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RESUMO

Desde 2008, o Brasil esta na primeira posi¢do dos paises que mais consomem pesticidas no
mundo. Em Santa Catarina, segundo a Secretaria de Estado da Satde, o consumo de pesticidas
¢ crescente e, dentre as principais unidades da federagdo, representa o estado com a maior
produtividade agricola por area, sendo que entre 2005 e 2013, a taxa de consumo de pesticidas
passou de 3,21 para 14,24 quilogramas por hectare. A exposicao ocupacional a pesticidas tem
sido relacionada ao aumento de dano de DNA nos agricultores, além da alteracdo de varios
outros marcadores bioquimicos relacionados. O objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos da
exposicao a pesticidas em marcadores de dano de DNA em uma populagdo de agricultores
altamente exposta a pesticidas do municipio de Santo Amaro da Imperatriz (SC). No presente
estudo, foram avaliadas 61 amostras de sangue de agricultores expostos a pesticidas residentes
no municipio de Santo Amaro da Imperatriz (SC), também foram avaliados 29 controles
residentes em Floriandpolis. Os testes realizados foram as analises de parametros bioquimicos,
o ensaio Cometa e a técnica de Micronticleos com Bloqueio da Citocinese (CBMN), para
avaliagdo de danos genéticos. O ensaio Cometa realizado em sangue periférico do grupo
exposto apresentou indice de dano ao DNA significativamente maior quando comparado aos
controles (p < 0,0001). A frequéncia de MN no grupo caso também se apresentou aumentada
em relagdo ao grupo controle (p < 0,001), assim como a frequéncia de NBUD (p < 0,001) e
NPNP (p < 0,001). O grupo caso foi mais suscetivel aos efeitos deletérios causado pela
exposi¢do e atividade laboral. Fatores como a idade ndo apresentaram ter influéncia
significativa nos resultados obtidos. Conclui-se que os agricultores expostos aos pesticidas, que
participaram deste estudo, apresentam uma probabilidade maior de ter dados genéticos e
doengas relacionadas a esses danos, o que aponta a necessidade da reducdo do uso de pesticidas

na agricultura brasileira.

Palavras-chave: Pesticidas. Agricultores. Dano de DNA.



ABSTRACT

Since 2008, Brazil is in the first position of the countries that consume the most pesticides in
the world. In Santa Catarina, according to the State Department of Health, pesticide
consumption is growing and, among the main units of the federation, it represents the state with
the highest agricultural productivity per area, and between 2005 and 2013, the consumption rate
of pesticides went from 3.21 to 14.24 kilograms per hectare. Occupational exposure to
pesticides has been linked to increased DNA damage in farmers, in addition to the alteration of
several other related biochemical markers. The aim of this study is to evaluate the effects of
pesticide exposure on DNA damage markers in a population of farmers highly exposed to
pesticides in the municipality of Santo Amaro da Imperatriz (SC). In the present study, 61 blood
samples from farmers exposed to pesticides residing in the municipality of Santo Amaro da
Imperatriz (SC) were evaluated, and 29 controls residing in Florian6polis were also assessed.
The tests performed were the analysis of biochemical parameters, the Comet assay and the
Cytokinesis Blocking Micronucleus (CBMN) technique, for the evaluation of genetic damage.
The Comet assay performed in peripheral blood of the exposed group showed a significantly
higher DNA damage index when compared to controls (p < 0.0001). The frequency of MN in
the case group was also increased compared to the control group (p < 0.001), as well as the
frequency of NBUD (p < 0.001) and NPNP (p <0.001). The case group is more susceptible to
the deleterious effects caused by exposure and work activity. Factors such as age did not have
a significant influence on the results obtained. It is concluded that farmers exposed to pesticides,
who participated in this study, are more likely to have genetic data and diseases related to these

damages, which suggests the need to reduce the use of pesticides in Brazilian agriculture.

Keywords: Pesticides. Farmers. DNA damage.
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1 INTRODUCAO

As mudangas nos processos produtivos, as diversas técnicas que foram criadas para
aumentar e otimizar a produc¢do agricola fizeram com que o mundo tivesse a necessidade de
expandir o desenvolvimento cientifico e tecnoldgico dos produtos agropecudrios. Dentre
esses métodos, o aumento de 100% da utilizacdo de insumos quimicos os anos 2000 e 2010,
0 que acarretou transformagdes do espago rural. Durante anos a agricultura foi a fonte de
renda de pequenos agricultores/agricultores familiares, porém sofreu interferéncia do
agronegocio, que direcionou os produtores a buscar lucro incentivado pela necessidade de
aumentar a producao devido ao crescimento da populacao mundial (NASCIMENTO, et al.,
2021; GABOARDI, 2019; PIGNATI; MACHADO; CABRAL, 2007).

Existem inimeras causas que alteram a produtividade das safras, varidveis como: o
clima, tamanho da area plantada, o uso ou nao de tecnologias, os custos envolvidos na
produgdo em questdo, comportamento da economia num geral e o uso ou nao de pesticidas
(TORESAN, L., et al, 2019). O desenvolvimento e uso dos pesticidas impactaram na
produtividade agricola, levando ao aumento da producdo e reducdo de pragas, porém
também afetou a saide humana (NASCIMENTO, et al., 2021).

Atualmente, o Brasil possui grande parte da economia baseada na sua producao
agricola e exportacdo desses produtos, alcangcando uma boa posi¢do dentre os maiores
produtores do agronegocio mundial. Para se manter nessa posicao, o Brasil ndo ficou para
tras no aumento da produgdo agropecuaria, na introdugao de novas tecnologias e no consumo
e comercializacdo de pesticidas, negligenciando as quantidades utilizadas, os usos de
equipamentos de protecao individual (EPI), composi¢des de misturas e areas pulverizadas
perto de comunidades (NASCIMENTO, et al., 2021).

O pais ¢ o maior consumidor de insumos quimicos do mundo desde 2008, sendo
responsavel por 20% desse consumo mundial e de 190% da expansdo do mercado de
insumos quimicos (LOPES; ALBUQUERQUE, 2018). Em um intervalo de tempo de 30
anos (1985 —2015) o consumo de pesticidas aumentou 700% no pais, porém a area agricola
com culturas aumentou apenas 78% (GABOARDI, 2019; PIGNATI et al., 2017; PIGNATI;
MACHADO; CABRAL, 2007).

O estado de Santa Catarina se destaca no cenario nacional pela sua diversidade na
producdo agricola/agropecudria; entre elas estdo os cereais, leguminosas, oleaginosas, soja,

milho, mag¢d entre outros, representando a maior produtividade por area plantada e
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consequentemente ¢ um dos estados que mais consome pesticidas, ocupando o significativo
ranking dos dez maiores consumidores nacionais. Porém esse tema ainda ¢ pouco discutido
nas pesquisas. Além disso, Santa Catarina € o estado com o 9° maior faturamento nacional
na produgdo agricola (GABOARDI, 2019; SANTA CATARINA, 2019).

Santa Catarina totaliza cerca de 183.062 de propriedades agropecuarias com 502
mil pessoas empregadas no setor. No estado ha predominancia da agricultura familiar e de
pequenas propriedades, totalizando 78% das propriedades agricolas nesse modelo. A
agricultura familiar do estado, emprega cerca de 364 mil pessoas, além de possuir o quinto
maior valor de producdo do pais. Essas atividades possuem importancia econdmica e social
para o Estado, uma vez que ha diversas familias que trabalham e vivem da agricultura. Além
disso, Santa Catarina também ¢ o estado que possui 0 maior numero de propriedades rurais
que utiliza pesticidas, 129,3 mil propriedades agropecudrias, que representa 70,7% dos
estabelecimentos, o que declaram o uso dessas substincias (EPAGRI, 2018; SANTA
CATARINA, 2019).

A exposicao a pesticidas pode levar a modificagdes na estrutura do DNA (&cido
desoxirribonucleico), gerando um dano. Danos que podem ser avaliados através de duas
ferramentas que sdo as mais utilizadas no biomonitoramento da instabilidade genomica.
Sendo uma delas a técnica de cometa, pela qual se podem detectar quebras de fitas simples
ou duplas, crosslinks DNA-DNA, crosslinks DNA-proteinas e formagdes de sitios alcali-
labeis passiveis de reparo ao longo do ciclo celular (BURLINSON et al., 2007) .

J& na técnica de micronucleos com bloqueio de citocinese celular (CBMN), o dano
pode ser estabelecido apos a atuagdo do sistema de reparo, onde quantifica-se quebras ou
perdas cromossdmicas devido a lesdes do DNA ndo reparadas, reparos incorretos ou de erros
durante o fuso mitdtico com separagdo malsucedida dos cromossomos; e produtos da
eliminagdo de DNA amplificado ou complexos de DNA reparado (FENECH, 2007;
FENECH et al., 2016).

A exposi¢do a pesticidas pode gerar uma instabilidade gendmica nestes individuos
expostos, tornando-os mais vulneraveis e susceptiveis a desenvolver doencas consequente
dos efeitos citogenéticos dos pesticidas, como alguns tipos de cancer (DA SILVA, et al,
2008; HILGERT JACOBSEN-PEREIRA et al., 2018; TOMIAZZI et al., 2018). Nesse
sentido, a avaliagdo proposta no estudo, assim como ja foi feito por nosso grupo de pesquisa
no ano de 2018, na cidade de Antdnio Carlos — SC, foi de analisar os efeitos da exposicao a

pesticidas e danos de DNA e como eles podem contribuir para o conhecimento dos efeitos



17

danosos que os pesticidas causam nas células humanas, possibilitando obter informagdes
cientificas relevantes sobre o tema, além da obtencdo de dados referente a agricultores do
estado Santa Catarina, a obten¢ao de indicadores biologicos de exposi¢ao e de efeito em
agricultores em atividade laboral. O estudo tem como objetivo avaliar os efeitos da
exposi¢do a pesticidas em marcadores de dano de DNA em uma populacdo de agricultores

expostos a misturas de pesticidas do municipio de Santo Amaro da Imperatriz.

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 PESTICIDAS

Os pesticidas sdo um grupo de produtos quimicos amplamente utilizados na
agricultura mundial. Neles estdo incluidos os inseticidas, herbicidas e fungicidas, com as
funcdes de prevencdo, controle ou eliminacdo de fungos, insetos, animais ou plantas que
atacam de alguma forma as lavouras e assim contribuem com o aumento da produgdo, devido
a eficacia de eliminar os fatores indesejaveis e prejudiciais ao desenvolvimento da cultura,
0 que traz beneficios principalmente para os paises em desenvolvimento, como o Brasil.
Porém pode afetar também organismos nao-alvo, torna-se prejudicial ao meio ambiente e
um risco a saude humana (GROVER et al.,, 2003; KAUR et al. 2011; KAPKA-
SKRZYPCZAK et al., 2019; PIGNATI; MACHADO; CABRAL, 2007; TOMIAZZI et al.,
2018).

Segundo o Ministério da Saude e o Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos
Recursos Naturais Renovaveis (IBAMA), o Brasil € o pais que mais consome pesticidas no
mundo desde 2008 e em 2014 em diante passou a utilizar mais de 500 toneladas de
pesticidas/ano (BRASIL, 2017). O Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento no
ano de 2019 publicou dados de que no periodo de 2005 a 2019 foram liberados mais de 2.500
novos pesticidas no pais, sendo que dos 50 pesticidas mais utilizados, 22 deles sdo proibidos
na unido Europeia.. (FERNANDES et al., 2020; PIGNATI et al., 2017; PIGNATI;
MACHADO; CABRAL, 2007).

O entendimento de que o uso dos pesticidas tem se tornado um problema ambiental
e de saude publica no Brasil vem crescendo, assim como o aumento do uso nacional e

ampliacdo de evidéncias dos impactos que podem causar no meio ambiente, na saude das



18

pessoas expostas ¢ de quem consome os produtos. Os danos relacionados ao agronegocio
sao muitos, destacando-se as contaminagdes (ambiente e humanos) e os impactos negativos
a saude dos trabalhadores, sendo os mais afetados, os trabalhadores rurais e suas familias,
por estarem em contato com os produtos quimicos diretamente, acabam por possuir maior
exposicdo, os moradores das redondezas e os consumidores dos alimentos e agua
contaminadas também sofrem os efeitos dos pesticidas. (ASHER et al., 2015; GABOARDI,
2019; PIGNATI; MACHADO; CABRAL, 2007; DA SILVA, et al, 2008).

O aumento de monoculturas torna o sistema ambiental desequilibrado, levando a
dependéncia do uso de pesticidas para tornar a cultura viavel e produtiva, eliminando os
fatores que possam alterar a sua produtividade, além de contaminar o solo, o ar, a 4gua ¢
afetar a diversidade bioldgica do local. (DA SILVA, et al, 2008; GABOARDI, 2019). Além
disso, o aumento de registro de pesticidas no pais, deve contribuir para fragilizacdo da
entrada de produtos brasileiros em outros paises, com o aumento das barreiras sanitarias
devido a presenca de residuos acima dos limites permitidos nos paises compradores
(GABOARDI, 2019).

Os pesticidas sdo classificados da seguinte maneira: Inseticidas (insetos), herbicidas
(ervas daninhas), fungicidas (fungos), raticidas (roedores), bactericidas (bactérias),
nematicidas (nematoides, vermes), larvicidas (larvas), cupinicidas (cupins), formicidas
(formigas), pulguicidas (pulgas), piolhicidas (piolhos), carrapaticidas (carrapatos),
acaricidas (4caros), moluscicidas (moluscos), avicidas (aves) e columbicidas (pombos)
(ANVISA, 2016).

Alguns dos pesticidas mais usados e conhecidos sao os organofosforados, utilizados
para o controle e elimina¢do dos insetos que atacam as culturas (NAEHER et al., 2010;
MUNOZ-QUEZADA et al., 2012; MUNOZ-QUEZADA et al., 2013). Os carbamatos, utilizados
como inseticidas e fungicidas no setor agricola. Outra classe usada na agricultura, sdo os
piretroides, utilizadas no controle de mosquitos (KANEKO, 2011). Fungicidas como triazois
também sdo usados com frequencia na agricultura (SAXENA ef al., 2015). O paraquat, um
herbicida do grupo quimico bipiridilios ¢ bastante utilizado nas culturas (MARTINS, 2013).
Além desses ja citados, também se destaca o uso de glifosatos, os mais utilizados
mundialmente, ja proibido o uso na Europa, mas seguem sendo comercializados no Brasil e

Santa Catarina (SANTA CATARINA, 2013).
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2.2 AGRICULTURA FAMILIAR

A agricultura familiar ¢ baseada na Lei Federal n° 11.326, de 24 de julho de 2006,
onde sdo citadas as caracteristicas preponderantes para enquadrar os agricultores na
categoria familiar, sdo elas: (i) ndo possuir drea maior do que quatro médulos fiscais; (ii) a
mao de obra utilizada nas atividades econdmicas ser predominantemente familiar e (iii) o
maior percentual da renda ser obtido das atividades econdmicas do estabelecimento. Além
disso, os equipamentos € maquinarios devem ser de escalas menores, matéria prima propria
e mao de obra familiar (BEZERRA, J. G.; SCHLINDWEIN, M. M., 2017; CRUZ, F. T.,
2020).

Atualmente ¢ responsavel por parte da produgdo e comercializagdo de produtos
agropecuarios e de matéria prima em ambito nacional. Além disso, a agricultura familiar esta
sendo cada vez mais valorizada e com isso vem aumentando a sua produgdo, inovando nas
tecnologias e diversificando os produtos produzidos e comercializados (BRASILIA, 2013).
Com isso, no Brasil, esse setor ja atua com 38% do valor bruto da produgdo nacional
(BEZERRA, J. G.; SCHLINDWEIN, M. M., 2017).

O setor ainda carece de ateng@o devido a problemas que enfrenta como a falta de
recursos financeiros, pouca assisténcia técnica, a falta de regulamentacdo dentro do
segmento e dificuldades de comercializagdo e acesso ao mercado. Essas questdes acarretam
problemas que acabam por limitar o desenvolvimento da agricultura familiar e a torna menos

competitivas no mercado (BEZERRA, J. G.; SCHLINDWEIN, M. M., 2017).

2.3 PESTICIDAS EM SANTA CATARINA

O estado de Santa Catarina representa 1,12% de todo o territério nacional, e mesmo
assim, representa a 6* maior economia agricola do pais (EPAGRI, 2020). A realidade em
relagdo ao crescente uso de pesticidas no Brasil ¢ acompanhado pelo estado de Santa
Catarina, visto que houve aumento na taxa de consumo de pesticidas sem o aumento de areas
plantadas (Grafico 1). O estado de Santa Catarina ¢ o 10° estado brasileiro em consumo de
pesticidas, com 1,481,843 hectares de area plantada e 23.918.055 litros de consumo de
pesticidas além de ndo possuir monitoramento adequado do uso dos defensivos por
municipio e o Estado ndo demonstra interesse em monitorar as consequéncias do uso desses

pesticidas (GABOARDI, 2019; PIGNATI et al., 2017). Porém, o governo do Estado vem
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realizando alteragdes na tributacdo dos pesticidas. Em relacdo ao Brasil, foi estipulado que
no ano de 2020 o ICMS (Imposto sobre Circulagdo de Mercadorias e Servigos) para os
defensivos comece a ser cobrado em relagao da toxicidade dos mesmos, com a intengao de

reduzir o uso (FERNANDES et al., 2020).

Grafico 1: Volume comercializado de agrotdxicos em Santa Catarina (2009-2017).
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Fonte: IBAMA, 2018. Adaptado de GABOARDI, 2019.

Em Santa Catarina, cerca de 70% dos estabelecimentos agropecudrios usam
pesticidas em suas culturas, sendo a regido Oeste a que possui maior nimero de
estabelecimentos que utilizam os insumos quimicos, seguida do Vale do Itajai seguido pela
regido Norte do estado. Ja as regides Sul, Serrana e Grande Florianopolis utilizam menor

quantidade de pesticidas (Tabela 1) (GABOARDI, 2019).

Tabela 1. Mesorregides Catarinenses: Estabelecimentos Agropecudrios que utilizaram agrotoxicos em 2017

Mesorregiao Catarinense Nimero de estabelecimentos agropecudrios
que utilizaram agrotoxicos

Oeste 60.921

Vale do Itajai 20.483

Norte 18.308

Sul 14.377

Serrana 11.901

Grande Florianépolis 5.045
Total 131.935

Fonte: Censo Agropecuario — IBGE (2017). Adaptado de GABOARDI, 2019.
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A agricultura familiar ¢ uma atividade econdmica importante em diversas cidades
do estado, inclusive em Santo Amaro da Imperatriz, onde os principais cultivos sdo feijao,
mandioca, arroz, milho, tomate, dentre outros (IBGE, 2019; SEBRAE/SC, 2013). Essas
culturas utilizam altas doses de pesticidas em aplicacdes repetidas o que eleva as quantidades
de pesticidas usados para manuten¢do das plantacdes. Existe uma facilidade no acesso a
esses produtos quimicos e a utilizagdo nem sempre ¢ realizada com todos os cuidados
necessarios para a manipulagdo/uso desses quimicos como o uso de Equipamentos de
Prote¢dao Individual pelos agricultores, aumentando o risco de intoxicacdo desses
trabalhadores (SEBRAE/SC, 2013).

Segundo dados coletados em IBGE, 2017, o perfil dos agricultores catarinenses
apresenta predominancia masculina, sendo 162.580 trabalhadores e 18.757 trabalhadoras.
Desses, 60.759 tinham mais de 60 anos de idade, 113.592 tinham entre 30 € 60 anos € 6.986
tinham menos de 30 anos de idade. Uma parcela predominante mora na propriedade rural
onde trabalha, 149.799 trabalhadores e 33.183 nao moram na propriedade agricola.

O municipio de Santo Amaro da Imperatriz estd na regido metropolitana de
Florianodpolis, e esta localizado a aproximadamente 33 km da capital do estado de Santa
Catarina, com as coordenadas 27° 41' 17" S e 48° 46' 43" W. A cidade de Santo Amaro da
Imperatriz possuia uma populagdo de 19.823 pessoas, de acordo com o ultimo censo
realizado em 2010 pelo IBGE, com populag¢do estimada para o ano de 2020 de 23.579
pessoas (IBGE, 2019; SEBRAE/SC, 2013).

2.4 PESTICIDAS E DANOS DE DNA

Os danos ao DNA acarretam problemas moleculares ao homem, podendo ser,
genodmicos, teloméricos, epigenéticos, entre outros. Uma das consequéncias € a instabilidade
gendOmica que se deve a possibilidade em sofrer mutacdes. Elas, por sua vez, possuem efeitos
maléficos e ja se sabe que sdo causas de ocorréncia de doengas, inclusive as genéticas. Os
danos sdo causados diariamente as células humanas, por agentes endogenos ou exdgenos,
porém, esses, em sua maioria, sdo detectados e removidos pelo sistema de reparo; alguns
podem ser irreparaveis, reparados de forma erronea ou ainda reparados muito tarde, entdo
esses danos se acumulam com o passar do tempo podendo até ocasionar doengas (FIGURA

1) (SCHUMACHER, et al, 2021).
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Figura 1 — Dano de DNA.
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Fonte: Adaptado de SCHUMACHER; POTHOF; VIIG; HOEIJIMAKERS, 2021.
A figura demonstra fatores exdgenos e endogenos atuando sob as células e levando
a consequéncias moleculares, quando ndo detectado e removidos pelo sistema de
reparo, o que leva ao declinio funcional, envelhecimento, inflamacédo e pode levar
a doengas como cancer

A exposicdo ocupacional e contato a agentes genotdxicos pode causar danos ao
organismo humano (BRUM, et al, 2020). Alguns estudos ja realizados, apontaram
propriedades mutagénicas em pesticidas, sendo considerados potencialmente genotoxicos,
principalmente de trabalhadores rurais que utilizam os mesmos em sua producdo.
Trabalhadores expostos que ndo fazem o uso dos EPI tornam-se mais vulneraveis devido a
inalagdo ou exposi¢ao dérmica aos agentes toxicos, tornando-se propensos a desenvolver
doencas devido aos efeitos citogenéticos dos pesticidas, como alguns tipos de cancer (mama,
colon, cérebro, pele, esofago, pulmao, rim, bexiga, prostata, testiculos, tireoide, colo do
utero, reto, tecidos moles, leucemia e linfoma ndo-Hodgkin), diabetes, disturbios
cardiovasculares e neuroldgicos, doencas hematoldgicas e autoimunes, transtornos
depressivos e infertilidade masculina (DA SILVA et al, 2008;K AUR et al. 2011; HILGERT
JACOBSEN-PEREIRA et al., 2018; TOMIAZZI et al., 2018; KAHL et al, 2018b; BRUM,
et al, 2020; NASCIMENTO et al., 2021).
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Atualmente, ha duas ferramentas que sdo mais utilizadas no biomonitoramento da
instabilidade gendmica e sdo tuteis para avaliar a genotoxicidade dos pesticidas sdo o ensaio
Cometa e a técnica de Microntcleos com Bloqueio da Citocinese Celular (Técnica Citoma -
CBMN). Visto que, ambas as técnicas permitem elucidar provaveis efeitos deletérios no
DNA que podem ocorrer devido a exposicdo consecutiva dos trabalhadores (BURLINSON
et al., 2007; FENECH, 2007).

O ensaio de Cometa € um teste que avalia quantitativamente e qualitativamente os
danos de DNA esses danos ocorrem devido a lesdes do DNA ainda passiveis de reparo que
ocorrem devido as quebras de fitas simples ou duplas, crosslinks DNA-DNA, crosslinks
DNA-proteinas e formagdes de sitios alcali-labeis (BURLINSON et al., 2007). O ensaio
Cometa ¢ uma técnica baseada em eletroforese de célula tinica, onde 0 DNA com dano migra
para o anodo apds a eletroforese. Os danos visualizados na corrida eletroforética sao medidos
através da intensidade da migracao, classificados em 5 classes de 0 a 4, sendo auséncia de
dano, dano minimo, dano médio, dano intenso e dano maximo, respectivamente (Figura 2)
(OLIVE; BANATH, 2006).

Figura 2 — Células submetidas ao ensaio Cometa coradas com solucdo de prata.
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Fonte: Adaptado de Maluf S. W., 2011.

A figura demonstra as classes de dano de DNA, ap6s a corrida eletroforética e
coloragdo com prata do ensaio cometa. A classificacdo ¢é feita como 0 para as
células sem danos, 1 para as células com dano minimo, 2 para células com dano
médio, 3 para células com dano intenso e 4 para cé¢lulas com dano maximo.

A outra ferramenta utilizada no biomonitoramento da instabilidade gendmica ¢ a
técnica de microntcleos com bloqueio de citocinese celular (CBMN) em linfocitos de
sangue periférico. A técnica de CBMN avalia o dano ao DNA ap0s a atuacao do sistema de
reparo, essa técnica possibilita a avaliacdo da presenga de microntcleos (MN) que se da

devido a fragmentos cromossdmicos ou de cromossomos inteiros que ndo tenham sido
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incluidos no nucleo da célula filha durante a divisdo celular. A formagao de MN nas células
em divisdo ¢ resultado de quebras ou perdas cromossdmicas devido a lesdes do DNA nao
reparadas; pontes nucleoplasmaticas (NPBs), reparos incorretos ou de erros durante o fuso
mitotico com separagdo malsucedida dos cromossomos; ¢ buds nucleares (BUDs), que sdo
produtos da eliminagdo de DNA amplificado ou complexos de DNA reparado (Figura 3).
Além disto, a técnica de MN possibilita a avaliagdo do indice mitético, através da presenca
de células mononucleadas, binucleadas, trinucleadas e tetranucleadas e o nivel de viabilidade

celular, células em apoptose ou necrose. (Figura 4) (FENECH, 2007; FENECH et al., 2016).

Figura 3 — Alteracdes encontradas pela técnica de Microntcleo.
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Fonte: Adaptado de Fenech et. al., 2007

a) célula mononucleada;

b) célula binucleada;

¢) célula multinucleada;

d) célula em necrose;

e) célula em apoptose;

f) célula com um micronucleo;

g) célula com um micronucleo e uma ponte nucleoplasmatica (NPB);
h) célula apresentando dois Buds.
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Figura 4 — Alteracdes encontradas pela técnica de Microntcleo.
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A Figura 4 demonstra os eventos gerados por eventos citotoxicos visualizados
através da técnica de micronticleo com bloqueio de citocinese celular. Pode-se observar os
eventos de apoptose, necrose, e a formag¢do de micronucleo através de quebras e perdas
cromossomicas, buds através da amplificagdo génica e ponte a partir de cromossomos

dicéntricos.

2.5 PARAMETROS BIOQUIMICOS

A produgdo de espécies reativas de oxigénio (EROs), entre outras espécies reativas,
¢ parte integrante do metabolismo humano e € observada em diversas condicdes fisiologicas.
ERO tem importante fun¢do biologica, como fagocitose, fenOmeno em que essas espécies
sdo produzidas para eliminar o agente agressor. Por outro lado, quando sua produgdo ¢
exarcebada, o organismo dispde de um eficiente sistema antioxidante que consegue controlar
e restabelecer o equilibrio, apos o estresse oxidativo (EO). Este & caracterizado pelo
desequilibrio entre as moléculas pr6 e antioxidantes, com predominio daquelas pro-
oxidantes, resultando na inducao de danos celulares (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1995).

Tais danos podem atingir todos os tipos de moléculas, incluindo DNA, lipideos,

proteinas e carboidratos. Portanto, o EO pode estar envolvido em processos tais como
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mutagénese, peroxidac¢ao lipidica, oxidagdo de proteinas e danos a carboidratos, podendo ser
consequéncias da deplecdo dos niveis de antioxidantes, ou do aumento da formagao de
EROs, contribuindo para os processos de envelhecimento e diferente doencas
(HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1995).

Por mais que as respostas bioquimicas possam ser usadas como marcadores de
exposi¢cao, nem todas as alteracdes bioquimicas levam a sintomas reconheciveis dentro da
clinica. Parametros bioquimicos vem sendo utilizados para monitorar os efeitos a exposi¢ao
a pesticidas, sendo, uma delas, as colinesterases sanguineas, utilizadas para o monitoramento
de exposicao a pesticidas organofosforados e carbamatos (REMOR, et al, 2009; BERNIERI,
et. al., 2019).

A colinesterase ¢ também conhecida como acetil colinesterase (AChE), ¢
encontrada nos tecidos neurais e nos eritrocitos. J4 a colinesterase presente no soro
sanguineo ¢ sintetizada pelo figado é chamada de pseudo ou butirilcolinesterase (BChE)
(REMOR, et al, 2009; BERNIERYI, et. al., 2019).

Estudos apontam para a associag@o entre a exposi¢ao aos pesticidas e a significante
reducdo de colinesterase nessas populagdes, sendo a AChE considerada um biomarcador
para a exposic¢ao cronica aos pesticidas e BChE pode ser usada para a avaliacdo da exposig¢ao
(BERNIERI, et. al., 2019). Por isso, esses parametros estdo sendo considerados
biomarcadores para analise dos riscos que a exposi¢do aos pesticidas causa na satde dos

trabalhadores rurais (REMOR, et al, 2009; BERNIERI, et. al., 2019).

3 OBJETIVOS
3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar os efeitos da exposi¢do a pesticidas em marcadores de dano de DNA e
parametros bioquimicos em uma populagdo de agricultores expostos a misturas de pesticidas
do municipio de Santo Amaro da Imperatriz/SC.

3.1.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

» Avaliar os niveis de dano de DNA por meio da Técnica do Cometa em agricultores

expostos a pesticidas;
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= Avaliar a frequéncia de micronucleos, de pontes nucleoplasmaticas, de brotos
nucleares (“BUDs”), de células apoptoticas e necroticas e o indice mitotico através da
Técnica do Citoma - MN em agricultores expostos a pesticidas;

= Avaliar os parametros bioquimicos: atividades de Butirilcolinesterase,
Aceticolinesterase e concentragdes de Glicemia, Hemoglobina glicada, Peptideo C, TSH, T3
total e Testosterona;

= Comparar os resultados obtidos com um grupo controle residente em

Florianopolis;

4 METODOLOGIA

4.1 ASPECTOS ETICOS

Este projeto foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa com Seres
Humanos da Universidade Federal de Santa Catarina, sob o numero do parecer 507.310
(ANEXO III).

No contato com os participantes, foram oferecidos esclarecimentos a respeito do
projeto e, nos casos de aceite, o0 Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (ANEXO I)
foi aplicado. Em seguida, os participantes responderam a um questionario (ANEXO II)
contendo perguntas a respeito dos dados sociodemograficos, exposicao a agentes quimicos,
historia ocupacional, historia clinica (cancer, diabetes, hipotireoidismo, problemas de
audicdo, depressdo e ansiedade), consumo de alcool e tabaco, procedéncia de alimentos e

agua, além do uso de medicamentos.
4.2 CAUSUISTICA
4.2.1 DESENHO AMOSTRAL
Trata-se de um estudo de coorte retrospectiva onde foram avaliadas 61 amostras de
agricultores expostos a pesticidas, entre 18 e 76 anos de idade, do municipio de Santo Amaro

da Imperatriz, ¢ 29 controles, sem historico de exposicdo a pesticidas da cidade de

Floriandpolis. As amostras foram analisadas quanto a marcadores genéticos € bioquimicos.
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Os 61 participantes foram avaliados levando-se em consideracdo a idade e o tempo de
trabalho.

Foram incluidos, no grupo exposto, individuos com histoérico de exposi¢ao a
pesticidas como atividade laboral nos tltimos 5 anos. A selecao dos agricultores contou com
o0 apoio da Secretaria de Saude do Municipio de Santo Amaro da Imperatriz a partir de uma

pré-selecdo dos individuos, realizada por uma agente de satde do local.

4.3 COLETAS, PROCESSAMENTO E ARMAZENAMENTO DAS AMOSTRAS

As amostras de sangue periférico foram coletadas por profissionais treinados para
coleta de sangue por pung¢do venosa. Foram coletados 16 mL de sangue: 1 tubo com heparina
e 3 tubos com EDTA (Ethylenediamine tetraacetic acid), cada tubo com 4 mL, que foram
distribuidos para os laboratdrios para a analise dos diferentes marcadores, cujas técnicas
estdo descritas abaixo.

As amostras de sangue total foram armazenadas a 4°C e processadas conforme as

técnicas do ensaio cometa e micronticleo com bloqueio da citocinese celular.

4.4 ENSAIO COMETA

A técnica do cometa foi aplicada em sangue heparinizado. O protocolo utilizado
para o Ensaio Cometa estava de acordo com o reportado por Singh e colaboradores, 1988 e
Nadin e colaboradores, 2001. O teste foi realizado em concordancia com o ensaio para

amostras in vivo (TICE et al., 2000; HARTMANN et al., 2003).

4.4.1 PREPARACAO DE LAMINAS

Para iniciar a técnica, a agarose de ponto de fusdo normal (Normal Melting Point
ou NMP), foi diluida em agua, aquecida em forno de micro-ondas e colocada em cubas onde
as laminas lavadas e secas foram mergulhadas e um dos lados foi limpo com papel
absorvente e levadas a estufa por 50 °C por 2 horas ou deixadas em temperatura ambiente
por 12 horas, ap0s este periodo as laminas foram armazenadas em local seco.

No ensaio cometa, utilizou-se amostras de sangue heparinizados (5 pL) misturadas

com agarose de baixo ponto de fusdo (Low Melting Point ou LMP) (95 uL), espalhadas em
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laminas pré-cobertas com agarose de NMP, cobertas delicadamente com uma laminula e
depositadas em camara fria, horizontalmente para endurecimento da agarose por 5 minutos,
entdo retira-se cuidadosamente a laminula. Foram confeccionadas duas laminas por amostra.
ApOs essa etapa, as laminas foram colocadas em solucao de lise (2,5 M NacCl, 100
mM EDTA, 10 mM Tris, pH 10,2, na qual 1% Triton X-100 ¢ 10% DMSO foram
adicionados) por um periodo de no minimo 2 horas e no maximo 14 dias, sob refrigeracao.
ApoOs esse tempo na lise, as laminas foram diretamente encaminhadas para a

eletroforese.

4.4.2 ELETROFORESE DE CELULA UNICA

Para o processo da eletroforese, transfere-se as laminas para a cuba de eletroforese,
elas foram posicionadas de forma que ndo deixem brechas entre elas e entdo preparou-se um
tampao (NaOH, EDTA 200 mM e agua destilada em pH 10) que estava a 4 °C no momento
do uso. As laminas foram expostas a essa solucdo por 20 minutos, para possibilitar o
desenovelamento do DNA e permitir a expressao dos sitios alcali-labeis e das quebras de fita
unica. O DNA foi entdo submetido a eletroforese por 20 minutos (25 V; 300 mA; 0,9 V/cm).
As laminas foram removidas da cuba, limpas, lavadas cuidadosamente trés vezes com
solucdo neutralizadora (0,4 M Tris, pH 7,5) com 5 minutos entre cada lavagem e entdo foram
lavadas trés vezes com dgua destilada e deixadas secar por no minimo 2 horas a 37 °C.

As laminas foram fixadas, para isso, foram mergulhadas por 10 minutos em solucgao
fixadora (4&cido tricloroacético 15%, sulfato de zinco heptahidratado 5% e glicerol 5%),

lavadas 3 vezes com agua destilada e colocadas para secar por no minimo 2 horas a 37 °C.

4.4.3 COLORACAO DAS LAMINAS

Entao as laminas passam pelo processo de coloragdao com uso da solugdo de prata
(solugdes A - carbonato de so6dio 5% e B - nitrato de amdnio 0,02%, nitrato de prata 0,02%,
acido tungstosilicico 0,1% e formaldeido 0,05%) e colocadas em cubetas contento a solugdo
de corante A+B por aproximadamente 30 minutos foram agitadas de tempo em tempo até
atingirem uma coloragdo acinzentada. Entao foram lavadas com agua destilada e colocadas
em solucdo de parada (acido acético 1%) por 5 minutos e em seguida foram lavadas com

agua destilada e deixadas para secar em temperatura ambiente.
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4.4.4 LEITURA DAS LAMINAS

De acordo com Nadin e colaboradores (2001), para a avaliagdo de dano de DNA,
uma lamina de controle positivo foi colocada em cada eletroforese. A leitura das laminas se
deu por, 100 células por amostra foram analisadas, sendo 50 células por lamina, sob aumento
de 200x em microscopio Optico. As células foram classificadas de 0 (sem migragdo) a 4
(migragdo maxima), de acordo com a intensidade da cauda (tamanho e formato). Logo, o
somatorio total (indice de dano ou ID) para 100 células vai de 0 (todas as células sem

migragdo) a 400 (todas as células com méaxima migragao).

4.5 MICRONUCLEOS COM O BLOQUEIO DA CITOCINESE CELULAR

Esta técnica foi adaptada do protocolo publicado por Fenech em 2007.

4.5.1 CULTURA CELULAR

A técnica de micronucleos foi aplicada nas amostras de sangue heparinizado. As
amostras de sangue (10 gotas) foram colocadas em cultura contendo 5 mL de RPMI 1640
(ROSWELL PARK MEMORIAL INSTITUT) suplementado com 20% de soro bovino fetal
e 0,2% de fito-hemaglutinina, a partir de 0,5 mL da amostra. Os frascos de cultura foram
deixados em uma estufa a 37 °C por 44 h, ap6s esse periodo, foi adicionado 4,5 g/mL de
citocalasina B (Cyt B, Sigma), de acordo com o método descrito por (FENECH and
MORLEY, 1985). A suspensdo de células foi fixada em solucdo 3:1 de metanol e acido
acético, apods tratamento hipotonico com KCL, e pingadas em laminas limpas.

Posteriormente as mesmas foram coradas com Giemsa.

4.5.2 PREPARACAO DE LAMINAS

As laminas foram confeccionadas a partir da lavagem das hemacias, centrifugagoes
e adigoes de solugao fixadora até o momento que o sobrenadante ficou limpido. No momento
do ultimo descarte, cerca de 1 ml do sobrenadante, resultante das lavagens, foi mantido no

falcon e ressuspendido.
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Em seguida, duas a quatro gotas do material foram pingadas em uma lamina. As
laminas foram lavadas com alcool 70% e mantidas em congelador por alguns minutos, antes
do processo de confec¢ao das laminas, para formar uma camada fina de gelo e permitir que
o material se espalhe pela superficie da lamina.

Foram confeccionadas duas laminas por individuo. As laminas foram secas em

temperatura ambiente e entdo foram coradas com solug¢do giemsa 10% por oito minutos.

4.5.3 LEITURA DE LAMINAS

As laminas foram analisadas em duplicata no microscépio Optico, cotando 500
células por amostra para determinar o indice mitdtico, foram contadas células
mononucleadas, binucleadas, trinucledas, tetranucleadas, células apoptoticas e necroticas.
Foram analisadas as frequéncias de microntcleos, pontes nucleoplasmaticas e “buds

nucleares” em 2000 linfocitos binucleados, por individuo.

4.6 PARAMETROS BIOQUIMICOS

Para avaliar os efeitos da exposi¢ao laboral a pesticidas em trabalhadores agricolas,
avaliamos as atividades dos seguintes parametros: Butirilcolinesterase, Aceticolinesterase,
Glicemia, Hemoglobina glicada, Peptideo C, TSH, T3 total e Testosterona, realizados pelo
setor de setor de Toxicologia do Laboratorio de Analises Clinicas do Hospital Universitario
Polydoro Ernani de Sdo Thiago.

Os ensaios bioquimicos foram realizados usando os kits da SIEMENS
Dimension® clinical chemistry system, ADVIA Centaur®, ADVIA Centaur XP e ADVIA
Centaur XPT.

4.6.1 GLICOSE

O método GLUC foi aplicado em soro sanguineo, no sistema de quimica
clinica Dimension® para determinagao de glicose.

Foi utilizado o método GLUC utilizado no sistema de quimica
clinica Dimension. Segundo Kunt e colaboradores 2008, esse ¢ um método laboratorial

clinico geral, uma adaptacdo do método hexoquinase-glicose-6-fosfato desidrogenase.
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4.6.2 BUTIRILCOLINESTERASE (BCHE) E ACETILCOLINESTERASE (ACHE)

O método PCHE foi aplicado em soro sanguineo, utilizando o sistema de quimica
clinica Dimension® para determinacdo de Butirilcolinesterase e Acetilcolinesterase.
O método da pseudocolinesterase, descrita por Gal e Roth, (1957) baseia-se na

rea¢ao do indicador de oxidagao-reducao acoplada.

4.6.3 T3 TOTAL

A determinagdo de T3 total foi realizada em amostra de soro do grupo caso. Para a
determinagdo desse parametro, foi utilizado o ensaio ADVIA Centaur® T3, nos sistemas
ADVIA Centaur® XP e ADVIA Centaur® XPT. O conjunto consiste em um imunoensaio

competitivo que utiliza tecnologia quimioluminescente direta.

4.6.4 TESTOSTERONA

O ensaio ADVIA Centaur® Testosterone II (TSTII) ¢ utilizado na determinacao
quantitativa da testosterona total (ligada e ndo ligada), foi realizado em amostra de soro e

plasma humanos. Para a determinagao de testosterona foram utilizandos os sistemas ADVIA

Centaur, ADVIA Centaur XP e ADVIA Centaur XPT.

4.6.5 PEPTIDEO C

Para a determinacao de peptideo C foram utilizadas amostras de soro, com o uso
dos sistemas ADVIA Centaur® XP e ADVIA Centaur® XP, no ensaio ADVIA Centaur®
C-peptide ¢ um imunoensaio que consiste na tecnologia de quimioluminescente direta para

determinagdo quantitativa de peptideo C.

4.7 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram analisados no programa SPSS, versao 21.0, utilizando-se Teste U

de Mann-Whitney para comparagdes entre os grupos dos indices encontrados e correlagdes
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de Sperman, para relacionar os dados avaliados com outros valores quantitativos. Para
analise da distribui¢do das varidveis, foi utilizado o teste de Shapiro-Wilk. Sera considerado

significativo um nivel de significancia p < 0,05.

SRESULTADOS

Os dados apresentados adiante sdo referentes ao perfil da populagdo estudada,
marcadores de dano de DNA, alteracdes nucleares, indices mitoticos e suas associagcdes com

a exposicao laboral a pesticidas.

5.1 CARACTERIZACAO DA AMOSTRA

O perfil da populagao estudada foi determinada através de questionario respondido
pelos participantes expostos a pesticidas (grupo caso) e pelos ndo expostos a pesticidas
(grupo controle). No grupo caso, foram avaliadas 61 amostras, sendo 31 (50,82%) do sexo
masculino e 29 (47,54%) do sexo feminino. O grupo controle foi composto de 29 amostras,
sendo 14 (50%) do género masculino e 14 (50%) feminino. J4 a idade média dos grupos
foram 50,64 + 12,39 anos, com idade minima de 19 ¢ maxima de 76 e¢ 27,45 + 10,42 anos,

sendo 18 a idade minima e 54 a maxima, nos grupos caso e controle, respectivamente.
5.2 MARCADORES DE DANO DE DNA
5.2.1 ENSAIO COMETA
O indice de dano de DNA analisado através da técnica do cometa no grupo de
agricultores teve média de 63,33 + 32,83; enquanto os controles apresentaram média de 9,62

+ 18,56 (Tabela 2). A figura 5 mostra o aumento significativo do indice de dano do ensaio

cometa no grupo exposto em comparagao ao grupo controle.
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Figura 5. Total de dano de DNA obtido pelo ensaio Cometa nos grupos avaliados.
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Fonte: Elaborada pela autora.

Legenda: Os valores de Cometa dano total estdo expressos em unidades arbitrarias. As linhas
horizontais internas em cada grupo representam as medianas; boxes e whiskers representam os
interquartis e valores minimos e maximos respectivamente. O teste ndo paramétrico utilizado
Shapiro Wilk para variaveis independentes p<0,001. Grupo controle: n= 29; grupo caso: n=61.

5.2.2 Técnica de micronucleos com bloqueio da citocinese celular

A frequéncia de MN no grupo caso apresentou-se aumentada em relagcdo ao grupo
controle (p < 0,001), assim como a frequéncia de NBUD (p < 0,001) e NPNP (p < 0,001)
(Tabela 2).



Tabela 2 — Resultados da técnica de micronucleo com bloqueio da citocinese celular
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Grupo caso Grupo controle s
(n: 61) (n: 29) P
MN
-~ N
(média £ DP¥) 21,11+12,84 5,62+ 426 5 <0.001
(minimo — maximo) 0 -57) (1-15)
BUD
(média = DP*) 10,70 = 10,62 2,14+1,59 < 0.001
(minimo — mAximo) (8 -52) (0-5) p=b
PNP
(média £ DP*) 13,62 + 22,82 0,28 £0,75 p < 0,001
(minimo — maximo) (0-168) 0-3)
IDN
1,37+ 0,33 1,76 £ 0,35
r 0 * b b b b
Cometa
(média = DP*) 63,33 £ 32,83 9.62 + 18,56 < 0.001
(minimo — maximo) (0-172) (0—99) pP=

Fonte: Elaborada pela autora.

Legenda: Os resultados foram expressos como unidades arbitrarias. Os valores estio representados
como mediana seguida dos valores minimo e maximo. MN: micronucleos; BUD: buds nucleares;
PNP: pontes nucleoplasmaticas; IDN: indice de divisdo nuclear. O valor de p foi calculado mediante
os testes U de Mann-Withney, de acordo com a distribuigdo da variavel.

A Figura 6 mostra o aumento significativo da frequéncia de MN no grupo exposto em

comparagao ao grupo controle (Tabela 2).

Figura 6. Frequéncia de Micronucleos nos grupos avaliados.
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Fonte: Elaborada pela autora.

Legenda: Os valores de MN estéo expressos em unidades arbitrarias. As linhas horizontais internas
em cada grupo representam as medianas; boxes e whiskers representam os interquartis e valores
minimos ¢ maximos respectivamente. O teste ndo paramétrico utilizado Shapiro Wilk para
variaveis independentes p<0,001. Grupo controle: n=29; grupo caso: n=61.

A Figura 7 mostra o aumento significativo da frequéncia de Buds no grupo Exposto

em comparagao aos grupos controle (Tabela 2).

Figura 7. Frequéncia de Buds nos grupos avaliados.
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Fonte: Elaborada pela autora.

Legenda: Os valores de Buds estdo expressos em unidades arbitrarias. As linhas horizontais
internas em cada grupo representam as medianas; boxes e whiskers representam os interquartis e
valores minimos e maximos respectivamente. O teste ndo paramétrico utilizado Shapiro Wilk para
variaveis independentes p<0,001. Grupo controle: n=29; grupo caso: n=61.

A Figura 8 mostra o aumento significativo da frequéncia de PNP no grupo Exposto

em compara¢ao aos grupos controle (Tabela 2).

Figura 8. Frequéncia de Pontes Nucleoplasmaticas nos grupos avaliados.
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Fonte: Elaborada pela autora.
Legenda: Os valores de PNP estdo expressos em unidades arbitrarias. As linhas horizontais
internas em cada grupo representam as medianas; boxes e whiskers representam os interquartis e

valores minimos e maximos respectivamente. O teste ndo paramétrico utilizado Shapiro Wilk para
variaveis independentes p<0,001. Grupo controle: n=29; grupo caso: n=61.

5.3 PARAMETROS BIOQUIMICOS

Os valores de glicemia, hemoglobina glicada e peptideo C apresentaram-se

aumentados no grupo caso (p<0,001).

5.4 CORRELACOES

Os dados quantitativos foram correlacionados utilizando o teste de correlagdo de
Spearman. Foi observado correlagdo positiva entre idade e glicemia, idade e hemoglobina
glicada, MN e BUD, PNP e BUD, PNP ¢ apoptose, PNP e necrose, BUD e necrose, apoptose

e necrose, apoptose e glicemia, necrose e peptideo C, butirricolinesterase com testosterona,
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glicemia e hemoglobina glicada, glicemia e peptideo C, hemoglobina glicada e peptideo C
e hemoglobina glicada com testosterona.

A idade apresentou correlagdo positiva com Glicemia (p = 0,042, p: 0,268) e
Hemoglobina glicada (p < 0,001, p:0,463). Em relacio a Hemoglobina glicada, foi
constatada correlacdo negativa com Testosterona (p = 0,024, p:-0,290) e positiva com
Peptideo C (p = 0,02, p:0,399). A frequéncia de MN esté positivamente correlacionada com
a frequéncia de BUD (p = 0,005, p:0,359) enquanto a frequéncia de BUD esté positivamente
correlacionada com necrose (p < 0,001, p:0,414) e houve uma correlagdo positiva entre PNP,
BUD (p < 0,001, p:0,632), apoptose (p < 0,001, p:0,454 ¢ necrose (p < 0,001, p:0,467 No
que se refere a frequéncia de células em apoptose, houve uma correlacdo positiva na
frequéncia de células em necrose (p < 0,001, p:0,438 e valores de glicemia (p = 0,002,
p:0,394). A frequéncia de células em necrose apresentaram relagio positiva com peptideo C
(p=0,021, p:0,298), enquanto a glicemia teve correlagdo positiva com hemoglobina glicada
(p <0,001, p:0,489) e peptideo C (p < 0,001, p:0,438). Também houve correlagdo positiva
entre butirricol e testosterona (p = 0,006, p:0,349).

6 DISCUSSAO

Os pesticidas sao utilizados em grande escala na agricultura mundial, com intuito
de prevenir, controlar ou matar as pragas que acometem as lavouras e assim elevar a
producdo agricola, mas acabam representando um risco aos trabalhadores expostos, a0 meio
ambiente e a sociedade em geral (PIGNATI; MACHADO; CABRAL, 2007; KAUR et al.,
2011). Atualmente, o mais comum de encontrar nas lavouras ¢ a utilizagdo de misturas de
pesticidas e ndo apenas o uso de um unico quimico. O perigo do uso dessas formula¢des com
multiplos pesticidas ¢ agravado por alguns ingredientes, como solventes e surfactantes, além
do uso inadequado ou inexistente dos EPI. (KAHLa et al., 2018a; NASCIMENTO, et al.,
2021). Os efeitos desses pesticidas na satde humana vem sendo investigados, por possuirem
potencial toxico, podendo acarretar mais riscos as populacdes expostas, como o
aparecimento de alguns tipos de canceres, doencas autoimunes, hematoldgicas, transtornos
depressivos e infertilidade em homens (NASCIMENTO et al, 2021; KAHL et al., 2018 a;
KAHL et al, 2018b; KAUR et al., 2011).

Alguns estudos ja foram realizados analisando a genotoxicidade dos pesticidas, que

resultaram em potencialmente mutagénicos, com elevadas frequencias de danos de DNA
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(KAUR et al. 2011; KAHL et al., 2018 a). No presente estudo, os resultados demonstram
aumento de danos ao DNA em trabalhadores expostos quando comparados ao grupo
controle. Pode-se avaliar que os agricultores faziam o uso combinado de pesticidas, o que
pode estar contribuindo para efeitos negativos, além de poucos agricultores usarem os EPI’s,
0 que sugere que esses fatores combinados, estdo relacionados as altas frequencias de danos
ao DNA nessas populagdes (KAUR et al. 2011). Em um estudo realizado por Piperakise
colaboradores em 2006, foram analisados os efeitos das misturas de pesticidas em
trabalhadores agricolas expostos, ndo foi observado aumento significativo nos danos ao
DNA desses trabalhadores, quando comparados ao grupo controle, isso pode ser devido ao
uso correto de EPI e exposicao variavel aos pesticidas. As diferencas que se observam quanto
as condi¢oes de seguranga dos trabalhadores, nos diferentes paises estudados podem explicar
as discrepancias entre os resultados.

O DNA ¢ suscetivel a danos que podem ser causados por agentes enddogenos ou
exogenos (SCHUMACHER, et al, 2021). As lesdes ao DNA, que ainda possuem a
possibilidade de reparo, representadas por quebras de fitas simples ou duplas, crosslinks
DNA-DNA, crosslinks DNA-proteinas e alteragdes alcali-labeis sdo avaliados pelo ensaio
cometa (BURLISON, et al., 2007). J4 quando os danos ndo sdo reparados ou sao reparados
de forma erronia, eles tendem a acumular-se no organismo e o acimulo desses danos levam
a mutagdes (LINDAHL; BARNES, 2000; BENEDETTI et al; 2013). Os efeitos dessas
exposicoes — endogenas e exdgenas — podem ser medidas por pardmetros como: MN, PNPs
e buds que sdo danos que se apresentam em células que completaram a divisdo nuclear
(KAHL et al., 2018b). As duas técnicas permitem a visualizagdo de possiveis efeitos
negativos no DNA, que nesse estudo em questdo, podem ocorrer devido a exposi¢do didria
dos agricultores (BURLINSON et al., 2007; FENECH, 2007).

Neste estudo, observamos que os agricultores expostos aos pesticidas, com
atividade laboral por mais de 5 anos, apresentaram efeitos genotdxicos e mutagénicos, com
o aumento dos danos ao DNA, que foi possivel observar devido a alta instabilidade gendmica
se comparados aos individuos do grupo controle. Esses resultados ja foram visualizados em
outros estudos em trabalhadores expostos a pesticidas, como em Bernieri e colaboradores
(2019), Godoy e colaboradores (2019) e Marcelino e colaboradores (2019). Foi encontrado
um aumento importante no indice de dano de DNA nas células do grupo caso que foram
submetidas aos dois tipos de ensaio, Cometa e a técnica de CBMN, assim como no estudo

realizado por Jacobsen-Pereira e colaboradores (2018). Além desses, outros estudos também


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Piperakis+SM&cauthor_id=16841319
https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/karyokinesis
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relacionam a exposi¢do laboral a pesticidas com efeitos genotoxicos e mutagénicos
(REMOR, A. P., et al, 2009; BENEDETTI, D. et. al., 2013; KHAYAT, C. B., 2013; DA
SILVA, et. al., 2014; ALVES, et. al., 2016; BENEDETTI, et. al., 2017; JACOBSEN-
PEREIRA, et. al., 2018; KAHL, et al, 2018; BERNIERI, et al, 2019).

Em um estudo anterior de nosso grupo de pesquisa ja haviamos detectado uma situagdo de
risco em outra cidade de Santa Catarina (Antonio Carlos), onde tanto os agricultores, como
moradores da area mais urbana mostraram marcadores de dano de DNA e alteracdes
nucleares aumentados, com uma correlagao positiva entre dois marcadores de dano genético:
MN e buds (JACOBSEN-PEREIRA, et. al., 2018) e uma correlagdo positiva de PNP com
apoptose e necrose. No presente estudo, a idade dos individuos demonstrou ter influéncia no
aumento de glicemia e hemoglobina glicada, apresentando uma correlagdo positiva entre
eles, também houve correlagdo positiva de glicemia, tanto com a hemoglobina glicada
quanto com o peptideo C. Este resultado é corroborado por outro estudo (PEREIRA, C., et
al., 2013) que avaliou a relacdo entre hemoglobina glicada, pardmetros antropométricos,
danos ao DNA e a citotoxicidade através de CBMN, utilizando como grupo caso pessoas
com risco de desenvolver diabetes.

Encontrou-se uma correlacdo positiva entre os valores de glicemia e a frequéncia
de apoptose, além de uma correlagdo entre glicemia e hemoglobina glicada. Essas
correlagdes também foram visualizadas em estudo feito por Pereira e colaboradores (2013),
onde foi demonstrado que ha relagdo entre a hemoglobina glicada e glicemia, com dano ao
DNA e citotoxicidade. Foram sugeridas duas possibilidades para a correlacdo entre
citotoxicidade em Diabetes Mellitus tipo 2 (DM2), descrita por Franke, e colaboradores, em
2013: a primeira delas seria que a glicose se auto oxida, podendo causar morte celular; a
segunda ¢ a possibilidade de o ferro participar de diversas reagdes, que também pode levar
a morte celular, sendo que o aumento da glicose no sangue (hiperglicemia) estd associado a
morte celular. Apesar de ainda ser um tema controverso, estudos demonstraram que a
diabetes esta associada ao aumento de danos de DNA e que elevadas taxas de hemoglobina
glicada sdo preditores de complicagdes do diabetes (PEREIRA, C., et al., 2013; FRANKE ef¢
al.,2013). Também foi encontrada correlagdo positiva do peptideo C, com a glicemia e com
a hemoglobina glicada, o que pode ser um indicativo de que o peptideo C esta elevado devido
ao aumento de glicemia, onde altas contragdes de glicemia e DM2 estdo correlacionadas
com inflamac¢ao e estresse oxidativo, podendo assim levar a morte celular. Esse resultado

também foi relatado por Chen e colaboradores (2016), onde essa correlagdo foi observada
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nos individuos com glicemia aumentada, como nos casos de DM2, no qual a insulina ¢
produzida, mas sua agdo ¢ ineficiente devido a resisténcia a sua agao.

Foram avaliados, ainda, outros parametros bioquimicos, tais como
Butirilcolinesterase, Aceticolinesterase, TSH, T3 total e Testosterona, mas, neste estudo,
nenhum desses pardmetros mostrou ter influéncia nos marcadores de dano genético.

A soma da exposi¢ao aos pesticidas, o uso incorreto ou auséncia de uso dos EPI, a
falta de fiscalizagdo e uso indiscriminado desses quimicos tém evidenciado o quanto as
populagdes expostas estdo vulneraveis e em perigo constante de sofrerem danos a saude.
Estudos recentes t€ém indicado a importancia do uso de EPI, como forma de protecdo aos
trabalhadores. A necessidade de programas educacionais para trabalhadores da area, novas
politicas para fiscalizacdo do uso de pesticidas, novas politicas para maior controle na
liberacdo e da dependéncia que a agricultura brasileira tem deles, para assim, reduzir a
cultura do uso de quimicos nas lavouras (PINTO, et al., 2020; FERNANDES et al., 2020;
PIGNATI et al., 2017; KAUR et al. 2011; PIGNATI; MACHADO; CABRAL, 2007).

7 CONCLUSAO

Os agricultores expostos aos pesticidas de forma laboral apresentaram aumento da
frequéncia de MN, Buds e PNP se comparados aos individuos nao expostos. No ensaio
Cometa o indice de dano avaliado também foi maior no grupo exposto, demonstrando entao
o aumento dos danos ao DNA antes e apds os mecanismos de reparo. Fatores como a idade

ndo apresentaram ter influéncia significativa nos resultados obtidos.

Com isso, pode-se concluir que os agricultores expostos aos pesticidas, que participaram
deste estudo, possuem uma probabilidade maior de ter danos genéticos e doengas
relacionadas a esses danos, o que aponta a necessidade da redug¢do do uso de pesticidas na

agricultura brasileira.

8 PERSPECTIVAS



43

Com esses resultados obtivemos uma perspectiva de realizar novos monitoramentos
periddicos, apds o retorno aos agricultores com os resultados da pesquisa inicial, para dessa
forma buscar melhoras nos habitos de uso dos pesticidas pelos trabalhadores rurais, além do

uso correto e diario dos EPIs.
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ANEXO1

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Universidade Federal de Santa Catarina
Centro de Ciéncias da Saude
Departamento de Patologia

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

I - DADOS DE IDENTIFICACAO DO SUJEITO DA PESQUISA OU LEGAL RESPONSAVEL

1. Nome do Paciente:

Telefone

2. Nome da mae:

3. Sexo: ()M ()F Data de

Nascimento............. Loeaaaan, Loveoaai,

IT1 - 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/Funciao: Professor

Adjunto IV

Departamento da UFSC: Departamento de Patologia

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.

Aceitando participar deste estudo, vocé respondera um questionario que tem por
objetivo conhecer um pouco de seus habitos, seu estado de satide e seu histérico
relacionado ao trabalho. Vocé€ serd encaminhado ao Hospital Universitario da
Universidade Federal de Santa Catarina onde serd avaliado por um endocrinologista e
neurologista e as informagdes contidas no seu prontudrio poderdo consultadas no
decorrer da pesquisa.

Serdo realizadas, dependendo da necessidade exames por imagem (ultrassonografias) E
ainda, seré coletada de sua pessoa uma amostra de sangue (20 mL), ou por ventura uma
segunda amostra se for necessaria nova avaliacdo. No seu sangue serdo avaliados
parametros relacionados a fun¢do endocrinologica, hematoldgica, reumatologica, e
indicadores de exposicao, efeito e genotoxicidade.

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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1. Todas as analises serdo realizadas, de modo a ndo representar nenhum custo financeiro,
para voce.

2. Voce terd acesso a todos os resultados e caso necessite o 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 participagao 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. receberd tratamento adequado e serd monitorado até que sua condi¢ao de saude se
restabeleca. (Ndo sdo 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 Resolucdo CNS
466/2012 e que o sigilo dos participantes serd garantido durante todas as etapas da
pesquisa, inclusive na divulgacdo dos resultados. Os resultados do estudo serao
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 utilizagdo dos dados
coletados, desde que seja mantido o sigilo de minha identificagdo, conforme normas do Comité de Etica em
Pesquisa com Seres Humanos. A minha participago ¢ 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 obrigagdo, ¢ que recebi uma copia deste termo, assinada pelos pesquisadores.

Florianopolis, ...... 4 [T de 201...

Assinatura do participante Claudia Regina dos Santos - Pesquisador
Principal
(48)37215069 / 91486213
Email: claudia.santos@ufsc.br
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Cuestionano nimero:

Data: __ [/ _

el A

Localidade:

DADOS SOCIO-DEMOGRAFICOS - PARTET

=

Mome do enfrevistado:

Data de nascimento: _

Idade: _ anos completos

= =L ]

Local de nascimento: cidade estado

§. O que vocé planta?
9. Quanto vocé produz anualmente?
10.

11.

12
13.
14.

15.

17

18.
1.

. Voce se lembra qual agrotoxicos vocé mais usava a 20 anos afras?

EXPOSICAO A AGENTES QUIMICOS (Assinale quando STM)

Qual o periodo da(s) safra(s)?

Cuando vocé faz a aplicagdo de agrotoxicos durante a safra?

Cuantas horas duram as aplicagdes?

Em qual tumo voce normalmente aplica? { ) matutino ( ) vespertino
CQuais agrotoxicoes voce utliza amalmente?-

Como vocé compra os agrotoxicos? { ) Comreceita () Sem receita

. Voce & as bulas antes de utilizar o produto? ( })5m { ) Nao
Cuantas vezes por semana vocé utiliza( ) Uma  ( ) Pelomenos duas ( )3 oumais

O gue vocé faz com o agrotoxico? ( ) Prepara acalda ( ) aplica o produte
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20. Como voceé faz a apheaco? ( ) Pulvenzador costal () Maquina
21. Quando foi a sua ulbima exposicdo? horas on dias
22, Qual(is) fou(RAM) o agrotoxico(s) utilizado(s)?

23. Voce utiliza algum EPI? { ) Sm ({ ) Nio

24. Qual EPI voceé utiliza? ( ) Mascaras ( ) Luvas ( ) Botas ( )} Roupas de manga compnda

25. Apos o manuseio do agrotoxico vocé: ( ) confinua normalmente suas atividades () Lavaas
mdos antes de continnar suas atvidades { } Toma banho antes de continuar suas
atividades

26. Ao aplicar os agrotoxicos molha a roupa: ) Todos os dias  ( };ELS VETES

HISTORIA OCUPACIONAL (ESCIeVEl IO VErsD 56 Necessario)

27. Quantos anos voce tinha quando comegou a trabalhar? ____ anos

28. Que frabalhos executou desde entdo? Por quanto tempo? .
FUNCAO/ATIVIDADE EMPRESA OU LOCALIDADE MUNICIFIO  PERIODO

a.

Conferir se o tempo de trabalho referido nas perguntas acima corresponde ao tempo de

trabalho de toda histéria Ocupacional. Se nio, completar.

HISTORIA CLINICA

29. Quantas intoxicagdes por agrotoxicos voce ja teve ao longo da vida?

30. Cmeixa amal:

31. Histona Pregressa da molésha atual-
(inicio, duragdo, caracteristica do sintoma no inicio, evolucdo, relagio com outras quelxas.

sitmacio atual).
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2. Vocé tem filhos? ( )sim { )nio

33

Voce teve alguma complicagio na gravidez? ( )sim ( )ndo

Qual?

M

Ja teve algum aborto espontineo? ({ Jsim ({ )ndo

Cuantos?

EXAME FISICO

. Estado Geral: { )bom ( Jregular { Jruim

36.

FESO:

3T

ALTURA:

35

Fregiiéncia Pespiratona:

39. Pressdo Artenal:
40. Pulso:
INTERROGATORIO SOBRE DIFERENTES PATOLOGIAS
DIABETES
41. VOCE TEM DIABETES { )SIM ( )NAO HA QUANTO TEMPO? ANOS
42. ATGUEM DA SUA FAMILIA TEM DIABETES { )SIM ( )NAO
50 Quem: Hai gquanto tempo? anos

7. 1HIPOTIREODISMO
51. VOCE TEM HIPOTIREQIDISMO { )SIM ( )NAO HA QUANTO TEMPO? ANOS
52. ALGUEM DA SUA FAMILIA TEM HIPOTIREODISMO { 15M ( )NAO
53. QUEM: HA QUANTO TEMPO? ANOS

72AUDICAD
54. VOCE TEM ALGUM PROBLEMA DE AUDICAQ? { )SIM ( JNAD HA QUANTO TEMPO? __ ANOS
55. ALGUEM DA SUA FAMILIA TEM OU TEVE { )SIM { )NAOD
56. QUEM: HA QUANTO TEMPO? ANOS

7.3
57. VOCE APRESENTA ALGUMA DIFICULDADE PARA ENTENDER A FALA QUANDO HA VARIAS

PESSOAS FALANDO AQ MESMO TEMPO, OU QUANDO HA RUIDO COMPETITIVO?
740 )5IM ( )KAO HA QUANTOTEMPO? ___ ANDS

. ALGUEM DA SUA FAMILIA TEM OU TEVE { }5IM ( JNAO
. QUEM: HA QUANTO TEMPO? ANOS
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6.
67.
68,
&9,

T

78

. VOCE TEM ZUMBIDO? { )SIM ( )NAO HA QUANTO TEMPO? ___ ANOS
. ALGUEM DA SUA FAMILIA TEM OU TEVE { )5IM ( )NAD
. QUEM: HA QUANTO TEMPO? ANOS

76

. VOCE TEM TONTURA?{ )SIM ( )MAO HA QUANTO TEMPO?____ AMOS
. ALGUEM DA SUA FAMILIA TEM OU TEVE { )5IM ( )NAO
. QUEM: HA QUANTO TEMPO? ANOS

77
AS PESS0AS DA SUA FAMILTA RECLAMAM QUE VOCE KAO ESCUTA BEM?

{ y5IM ( JNAQO HA QUANTOTEMPO? ___ANOS

ALGUEM DA SUA FAMILIA TEM OU TEVE { )5IM ( )NAO
QUEM: HA QUANTO TEMPO? ANOS

78

VOCE TEM OU TEVE EXPOSTO AOQ RUIDO?

79( )SIM ( JNAO PORQUANTO TEMPO? ___ANOS
7.10HA QUANTO TEMPO? ___ANOS

T 11EPILEPSIA

7L

4.

7.

T8
79

VOCE TEM OU TEVE CRISES (ATAQUES, ACESS0, CONVULSAD) NA QUAL PERDE A CONSCIENCIA
E CAI SUBITAMENTE?{ )SIM { )NAO HA QUANTO TEMPO? ANOS

2. ALGUEM DA SUA FAMILIA TEM OU TEVE ( 15IM ( JNAO
73.

QUEM: HA QUANTO TEMPO? ANOS

VOCE TEM OU TEVE CRISES EM QUE PERDE O CONTATO COM A REALIDADE (MEIQ) E FICA COMO
SEESTIVESSEFORADOAR 7( )SIM ( )NAO HA QUANTO TEMPO? ANOS

. ALGUEM DA SUA FAMILIA TEM OU TEVE { )SM { JNAD
6.

QUEM: HA QUANTO TEMBO? ANOS

VOCE TEM OU TEVE CRISES NA QUAL TEM REPUXOES INCONTROLAVEIS EM BRACOS, PERMAS,
HABOCAQUVIEA A CABECA PARA OLADOD?

713 JSIM { JNAO HA QUANTO TEMPO? __ ANOS
ALGUEM DA SUA FAMILIA TEM OU TEVE { )5IM ( )NAO
QUEM: HA QUANTO TEMPO? ANOS
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B0. VOCE TEM OU TEVE CRISES DE DESMAIO E QUE AO ACORDAR. NOTA QUE FEZ XTXI OU COCO NA
ROUPA SEM PERCEBER?{ )SIM { )NAO HA QUANTO TEMPO? ANOS

81. ALGUEM DA SUA FAMILIA TEM OU TEVE { )sIM ( )NAO

82. QUEM: HA QUANTO TEMPO? AKOS

83. VOCE TEM OU TEVE CRISES NA QUAL SENTE SENSACAO RUIM DE “FUNDEZA™ OU BOLA MA
“BOCA DO ESTOMAGO™ E QUE SOBE ATE A GARGANTA E EM SEGUIDA SAT FORA DO AR, E DEPOIS
DIZEM QUE VOCE FICOU MEXENDO EM ALGO COM AS MAQS OU MASTIGANDO OU OLHANDO
PARA AILGODISTANTE?( )SIM ( )NAO HA QUANTO TEMPO? ANOS

84. AL.GUEM DA SUA FAMILIA TEM OU TEVE { )5IM ( )NAOD
83. QUEM: HA QUANTO TEMPO? ANOS

86. ALGUM MEDICO OU PROFISSIONAL DE SAUDE OU MESMO FAMILIARES JA LHE DISSE QUE VOCE
TEM OU TEVE CONVULSAO FEBRIL A INFANCIA; OU DURANTE ALGUMA DOENCA GRAVE
QUALQUER?( )SIM ( JNAO HA QUANTO TEMPO? ANOS

87. ALGUEM DA SUA FAMILIA TEM OU TEVE { JSIM ( )NAOD

88. QUEM: HA QUANTO TEMPO? AWOS

89. VOCE TEM RAPIDOS ABALOS TIPO “CHOQUE™ NOS BRACOS (AS COISAS CAEM DA MAO) OU
PERNAS COM OU S5EM QUEDA, PRINCIPALMENTE PELA MANHA?

713 )SIM ( JNAO HA QUANTO TEMPO? ANOS
90. ALGUEM DA SUA FAMILIA TEM OU TEVE { JSIM ( )NAO
91. QUEM: HA QUANTO TEMPO? ANOS

92 HA ALGUEM DESTA CASA COM EPILEPSIA?
714( )SDM ( )NAO HAQUANTOTEMPO? __ ANOS

93. ALGUEM DA SUA FAMILIA TEM OU TEVE { JSIM ( )NAOD
94, QUEM: HA QUANTO TEMPO? ANOS
715

DEPRESSAO E ANSIEDADE
Marque com um X" a resposta que melhor corresponder com o que o paciente refere senfir na
ULTIMA SEMANA. Nio é preciso ficar pensando mmite em cada questio. Neste
quesfionano as respostas espontaneas tém mais valor do que aquelas em que se pensa muito.

Marque apenas uma resposta para cada pergunta.
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85, Quando vocé se sente tenso ou contraido
3( ) A maior parte do tempo
2{ ) Boa parte do tempo
1{ }De vez em quando
0( )Nunca

98. Vocé sente gosto pelas mesmas coisas de antes?
0 )] Sim, do mesmo  Jelto que  amtes

1{ }N&o tanto quanto antes
2{ )56 um pouco

3{ }Jando sinto mais prazer em nada

97. Voce sente uma espécie de mede, como se alguma coisa ruim pudesse acontecer?
3 ( 3 Sim, g de um Jeito  mmto forte

2{ ) 5im, mas ndo tio forte
1{ }VUm pouco. mas 1550 nio me pragcupa

0 ) Néo sinto nada disso

93. Vocé da risada e se diverte guando vé coisas engracadas?
0( )Do mesmo jeito que antes

1 { ) Amalmente m pouco MEenos
20 ) Atalmente bem menos

3{ }Nio consigo mais

a9, Wocé esta com a cabeca cheia de preocupacdes”

3( ) A maior parte de tempo
2( ) Boa parte do tempo

1{ }De vez em gquando

(0{ ) Earamente

100. Vocé se sente alegre?
3( )Nunca

2({ )Poucas vezes
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101.

102.

0

103.

2(

104.

1(

103.

104.

1({ ) Muitas vezes
0 ) A malor parte do tempo

Voce consegue ficar sentado a vontade e se sentir relazado?
0( )5m, quase sempre

1({ }Mhwutas vezes
2({ )Poucas vezes
3( )DMhmca

Voce sente gue esta lento para pensar e fazer as coisas?
3( )Quase sempre
2( ) Mhwutas vezes
1 { ) De Vez B quando

) Nunca

Vocé tem uma sensacio ruim de medo, como um frio na barriga ou um aperto no
estomago”

Q( )Nunca
1 [ ) De ver 11 quando
) Muitas vezes

3( ) Quase sempre

Voce perden o interesse em cuidar da sua aparéncia®
3({ ) Completamente

2 | 7 Nio eston mas me cwdando como —devena
) Talvez ndo tanto quanto antes

0( )}Me cuido do mesmo [eito que antes

Voce se sente inguieto, como se nio pudesse ficar parado em lugar nenhum?
3( )Sim, demais
2{ ) Bastante
1{ })Um pouco

0( ) MNio me sinto assim

Vocé fica esperando animado as coisas boas que estio por vir?
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0¢ ) Do mesmo jeito que antes
I } Um pouco menos do qgue antes

2{ ) Bem menos do que antes

3( ) Quase mmca

107. Die repente, vocé tem a sensacio de entrar em pinico?
3{ ) A guase fodo momento

2 yVanas vezes
1 ( ) De Vez em quando

0( ) Nao sinto 1350

108. Vocé consegue sentir prazer quando assiste a um bom programa de televisio, de radio ou
guando leio alguma coisa?

i ) Case Sempre
1 { ] Viarnas Veres
2 ) Poucas vezes

3( ) Quase mmca

CONSUMO DE TABACO

109. Vioce ja fomou?: ( )sim, ainda fitma ( mio/mmca { } sim, mas parou ha

110. Ha quantos anos vocé fuma ou durante quantoes anos vocé fumou?

Ha__anos OU ha _ meses OU durante __ anos

111. O que vocé fuma ou fimou MATS?
{ Jcigarro comercial [ Jcigamo de palha (  Jchamto ( Jcachimbo (

Joutro:

112. Quantos CIGAFROS em média vocé fuma ou fumava por dia ou por semana? cigarros/dia

OU  cigamos/semana

113, S5e  ja parou de fumar,  por que vocé  parou?

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

115. Com que 1dade vocé comegou a beber? __anos

116. Qual bebida vocé costuma(va) beber mais freqiientemente? { Jcerveja ( ) cachaga ( )

OUira:

117. Quantas doses vocé costuma(va) beber por semana?
Um dringue ou uma dose & uma cerveja longneck ou lafinha; meia cerveja grande (600
ml) ou chopp (350 mL); uma dose de pinga, uisque ou outro destilado (50ml) ou uma taga de vinho
(150mal).

Cerveja ouchopp:  Cachacaouwmsque  Vinho:
Anotar freqiiéncia por més, 52 for Necessaro:
118. Se parou de beber, por que vocé parcu?

CONSUMO DE ALIMENTOS E AGUA

119, Voce se alimenta de;

{ ) Cames e verduras { ) M&o come came ( ) Mais de uma porgiio de came vermelha

tedos os dias
120. Qual a sua fonte de alimentos (cames e verduras)
( ) Produgdo propna () compra dos vizinhos ( ) supermercado
121. Qual a sua fonte de dgna?

{ ) Corrego proximo a casa ([ ) Fonte de agua natural };f"Lg'LJ.a encanada () Pogo

artesiano
122. Onde sfo descartados os residucs de seu banheiro?
{ ) Ha saneamento basice ( ) Diretamente no comego
123, Vocé toma chimarrido?

{ }Todososdias { ) Algumas vezes por semana

MEDICAMENTOS

124, Viocé costuma tomar algum remédio por conta propna? { ) Sim { ) Nio

125, Cuais?
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126. Com que frequéncia? { ) Dianamente | ) Semanalmente { ) De vez em quando
127. Vocé toma algum medicamento prescrito pelo seu médico? () Sim ([ YNa&o

128. Quais?

129, Com que frequéncia? { ) Dianamente ( ) Semanalmente { ) De vez em quande

DADOS SOCIO-DEMOGRAFICOS - PARTE D

130. Cor: { )Branca ( )MNegra ( )Parde ( ) Oufra:

131. Estado civil atwal:  ( )solteiro { )casade ( Jcom companheira ( Jvidwve (

Jseparado/divorciado/desquitado

132, Até que ano (série) vocé estudon na escola? Completei o (a) ano (série) do

na escola.

133 Qual sua religifo? ( )sem religido ( )Catolica ( )protestante/crente/evangelico

{ Jespirita ( Joutra

134, Quais e gquantos deste itens vocé possui em sua casa?

fem

Televisio em cores

Video cassete ou DVD

Fadio

Banheiro

Automavel

Maguina de lavar
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Geladeira

duplex)

Freezer (independente ou parte da geladeira

Trator
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PARECER CONSUBSTANCIADD DO CEP

DADGS DO PROJETO DE PESGUISA,

Titubo da Peaquisa; Estudo de popuiagso exposia ocupacionalmenia 3 agrottieos
Pesquisador: Clauda Regina dos Sanios

Area Ternatica:

Verslo: 2

CAAFE- J4500413.3.0000.01:21

InsfttulcBo Proponsnis: UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA CATARING
Pdl'nl:l‘minl“‘ll‘ll:lpﬂ: Universidats Federal de Santa Catanina

DADOS O PARECER

Himene do Parecar: 507310
Data da Relatonia: 10022014

Apragentagio do Projsto:

A pesquisa Inttulata ; ESN0 02 pOpUEcS0 SxDOSts CCUDSCioNAMENts 3 AQroito0s; trata e um estuds
de coorte retrospeciva onde serdo avallados 1% da populagdo rural dos municiplos de Aguas Momas,
Antdrio Carios e Santo Amano da Impesatiz (cerca de 120 Indviduos). SerSo incluldos no grupo exposio,
Individuces com histtrico de exposiclo 3 agrbwicos como atividade laboral, nos ORimos 20 ancs. O grupo
nds exposto (proporcdo de 2-1), conslderara Individuos sem histirico de exposlgdo ocupaclonal a
agrotoxicos & parsados quanio 3 sexo, falxa etana @ local de residencla.

Objefivo da Peaquisa:

Chiefvo Primana;

fvalar Indlcadores bickdgleos de exposicdo, de ofelio e de genoiowicidade & 3 hiptiese de associagies &
alteraglies endocrinoldgicas, hemalobdgicas, neurnloghtas @ rewmaioddglcas na populacdo sxposia
ocupacionalmenie 3 agrotdulcos da Grande Floranopols.

Chiemvo Secundanc:

Validar métodos para a determinacdo dos Indicadones bioldgicos de exposkzdo para inds agrobaxicos de
acordo com a frequancla de uso.Estimar a prevakencia de anzragies nos Indicatores DIKgICOS de efelto -
atividade da coilnesizrase entmeliana e plasmatica SsUmar 3 pravaldnca de atemglies nos Indlcadoes &
genciaxicidade - ensaln cometa e micronicieos &m

Endaregny! Campis Lnbsamalinis Radsr Jobs Divad Feimana Lisa

Balrree  Trindisda CEP:  &n (ufudin
F: B Munsdpla: FLOREMOPOLIS
Tolefone.  LafE 73 - Fax: |85077-0608 E-mail: cocf¥imbeta o b
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Inftcitos. Descrever as ateragbes endocrinologicas, Nemainlogicas, NEUrtiogk:as & reumatoiogicas na
populiagao de estudo Estimar possivels relaghes entre a exposigdo, of Indicadores bloldglcos & a5
alteracdes clinicas encontradas na populagdo de esudo.

Confmusple 32 Pamear: 337 30

tvallagao dos Riscos & Bensficlos:
Rilscos:

s riscos decomentes da reallzacao do presente estudo estio relacionados com 3 cokela das amosiTas
biokogicas (sangue) nos INdviduos. A coleta sera reallzada em local apropriado pa esta finalklade & por
profesional Nabilitas sequindo as recomendaciies das Boas Pratcss Laboratonais.

Baneflicios:

-Datecgdo precoce de afteragdo clinlco laboratorial reladionada a exposipdo ocupadional a agrotbedcos -
Encaminhamento para tratamenio especializado em endocinoiogla, hematologla & reumatsiogla no
HUWUFSC caso hala deteccdo de anommalldades clinko laboratonals.- Crentagdo’educagdo de novas
praticas de trabaino com minimizagdo de exposizdo ocupacional aos agentes.

Comentaros & Consldaraghes s00re 3 Peaquiza:

A pesguUis3 apresenta peringncia, fundementag3o bibilografics, darera am seUs DOjSTVis & UMa vez ootin
05 dados conciusivos propordionara a elaboragao de novas praticas minlmizando o efefin nocivo dos
agrottnd cos @ encaminhamento para Tatamento especializado dos paricinanies da pesquisa caso 58 Taga
MECEEEaT.

Consideragbes s0bre o8 Termos da apressniacao obrigatara:

OE documemios estao de acando com o solciEdo pelo CEPSH.

Recomentajies:

M0 2 apla.

Conclusdes ou Pendédncias o Liata de Inadequacias:

Foram feitas todas as alteragles no TCLE, nao havendo Inadeguactes, ou nada que wenha Impedr o
prassequimenio da pesquisa.

Stuagao do Parscer

Agrovado

Enderessy:  Cameus Lnherstieds etz Jodo Daead Feoeoa Usa

Babire:  Tridisda CEP: @ fufid
LF: 85 Hunksipla: FLORLAMOPOLIS
Telefone:  LdgEra Lo Fax: |488721-060 E-mall: copffiaieta ukes b
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Conimespic da Pemcar 307 3D

Mec=ssiia Apreciacio da COMEP:
Mao

Considera;ies Finals a oritéro do CEP:

FLORIANOPOLES, 07 de Janeiro de 2014

ABSINAI0T POT.
Washington Portela da Souzs
(| Coondenadon
Enh Lis iiie FRailor Joks Diriad Feimain Lisa
Babte:  Trincada CEP: &8 (4000
UF: 85 Munkdpla: FLORLAMOPOLIS
Telelone: L4 a7 e Fax: |48370- (e E-mail. cooffimicta uhe bt
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