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RESUMO

A utilizacdo global de pesticidas aumentou continuamente nas tltimas décadas. Cerca de 20%
dos pesticidas comercializados no mundo sdo consumidos no Brasil. Em Santa Catarina esse
consumo ¢ crescente, sendo atualmente o 10° estado com maior uso de insumos quimicos na
agricultura por area plantada. A exposicao ocupacional aos pesticidas pode causar problemas
de satde, depressio e danos neurologicos, problemas reprodutivos, intoxicacdo e
desenvolvimento de diferentes tipos de cancer. Alguns fatores como falta de conhecimento,
mal uso dos produtos ou falta de EPI agravam estes riscos. A técnica do cometa ¢ uma técnica
considerada bastante sensivel para detectar exposigdes a agentes genotoxicos, antes da agdo
do sistema de reparo do organismo, servindo de alerta precoce de aumento do risco de
desenvolver doengas relacionadas a exposi¢cdo. O objetivo deste estudo foi avaliar os indices
de dano ao DNA, através da técnica do cometa no sangue periférico de agricultores expostos a
agrotoxicos. A amostra foi composta por 25 agricultores do municipio de Santo Amaro da
Imperatriz — SC e 25 individuos ndo expostos, como grupo controle. Neste estudo foram
obtidos resultados significativos em relacdo a quantidade de danos ao DNA entre grupo
controle e caso. O grupo caso apresentou uma média de comprimento de cauda do cometa
formada por DNA danificado significativamente maior que o grupo controle (p<0,001). Os
resultados do presente estudo evidenciam fortemente a instabilidade gendémica com a
exposicdo ocupacional de pesticidas em agricultores através do ensaio do cometa, que permite
uma andlise simples, rapida e sensivel aos danos de DNA.

Palavras-chave: Agrotoxicos; Dano de DNA; Técnica do cometa; agentes mutagénicos;
agentes genotdxicos; monitorizacdo ocupacional.



ABSTRACT

The global use of pesticides has increased continuously over the last few decades. About 20%
of the pesticides sold in the world are purchased in Brazil. In Santa Catarina, this
consumption is increasing, being currently the tenth state with the highest use of chemical
inputs in agriculture by planted area. Occupational exposure to pesticides can cause health
problems such as damage to treatments, reproductive problems and the development of
different types of cancer. Some factors such as lack of knowledge, misuse of products or lack
of PPE exacerbate these risks. Comet assay is considered to be a very sensitive technique for
detecting exposure to genotoxic agents, before the action of the body's repair system, serving
as an early warning of an increased risk of developing exposure-related diseases. The
objective of this study was to evaluate the DNA damage rates through the comet assay in the
peripheral blood of farmers exposed to pesticides. The sample consisted of 25 farmers from
the municipality of Santo Amaro da Imperatriz - SC and 25 non-exposed individuals, as a
control group. In this study, significant results were obtained in relation to the amount of
DNA damage between the control and case groups. The case group presented an average
length of comet tail formed by damaged DNA significantly higher than the control group
(p<0.001). The results of the present study strongly evidence the genomic instability with the
occupational exposure of pesticides in farmers through the comet assay, which allows a
simple, fast and sensitive analysis to DNA damage.

Keywords: Pesticides; DNA damage; comet technique; mutagens; genotoxic agents;
occupational monitoring.
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1 INTRODUCAO

O uso de pesticidas na agricultura tem aumentado consideravelmente ao longo dos
ultimos anos e a agricultura moderna além de trazer novas técnicas € equipamentos que
facilitam as praticas agricolas, faz o uso indiscriminado de quimicos para matar ou controlar
pragas e prevenir doengas em plantas, a fim de melhorar a sua produtividade (ALI ef al.,
2008; HILGERT et al., 2017). Segundo a OPAS — (Organizagdo Pan-Americana da saude) -
substancias quimicas agricolas matam por ano aproximadamente 193 mil pessoas no mundo.

Cerca de 20% dos pesticidas comercializados no mundo sdo consumidos no Brasil
(FERNANDES et al., 2020). Um levantamento realizado pelo IBAMA em 2017 mostrou os
ativos mais utilizados no territério nacional, considerando a quantidade de toneladas que
foram vendidas nesse mesmo ano. Seriam eles: o Glifosato (173.150,75 ton.), acido
diclorofenoxiacético (57.389,35 ton.), Maconzebe (30.815,09 ton.), Acefato (27.057,66
ton.), Atrazina (24.730,90 ton.) (IBAMA, 2017). O pais expandiu aproximadamente 190%
desse mercado nos ultimos 10 anos, colocando-o assim em primeiro lugar no ranking mundial
de consumo desde 2008 (LOPES, 2018).

Iniumeros estudos ja& comprovaram os danos que a exposi¢ao aos pesticidas pode
causar a saude humana. Efeitos cronicos e neurologicos, problemas reprodutivos e
desenvolvimento de cancer sdo associados a exposi¢do a pesticidas (BOLOGNESI, 2011). A
populagdo em geral apresenta um certo grau de exposicao devido a residuos encontrados em
agua ¢ alimentos, porém, trabalhadores rurais em empresas do agronegdcio, agricultura
familiar e fabricas sdo sem duvidas os que possuem maior contato com esses produtos e por
um periodo prolongado (SANTA CATARINA, 2013). O grau de intoxicacdes dessas pessoas
pode variar do leve ao grave, isso vai depender dos habitos de vida, tempo de exposigao,
toxicidade do produto e quantidades utilizadas (SANTA CATARINA, 2013).

Santa Catarina encontra-se em 10° lugar no ranking brasileiro de consumo de
pesticidas por area plantada (PIGNATI et. al., 2017). A predominancia no estado ¢ da
agricultura familiar, que devido as suas caracteristicas socioecondmicas leva a um menor
alcance as informagdes e tecnologias e consequentemente a um aumento no uso direto de
pesticidas em plantagdes (MATTEIL 2016).

O DNA esta constantemente sofrendo modificagdes na sua estrutura tanto por fatores
endogenos quanto exogenos, porém as células de defesa do corpo humano possuem um
sistema de reparo que diariamente esta trabalhando para reverté-las. Quando o sistema nao da
conta ou as lesdes sdo mal reparadas e a lesdo ¢ irreparavel as células sdo sujeitas a mutagoes,

0o que pode induzir a integridade do DNA e instabilidade gendmica, acarretando no



desenvolvimento de possiveis canceres (Vivian F. et al, 2018) (figura 1). Dessa maneira, o uso
de pesticidas esta diretamente ligado a integridade do genoma e como consequéncia no
aumento de incidéncia do cancer (DESAULNIERS et al., 2015). Apesar da grande exposigao,
alguns fatores podem auxiliar na diminuicdo desses maleficios. Os antioxidantes, por

exemplo, estdo diretamente ligados na reversdo ao dano de DNA (BIANCHI, 1999).

Figura 1 — Dano de DNA.
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Fonte: Adaptado de SCHUMACHER; POTHOF; VIIG; HOEIJMAKERS, 2021.

A figura apresenta um esquema de fatores exdgenos e enddgenos que atuam sobre as
células, causando danos moleculares e, quando ndo removidos pelo sistema de
reparo, podem levar a problemas funcionais, envelhecimento, inflamagdo, e
futuramente possiveis canceres.

Muitas técnicas foram desenvolvidas para monitorar populacdes expostas a pesticidas,
incluindo diferentes marcadores genéticos que auxiliam esse biomonitoramento. A
eletroforese em gel de célula inica, mais conhecida como ensaio do cometa, ¢ uma ferramenta
simples, multifuncional, com alta sensibilidade e amplamente utilizada para medir efeitos
prejudiciais de diferentes compostos quimicos com potencial de gerar danos ao DNA, visto
que a técnica permite mensurar danos ao DNA antes da atuagdo do sistema de reparo
(Kruszewski, 2012).

Na técnica do cometa, as células apresentadas sobre a lamina de agarose sdo sujeitas a

uma corrente elétrica alcalina que pela forca gera uma dispersdo dos fragmentos do DNA



livres para fora do nucleo (AZQUETA et al., 2019). No fim desse processo de eletroforese, ¢
possivel identificar as células lesionadas por uma espécie de “cauda”, semelhante a um
cometa, formada pelos fragmentos de DNA que migraram para o anodo da eletroforese
(FAIRBAIRN, 1995). As quebras no DNA podem ser de fita simples ou duplas, além de sitios
de reparos incompletos, danos alcali-labeis e/ou crosslinks (TICE et al., 2000). A coloragdo
das laminas ¢ feita com nitrato de prata por ser uma solug¢do de baixo custo, facilidade de
analise a partir de um microscopio de luz convencional e possibilita armazena-las por muito
tempo (Nadin et al., 2001). As células que permanecem intactas, sdo apontadas como sem
danos aparentes no DNA. Os segmentos gerados a partir dessa eletroforese podem ter
variados tamanhos, classificando-os assim em diferentes niveis de danos. O tamanho das
caudas esta relacionado proporcionalmente com o grau de lesdo: quanto maior a cauda maior

o dano.

Figura 1 — Resultado das células do ensaio Cometa apods coloragdo de prata

Fonte: Maluf S. W., 2011.

A figura apresenta o comprimento dos segmentos deixados nas células apds a eletroforese. Sua
classificagdo varia de 0 a 4 sendo diretamente proporcional a quantidade de dano (0 sem danos ¢ 4,
dano maximo).

1.1 JUSTIFICATIVA
A aplicagdo crescente de pesticidas nas lavouras trouxe o entendimento de que seu
uso tem se tornado um problema ambiental e de saude aos trabalhadores, principalmente aos

agricultores e suas familias por possuirem contato direto com os pesticidas.



1.2 OBJETIVOS
1.2.1 objetivo geral
Avaliar os indices de dano ao DNA, através da técnica do cometa no sangue periférico

de agricultores expostos a agrotoxicos no municipio de Santo Amaro - SC.

1.2.2 objetivos especificos:

- Analisar os niveis de dano de DNA em agricultores expostos a pesticidas, por meio da
Técnica do Cometa;

- Correlacionar os resultados obtidos com o tempo de trabalho, sexo, idade e hébitos de vida

dos trabalhadores;

2 MATERIAIS E METODOS
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 3.127.656.

2.1 CARACTERIZACAO DA AMOSTRA

A amostra foi composta por 25 agricultores com exposi¢do a pesticidas por pelo
menos 5 anos, do municipio de Santo Amaro da Imperatriz — SC e 25 individuos nao
expostos, como grupo controle.

Ap6s explicagdo detalhada dos procedimentos e o aceite dos participantes, assinou-se
o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (Anexo I) e submetidos a um questionario
relacionado ao carater socio demografico, habitos de vida, procedéncia de alimentos e agua,

exposicao a pesticidas e historia clinica e ocupacional (Anexo II).

2.2 ENSAIO COMETA
Este ensaio seguird de acordo com o protocolo de Singh (NADIN et al., 2001) (Singh,
et al., 1988), e serd aplicada a partir do sangue heparinizado. Os testes serdo em conformidade

com o ensaio para amostras in vivo (TICE et al., 2000; HARTMANN et al., 2003).



2.2.1 Preparacao das laminas

As laminas com pré cobertura de agarose de ponto de fusdo normal (0,15g agarose
regular; 10 ml PBS) sdo preparadas e deixadas prontas para posterior uso.

Preparar a Solucdo de Lise final (89ml Solu¢do de Lise Mae, 10 ml DMSO, 1 ml
Triton x-100) e armazenar em geladeira. Pipetar em um eppendorf 95ul da mistura de agarose
Low Melting (0,07g) e PBS (10 ml), e 5ul da amostra sobre a 1damina com pré cobertura de
agarose € cobrir com a laminula. Depositar essas laminas em uma “cadmara umida” na
geladeira por 5 minutos, retirar a laminula, e colocar na Solucdo de Lise (89 ml Solucio de
Lise Mae* + 10 ml DMSO + 1 ml Triton x-100) (manter por um periodo minimo de duas

horas e maximo de 14 dias).

*Lise mae: (NaCl 2,5M 146,1g +EDTA 100 mM 37,2g + Tris 10mM 1,2g + Agua destilada 890mL).

2.2.2 Eletroforese
Preparar o Tampao (40 ml solugdo A*; 6,66 ml solucdo B**; 1.286,6 ml de agua
destilada) para a eletroforese antes de iniciar a corrida e deixar na geladeira (tampao deve
estar a uma temperatura de aproximadamente 4°C).
Retirar as laminas que estdo na Solugdo de Lise, e colocar em uma cuba. Adicionar a
solucdo do tampdo, e aguardar 20 minutos. Ligar a corrente (25V constante) por 20 min, 300
mA. Retirar as laminas da cuba, lava-las com o Tampao de Neutralizacao (48,5g de Tris 0,4M
e completar 1000ml com 4gua destilada) 3 vezes, aguardando 5 min entre cada lavagem. Em
seguida, lavar com Agua Destilada 2 vezes e deixar secar por no minimo 2h em temperatura

ambiente.

*Solugdo A: NAOH 200g e Agua destilada 500 mL

**Solucdo B: 14,89g de EDTA 200mM e completar com Agua Destilada para 200 mL de solugio.

2.2.3 Coloracao

Fixar por 10 minutos com Solugio Fixadora (150g de Acido Tricloroacético + 50g de
Sulfato de Zinco + 50 ml de Glicerol e completar at¢é 1000ml com agua destilada), lavar 3
vezes com agua destilada e deixar secar em temperatura ambiente por no minimo 2h. Apos

este processo, hidratar as laminas por 5 minutos com Agua Destilada.



Preparar a Solucdo de Coloracdo (51 ml de Solugdo A* + 99 ml de Solugdo B**).
Adicionar na cuba e leva-la ao agitador na velocidade minima por 35 minutos. Lavar 3 vezes
com agua destilada e colocar em Solugdo de Parada (0,05 ml de Acido Acético + 4,96ml de
agua destilada) por 5 minutos. Lavar novamente 3 vezes com dgua destilada e deixar secar em

temperatura ambiente.

*Solugdo A: 25 g de Carbonato de Sodio + 500ml de Agua Destilada;
**Solugdo B: 0,5g de Nitrato de Aménio + 0,5g de Nitrato de Prata + 1,25g de Acido
Tungstosalicilitico + 2,08 ml de Formaldeido + 500ml de Agua Destilada;

2.2.4 Leitura das laminas

As laminas serdo confeccionadas em duplicata e analisadas 50 células por lamina. O
comprimento dos segmentos deixados nas células apds a eletroforese ¢ proporcional a
quantidade de dano, classificando-os assim danos de 0 a 4, sendo 0 sem danos e 4, dano
maximo.
2.3 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram analisados no programa SPSS, versdo 20.0, utilizando-se o teste de
Mann-Whitney para comparagdes entre os grupos dos indices encontrados ¢ o Teste
Correlagdo de Sperman para relacionar os dados avaliados com outros valores quantitativos,
apds o Teste de Shapiro-Wilk ter evidenciado uma distribui¢do ndo gaussiana. Foi

considerado significativo um nivel de significancia p < 0,05.

2.4 RECURSOS

Este projeto sera realizado com verba de pesquisa j& obtida pelo laboratorio.



3 RESULTADOS
3.1 PERFIL DA POPULACAO

A tabela 1 apresenta as informagdes do perfil dos participantes do estudo que foram
coletadas a partir de um questiondrio (anexo 1). Foram divididos em dois grupos: individuos
agricultores que apresentam exposi¢ao a pesticidas (caso) e individuos ndo agricultores e que

ndo estdo diretamente expostos (controle).

Tabela 1 — descritiva da populagdo estudada.

Grupo caso Grupo controle -
(n: 25) (n: 25) P
Sexo (masculino) 64% 68% p=1,00
Idade
tdina + DP*
(mintmo - i) 54,36 + 10,36 50,92 + 14,02 p=0,403
(24-172) (25-178)
Teg‘n‘;‘:ﬁ‘;e ﬂ:ﬁ;‘gil)h" 41,84+ 11,85
(10-62) — —

(minimo — maximo)

Fonte: Elaborada pela autora.

Legenda: Tabela apresenta comparagdo entre os individuos do grupo caso e controle da amostra.
Valores sdo representados como frequéncia relativa (%) ou valores minimo e maximo. *DP: Desvio
padrdo; p**: o valor de p foi calculado mediante os testes estatisticos qui-quadrado, U de
Mann-Withney e teste t para amostras independentes;

A partir dessa tabela observou-se que 64% dos trabalhadores sdo do sexo masculino
no grupo caso ¢ 68% no grupo controle (p=1,00). A idade média do grupo caso varia entre 24
e 72 anos, tendo uma média de 54,36 (= 10,36). No grupo controle a média ¢ de 50,92
(£14,02) e as idades variam de 25 a 78 anos anos (p=0,403). Foi observado também que o
tempo de trabalho médio do grupo caso foi de 41,84 anos variando entre 10 a 62 anos de
exposicao a pesticidas. O grupo controle por ndo ter relagdo com exposicdo direta a
pesticidas, ndo apresenta dados significativos para tempo de trabalho.

Dessa maneira considera-se que hd uma semelhanca entre os perfis dos grupos, ndo

apresentando diferencas significativas que possam acometer o estudo (p>0,05).



3.2 ENSAIO COMETA

Os danos de DNA analisados a partir da técnica do cometa tém uma média de 62,36
no grupo caso ¢ de 8,56 no grupo controle (Figura 1), sendo assim a média total de dano no
grupo caso foi maior do que o grupo controle (p<0,001).

Figura 1 - comparacdo de dano entre grupos.
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Fonte: elaborada pela autora.

Legenda: Os valores de danos estdo expressos em unidades arbitrarias (U.A.). As linhas horizontais
internas em cada grupo representam as medianas; boxes e whiskers representam os interquartis e
valores minimos e maximos respectivamente. °/*: outliers. Teste ¢ para variaveis independentes
p<0,001.

3.3 COMETA E SEXO

No grupo caso, os danos de DNA analisados a partir da técnica do cometa tém uma
média de 60,81 para o sexo masculino e 65,11 para o sexo feminino (p=0,598) (Figura 2). Ja
no grupo controle a média foi de 6,65 para o sexo masculino e 12,63 para o sexo feminino
(p=0,002) (Figura 3).



Figura 2 - comparagdo entre dano e sexo do grupo caso.
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Fonte: elaborada pela autora.

Legenda: Os valores da idade estdo expressos em unidades arbitrarias (U.A.). As linhas horizontais
internas em cada grupo representam as medianas; boxes e whiskers representam os interquartis e
valores minimos ¢ maximos respectivamente. °: outliers. Teste ¢ para variaveis independentes
p<0,001.

Figura 3 - comparacao entre dano e sexo do grupo controle.
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Legenda: Os valores da idade estdo expressos em unidades arbitrarias (U.A.). As linhas horizontais
internas em cada grupo representam as medianas; boxes e whiskers representam os interquartis e
valores minimos e maximos respectivamente.®/*: outliers. Teste ¢ para variaveis independentes
p<0,001.



3.4 COMETA E IDADE
A correlagdo de cometa e idade ndo deu resultados significativos que possam acometer

o estudo (caso p=0,886; controle p=0,163) (Figuras 4 e 5).

Figura 4 - comparagdo entre dano e idade do grupo caso.
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Fonte: Elaborada pela autora.
Legenda: Grafico de dispersao.

Figura 5 - comparagdo entre dano e idade do grupo controle
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Fonte: Elaborada pela autora.
Legenda: Grafico de disperséo.



3.5 COMETA E TEMPO DE TRABALHO
A correlagdo de cometa e tempo de trabalho ndo deu resultados significativos

(p=0,162) (Figura 6).

Figura 6 - comparagdo entre dano e tempo de trabalho
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Legenda: Grafico de disperséo.



4. DISCUSSAO

O uso dos pesticidas no mundo ja ¢é considerado um problema ambiental e
principalmente de saude publica e esta se intensificando ao passar dos anos. O Brasil ¢ um dos
principais produtores e exportadores de produtos agricolas no mundo, consequentemente faz
grande uso de pesticidas a fim de manter a sua produgao (PIGNATI, 2017). Em se tratando de
nameros, o pais consome em torno de 20% dos pesticidas que sdo produzidos mundialmente
(FERNANDES et al., 2020). Ja sao evidentes os indicios de problemas na satide em pessoas
que fazem o uso do mesmo e em consumidores de produtos provenientes da agricultura.
Trabalhadores rurais e familiares sdo os mais afetados por haver contato direto com esses
produtos (SANTA CATARINA, 2013). Na maioria das vezes o acesso a esses produtos ¢é
facilitado havendo uma despreocupagdo na utilizacdo dos Equipamentos de Protecao
Individual (EPI’s) de maneira adequada, aumentando as chances de intoxicacao
(SEBRAE/SC, 2013).

A todo momento o DNA ¢ passivel de sofrer alteragdes moleculares por diversos
fatores, a0 mesmo tempo que o sistema de reparo do sistema imune atua na medida do
possivel para reverter essas alteragoes (AZQUETA et. al., 2019; SCHUMACHER, et al,
2021). Através do ensaio do cometa ¢é possivel avaliar as lesdes do tipo fita simples ou duplas,
além de sitios de reparos incompletos, danos alcali-labeis e/ou crosslinks, as quais ainda sio
possiveis de reparo (TICE et al., 2000). Quando a lesdo ¢ irreparavel a célula morre,
acarretando no desenvolvimento de possiveis canceres (DESAULNIERS et al., 2015).

Neste estudo foram obtidos resultados significativos em relag¢do a quantidade de danos
ao DNA entre os grupos controle e caso. O grupo caso apresentou uma média de
comprimento de cauda do cometa formada por DNA danificado significativamente maior que
o grupo controle (p<0,001). Outros estudos nos quais também foram utilizados o ensaio do
cometa como uma forma de quantificar os niveis de danos ao DNA, também obtiveram
resultados similares a este. Um estudo ocupacional que avaliou trabalhadores em uma unidade
de fabricacio de pesticidas na India, apontou um aumento nos danos em comparagio com o
grupo controle (Paramyjit, 2003). Outro estudo recente concluiu que efeitos genéticos no DNA
em um grupo exposto a pesticidas foi aproximadamente 5 vezes maior do que no grupo
controle (Nascimento et. al., 2022). Estudos como esses ajudam a corroborar o presente
trabalho confirmando a alta exposi¢do aos agrotdxicos e o efeito do mesmo nas células dos
trabalhadores rurais analisados.

Apesar de ser esperado que agricultores com idades mais elevadas tivessem mais dano

de DNA (PASTOR et al., 2003; MARQUEZ et al., 2005; ALl et al., 2008; FENECH et al.,



2011), nao houve correlagdo significativa entre essas variantes, da mesma maneira quando
comparamos o tempo de trabalho e a quantidade de dano. Homens e mulheres também nao
apresentaram diferenca significativa, quanto ao dano de DNA, como descrito em alguns
estudos (VIOLANTE et al., 2012; HILGERT et al., 2018). Talvez com uma amostra maior
pudéssemos demonstrar a influéncia desses fatores sobre o dano de DNA.

Os resultados do presente estudo evidenciam fortemente a instabilidade gendmica com

a exposi¢ao ocupacional de pesticidas em agricultores através do ensaio do cometa.
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ANEXOI-TCLE

Universidade Federal de Santa Catarina
Hospital Universitario — Unidade de Andlises Clinicas

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
I- DADOS DE IDENTIFICACAO DO SUJEITO DA PESQUISA
Nome:

Sexo: ( )M ( )F Data de Nascimento:
I1 - DADOS SOBRE A PESQUISA

1. Titulo da Pesquisa: Andlise de danos a0 DNA em leucécitos de agricultores do
municipio de Santo Amaro da Imperatriz - SC que aplicam pesticidas

2. Pesquisador Principal: Sharbel Weidner Maluf (Divisdao de Analises Clinicas do
Hospital Universitario UFSC)

III - EXPLICACOES SOBRE A PESQUISA:

Vocé esta sendo convidado a participar desta pesquisa, que tem como objetivo avaliar
os efeitos a0 DNA sobre a satde de agricultores expostos a pesticidas.

Serdo coletadas amostras de sangue (1 tubo de coleta de sangue), para avaliacio de seu
estado geral de saude e possiveis efeitos dos agrotdxicos sobre esses exames. A coleta sera
feita por profissional qualificado, utilizando material descartavel, seguindo os procedimentos
de assepsia adequados, garantindo assim a sua integridade fisica. Apds a coleta sera oferecido
alimento aos participantes. Também sera aplicado um questiondrio sobre seus habitos, seu
estado de saude e seu historico relacionado ao trabalho, que leva em média 10 minutos para
ser respondido.

Todas as andlises serdo realizadas, de modo a ndo representar nenhum custo
financeiro, para vocé. Vocé terd acesso aos resultados e possiveis atendimentos que se fizerem
necessarios.

IV - ESCLARECIMENTOS DADOS PELO PESQUISADOR SOBRE
GARANTIAS DO PARTICIPANTE DA PESQUISA

Vocé tem assegurado o direito de a qualquer momento do estudo solicitar informagdes
esclarecedoras sobre o andamento da pesquisa, bem como dos eventuais riscos ¢ beneficios
relacionados a sua participacao neste estudo, através dos telefones (48) 37218131/988173072
ou na Unidade de Analises Clinicas do Hospital Universitario (HU) da UFSC (pesquisador),
37219206 ou na Rua Desembargador Vitor Lima, n°® 222, sala 401, Trindade,



Florianopolis/SC (Comité de Etica em Pesquisa: grupo de pessoas responsavel pela defesa dos
interesses dos participantes da pesquisa). E-mail: s.maluf@ufsc.br.

Riscos e desconforto: Pode ocorrer desconforto no momento da coleta. Fica
assegurado que no caso de eventual problema na coleta ou qualquer outro dano, como efeitos
adversos ou indesejaveis da utilizagdo do produto em investigagdo ou qualquer outro
problema de saude decorrentes da pesquisa, o Sr(a). recebera assisténcia imediata integral e
tratamento adequado pela equipe de saude do HU UFSC e serd cuidado pelo tempo que for
necessario até que sua condi¢dao de saude se restabeleca (ndo sdo esperados problemas deste
tipo pois os profissionais fardo a coleta com o maximo de cautela, no entanto ¢ importante
garantir assisténcia no caso de qualquer problema relacionado ao projeto). O participante tera
ajuda no preenchimento do questionario e liberdade de interromper o preenchimento, caso
ocorra cansaco para responder ou constrangimento ao responder algumas das questoes.

Os pesquisadores declaram que cumprirdo as exigéncias contidas na Resolu¢do CNS
466/2012 e que o sigilo dos participantes sera garantido durante todas as etapas da pesquisa,
inclusive na divulgacdo dos resultados. Os resultados da pesquisa serdo publicados sem
revelar sua identidade, entretanto estardo disponiveis para consulta pela equipe envolvida no
projeto, e pelo Comité de Etica. Qualquer prejuizo financeiro ocorrido devido a este estudo ou
quebra involuntéria de sigilo sera ressarcido ou indenizado pelos pesquisadores responsaveis
pela pesquisa.

Os resultados dos exames e avaliagdes, depois de realizados, serdo informados ao
Sr.(a) se e quando o Sr.(a) quiser.

A legislagdo brasileira ndo permite que vocé tenha qualquer compensacao financeira
pela sua participagdo em pesquisa € voc€ ndo terd nenhuma despesa advinda da sua
participagdo na pesquisa. Caso alguma despesa extraordindria associada a pesquisa venha a
ocorrer (com transporte, alimentagdo e outros), vocé e seu acompanhante serdo integralmente
ressarcidos pelos pesquisadores responsaveis pela pesquisa. Caso vocé tenha algum dano
material ou moral em decorréncia da pesquisa podera solicitar indenizacao, de acordo com a
legislacao vigente.

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 identificacdo, conforme
normas do Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos. A minha participagio é
voluntaria podendo ser suspensa a qualquer momento (o participante pode retirar seu

consentimento a qualquer momento). Pelo presente consentimento, declaro que fui



esclarecido sobre a pesquisa a ser realizada, de forma detalhada, livre de qualquer
constrangimento ¢ obrigagdo, e que recebi uma via deste termo, elaborado em duas vias,
assinadas pelos pesquisadores.

Data:

Assinatura do participante Pesquisador Principal

Obs. Todas as paginas deste documento deverdo ser rubricadas pelo pesquisador

responsavel e pelo participante da pesquisa.



ANEXO II - Questionario

UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA CATARINA
HOSPITAL UNIVERSITARIO

AVALIACAO DA EXPOSICAO OCUPACIONAL A AGROTOXICOS

1. Questionario nimero: __ _

e

W Data:__/__/

P

i Localidade:

DADOS SOCIO-DEMOGRAFICOS — PARTE |

1. Nome do entrevistado:

i Datadenascimento: __/ _/

i Idade: __ anos completos
i Local de nascimento: cidade estado
EXPOSICAO A AGENTES QUIMICOS (Assinale quando SIM)
1. O que vocé Planta?
1. Quanto vocé produz anualmente?
1. Qual o periodo da(s) Safra(s)?
1. Quando vocé faz a aplicagdo de agrotoxicos durante a safra?
1. Quantas horas duram as aplicagdes?
1. Em qual turno voc€ normalmente aplica? () matutino () vespertino
1. Quais agrotoxicos voceé utiliza atualmente?
1. Vocé se lembra qual agrotoxicos vocé mais usava a 20 anos atras?
1. Como vocé compra os agrotoxicos? ( ) Com receita () Sem receita
1. Vocé 1€ as bulas antes de utilizar o produto? ( ) Sim ( ) Nao
1. Quantas vezes por semana vocé utiliza ( ) Uma () Pelo menos duas ( ) 3 ou mais
1. O que vocé faz com o agrotoxico? ( ) Prepara a calda ( ) aplica o produto
1. Como vocé faz a aplicagao? () Pulverizador costal ( ) Maquina
1. Quando foi a sua ultima exposi¢ao? horas ou dias
1. Qual(is) foi(RAM) o agrotoxico(s) utilizado(s)?
1. Vocé utiliza algum EPI? ( ) Sim () Nao

1. Qual EPI vocé utiliza? ( ) Mascaras ( ) Luvas ( ) Botas ( ) Roupas de manga comprida




1. Apds 0 manuseio do agrotoxico vocé: () continua normalmente suas Atividades
) Lava as maos antes de continuar suas atividades ( ) Toma banho antes de continuar suas
atividades

1. Ao aplicar os agrotoxicos molha a roupa: ( ) Todos os dias () As vezes
HISTORIA OCUPACIONAL (escrever no verso se necessario)
27. Quantos anos vocé tinha quando comecou a trabalhar? ______anos

28. Que trabalhos executou desde entdo? Por quanto tempo?
F UNCAO/ATIVIDADE EMPRESA OU LOCALIDADE, MUNICIPIO PERIODO
a.

b.
C.
d

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

HISTORIA CLINICA

28.Quantas intoxicagdes por agrotoxicos vocé ja teve ao longo da vida?

30.Queixa atual:

31.Historia Pregressa da moléstia atual:

(inicio, duracdo, caracteristica do sintoma no inicio, evolugao, relagdo com outras queixas,
situagdo atual).

1. Vocé tem filhos? () sim ( )ndo

33. Voceé teve alguma complicag@o na gravidez? ( )sim ( )ndo
Qual?

34. Ja teve algum aborto espontdneo? ( )sim ( )ndo
Quantos?

EXAME FiSICO

35. Estado Geral: ( )bom ( )regular ( )ruim

36. Peso:

37. Altura:

38. Freqiiéncia Respiratoria:

39.Pressdo Arterial:

40.Pulso:
INTERROGATORIO SOBRE DIFERENTES PATOLOGIAS
DIABETES

1. Vocé tem diabetes ( )sim ( )Na&o Ha quantotempo? anos
1. Alguém da sua familia tem diabetes ( )sim ( )Nao
50. Quem: Ha quanto tempo? anos

HIPOTIREODISMO
I. Vocé tem hipotireoidismo ( )sim ( )Nao Ha quanto tempo? anos

1. Alguém da sua familia tem hipotireodismo ( )sim ( )Nao




1. Quem: Hé quanto tempo? anos

AUDICAO
1. Vocé tem algum problema de audicdo? ( )sim ( )Nao Ha quanto tempo? anos
I. Alguém da sua familia tem ou teve ( )sim ( )Nao
1. Quem: Hé quanto tempo? anos
l. Vocé apresenta alguma dificuldade para entender a fala quando ha varias pessoas falando ao mesmo
tempo, ou quando ha ruido competitivo?
( )sim ( )Nao Ha quanto tempo? anos
1. Alguém da sua familia tem ou teve ( )sim ( )Nao
1. Quem: Hé quanto tempo? anos
l. Vocé tem zumbido? ( ) sim ( ) Nao Ha quanto tempo? anos
1. Alguém da sua familia tem ou teve ( )sim ( )Nao
1. Quem: Hé quanto tempo? anos
l. Vocé tem tontura? () sim ( ) Nao Ha quanto tempo? anos
1. Alguém da sua familia tem ou teve ( )sim ( )Nao
1. Quem: Hé quanto tempo? anos
l. As pessoas da sua familia reclamam que vocé nao escuta bem?
1. ( )sim ( )Nao Ha quanto tempo? anos
1. Alguém da sua familia tem ou teve ( )sim ( )Nao
l. Quem: Ha quanto tempo? anos
1. Vocé tem ou teve exposto ao ruido?
( )sim ( )Nao Por quanto tempo? anos
Ha quanto tempo? anos
EPILEPSIA
1. Vocé tem ou teve crises (ataques, acesso, convulsdo) na qual perde a consciéncia e cai subitamente? (
)sim ( )Na@o Haquantotempo?  anos
1. Alguém da sua familia tem ou teve ( )sim ( )Nao
1. Quem: Ha quanto tempo? ~ anos
1. Vocé tem ou teve crises em que perde o contato com a realidade (meio) e fica como se estivesse fora
doar?( )sim ( )Nao Ha quantotempo? anos
I. Alguém da sua familia tem ou teve ( )sim ( )Nao
1. Quem: Hé quanto tempo? anos
l. Vocé tem ou teve crises na qual tem repuxdes incontrolaveis em bragos, pernas, na boca ou vira a
cabeca para o lado?
( )sim ( )Nao Ha quanto tempo? anos
1. Alguém da sua familia tem ou teve ( )sim ( )Nao
1. Quem: Hé quanto tempo? anos
l. Vocé tem ou teve crises de desmaio e que ao acordar nota que fez xixi ou coco na roupa sem
perceber? ( )sim ( )Nado Haquantotempo?  anos
l. Alguém da sua familia tem ou teve ( )sim ( )Nao

1. Quem: Hé quanto tempo? anos




l. Vocé tem ou teve crises na qual sente sensa¢do ruim de “fundeza” ou bola na “boca do estomago” e
que sobe até a garganta e em seguida sai fora do ar, e depois dizem que vocé ficou mexendo em algo com as

maos ou mastigando ou olhando para algo distante? ( )sim ( )Nao Ha quanto tempo? anos
1. Alguém da sua familia tem ou teve ( )sim ( )Nao

1. Quem: Hé quanto tempo? anos

l. Algum médico ou profissional de saide ou mesmo familiares ja lhe disse que vocé tem ou teve

convulsdo febril na infancia; ou durante alguma doencga grave qualquer? ( )sim ( ) Ndo Ha quanto
tempo? anos

1. Alguém da sua familia tem ou teve ( )sim ( )Nao
1. Quem: Ha quanto tempo? anos
1. Vocé tem rapidos abalos tipo “choque” nos bragos (as coisas caem da mao) ou pernas com ou sem
queda, principalmente pela manha?

( )sim ( )Nao Ha quanto tempo? anos
1. Alguém da sua familia tem ou teve ( )sim ( )Nao
1. Quem: Hé quanto tempo? anos
1. Ha alguém desta casa com epilepsia?

( )sim ( )Nao Ha quanto tempo? anos
I. Alguém da sua familia tem ou teve ( )sim ( )Nao
1. Quem: Hé 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. Nao ¢ 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.

1. 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

1. Voceé sente gosto pelas mesmas coisas de antes?
0 ( ) Sim, do mesmo jeito que antes
1 () Nao tanto quanto antes

2 () Sé um pouco

3 ( ) Jando sinto mais prazer em nada

1. Vocé sente uma espécie de medo, como se alguma coisa ruim pudesse acontecer?




3 ( ) Sim, e de um Jeito muito forte
2 () Sim, mas ndo tao forte

1 () Um pouco. mas isso ndo me preocupa

0 ( ) Nao sinto nada disso

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

1 ( ) Atualmente um pouco menos
2 () Atualmente bem menos

3 () Nao consigo mais

1. Vocé esta com a cabeca cheia de preocupacoes?
3( ) A maior parte de tempo

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

0( ) Raramente

1. Vocé se sente alegre?
3 ( ) Nunca

2 () Poucas vezes
1 ( ) Muitas vezes

0 () A maior parte do tempo

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

1 () Muitas vezes
2 () Poucas vezes

3( ) Nunca

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

2 () Muitas vezes

1 ( ) De vez em quando
0( ) Nunca

1. Vocé tem uma sensa¢do ruim de medo, como um frio na barriga ou um aperto no
estomago?




0( ) Nunca

1 ( ) De vezem quando
2 () Muitas vezes

3( ) Quase sempre

1. 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 [eito que antes

1. Voce se sente inquieto, como se nio pudesse ficar parado em lugar nenhum?
3( ) Sim, demais

2 () Bastante
1( ) Um pouco

0 ( ) Nao me sinto assim

1. Vocé fica esperando animado as coisas boas que estiao por vir?
0 ( ) Do mesmo jeito que antes

1 () Um pouco menos do que antes
2 () Bem menos do que antes

3 ( ) Quase nunca

1. De repente, vocé tem a sensaciio de entrar em panico?
3 ( ) A quase todo momento

2 () Vdrias vezes

1 ( ) Devez em quando
0 ( ) Nao sinto isso

1. Vocé consegue sentir prazer quando assiste a um bom programa de televisao, de radio
ou quando leio alguma coisa?

0 ( ) Quase sempre

1 () Vérias vezes

2 () Poucas vezes

3 ( ) Quase nunca

CONSUMO DE TABACO

109. Vocé ja fumou?: ( )sim, ainda fuma ( )ndo/nunca () sim, mas parou hd _ anos

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




Ha anos OU ha ~ meses OU durante _ anos

111. O que vocé fuma ou fumou MAIS?

( )cigarro comercial ( )cigarro de palha ( )charuto ( )cachimbo (
)outro:

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

113. Se ja parou de fumar, por que vocé parou?

CONSUMO DE BEBIDA ALCOOLICA

114. Qual bebida vocé mais gosta de beber?

115. Com que idade vocé comegou a beber? __anos

116. Qual bebida vocé costuma(va) beber mais freqlientemente? ( )cerveja ( ) cachaga ( )
outra:

117. Quantas doses vocé costuma(va) beber por semana?

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

Cervejaouchopp: ~ Cachacaouuisque _ Vinho:
Anotar freqiiéncia por més, se for necessario:

118. Se parou de beber, por que vocé parou?

CONSUMO DE ALIMENTOS E AGUA

119. Vocé se alimenta de:

() Carnes e verduras () Nao come carne () Mais de uma porcao de carne vermelha todos
os dias

120. Qual a sua fonte de alimentos (carnes e verduras)
() Produgdo propria () compra dos vizinhos ( ) supermercado
121. Qual a sua fonte de agua?
( ) Corrego proximo a casa () Fonte de agua natural ( ) Agua encanada () Pogo artesiano
122. Onde sao descartados os residuos de seu banheiro?
( ) Ha saneamento basico ( ) Diretamente no corrego
123. Vocé toma chimarrao?
( ) Todos os dias () Algumas vezes por semana

MEDICAMENTOS

124. Vocé costuma tomar algum remédio por conta propria? () Sim ( ) Nao
125. Quais?

126. Com que frequéncia? () Diariamente () Semanalmente ( ) De vez em quando
127. Vocé toma algum medicamento prescrito pelo seu médico? () Sim ( ) Nao
128. Quais?

129. Com que frequéncia? () Diariamente () Semanalmente ( ) De vez em quando
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130. Cor: ( )Branca ( )Negra ( )Pardo ( ) Outra:

131. Estado civil atual: ( )solteiro ( )casado ( )com companheira ( )vitivo (
)separado/divorciado/desquitado

132. Até que ano (série) vocé estudou na escola? Completei o (a) ano (série) do
na escola.

133.Qual sua religido? ( )sem religiio ( )Catdlica ( )protestante/crente/evangélico (
)espirita ( )outra

134. Quais e quantos deste itens vocé possui em sua casa?

Tem

Nao 12134
tem

Televisao em cores
Video cassete ou DVD
Radio

Banheiro

Automovel

Magquina de lavar

Geladeira

Freezer (independente ou parte da geladeira
duplex)

Trator




