: autora.

5.6 CELULAS DENDRITICAS

As DCs totais foram quantificadas em células por pul de SP, assim como suas
subpopulagdes plasmocitdides e mieloides. Verificou-se que os valores de mDCs estavam
elevados no grupo exposto (p < 0,05), elevando também os valores de DCs totais (p < 0,05)
(Figura 21), visto que as mDCs correspondem a grande maioria dessas células. A Figura 22

mostra os valores percentuais das pPDCs e mDCs em relagdo as DC totais.
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Figura 22. Valores absolutos de células dendriticas totais e das subpopulagdes plasmacitoide
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Valores representados em quantidades de células por pl de sangue total. As linhas horizontais internas em cada
grupo representam as medianas; whiskers representam valores minimos e maximos. DCs: células dendriticas.
Painéis A ¢ C: *p < 0,05 (Mann-Whitney test). Grupo exposto (N = 40); grupo controle (N = 30). Fonte: autora.

Figura 23. Valores relativos das pDCs e mDCs considerando as DC totais.
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Valores representados como porcentagens considerando-se as células dendriticas totais como 100%. DCs:
células dendriticas; pDCs: células dendriticas plasmocitdides; mDCs: células dendriticas mieldides. Nao foram
encontradas diferencas estatisticas entre os grupos (teste t de Student). Grupo exposto (N = 40); grupo controle
(N =30). Fonte: autora.
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5.7 LINFOCITOS T E SUAS SUBPOPULACOES

O aumento do numero absoluto de linfocitos T totais no grupo exposto ja foi
demonstrado no item 5.3, entretanto outras analises referentes a essa popula¢do foram
realizadas. Inicialmente, as subpopulagdes T (T CD4", T CD8", T vy, T DP e T DN) foram
avaliadas quanto a sua distribui¢do (considerando o total de linfocitos T como 100%), porém

nao foram encontradas diferengas entre os grupos. Os resultados estdo dispostos na Tabela 10.

Tabela 11. Valores percentuais de linfocitos T CD4", T CDS", Ty3", T DP e T DN.

Células (%) (%Gdr:)lsp ;:lfé)lzfts(f: T) (‘V? 3::5 ﬁﬁ?iﬁﬁﬁlen p value
T CD4" 40,90 (21,21 —61,92) 34,49 (23,04 - 45,18) 0,06
T CDS' 22,19 + 8,26 21,13 £ 6,70 0,98
T o' 3,97 +2,70 3,69 + 2,08 0,97
T DP* 0,82 (0,07 — 14,77) 0,75 (0,20 — 6,44) 0,66
T DN* 0,39 (0,11 — 14,92) 0,40 (0,18 — 0,70) 0,84

qJ: valores representados como média + desvio padréo (teste t de Student); #: valores representados como
mediana (intervalo) (Mann-Whitney test). Nao foram encontradas diferengas estatisticas entre os grupos. DP:
duplamente positivos; DN: duplamente negativos. Grupo exposto (N = 40); grupo controle (N = 30). Fonte:
autora.

Adicionalmente, foram analisadas as subpopulagdes: naive, CM, EM e EM RA dos
linfécitos T CD4" ¢ T CDS". A Tabela 11 mostra a comparagdo dos valores absolutos dessas
células entre os grupos avaliados. Os linfécitos T CD8" CM mostraram-se significativamente
aumentados no grupo exposto (p < 0,05). Da mesma forma, os linfocitos T CD8" EM
encontraram-se em maior nimero nesse mesmo grupo (p < 0,05). O contrario ocorreu com o0s
valores de linfocitos T CD8" EM RA, ja que houve diminuicio significativa no grupo exposto
(p <0,05). Nao foram encontradas diferencgas estatisticas entre os valores dos demais subtipos

celulares.
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Tabela 12. Valores absolutos das subpopulagdes de linfocitos T CD4" ¢ T CDS".

Células/pl Gl".“PO exposto Grupo controle » value
Mediana (intervalo) Mediana (intervalo)
T CD4" naive 241,02 (56,29 - 825,71) 190,88 (60,46 - 504,67) 0,41
T CD4" CM 265,42 (3,54 -769,24) 280,42 (142,37 -479,54) 0,95
T CD4" EM 184,54 (2,02 - 434,61) 170,03 (105,18 - 359,64) 0,98
T CD4" EM RA 19,73 (1,43 -179,39) 28,06 (5,94 - 529,76) 0,29
T CD8" naive 85,36 (8,10-354,51) 90,39 (34,28 - 532,08) 0,31
T CD8" CM 69,70 (2,10 - 291,08) 46,32 (14,40 - 190,52) 0,02*
T CD8" EM 148,79 (1,73 - 527,08) 102,01 (30,97 - 339,70) 0,01*
T CD8" EM RA 65,53 (11,24 -374,81) 134,44 (37,42 - 382,71) 0,01*

Valores representados em quantidades de células por pl de sangue total. CM: central memory; EM: effector
memory; EM RA: effector memory RA. *p < 0,05 e **p < 0,01 (Mann-Whitney test). Grupo exposto (N = 40);
grupo controle (N = 30). Fonte: autora.

Essas mesmas subpopulagdes celulares também foram avaliadas quanto ao seu
percentual considerando como 100% os linfocitos T CD4" totais e T CD8" totais, porém nao

houve diferenca estatistica entre as populagdes estudadas, conforme ilustra a Figura 23.
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Figura 24. Propor¢ao dos valores relativos de linfocitos T naive, Tem, Tem € Tem ra Nas

populagdes T CD4 e T CDS.
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Resultados expressos em porcentagem média, considerando os valores de linfocitos T CcD4" (Painel A)e T

cD8" (Painel B) como 100%. CM: central memory; EM: effector memory; EM RA: effector memory RA". Nio
foram encontradas diferencgas estatisticas entre os grupos (Mann-Whitney test). Grupo exposto (N = 40); grupo
controle (N = 30). Fonte: autora.

Os marcadores de ativacdo CD57, HLA-DR, CD45 RA foram avaliados para as
populacdes T CD4 e T CD8, além do CD25 para os T CD8, porém ndo foram encontradas

diferencas significativas entre os grupos. A Tabela 12 mostra os resultados.
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Tabela 13. Distribui¢ao dos marcadores de ativagao nos linfocitos T CD4 e T CDS.

Células/pl Grupo exposto Grupo controle p value
TCD4 DR 64,36 + 27,11 65,45 + 34,02 0,88
TCD4 CD57 # 21,210 (3,870 - 154,640) 27,130 (1,580 - 555,550) 0,67
TCD4 CD57 RA # 3,550 (0,590 - 99,570) 3,410 (0,070 - 515,310) 0,70
TCD4 CD57 RA # 15,500 (1,860 - 122,880) 18,500 (1,510 - 64,890) 0,06
TCD4 CD28 ¢ 94,90 + 5,53 93,90 + 8,34 0,17
TCD4 CD28 # 13,560 (0,000 - 139,220) 12,475 (0,200 - 548,530) 0,91
TCD8DR" # 104,07 (8,77 - 441,43) 88,61 (21,23 -263,29) 0,37
T CD8 CD57" # 96,02 (11,83 - 459,07) 97,55 (18,56 - 376,42) 0,93
T CD8 CD57" RA™# 64,45 (7,51 -315,96) 78,14 (9,04 - 238,51) 0,35
T CD8 CD57' RA# 21,53 (0,13 -271,07) 27,27 (0,50 - 137,91) 0,96
T CD8 CD28 # 234,11 (34,35 - 595,09) 227,71 (120,52 - 635,83) 0,75
T CDSCD28 ¢ 43,30 = 18,46 39,88 + 14,14 0,32
T CDSCD57 CD28 # 6,88 (1,62 -46,29) 9,44 (0,82 -37,16) 0,30
T CDS CD57+ CD28 # 83,90 (7,44 -423,27) 85,15 (12,18 -367,34) 0,97
T CD8 CD25 *# 6,47 (1,28 -301,76) 593 (1,95-37,98) 0,45

Valores representados em quantidades de células por pl de sangue total. q: valores representados como
média + desvio padrao (teste t de Student); #: valores representados como mediana (intervalo) (Mann-Whitney
test). Nao foram encontradas diferencas estatisticas entre os grupos. Grupo exposto (N = 40); grupo controle (N

=30). Fonte: autora.

Ainda considerando os linfocitos T, foi realizada a avaliacdo da populacdo Trgg total,

Treg naive e Treg memoria. Foram considerados os nimeros absolutos de células por ul de

SP (Tabela 13) e o percentual das células considerando os linfocitos T totais como 100%

(Figura 24). No entanto, em nenhum desses cenarios houve diferencga significativa entre os

grupos.
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Tabela 14. Valores absolutos das células Treg € das populagdes naive ¢ memoria.

Células/pl Grupo exposto Gr}lpo cpntrole p value
Mediana (intervalo) Mediana (intervalo)
Trec 34,89 (2,86 -304,80) 28,19 (12,01 - 82,05) 0,67
T naive 9,10 (0,33 -294,96) 7,00 (1,70 - 43,62) 0,83
T, memoria 22,37 (0,71 -56,93) 17,36 (6,79 - 68,52) 0,75

Valores representados em quantidades de células por pl de sangue total. Nao foram encontradas diferengas
estatisticas entre os grupos (Mann-Whitney test). Grupo exposto (N = 40); grupo controle (N = 30). Fonte:
autora.

Figura 25. Proporcao das populacdes de Trpg em relagcdo aos linfocitos T totais.
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Resultados expressos em porcentagem de células, considerando os valores de linfocitos T totais como 100%.
Nao foram encontradas diferengas estatisticas entre os grupos (Mann-Whitney test). Grupo exposto (N = 40);
grupo controle (N= 30). Fonte: autora.
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5.8 LINFOCITOS B E SUAS SUBPOPULACOES

A diminui¢do dos linfocitos B totais circulantes no grupo exposto ja foi demonstrada
no item 5.3, contudo ainda referente a essas células, foram avaliadas as subpopulacoes de
linfécitos B imaturos, B maduros e seus estdgios maturativos, Brgg € plasmablastos.

Como pode ser observado na Figura 25, os valores relativos de linfocitos B imaturos
ndo foram diferentes entre os grupos, porém o percentual de linfocitos B maduros foi menor
no grupo exposto (p < 0,01) em comparagdo ao grupo controle. Os valores absolutos de
linfocitos B imaturos, em células/ul de SP, ndo foram diferentes entre os grupos avaliados,

assim como os linfocitos B maduros.

Figura 26. Valores relativos e absolutos de linfocitos B imaturos e maduros.
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As linhas horizontais internas em cada grupo representam as medianas; boxes e whiskers representam,
respectivamente, os interquartis e valores minimos e maximos. No Painel B: ** p < 0,01 (Mann-Whitney test).
Grupo exposto (N = 40); grupo controle (N = 30). Fonte: autora.

As células B também tiveram suas proporgdes quanto ao estdgio maturativo avaliadas.
Os valores relativos das células B do compartimento pré-CG (B transicionais somadas as B
naive), B naive, B non-switched de memoria (NS-BM), B class-switched totais (CS), B class-
switched de memoria (CS-BM), B class-switched de meméria duplamente negativas (CS-BM

DN) e os plasmablastos estdo ilustrados na Figura 26. De um modo geral, as propor¢des
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foram mantidas, exceto os plasmablastos, que aparecem em menores propor¢des no grupo
exposto (p <0,01).

Por outro lado, ao considerarmos as quantidades absolutas dessas células por pul de SP,
obtivemos resultados distintos entre os grupos, com valores diminuidos no grupo exposto em
muitas subpopulacdes, assim como nas células B totais. Os resultados estdo demonstrados na

Tabela 14.

Figura 27. Avaliagdo das células B quanto ao estagio maturativo.
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Painel A: comparagdo dos subtipos de células B em: compartimento pré-CG (pré-naive somadas as B naive) e
células B naive (BN). Painel B: comparagdo dos subtipos de células B em non-switched B de memoria (NS-BM),
class-switched (CS) totais, CS-BM (CD27") e CS-BM DN (CD27neg) (duplo negativas). As linhas horizontais
internas em cada grupo representam as medianas; boxes e whiskers representam, respectivamente, os interquartis
e valores minimos e maximos. Painel C: valores relativos de plasmablastos. CG: centro germinativo. Neg:
auséncia de expressdo. No Painel B: *p < 0,05 e no Painel C: **p < 0,01 (Mann-Whitney test). Grupo exposto
(N =40); grupo controle (N = 30). Fonte: autora.



Tabela 15. Valores absolutos das células B e das subpopulacdes em diferentes estagios
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maturativos.

Células/pl Grupo exposto Grupo controle p value
Células B totais 191,19 (39,19-507,74) 261,19  (91,49-739,45) 0,01+
B imaturas 0,36 (0,00 —3,22) 0,38 (0,00 —4,61) 0.81
B maduras 166,52 (39,02 — 506,06) 225,73 (81,74 —481,18) 0,06
B transicionais 6,08 (0,80 —68,36) 11,49 (2,87 -90,65) 0,01*
B naive 87,31 (7,05-310,84) 144,99 (24,83 —401,52) 0,03*
NS-BM 20,04 (3,12 - 112,86) 26,05 (2,80 —132,23) 0,05
CS 34,08 (12,42 -137,29) 50,41 (10,64 —167,50) 0,05
CS-BM 24,17 (9,54 —105,17) 39,25 (9,10 - 139,61) 0,02+
CS-BM DN 9,13 (2,42 -63,67) 10,72 (1,54 -29,51) 0,82
Plasmablastos 0,31 (0,01—1,76) 0,99 (0,03 —4,01) 0,00%*
Brec 6,06 (0,43 —59,79) 14,23 (2,36 —84,15) 0,00%*
Breg CD27" 0,33 (2,10 - 291,08) 0,64 (0,04 —2,98) 0,00%*

Valores representados em quantidades de células por pl de sangue total; mediana (intervalo). NS-BM: células B
non-switched memoria; CS: células B class-switched; CS-BM: células B class-switched memoria; CS-BM DN:

células B class-switched memoria duplamente negativas. *p < 0,05 e **p < 0,01 (Mann-Whitney test). Grupo
exposto (N = 40); grupo controle (N = 30). Fonte: autora.

Em relagdo aos linfocitos Brgeg, 0s valores relativos apresentaram-se estatisticamente

diminuidos no grupo exposto (p < 0,01) em comparagdao ao grupo controle. O mesmo

comportamento foi observado com relagdo as células Bgrgpg CD27" (»p < 0,01), conforme

mostra a Figura 27. Os valores absolutos dessas duas subpopulagdes estio demonstrados na

Tabela 14 e também estdo significativamente diminuidos no grupo exposto.



84

Figura 28. Proporcao das células Brgg € Bres CD27" em relagdo as células B totais.
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As linhas horizontais internas em cada grupo representam as medianas; boxes € whiskers representam,
respectivamente, os interquartis ¢ valores minimos e maximos. ** p < 0,01 (Mann-Whitney test). Grupo exposto
(N = 40); grupo controle (N = 30). Fonte: autora.

5.9 NK e NKT

As células NK, NK CD56" e NKT foram avaliadas quanto a sua proporgao,
considerando os linfécitos totais como 100% e quanto as suas quantidades absolutas em
células por pul de SP. Porém, ndo foram encontrados resultados distintos entre os grupos em

nenhum desses cenarios, conforme ilustram a Figura 28 e a Tabela 15, respectivamente.

Figura 29. Distribuicio das células NK, NK CD56" e NKT em relacio aos linfocitos totais.
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As linhas horizontais internas em cada grupo representam as medianas; boxes e whiskers representam,
respectivamente, os interquartis e valores minimos e maximos. NK: células natural killer; NKT: células natural
killer T. Nao foram encontradas diferencas significativas entre os grupos (Mann-Whitney test). Grupo exposto (N
= 40); grupo controle (N = 30). Fonte: autora.
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Tabela 16. Valores absolutos das células NK e subpopulagio NK CD56"" e das NKT.

Células/pl Grupo exposto Grupo controle p value
NK 278,13 (54,22 —936,94) 327,79 (99,70 —775,01) 0,31
NK CD56™ 7,91 (1,77 —19,98) 8,16 (2,73 —29,35) 0,88
NKT 90,83 (21,30 —358,56) 62,33 (23,32 -420,92) 0,59

Valores representados em quantidades de células por pl de sangue total; mediana (intervalo). NK: células natural
killer; NKT: células natural killer T. Nao foram encontradas diferengas significativas entre os grupos (Mann-
Whitney test). Grupo exposto (N = 40); grupo controle (N = 30). Fonte: autora.

5.1 CITOCINAS

Neste trabalho também foram quantificadas as citocinas plasmaticas 1L-2, I1L.-4, IL-6,
IL-10, IL-17A, TNF e IFN-y em ambos os grupos. A IL-6 apresentou valores
significativamente maiores no grupo exposto em comparacao ao grupo controle. A Tabela 16

traz as informacdes relativas as citocinas em pg/ ml.

Tabela 17. Comparagdo das concentragdes plasmaticas de citocinas entre os grupos.

Grupo exposto Grupo controle

Citocinas (pg/ ml) Mediana (intervalo) Mediana (intervalo) p value
IL-2 0,16 (0,00 — 5,25) 0,00 (0,00 — 1,07) 0,09
1L-4 0,29 (0,00 — 11,82) 0,25 (0,00 — 2,29) 0,39
IL-6 0,51 (0,00 - 10,51) 0,35 (0,00 — 3,04) 0,04*
IL-10 0,00 (0,00 —9,78) 0,00 (0,00 — 0,35) 0,08
TNF 0,00 (0,00 — 18,15) 0,00 (0,00 — 0,61) 0,72
IFN-y 0,00 (0,00 — 11,82) 0,00 (0,00 — 3,32) 0,21
IL-17 A 0,00 (0,00 — 7,09) 0,00 (0,00 — 2,60) 0,74

IL-2: Interleucina-2; IL-4: Interleucina-4; IL-6: Interleucina-6; IL-10: Interleucina-10; TNF: fator de necrose
tumoral; IFN-y: Interferon-y; IL-17A: Interleucina-17 A. (*) p < 0,05 (Mann-Whitney test). Grupo exposto (N =
40); grupo controle (N = 30). Fonte: autora.
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5.2 CORRELACOES ENTRE SUBPOPULACOES DE CELULAS DO SI E
AVALIACOES BIOQUIMICAS

Utilizando as correlacdes de Pearson entre as variaveis, encontrou-se moderada
correlagdo negativa entre o nimero absoluto de monocitos por pl de SP e a atividade de
BChE, ou seja, quanto mais inibida a atividade da enzima pelo uso de agrotoxicos, maior o
numero de mondcitos circulantes. Também foi observada correlagdo positiva fraca entre o
numero absoluto de linfécitos B por ul de SP e a atividade de AChE, ou seja, quanto mais
inibida a enzima menor o nimero de linfocitos B. Os resultados significativos estdo

destacados em negrito na Tabela 17.

Tabela 18. Correlacdes significativas entre colinesterases e células do SI.

Variaveis AChE BChE
Monécitos Pearson Correlation (p) ,003 -,436%*
(células/pl) p value ,984 ,003
Linfocitos B Pearson Correlation (p) ,326* ,028
(células/pl) p value ,033 ,857

AChE: acetilcolinesterase; BChE: butirilcolinesterase. Valores em negrito representam as correlagdes
significativas (Pearson correlation). Valores de p até 0,39 positivos ou negativos foram considerados correlagédo
fraca; valores de 0,40 a 0,69 foram considerados correlagdo moderada. Fonte: autora.

Correlagdes positivas fortes foram encontradas entre os valores de glicemia e
hemoglobina glicosilada e o nimero absoluto de Trgg total por ul de SP. Os valores absolutos
de Trgg naive também possuem correlagdo positiva forte com a hemoglobina glicosilada e

correlacdo positiva muito forte com a glicemia, conforme mostra a Tabela 18.

Tabela 19. Correlagdes significativas entre glicemia e HbAlc e células Treg.

Variaveis Glicemia HbAlc
Treg total Pearson Correlation (p) ,865%* ,786%*
(células/nl) p value ,000 ,000
Treg haive Pearson Correlation (p) ,945%* ,862%*
(células/nl) p value ,000 ,000

Treg: linfocitos T reguladores; HbAlc: hemoglobina glicosilada. Valores em negrito representam as correlagdes
significativas (Pearson correlation). Valores de p entre 0,7 e 0,9 foram considerados uma correlagao forte e
valores de p acima de 0,9 foram considerados uma correlagdo muito forte. Fonte: autora.
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6 DISCUSSAO

No Brasil, o tema seguranca no uso ¢ no consumo de agrotoxicos tem gerado muitos
debates. A antiga classificacao toxicoldgica dos agrotoxicos adotada pela ANVISA incluia a
analise de estudos de toxicidade aguda por via oral, via dérmica e inalatéria, além de estudos
considerando irritagdo dérmica e ocular. A depender da dose letal mediana (DLsg) (ou seja, a
quantidade de substincia que leva 50% dos animais estudados a letalidade) e/ou das
caracteristicas das lesdes na pele e nos olhos, a substincia era classificada como
extremamente toxica, altamente toxica, medianamente toxica e pouco toxica. Com a adogao
das mudancas propostas pela Resolugdo de Diretoria Colegiada n°® 294 em 2019 (RDC
294/19), os resultados dos estudos toxicologicos de irritacdo dérmica e ocular ndo sdo mais
utilizados para fins de classificacdo toxicologica (ANVISA, 2019). Assim, produtos que
anteriormente eram classificados como “extremamente toXicos” por provocarem corrosao ou
serem irritantes cutaneos ou oculares agora sdo classificados considerando apenas o risco de
morte (FIOCRUZ, 2019). A Tabela 7 apresenta diversos exemplos de substancias que
anteriormente eram consideradas como Classe I: Extremamente toxico e hoje sdo Classe 5 —
Improvavel de causar dano agudo.

Baseado nas informacdes dos questiondrios e, em algumas ocasides, na visita aos
efetivos locais de trabalho, constatou-se o emprego combinado de multiplas classes de
agrotoxicos pelos participantes desta pesquisa. Porém, durante as entrevistas, os agricultores
foram bastante evasivos a respeito das quantidades, periodicidade de uso e duragdo da
aplicacdo das substancias. Percebeu-se a preocupacdo de muitos sobre como essas
informacdes seriam de fato utilizadas (receio de que chegassem aos orgaos de fiscalizagdo?)
apesar dos esclarecimentos prestados pela equipe de pesquisadores. Por essas razdes, algumas
informagdes acerca do uso de agrotoxicos obtidas pelas entrevistas podem estar subestimadas.

Uma das classes de agrotdxicos que chama atencdo neste estudo € a dos piretroides,
pois foi a mais citada pelos agricultores (79,1%) (Tabela 7). Sua reclassificagdo ocorreu da
Classe I: Extremamente toxico para a Categoria 4 — Produto Pouco Toéxico. Para citar alguns
trabalhos envolvendo essa classe de agrotdxico, temos um estudo de 2016 realizado por Tu e
colaboradores em que piretroides supostamente induziram efeitos neurotoxicos,
hepatotoxicos, nefrotoxicos e interferiram no sistema imunologico em mamiferos (TU et al.,

2016). Em outro experimento realizado em 2017, o qual utilizou macréfagos murinos tratados
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por piretroides, observou-se a diminuicao da viabilidade celular e inducao de apoptose pela
regulagao positiva da proteina 53 (p53) e da caspase 3 e regulagdo negativa da proteina Bcl-2
(do inglés, B-cell lymphoma-2). Além disso, também foi detectada a inibi¢ao da expressdo do
mRNA para IFN-f apds a infeccdo viral dos macrofagos, o que levou a perda da atividade
antiviral e também inibigdo da transcri¢do de citocinas pro-inflamatérias, como IL-18, IL-6 e
TNF-o (WANG, X. et al., 2017). A cipermetrina, que ¢ um piretréide disruptor endocrino,
pode favorecer metastases de cancer de pulmao ao inibir o desenvolvimento de macrofagos
M1 e aumentar a polarizagdo para macrofagos M2 (HUANG, F. et al., 2018). Os carbamatos,
que foram citados por 74,4% dos agricultores, foram reclassificados migrando da Classe II:
Altamente toxico para a Classe 5 — Improvavel de causar dano agudo. No entanto, ja se
verificou que tais substancias afetam a agdo de tirosinas quinases citoplasmaticas presentes
em células T e células NK. A sinalizagdo dessas quinases ¢ do TCR desempenha papéis
importantes na regulacdo das células T, afetando a liberagdo de citocinas e a proliferagdo
celular (PALACIOS; WEISS, 2004). Células NK tratadas com carbamatos também
apresentaram imunotoxicidade associada a indugdo de apoptose e diminui¢ao da expressao de
perforina e granzima (LI; KOBAYASHI; KAWADA, 2015). Outro agrotoxico de destaque no
presente estudo foi o glifosato, citado por 74,4% dos agricultores. O glifosato ¢ um dos
produtos herbicidas mais utilizados e, atualmente, seu uso estd sob o intenso debate. Ha
discrepancias entre as concentragdes autorizadas nos paises, o que demonstra a auséncia de
um consenso claro sobre o glifosato at¢ 0o momento. (MADDALON et al., 2021). No Brasil, o
glifosato passou da Classe III: Moderadamente toxico, para a Categoria 4 — Produto Pouco
Toéxico. Os efeitos do glifosato no sistema imunoldgico parecem estar relacionados a alteragao
da cascata do complemento, prejuizos da fungdo fagocitica das células imunes, aumento da
producdo de citocinas pré-inflamatérias e alteracdo das fungdes linfocitarias, o que prejudica
as interagdes entre microrganismos ¢ o sistema imunologico (PEILLEX; PELLETIER, 2020).
Em 2017, a Agéncia Internacional de Pesquisa sobre o Cancer (IARC), ligada a Organizagao
Mundial de Satde (OMS), classificou o glifosato como “provavelmente carcinogénico” em
humanos. No entanto, outras agéncias nao endureceram suas restricoes ao glifosato e até
prolongaram as autorizagdes de seu uso.

Recentemente, no Brasil, travou-se uma discussao polémica acerca do Projeto de Lei
6.299 de 2002 (PL 6299/02), também chamado de “Pacote do Veneno”, o qual altera a Lei de
Agrotoxicos (Lei 7.802/89). Dentre algumas mudangas trazidas pelo PL 6299/02 estdo a

substituicdo da denominagdo ‘“‘agrotdxicos” por “defensivos fitossanitarios”; o enfoque de
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urgéncia nos processos de registro de agrotoxicos; o fato de os estados perderem o poder de
vetar agrotdxicos autorizados pelo governo federal; a autorizacdo do uso de agrotoxicos
quando os riscos forem considerados “aceitaveis” (incluindo carcinogenicidade,
mutagenicidade, distirbios hormonais ¢ danos ao meio ambiente), dentre outras. O INCA
langou uma NOTA PUBLICA ACERCA DO POSICIONAMENTO DO INSTITUTO
NACIONAL DE CANCER SOBRE O PROJETO DE LEI N° 6.299/2002, em que se

manifesta contrario a ele.

(...) Dentre os efeitos sobre a saude humana associados a exposicdo aos
agrotdxicos, os mais preocupantes s3o as intoxicagcdes cronicas,
caracterizadas por infertilidade, impoténcia, abortos, malformagdes,
neurotoxicidade, manifestada através de disturbios cognitivos e
comportamentais ¢ quadros de neuropatia ¢ desregulagdo hormonal. (...)
Além disso, hd estudos que evidenciaram os efeitos imunotoxicos,
caracterizados por imunoestimulagdo ou imunossupressao, sendo esta tltima
fator favoravel a diminuigd0 na resisténcia a patdgenos ou mesmo,
diminui¢do da imunovigilancia com comprometimento do combate as
células neoplasicas levando a maior incidéncia de cancer, ¢ efeitos
genotdxicos como fatores preditores para o cancer. (...) Considerando que o
Instituto Nacional de Cancer José Alencar Gomes da Silva (INCA/SAS/MS)
tem como missdo promover o controle do cancer com agdes nacionais
integradas em prevencgdo, assisténcia, ensino e pesquisa e considerando o
aumento dos problemas de Satde Publica, que serdo gerados com a
flexibiliza¢do do processo de registro dos agrotoxicos no Brasil, o INCA se
manifesta contrario ao PL 6.299/2002 (INCA, 2018).

O primeiro estudo a chamar atencdo para os possiveis efeitos dos agrotoxicos na
funcdo leucocitaria humana foi realizado em 1979 por Lee, Moscati e Park. Esses
pesquisadores demonstraram in vitro que a proliferagdo de leucocitos em fito-hemaglutinina
(um agente pro-mitdtico) havia diminuido na presenga de agrotoxicos OF (LEE, T. P.;
MOSCATTI; PARK, 1979). Posteriormente, Hermanowicz e Kossman (1984) mostraram um
prejuizo acentuado na quimiotaxia e na adesdo de neutrofilos de trabalhadores expostos aos
agrotoxicos (HERMANOWICZ; KOSSMAN, 1984). No presente estudo, o grupo exposto
ocupacionalmente a agrotoxicos apresentou maior nimero absoluto de neutr6filos imaturos
circulantes (Figura 18). Esse dado sugere uma alta demanda por neutr6filos a medula ossea,
havendo, inclusive, escape de células ainda imaturas para o SP (CHERIAN et al., 2010). Esse

recrutamento excessivo de neutrdfilos pode indicar que estejam, possivelmente, ocorrendo
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falhas na fun¢ao dos neutréfilos do SP, o que os torna insuficientes no combate a infecgdes e
nos processos inflamatérios em geral. No estudo de Queiroz e colaboradores (1999), a
fagocitose e a morte intracelular de Candida albicans e Candida pseudotropicalis por
neutrofilos no SP de agricultores foram estudadas. As duas espécies de Candida foram
utilizadas, uma vez que em individuos com deficiéncia de mieloperoxidase os neutréfilos sao
incapazes de matar Candida albicans, enquanto Candida pseudotropicalis pode ser
efetivamente lisada. A fagocitose de ambos os antigenos foi normal pelos neutrofilos de todos
os agricultores estudados. No entanto, houve uma redugdo consideravel da capacidade dos
neutr6filos nos trabalhadores expostos de matar Candida albicans, enquanto a Candida
pseudotropicalis foi efetivamente lisada. Esse achado indica alguma interferéncia com a
atividade da mieloperoxidase dos neutréfilos da populacdo exposta a agrotdoxicos (QUEIROZ;
FERNANDES; VALADARES, 1999).

Outros resultados que chamam atengdo no presente estudo sdo o aumento absoluto e
relativo de mondcitos classicos (Tabela 9 e Figura 20, respectivamente) e o aumento absoluto
de mDCs (Figura 21) no SP dos agricultores. A absor¢do através da pele € a principal via de
exposicdo a agrotoxicos nos individuos que aplicam essas substancias (SO et al., 2014). Na
pele, sdo encontrados macrofagos (células provenientes de mondcitos) e DCs
predominantemente derivadas de mondcitos (neste estudo denominadas mDCs) que
desempenham um papel como APCs dando inicio a resposta imune. Apds o contato com um
antigeno, as APCs sdo ativadas e migram através dos vasos linfaticos para os o6rgaos linfoides
secundarios, onde interagem com os linfocitos T (MORANDI et al., 2014). Os valores
aumentados dessas células no SP indicam alta demanda pelo SI. Wafa e colaboradores (2013)
encontraram resultados semelhantes para monécitos em seu estudo com agricultores
tunisianos (WAFA et al.,, 2013). No entanto, o aumento quantitativo ndo garante plena
funcionalidade dessas células. O comprometimento funcional de DCs e de macrofagos apos a
exposi¢do a agrotoxicos ja& foi claramente demonstrado por alguns estudos in vitro
(SCHAFER et al., 2013; XIA et al, 2014; HUANG, FANG et al., 2016). Outro fato
importante ¢ que as APCs também sao essenciais para a resposta imune inicial nos pulmoes,
que sdo amplamente atingidos pela inalacdo que pode ocorrer durante a aplicagdo dos
agrotoxicos, ¢ a funcionalidade comprometida dessas células pode estar relacionada a lesao
pulmonar que, ndo raro, ¢ associada a exposi¢do aos agrotoxicos em diversos estudos. Tosse
cronica, sibilancia, dispneia, “aperto no peito”, asma e bronquite cronica sdo os sintomas e

doencas mais citados pelos estudos envolvendo doengas pulmonares e exposigdo a
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agrotoxicos (BEARD et al., 2003; HOPPIN et al., 2006; SALAMEH et al., 2006; NDLOVU;
DALVIE; JEEBHAY, 2014; MAMANE et al., 2015).

As DCs ou APCs, como ja mencionado, desempenham um papel fundamental na
iniciagdo de respostas imunes, apresentando antigenos para os linfocitos T (MERAD et al.,
2013; TKACH et al., 2017). Os linfécitos T naive circulam continuamente pelo corpo,
migrando pelo sangue e pelos 6rgdos linfoides secundérios. Ao interagirem com as APCs
nesses 0rgaos, os linfocitos T naive sdo ativados e sofrem vdrias alteragdes moleculares, como
por exemplo, a perda de CD45 RA (SAMIJI; KHANNA, 2017). Neste estudo, foi observado o
aumento de linfocitos T CD8" com a perda do CD45 RA (ou seja, ativados pelas APCs), tanto
do tipo T CD8" CM, quanto de T CD8" EM. Em contrapartida, os linfocitos T CD8" EM RA
encontraram-se diminuidos no grupo exposto (Tabela 10). Esses achados sdo concordantes
com estudos in vitro, os quais mostraram que a apresentacdo de antigenos aos linfocitos T
CDS8" ou CTLs, bem como sua proliferacio, ndo parece ser prejudicada por agrotoxicos
(SHEIL et al., 2006), porém, a atividade citotoxica pode ser prejudicada por esses compostos
(LT et al., 2002; SHEIL et al., 2006; LEE, G. H.; CHOI, 2020). De fato, as células T CD8"
CM possuem alta capacidade de proliferagdo, originando as T CD8" EM, no entanto as
células T CD8" EM RA (diminuidas nos agricultores) sio dotadas de alta capacidade
citotoxica e respondem prontamente a reexposi¢do a antigenos (mais rapidamente que as T
CD8" CM) (SALLUSTO et al., 2000; AHLERS; BELYAKOV, 2010; GEGINAT et al.,
2013). Portanto, a acdo citotdxica pode estar comprometida no grupo dos agricultores, ja que
os CTLs com maior capacidade citotoxica estdo significativamente diminuidos. De modo
geral, os CTLs contribuem para o controle de infecgdes virais (especialmente na auséncia de
anticorpos) (GRANT et al., 2016) e sdo as células imunes mais importantes no combate ao
cancer (FARHOOD; NAJAFI; MORTEZAEE, 2019). Portanto, qualquer prejuizo na agao
dessas células pode impedir ou dificultar a luta contra proliferagdes neopléasicas ou infecgdes
virais, e essas sdo duas condi¢des associadas a exposi¢do aos agrotoxicos em diversos estudos
(LERRO et al., 2021).

Devido ao baixo peso molecular (< 1000 D), muitos agrotdxicos sao classificados
como haptenos, ou seja, sozinhos eles sdo incapazes de evocar uma forte resposta imune. No
entanto, esses produtos quimicos se ligam a grandes proteinas proprias (como as proteinas
séricas) por ligacdo covalente, gerando um padrdao antigénico e, assim, podem fomentar

respostas alérgicas, de reagdes cruzadas e at¢é mesmo autoimunes. A resposta imune a esse
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complexo hapteno-proteina carreadora requer, além das APCs, a existéncia de células B
especificas para o hapteno e, simultaneamente, células Th especificas para a proteina. Essas
células B especificas ligam-se ao determinante do hapteno e internalizam o conjugado. As
células B por sua vez expressam moléculas de MHC classe II e apresentam peptidios
derivados da proteina carreadora a linfocitos Th especificos para essa proteina. Assim, os
dois tipos de linfécitos cooperam reconhecendo diferentes epitopos do mesmo complexo
antigénico. (MOKARIZADEH et al.,, 2015). Neste estudo, os agricultores apresentaram
diminui¢do absoluta e relativa de linfécitos B totais (Figuras 16 e 17, respectivamente), do
percentual dos linfocitos B maduros em relagdo aos linfocitos totais (Figura 25) e do
percentual de plasmablastos em relagdo aos linfocitos B totais (Figura 26). A diminui¢do do
nimero de células B no SP sugere que esses individuos estdo, possivelmente, sofrendo
imunossupressao, pois provavelmente a produgdo de anticorpos estd diminuida e, portanto, a
funcdo imunolédgica esta enfraquecida. O estimulo constante da resposta ao efeito hapteno-
carreador pode causar imunotoxicidade direta aos Orgdos linfoides secundarios, com
consequente ineficiéncia da resposta humoral. De acordo com Mokarizadeh e colaboradores
(2015), os orgaos linfoides secundarios podem ser diretamente prejudicados por agrotéxicos
ou seus produtos de biotransformacgao e suas células imunes derivadas podem ter a sinalizagao
de sobrevivéncia afetada durante o seu desenvolvimento e expansdo (MOKARIZADEH et al.,
2015). Portanto, a diminui¢do das células B no SP possivelmente ocorre em consequéncia do
aumento da sua vida util nos centros germinativos dos foliculos linfoides (COSTA, C. et al.,
2014), pois, nesse microambiente, as células B podem tornar-se resistentes a inducdo de
apoptose devido aos sinais de sobrevivéncia gerados pela ligacdo as DCs que também se
encontram ali (BLOOM; LEMLEY; MUSCARELLA, 2006). Esses resultados corrobaram
aqueles observados por Aroonvilairat e colaboradores (2015) e por Costa e colaboradores
(2014) que observaram diminui¢do de células B no SP de agricultores (COSTA, C. et al.,
2014; AROONVILAIRAT et al., 2015).

Uma subpopulacdo de células B importante que também estd diminuida no grupo
exposto € a de células Bgrgg (Tabela 14 e Figura 27). Tais células sdo amplamente aceitas
como um componente modulador do sistema imunoldgico que suprime a inflamagdo. As
populagdes de células Brpg sdo pequenas em condicdes fisioldgicas, mas se expandem
substancialmente tanto em pacientes humanos quanto em modelos murinos de doengas
inflamatoérias cronicas, doengas autoimunes, infecgdes, transplantes e cancer (WANG, L.; FU;

CHU, 2020). A formagdo de células Brgg nao ¢ restrita a um determinado estagio de
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maturacao das células B. Considerando publicagdes recentes, foi demonstrado que células B
imaturas, células B maduras e at¢ mesmo os plasmablastos (os quais também se encontram
em menor numero no grupo exposto) tem a capacidade de se diferenciar em células Brgg.
Esses estudos reforcam a ideia de que o principal requisito para a diferenciagdo de células
Breg ndo € a expressdao de um fator de transcrigdo especifico de células Brgg, mas sim o
ambiente no qual uma célula B se encontra e, nesse sentido, as citocinas pro-inflamatdrias
podem conduzir a indug¢do de células Brrg (ROSSER; MAURI, 2015). Dois fenotipos
distintos de células Brgg encontraram-se diminuidos no grupo exposto deste estudo, o que €
extremamente preocupante devido ao papel imunorregulador que essas células desempenham.
O primeiro ¢ proveniente de células B imaturas expressando CD19" CD24™ CD38" | que
podem ser encontrados no SP e nos locais de inflamacdo. Sua a¢do imunorregulatoria ocorre
pela producio de IL-10, supressdo de células T CD4" e das respostas de células T CDS8"
especificas para virus, além da inducao de células Trgg. Esse fendtipo de Breg € defeituoso
em pacientes com doencas autoimunes como LES e Artrite Reumatoide (AR) (BLAIR et al.,
2010; FLORES-BORJA et al., 2013; ROSSER; MAURI, 2015). O outro fendtipo ¢
proveniente de plasmablastos que expressa CD27. Esse subtipo de célula Brgg pode ser
encontrado no SP e, além de produzir IL-10 e suprimir as células T CD4", ele também
suprime a acao das DCs (MATSUMOTO et al., 2014).

Quanto as células NK, neste estudo ndo foram encontradas diferengas quantitativas
relativas ou absolutas entre os grupos avaliados (Figura 28 e Tabela 15, respectivamente). De
fato, os estudos ndo demonstram prejuizo na proliferacdo destas células quando expostas a
agrotoxicos. No entanto, diversos estudos demonstram haver transtornos na parte funcional
das células NK, como prejuizo da lise de células-alvo, diminui¢ao das concentragdoes de ATP
e menor liberacdo de granzimas e perforinas, além da inibicdo da capacidade de ligacdo
dessas células (TAYLOR; TUCKER; WHALEN, 2005; ROWE; BRUNDAGE; BARNETT,
2007; NNODU; WHALEN, 2008; TAYLOR; WHALEN, 2009; LI, KOBAYASHI;
KAWADA, 2015).

Outro resultado relevante do presente estudo foi o aumento da concentragao de IL-6
plasmatica no grupo exposto (Tabela 16). Essa citocina ¢ secretada por células T, mondcitos,
células endoteliais e fibroblastos (SCHAPER; ROSE-JOHN, 2015). A IL-6 atua na ativagdo e
na quimiotaxia de neutrofilos € monodcitos para regides teciduais inflamadas. Enquanto os

neutréfilos atuam nos eventos iniciais da inflamacgao, os estados posteriores sao dominados
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por monocitos e, nessa “troca” de leucodcitos, a IL-6 desempenha um papel fundamental
(HURST et al., 2001). Além da IL-6 plasmatica, este estudo observou, conforme citado
anteriormente, valores aumentados de neutrofilos imaturos e monocitos circulantes no SP dos
agricultores. Em conjunto, esses resultados sugerem que esses agricultores expostos a
agrotoxicos encontram-se em condi¢des pro-inflamatdrias. Atualmente, semelhante & PCR, a
IL-6 ¢ dosada para monitorar a inflamagdo em pacientes com cancer, infecgdo ou doencgas
autoimunes. O motivo do uso da IL-6 como biomarcador ¢ seu papel central na ativagao e
manuten¢do da resposta inflamatoria (HURST et al., 2001; LUNA et al., 2014).

No entanto, a IL-6 ndo atua somente na fase aguda da inflamagao. Os avangos recentes
tém demonstrado que essa citocina atua na transicdo entre as respostas imunes inatas e
adquiridas (MCLOUGHLIN et al., 2005). Curiosamente, a IL-6 foi descrita inicialmente por
seus efeitos na imunidade adaptativa como promotora da diferenciacdo das células T em T
CD4" (DIEHL; RINCON, 2002). Contudo, neste estudo ndo houve diferenciagdo dessa
populagdo entre os grupos. A primeira referéncia a IL-6 foi como um fator estimulador de
células B pelo grupo de Kishimoto, em 1986 (HIRANO et al., 1986) e, em 1988, o mesmo
grupo publicou um estudo demonstrando que a IL-6 atua também na diferenciagdo de CTL in
vitro (OKADA et al., 1988).

Exposi¢oes, tanto cronicas quanto agudas, a agrotoxicos podem ser avaliadas pela
atividade de duas enzimas colinesterases. A AChE ou “colinesterase verdadeira” localiza-se
nos eritrocitos e em terminais nervosos colinérgicos, enquanto a BChE ou
“pseudocolinesterase” esta presente no plasma, figado, musculo liso e adipocitos. Estd bem
estabelecido que a AChE ¢ um biomarcador de efeito dos OF e CBM e ha evidéncias de que a
inibi¢do da AChE se correlaciona com sintomas induzidos pela toxicidade dos agrotoxicos
(SIMONIELLO et al., 2010). A AChE ¢, de fato, um biomarcador mais preciso das
exposicoes cronicas e de baixa intensidade. Por outro lado, a BChE se reduz de forma mais
rapida e intensa do que a AChE, refletindo a exposi¢cdo aguda aos agrotoxicos. O tempo de
meia-vida da BChE ¢ de 8 dias e a sua recuperagdo inicia-se em 72 horas apds a exposicao,
por isso, tem pouco valor na identificacdo das intoxicacdes cronicas. J4 a AChE pode perdurar
por até 100 a 120 dias, que € o tempo de vida estimado dos eritrécitos (MARONI et al., 2000;
ATSDR, 2014).

O monitoramento dessas enzimas em individuos com exposi¢do ocupacional a
agrotoxicos deve ser realizado e, sempre que possivel, ¢ interessante determinar os valores

basais para cada individuo, visto que a variabilidade individual desses parametros ¢ muito alta
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(ATSDR, 2014). Neste estudo, tanto a atividade de AChE quanto de BChE mantiveram-se
dentro dos valores de referéncia (Tabela 6). Porém, esses dados ndo eliminam a possibilidade
de que os agricultores estejam sofrendo efeitos deletérios. Queiroz e colaboradores (1999)
encontraram disfun¢des nos neutrofilos de trabalhadores que apresentavam atividade das
colinesterases dentro dos valores de referéncia (QUEIROZ; FERNANDES; VALADARES,
1999). Da mesma forma, Aiassa ¢ colaboradores (2019) encontraram danos ao DNA de
trabalhadores rurais sem alteragdes na atividade das colinesterases plasmaticas (AIASSA et
al.,, 2019). Além disso, apesar de estarem dentro dos valores de referéncia, neste estudo
encontramos uma correlacdo positiva fraca entre a atividade de AChE e a quantidade de
células B totais (Tabela 17), mostrando que quanto menor a atividade da enzima (ou seja,
maior inibi¢do causada pela agdo de agrotoxicos), menos células B foram encontradas no SP
dos agricultores. No caso da BChE, foi encontrada correlagdo negativa fraca com a
quantidade de mondcitos totais, ou seja, quanto menor a atividade da enzima (maior inibicao),
maior a quantidade de mondcitos no SP. Esses resultados corroboram a hipotese de que tais
alteragdes quantitativas de células tenham como causa a exposi¢do ocupacional aos
agrotoxicos.

Chama atenc¢do neste estudo o percentual de agricultores que apresentaram elevagao da
glicemia de jejum e HbAlc (Tabela 6). O diagnoéstico de diabetes ndo pode ser determinado
baseando-se em uma unica medicao desses parametros, no entanto percebe-se uma tendéncia
a hiperglicemia na populagdo estudada. Essa condi¢do intermedidria caracterizada por
concentragdes glicémicas elevadas apresenta um risco aumentado para diabetes mellitus e
suas complicacdes, incluindo as doengas cardiovasculares. Segundo a Pesquisa Nacional de
Satde de 2014-2015, a prevaléncia de hiperglicemia intermediaria e pré-diabetes era de 18,5
% (17,4 - 19,7) no Brasil e 16,7% (14,4 - 19,3) especificamente na regido Sul (ISER et al.,
2021). Porém, no presente estudo, a prevaléncia de hiperglicemia na populacao estudada foi
de 52,5%. Um estudo de coorte de Montgomery e colaboradores (2008) que acompanhou
aplicadores de agrotoxicos por 10 anos concluiu que existia um risco aumentado de diabetes
independente de idade, estado de residéncia e indice de massa corporal, especialmente quando
aplicados OF e organoclorados (estes ultimos tiveram a comercializa¢do proibida no Brasil
em 2007) (MONTGOMERY et al., 2008). Outro estudo transversal com uma populagado rural
coreana exposta a agrotoxicos sugeriu uma associacdo com diabetes, que foi mais forte em

individuos apresentando sobrepeso (PARK et al., 2019).
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Por fim, foram encontradas correlagdes positivas forte € muito forte entre os linfécitos
Treg € os resultados de glicemia de jejum e HbAlc, respectivamente (Tabela 18). As células
Trec sdo essenciais na manutengdo da tolerancia imunoldgica, pois pelo seu papel supressor
colaboram com a homeostase e equilibrio imunes. Sendo assim, as complica¢des decorrentes
de respostas imunes anormais sdo as principais causas de mortalidade e morbidade em
pacientes diabéticos (ZHEN et al., 2012). Na literatura, ja existem estudos com modelos
animais abordando essa correlagdo. Um estudo de Zhen e colaboradores (2012) utilizou
camundongos diabéticos induzidos por estreptozotocina (STZ) para estudar os efeitos da
hiperglicemia de longo prazo na produ¢do e funcao de linfocitos Treg in vivo. Quatro meses
apods a inducdo, a frequéncia de células Treg foi significativamente elevada no SP e tecidos
linfoides dos animais. Além disso, essas células apresentaram prejuizos das fungdes
imunossupressoras que foram resgatados ap6s a administragdo de insulina (ZHEN et al.,
2012). Outro estudo de Muller e colaboradores (2011) utilizando o mesmo modelo animal
encontrou um aumento relativo de linfocitos Treg no SP, porém questiona se este resultado
seria um efeito direto da STZ ou um efeito indireto da hiperglicemia (MULLER et al., 2011).
Os mecanismos pelos quais haveria elevacao das células Trgg em funcdo da hiperglicemia

ndo foram elucidados até o momento.
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7 CONCLUSOES

Em comparagdo ao grupo controle, os agricultores com exposi¢do ocupacional a
multiplos agrotoxicos apresentaram no SP:

e Aumento de valores relativos e absolutos de neutrofilos imaturos;

e Aumento de valores relativos e absolutos de mondcitos classicos;

e Aumento de valores absolutos de mDCs;

e Aumento de valores absolutos de linfocitos T CD8" CM e T CD8" EM e diminuicdo

dos linfocitos T CD8" EM RA;

¢ Diminui¢do de valores absolutos de cé¢lulas B em diversos estdgios maturativos;

e Aumento das concentragdes de IL-6 plasmatica.

Neste estudo, também foi observada correlagdo positiva entre a atividade da AChE e
os numeros absolutos de células B totais e correlagdo negativa entre a atividade da BChE e a
quantidade de monocitos totais, corroborando a hipotese de que as alteragdes quantitativas de
células tenham como causa a exposi¢ao ocupacional aos agrotoxicos.

Além disso, ainda foram observadas correlagdes positivas entre os linfocitos Trgg € 0s
marcadores de hiperglicemia (HbAlc e glicemia de jejum).

Finalmente, os resultados apresentados no presente estudo sugerem que os
agricultores avaliados estdo mais sujeitos a desenvolver problemas de satide em fun¢do das
alteracdes nas quantidades das células imunes avaliadas. Estudos epidemioldgicos com
acompanhamento de longo prazo e grande nimero de participantes devem ser realizados e,
preferencialmente, acompanhados por estudos in vitro para confirmar evidéncias sobre
indug¢do de imunotoxicidade por exposi¢do a agrotoxicos. Percebe-se que na maioria dos
estudos sobre o tema, células e/ou animais sdo expostos a um unico agrotoxico, enquanto em
condi¢des da vida real os trabalhadores rurais sdo expostos a multiplos produtos, a depender
do tipo de cultivo e da sazonalidade. Nesses casos, provaveis sinergias ou efeitos antagonicos

dessas substancias quando elas s3o combinadas podem levar a efeitos e riscos singulares.
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APENDICE A - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA CATARINA
CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE

DEPARTAMENTO DE PATOLOGIA
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

DADOS DE IDENTIFICACAO DO SUJEITO DA PESQUISA OU LEGAL RESPONSAVEL

Nome do Paciente:

Telefone:

Nome da mae:

Sexo: ()M ()F Data de Nascimento:.......... Jovieeeerann [oveennn.

II-DADOS SOBRE A PESQUISA

1. Titulo do Protocolo de Pesquisa: Estudo de populacao exposta ocupacionalmente a

agrotoxicos

2. Pesquisador Principal: Claudia Regina dos Santos

Cargo/Funcio: Professor Adjunto IV

Departamento da UFSC: Departamento de Patologia
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Il — EXPLICACOES DO PESQUISADOR AO PACIENTE OU SEU
REPRESENTANTE LEGAL SOBRE A PESQUISA:

1. Este estudo tem como objetivo avaliar os efeitos dos agrotoxicos na sua saude.
Esclarecemos ainda que somente serdo analisados os pontos descritos, ndo sendo,
portanto realizados outros exames.

2. Aceitando participar deste estudo, vocé respondera um questionario que tem por
objetivo conhecer um pouco de seus hébitos, seu estado de satide e seu historico
relacionado ao trabalho. Vocé serd encaminhado ao Hospital Universitario da

Universidade Federal de Santa Catarina onde sera avaliado por um endocrinologista e

neurologista e as informagdes contidas no seu prontudrio poderdao consultadas no
decorrer da pesquisa.

3. Serao realizadas, dependendo da necessidade exames por imagem (ultrassonografias)
E ainda, serd coletada de sua pessoa uma amostra de sangue (20 ml), ou por ventura
uma segunda amostra se for necessaria nova avaliagdo. No seu sangue serdo avaliados

parametros relacionados a fun¢do endocrinolégica, hematologica, reumatologica, e
indicadores de exposic¢ao, efeito e genotoxicidade.
4. A coleta sera realizada por profissional qualificado, utilizando material descartavel,

seguindo os procedimentos de assepsia adequados, garantindo assim a sua integridade

fisica.
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5. Todas as andlises serdo realizadas, de modo a nao representar nenhum custo
financeiro, para voceé.
6. Voce teréd acesso a todos os resultados e caso necessite 0 encaminhamento para

acompanhamento.
IV — ESCLARECIMENTOS DADOS PELO PESQUISADOR SOBRE GARANTIAS
DO SUJEITO DA PESQUISA

1. Vocé tem assegurado o direito de a qualquer momento do estudo solicitar informagdes
esclarecedoras sobre o andamento dos procedimentos, bem como dos eventuais riscos
e beneficios relacionados a sua participagdo neste estudo, através dos telefones (48)
37215069/91486213 (pesquisador), 37219206 (Comité de Etica em Pesquisa) ou e-
mail claudia.santos@ufsc.br.

2. Fica assegurado também que no caso de eventual intercorréncia no momento da
coleta, o Sr. recebera tratamento adequado e sera monitorado até que sua condicao de
saude se restabeleca. (Nao sao esperados problemas deste tipo, no entanto ¢ importante
garantir assisténcia no caso de qualquer intercorréncia relacionada ao projeto).

3. Os pesquisadores declaram que cumprirdo as exigéncias contidas na Resolugdo CNS
466/2012 e que o sigilo dos participantes sera garantido durante todas as etapas da
pesquisa, inclusive na divulgacdo dos resultados. Os resultados do estudo serdo
publicados sem revelar sua identidade, entretanto estardo disponiveis para consulta
pela equipe envolvida no projeto, e pelo Comité de Etica.

V — CONSENTIMENTO POS-INFORMADO

Concordo em participar do presente Protocolo de Pesquisa bem como com a utilizacao dos
dados coletados, desde que seja mantido o sigilo de minha identificacdo, conforme normas do
Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos. A minha participagdo é voluntaria
podendo ser suspensa a qualquer momento. Pelo presente consentimento, declaro que fui
esclarecido sobre a pesquisa a ser realizada, de forma detalhada, livre de qualquer
constrangimento e obrigacao, € que recebi uma copia deste termo, assinada pelos
pesquisadores.

Florianopolis, ...... de .o de 20...

Assinatura do participante Claudia Regina dos Santos - Pesquisador Principal
(48)37215069 / 91486213
Email: claudia.santos@ufsc.br
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APENDICE B - QUESTIONARIO EXPOSICAO OCUPACIONAL

UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA CATARINA
CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE
DEPARTAMENTO DE PATOLOGIA

AVALIACAO DA EXPOSICAO OCUPACIONAL A AGROTOXICOS

1. Questiondrio nimero: ~ N° SUS:
2.Data: / / _ Prontuario n®
3. Localidade:

DADOS SOCIO-DEMOGRAFICOS — PARTE I
4. Nome do entrevistado:

5. Data de nascimento: ~_/ /  Idade: _ anos completos

6. Nome da mae:

7. Local de nascimento: Cidade Estado
8. Cor:

() Branca () Negra () Pardo () Outra:
9. Estado civil atual: ( )solteiro ( )casado ( )com companheira ( )viavo

( )separado/divorciado/desquitado

10. Até que ano (série) vocé estudou na escola?

Completeio (a)  ano (série) do na escola.

11. Qual sua religiao?

( )sem religido ( )Catolica ( )protestante/crente/evangélico ( )espirita ( )outra

EXPOSICAO A AGENTES QUIMICOS (Assinale quando SIM)
12. O que vocé planta?

13. Quanto vocé produz anualmente?
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14. Qual o periodo da(s) safra(s)?

15. Quando vocé faz a aplicacdo de agrotoxicos durante a
safra?

16. Na época de aplicacao de agrotoxicos, quantos dias por semana voce
aplica?

17. Quantas horas duram as aplicagdes?

18. Em qual turno vocé normalmente aplica?
() Matutino () Vespertino



19. Quais agrotoxicos vocé utiliza atualmente? Marque o nimero correspondente ao
formulario, ou escreva por extenso o nome comercial ou do ingrediente ativo.

20. Vocé se lembra qual agrotdxicos voc€ mais usava ha 20 anos atras?

21. Como vocé compra os agrotoxicos?
() Com receituario ( ) Através de amigos

22. Vocé 1€ as bulas antes de utilizar o produto?
() Sim () Nao

23. Quantas vezes por semana vocé utiliza?
() Uma () Pelo menos duas () 3 ou mais

24. O que vocé faz com o agrotoxico?
() Prepara a calda () aplica o produto

25. Como vocé faz a aplicagao?
() Pulverizador costal ( ) Maquina

26. Quando foi a sua ultima exposi¢ao? horas ou

27. Qual(is) foi(RAM) o agrotoxico(s) utilizado(s)?

dias

28. Voce utiliza algum EPI?
() Sim () Nao

29. Qual EPI vocé utiliza?

() Mascaras () Luvas () Botas () Roupas de manga comprida

30. Apds o manuseio do agrotdxico voceé:
() Continua normalmente suas atividades
() Lava as maos antes de continuar suas atividades
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() Toma banho antes de continuar suas atividades

31. Ao aplicar os agrotoxicos molha a roupa:
() Todos os dias () As vezes

32. Como vocé faz o descarte da embalagem?
() Joga Fora (') Reutiliza ( ) Outro/Como:
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HISTORIA OCUPACIONAL (escrever no verso se necessario)
33. Quantos anos vocé tinha quando comecgou a trabalhar?  anos
34. Que trabalhos executou desde entao? Por quanto tempo?

35. Funcgao/atividade empresa ou localidade, municipio periodo:

Conferir se o tempo de trabalho referido nas perguntas acima corresponde ao
tempo de trabalho de toda historia ocupacional. Se ndo, completar.

TABAGISMO
36.Vocé ja fumou?:
( )sim, ainda fuma ( )ndo/nunca ( ) sim, mas parou ha __ anos

37. Ha quantos anos vocé fuma ou durante quantos anos voce fumou?
H4 anosOUha  meses OU durante __ anos

38. O que vocé fuma ou fumou MAIS?
()cigarro comercial ( )cigarro de palha ( )charuto ( )cachimbo
( )outro:

39. Quantos CIGARROS em média vocé fuma ou fumava por dia ou por semana?

cigarros/dia OU cigarros/semana

40. Se ja parou de fumar, por que vocé parou? ( )NSA

CONSUMO DE BEBIDA ALCOOLICA
41. Qual bebida vocé mais gosta de beber?

42. Com que idade vocé comegou a beber?  anos

43. Qual bebida vocé costuma(va) beber mais freqiientemente?
()cerveja () cachaca () outra:
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44. Quantas doses vocé costuma(va) beber por semana?

Um drinque ou uma ¢: uma cerveja longneck ou latinha; meia cerveja grande (600 ml) ou
chopp (350 ml); uma dose de pinga, uisque ou outro destilado (50 ml) ou uma taga de vinho
(150 ml).

Cervejaou Chopp: ~~ Cachagaouuisque  Vinho:

Anotar frequéncia por més, se necessario:

CONSUMO DE ALIMENTOS E AGUA

45. Vocé se alimenta de:

() Carnes e verduras ( ) Nao come carne ( ) Mais de uma porg¢ao de carne
vermelha todos os dias

46. Qual a sua fonte de alimentos (carnes e verduras)?
() Produgao propria () compra dos vizinhos () supermercado

47. Qual a sua fonte de 4gua?
() Cérrego proximo a casa () Fonte de d4gua natural () Agua encanada
() Pogo artesiano

48. Onde sao descartados os residuos de seu banheiro?
() Ha saneamento basico () Diretamente no corrego

49. Vocé toma chimarrao?
() Todos os dias () Algumas vezes por semana

MEDICAMENTOS

50. Vocé costuma tomar algum remédio por conta propria?
() Sim () Nao

Quais?

51. Com que frequéncia?

() Diariamente ( ) Semanalmente ( ) De vez em quando

52. Vocé toma algum medicamento prescrito pelo seu médico?
() Sim () Nao

Quais?

53. Com que frequéncia?
() Diariamente ( ) Semanalmente ( ) De vez em quando
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DADOS SOCIO-DEMOGRAFICOS — PARTE II

54. Quais e quantos destes itens voc€ possui em sua casa?

Tem Nao tem 1 2 3 4

Televisdo em cores

Video cassete ou
DVD/Bluray

Radio

Banheiro

Automovel

Magquina de lavar

Geladeira

Freezer
(independente ou
parte da geladeira
duplex)

Trator/Colheiradeira

Computador de
mesa/ Notebook ou
Tablet

Ordenhadeira
Elétrica
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APENDICE C - QUESTIONARIO HISTORICO CLINICO

UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA CATARINA
CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE
DEPARTAMENTO DE PATOLOGIA

AVALIACAO DA EXPOSICAO OCUPACIONAL A AGROTOXICOS

1. Questiondrio numero:
2.Data:  /
3. Nome do entrevistado:

HISTORIA CLINICA

4. Vocé ja passou mal alguma vez ap6s aplicagdo que te fez procurar atendimento?
() Sim () Nao

5. Quantas vezes?

6. Como foi?

7. Queixa atual:

8. Vocé tem filhos?

( )sim ( )ndo

9. Vocé teve alguma complicagdo na gravidez?
()sim ( )ndo

Qual?
10. J4 teve algum aborto espontaneo?
( )sim ( )ndo

Quantos?
11. Esta na menopausa?

() Sim () Nao

12. Com que idade iniciou?
13. Os ciclos sao regulares?

INTERROGATORIO SOBRE DIFERENTES PATOLOGIAS
DIABETES

14. Voce tem diabetes

() Sim () Nao () Nao sabe

Ha quanto tempo? anos

15. Alguém da sua familia em 1° grau tem diabetes?
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() Sim () Nao ( ) Nao sabe

Quem: H4 quanto tempo? anos
HIPOTIREODISMO

16. Vocé tem algum problema na tiredide?

() Sim () Nao () Nao sabe

Ha quanto tempo? anos

17. Alguém da sua familia tem esse problema?
() Sim () Nao () Nao sabe
Quem: H4 quanto tempo? anos

DEPRESSAO E ANSIEDADE

Marque com um 'X" a resposta que melhor corresponder com o que o paciente refere sentir na
ULTIMA SEMANA. Nio & preciso ficar pensando muito em cada questdo. Neste
questionario as respostas espontaneas tém mais valor do que aquelas em que se pensa muito.
Marque apenas uma resposta para cada pergunta.

18. Quando vocé se sente tenso(a) ou contraido(a)?
3 () A maior parte do tempo

2 () Boa parte do tempo

1 () De vez em quando

0 () Nunca

19. Voceé sente gosto pelas mesmas coisas de antes?
0 () Sim, do mesmo jeito que antes

1 () Nao tanto quanto antes

2 () S6 um pouco

3 () Ja ndo sinto mais prazer em nada

20. Voceé sente uma espécie de medo, como se alguma coisa ruim pudesse acontecer?
3 () Sim, e de um Jeito muito forte

2 () Sim, mas ndo tdo forte

1 () Um pouco. mas isso ndo me preocupa

0 () Nao sinto nada disso

21. Vocé da risada e se diverte quando vé coisas engragadas?
0 () Do mesmo jeito que antes

1 () Atualmente um pouco menos

2 () Atualmente bem menos

3 () Nao consigo mais
22. Vocé estd com a cabeca cheia de preocupagdes?

3 () A maior parte do tempo

2 () Boa parte do tempo
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1 () De vez em quando
0 () Raramente

23. Vocé se sente alegre?

3 () Nunca

2 () Poucas vezes

1 () Muitas vezes

0 () A maior parte do tempo

24. Vocé consegue ficar sentado a vontade e se sentir relaxado?
0 () Sim, quase sempre

1 () Muitas vezes

2 () Poucas vezes

3 () Nunca

25. Vocé sente que esta lento(a) para pensar e fazer as coisas?
3 () Quase sempre

2 () Muitas vezes

1 () De vez em quando

0 () Nunca

26. Vocé tem uma sensagdo ruim de medo, como um frio na barriga ou um aperto no
estobmago?

0 () Nunca

1 () De vez em quando

2 () Muitas vezes

3 () Quase sempre

27. Vocé perdeu o interesse em cuidar da sua aparéncia?
3 () Completamente

2 () Nao estou mais me cuidando como deveria

1 () Talvez ndo tanto quanto antes

0 () Me cuido do mesmo jeito que antes

28. Voceé se sente inquieto(a), como se ndo pudesse ficar parado(a) em lugar nenhum?
3 () Sim, demais

2 () Bastante

1 () Um pouco

0 () Nao me sinto assim

29. Voce fica esperando animado(a) as coisas boas que estdo por vir?

0 () Do mesmo jeito que antes



1 () Um pouco menos do que antes
2 () Bem menos do que antes
3 () Quase nunca

30. De repente, vocé tem a sensagao de entrar em panico?

3 () A quase todo momento
2 () Varias vezes

1 () De vez em quando

0 () Nao sinto isso
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31. Vocé consegue sentir prazer quando assiste a um bom programa de televisdo, de radio ou

quando 1€ alguma coisa?
0 () Quase sempre

1 () Varias vezes

2 () Poucas vezes

3 () Quase nunca

CANCER

32. Ja teve algum tipo de cancer?
() sim () ndo

Ha quanto tempo?

33. Alguém da sua familia ja teve cancer?
() sim () ndo
Quem: H4 quanto tempo?

Outras observagoes:
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APENDICE D - QUESTIONARIO PARA CONTROLES SAUDAVEIS

QUESTIONARIO APLICADO AOS CONTROLES SAUDAVEIS

1) Vocé tem ou ja teve alguma doenca hepatica (no figado)?
a. Nao

b. Sim () hepatite viral (hepatite A, B ou C)

() esteatose hepatica (gordura no figado)

() cirrose

() outra:

2) Vocé esta tomando antibiético ou teve infec¢ao nos altimos 7 (sete) dias?

a. Nao

b. Sim

3) Vocé esta tomando medicamento imunossupressor? Ex: Azatioprina (Imuram),
Tacrolimo (Prograf, Tarfic e Tacrofort), Ciclosporina (Sandimmum e Sigmasporim),
Prednisona (Meticorten, Artinizona, Corticorten, Flamacorten, Predson, Prednax, Prednis,
Predcort e Precortil), Micofenolato de sédio (Myfortic), Micofenolato mofetil (Cellcept),
Everolimo (Certican), Sirolimo (Rapamune).

a. Nao

b. Sim

4) Vocé tem diabetes?
a. Nao
b. Sim

¢. Ndo sei

5) Vocé tem alguma doenca autoimune ou doenca inflamatéria cronica? (ex: artrite
reumatoide, lipus eritematoso sistémico, doenga celiaca, esclerose multipla, doenca de Crohn,
asma e sinusite cronica)

a. Nao
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b. Sim

c¢. Nao sei
6) Vocé esta se sentindo gripado/resfriado (a) ou com febre?
a. Nao

b. Sim

Fonte: autora e colaboradores (2018).
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Liver drrhosis is often complicated by an immunological imbalance known as cirhosis-associated
immune dysfunction. This study aimed to investigate disturbances in droulating monocytes and
dendritic cells in patients with aoste decompensation (AD) of drhosis. The sample incheded 39 adult
dirhotic patients hospitalized for AD, 29 patients with stable dirrhosis (S0, and 30 healthy controls
{CTR). Flow cytometry was uvsed to analyze monocyte and dendritic cell subsets in whole blood and
quantify cytokines in plasma samples. Cirhotic groups showed higher frequencies of intermediate
manacytes (iMo) than CTR. AD patients had lower percentages of nonclassical monocytes than CTR
and SC. Cirrhotic patients had a p d reduction in absolute and relative dendritic cell numbers
compared with CTR and showed higher plasmacytoidiclassical dendritic cell ratios. Increased plasma
levels of IL-6, IL-10, and IL-174A, elevated percentages of CDEIL* monocytes, and reduced HLA-DR
expression on classical monocytes (cMo) were also observed in dirrhotic patients. Patients with more
advanced liver disease showed increased cMo and reduced tissue macrophages (TiMas) frequendes. It
was found that cMo percentages greater than 90.0% within the monocyte compartment and iMo and
TiMas percentages lower than 5.7% and 0_6%, respectively, were associated with increased 90-day
martality. Monocytes and dendritic cells are deeply attered in crrhotic patients, and subset profiles
diiffer between stable and advanced liver disease. High oMo and low TikMas frequencies may be useful
biomarkers of disease severity and mortality in lwer cirhosis.
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Immune dysfunction; imbalance known & cirrst-associated immune dysfunction.

Liver clrrhosis; Afms: Thits study aimed to iestigate B-cell disturbances In patients with acute decompensa-
Flow cytometry tion {AD) of cirhasts and assess relationships with prognosis and mortality.

Methogs: The study Included 39 patients with AD of cirrhosls, 29 patlents with stable cirmwosts
{5C), and 30 healthy controls [CTR). Circulating B-cell subsets and cytokine plasma levels were
getermined by flow cytometry.
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