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Resumo

Este trabalho avaliou os possiveis efeitos gemméxdos agrotdxicos na populacdo
floricultora de Nova Friburgo/RJ através do testenticronucleo de células exfoliativas da
mucosa oral. A populacdo exposta ocupacionalmentende-ocupacionalmente aos
agrotoxicos, composta por 80 individuos, particippteenchendo um questionario e
fornecendo amostras celulares do epitélio bucal.l&ksinas foram tratadas seguindo a
metodologia Feulgen-Fastgreen, codificadas e aadiajuanto a presenca de micronucleo
(MN), broken egg (BE), binucleacao (Bi) e fragmentacéo (Fr). Néioefocontrada diferenca
significativa entre expostos e nao-expostos ocopas. A freqiéncia média das
anormalidades nucleares desta populacao foi MN8#0,0; BE: 0,05+0,14; Bi: 0,86+0,57;
Fr: 0,05+0,11. Nao houve nenhum tipo de associapfie a frequéncia de microndcleos e as
variaveis fumo, bebida, sexo, idade, tempo de eg@os dieta, porém, verificou-se que o
fato de as pessoas sentirem cheiro de agrotoximosua casa, independente de trabalhar ou
ndo com 0s agrotoxicos, apresentou uma concentragiw de MN com p-valor de 0,05. A
utilizacdo de equipamento de protecdo individuaminiui ligeiramente (auséncia de
significancia) a frequéncia de MN entre os exposfosliversidade de agrotoxicos que 0s
trabalhadores manipulam, a auséncia de um grupoot®adequado, predisposi¢cao genética,
diferencas nos graus e rotas de exposicao, utiizde EPI de forma adequada, sao fatores
comuns que dificultaram uma analise de genotoxi@deeste estudo. Desta maneira, maiores

investigacdes sdo necessarias para melhor compoedasaude desta populagéo.

Palavras chave:micronucleo, agrotéxicos, genotoxicidade, floriotdis, trabalhador rural



Abstract

This study analyzed possible genotoxic effectpedticides in a flower producer’s
population of Nova Friburgo municipality, Rio deng&ro State, through micronucleus test in
exfoliative cells of the oral mucosa. The particiza exposed occupationally and non-
occupationaly to pesticides, comprising 80 indialdy took part in the study filling out a
structured questionnaire and providing samplefiefdral epithelium. Slides were processed
following the Feulgen-Fastgreen method, coded amdlyaed for the presence of
micronucleus (MN), broken egg (BE), bi-nucleatidi) (and fragmentation (Fr). There was
no significant difference between direct and nopesed occupational individuals. The
average frequency of nuclear abnormalities of pbisulation was MN: 0.08 £ 0.1, BE: 0.05 +
0.14, Bi: 0.86 = 0.57; Fr: 0.05 + 0.11. There wasy &ind of association between the
frequency of micronuclei and smoke, drink, sex,,agposure time and diet variables.
However, people who detected smell of pesticideth@ir homes, regardless of using or not
pesticides in their work, showed a higher concéiotmaof MN with p-value of 0.05. The use
of personal protective equipment reduces slighilyt (t is not significant) the frequency of
MN between the exposed. The diversity of pesticidesipulated by workers, the lack of an
appropriate control group, genetic predispositiifierences in exposure degrees and routes,
appropriate use of PPE, are common factors thapbesd a genotoxic analysis in this study.

In this way, more investigations are necessaryettebcomprehend this population’s health.

Keyword: micronucleus, pesticides, genotoxicity, floweoqucers, rural workers
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1.0 - Introducao:

A populacdo mundial tem crescido e alcangcou o onate aproximadamente
6.759.178.525 pessoas em 2009 (U.S. Census Bumamational Data Bade E para
atender a este enorme contingente, é necessariapudacdo minima e eficiente de
alimentos para garantir o bem-estar e sobrevivaeigspécie humana.

A historia da agricultura inicia-se ha mais denliDanos atras. Com a domesticagéo
de plantas, os homens némades substituiram a eidaghdores e coletores e adotaram o
modo de vida sedentario. A data, as causas e ainmaen que se deu este inicio sdo
bastante controversas e ha diferencas nos relatestddos que variam para cada regido em
questao (Flannery?; Smiths).

Acredita-se que a transi¢cdo da vida humana dedoegs e coletores para uma vida
agricola foi gradual (Smith3), onde a mudanca ditaadtenha tido um papel-chave que
impulsionou e levou a domesticacéo de plantas gRfjn

No periodo de 11.000 A.C, ap6s o ultimo periodaiglaa Terra transformou-se,
apresentando longas estacdes secas 0 que terigedaloo plantas anuais. Estas plantas
morriam no periodo da seca deixando grdos ou tulo&rque possuiam grandes reservas
energéticas, e estas constituiram uma excelentee fda alimentacdo, cuja abundancia
permitiu que cacadores coletores se fixassem néstas (Araus Baltef).

Independente da forma de como ela surgiu, hojeriaudtgra € um ramo importante
do setor primario que constitui uma atividade esiséne ocupa grandes extensdes
territoriais dos paises ao redor do mundo. Pargiatial demanda, existem indmeros
recursos que sdo empregados pelo homem, como @nareiento genético vegetal, novos
maquinarios, fertilizantes, agrotoxicos, mao-deaddspecializada, entre outros.

Assim como a agricultura, a utilizacdo de agrotdxitambém data de longos anos,
onde ha relatos de utilizagdo de agrotoxicos dastks de 2.500 A.C. O primeiro agrotdxico
conhecido foi o elemento enxofre em po6 utilizado @hina. Posteriormente, outras
substancias como chumbo, merclrio e arsénio tambsam utilizados (Klaassén
Hodgsof).

O diclorodifeniltricloroetano (DDT), descobertorg®aul Muller em 1939, tornou-se o
agrotoxico mais utilizado no mundo. Em 1940 iniesgua era dos agrotoxicos sintéticos.

Desde entdo, estes vém sendo aplicados e contintadesenvolvidos.



1.1- Agrotoxicos:

O termo “agrotoxico”, de acordo com a Lei Federdl Th802 de 11/07/89,
regulamentada pelo Decreto n® 4.074 de 04/01/200Zeu artigo 1, inciso IV, é definido
como: produtos e componentes de processos fisicdsicos ou bioldgicos destinados ao
uso nos setores de producdo, armazenamento e diemefinto de produtos agricolas, nas
pastagens, na protecdo de florestas nativas oamapolas e de outros ecossistemas e também
em ambientes urbanos, hidricos e industriais, in@idade seja alterar a composicdo da
flora e da fauna, a fim de preserva-la da acéo siade seres vivos considerados nocivos,
bem como substancias e produtos empregados corfodhaeses, dessecantes, estimuladores

e inibidores do crescimento.
1.1.1- Classificacdo dos agrotoxicos:

Os agrotoxicos podem ser classificados i) quangua acao, i) quanto ao grupo
quimico a que pertencem e iii) quanto a sua toaded sendo que no Brasil, a classificacao
toxicolégica esta a cargo do Ministério da Saudsa Slassificagdo quanto a sua agao e
grupamento quimico de acordo com o Manual de \figith da Saude de Populacdes
Expostas a Agrotoxicos (OPASesta representada abaixo:

i) Quanto a sua acao:

a) Inseticidas: possuem acédo de combate a insd@ryas. Os inseticidas pertencem a
quatro grupos quimicos distintos: organofosforadgse sdo compostos organicos

derivados do acido fosforico, do acido tiofosféraodo acido ditofosférico, carbamatos,

que sao derivados do acido carbamico, organocleragiee sdo compostos a base de
carbono, com radicais de cloro e piretréides, @Gweceompostos sintéticos que apresentam
estruturas semelhantes a piretrina, substancidentaes nas flores dd&hrysanthmum

(pyrethrum) cinenariaefolium (Klaasseft Caldas® Hodgsof).

b) Fungicidas: combatem fungos. Existem muitos itidgs no mercado. Os principais
grupos quimicos sao: etileno-bis-ditiocarbonatosifertii estanico, captan e

hexaclorobenzeno.
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c) Herbicidas: combatem ervas daninhas. Nas Ultooas décadas, este grupo tem tido
uma utilizacdo crescente na agricultura. Seus ipaig representantes séo: paraguat,

glifosato, pentaclorofenol, derivados do acido feéacético e dinitrofenéis (Hodgs®n

Outros grupos importantes compreendem:

d) raticidas (dicumarinicosiitilizados no combate a roedores.

e) acaricidas: acdo de combate a 4caros diversos.

f) nematicidas: acdo de combate a nematoides.

g) molusquicidas: acdo de combate a moluscos, dmaseitte contra o caramujo da
esquistossomose.

h) fumigantes: acdo de combate a insetos, bactdffiesfetos metalicos [fosfina] e

brometo de metila).

i) Quanto ao grupamento quimico:

a) Organoclorados: Incluem compostos quimicos comaatwm, DDT, pentaclorofenaol,
mireX, aldrin, dieldrin e hexaclorobenzeno. Saostiicias quimicas derivadas do
petroleo, sendo pouco sollveis em agua e solUneisodventes organicos. Possuem
uma lenta degradacdo, com grande potencial de mordgdo de solo e &gua
subterranea, por serem pouco volateis, terem Habikdade quimica, baixa taxa de
biotransformacdo e degradacdo. Tais caracteristitagrecem assim sua
bioacumulacdo e biomagnificacdo na cadeia aliméktanssef.

b) Organofosforados: Sao substancias quimicas guematoamo inibidores da
acetilcolinesterase, acumulando acetilcolina natenervoso e 6rgaos efetores. S&o
compostos constituidos de ésteres de acido fosforicesteres de acido tiofosforicos
(ex. malation, paration e metil paration). (Klaagse

c) Carbamatos: Sdo agentes como Carbaril e aldicaebs@o ésteres de N-metil (ou N,
N-dimetil) de acido carbamico, onde sua toxicidadea de acordo com o grupo
alcool ou fenol. O modo de acdo dos carbamatos&amde da pela inibicdo da
acetilcolinesterase (Klaasggn

d) Piretréides: Possui uma boa atividade como insktiei um de seus representantes
mais conhecidos é a permetrina. S&o derivadostisogé&da piretrina, obtida a partir
de extratos do crisantemo. Atuam sobre as membdmsaservos pela modificagéo do
canal de sédio potassio, retardando a despoladzigénembrana (Klaassén

e) Fenoxiacéticos/Clorofenox: S&o utilizados como ioéths, que mimetizam a acdo de
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auxinas, um hormonio vegetal de crescimento. Alqagentes conhecidos séo: acido
2,4 diclorofenoxiacético (2,4 D), utilizado comoeatg laranja na Guerra do Vietna, e
acido 4cloro-o-toloxiacético (MCPA). (KlaasSehodgsof).

f) Bipiridilos: Alguns agentes conhecidos sdo o pamggmofaquat e diquat, utilizados
como herbicidas de contato ndo-seletivo, dessecasdervas sobre as quais foi
aplicado (Hodgsd.

i) Quanto a sua toxicidade:

Esta classificacdo € baseada no perigo que cadesgo apresenta na composi¢ao e
formulacdo, na qual a toxicidade tem como parane®h50, que por definicdo é a dose que
mata 50% dos animais em experimentacdo (WHO

a) Classe la: Extremamente Perigoso — Ex. aldicecrbamato) e paration
(organofosforado)

b) Classe Ib: Altamente Perigoso — Ex. carbofurearbamato) e zeta-cipermetrina

(piretroide).

c) Classe II: Moderadamente Perigoso- EX. azoaiclqpbrganotin) e clordane
(organoclorado).

d) Classe Ill: Levemente Perigoso- Ex. azametifasggnofosforado) e alletrin
(piretroide).

12



2.0- Impactos sobre a satude

Embora os agrotoxicos tenham a finalidade de oéimazproducao agricola, o seu uso
indiscriminado representa um risco em potenciah pasaude humana e o ambiente. Existem
relatosde casos graves de intoxicacao por exposicdo ditetadireta a esses agentes e, por
tanto, constituem um grave problema de satde @ifioare¥; Araujo™, Paolint* Hend>:
Koifman®©).

Os possiveis efeitos causados pela exposicédo Rigas variam quanto a condicao
da exposicéo, a frequéncia, a predisposicéo, desta individuo exposto e a substancia a
qual foi exposto. A sintomatologia mais freqlente idtoxicacdo aguda por agrotoxicos
envolve cefaléia, fraqueza, dor abdominal, tonturasores e paralisias (OPAS

Hoje, os agrotoxicos estdo presentes no mundo éodnilizados ndo apenas na
agricultura, mas também sob forma de produtos gosnpara o controle de vetores de
doengas ou ainda como repelentes, entre outrosiedaina sua abrangéncia ainda maior
(Pastot”).

2.1- Casos de intoxicacao:

A tabela 1, a seguir, mostra os dados mais recemtesSistema Nacional de
Informacdes Toéxico-Farmacoldgicas (SINITEX referente ao nimero de casos de
intoxicacdo humana causada por agrotoxicos degréméa no periodo de 1995 a 2003:

Pode-se observar que os casos de intoxicacdo s&centes, sugerindo que a
exposicdo aumenta ao longo do tempo. Visto qudesripossibilidade de haver casos nao
registrados oficialmente, o numero real de intag@capode ser ainda maior.

Normalmente, a internacdo e o registro da pessoaems quando esta apresenta
sintomas clinicos de intoxicacdo aguda. Entretentocasos de intoxicagdo cronica, onde a
exposicdo ao agrotodxico é decorrente do uso amldagérios anos e os efeitos séo tardios, é
muito dificil a sua determinacdo dada a sintomgialvaga e difusa apresentada por uma
pessoa intoxicada nestas condicées (LevigarBste fato dificulta os estudos investigativos
sobre os efeitos relacionados a exposicdo cromiczgracterizacdo do aspecto clinico da
intoxicacdo cronica e a captacéo de informacdessobfeito cronico (Farig.

Além disso, fatores sociais, econdmicos e cultuggescem um importante papel nos

casos de intoxicacdo com os agrotoxicos (PBres
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Casos registrados de intoxicacido humana por agrotoxicos de uso agricola

BRASIL (BR) 4911 5268 5127 5384 5591 5945

Reondonia (RO}

Acre (AC) . . . . . . - . .
Amazonas (AM) - 1 2 3 3 14 5 13 12
Roraima (RR) . . . . . . . . -
Para (PA} . .. .. &7 a1 15 20 17 23
Amapa (AP)

Tocantins (TO)
—
Maranhao (MA)

Piaui (P} - = - 3 = - =

Ceara (CE) 253 400 423 455 151 138 137

Rio Grande do More (RN} o g 0 B 11 15 20 4 3
Paraibza (PB) 17 15 25 42 24 22 32 35 B3
Pemambuco (PE) 8 g 26 38 15 237 540
Alagoas (AL) . . . . - . - . .
Sergipe (SE) . . . . . . - 246 131
Bahia (BA) 197 180 183
—
Minas Geraiz (MG) 140 199 187 223 215 325 301 185
Espirito Santo (ES) 275 145 228 337 430 412 424
Rio de Janeiro (R} 280 297 305 186 214 136 106 38 2B
Sao Paulo (5P) 1860 2137 2039 1806 1990 1903 2009
—
Parana (PR} 303 281 323 316 338

Santa Catarina (SC) 392 425 428 46T 402 459 605 816 497

Rio Grande do Sul (RS)

Mato Grosso do Sul (MS3) 161
Mato Grosso (MT) 40 52 54 &1 62 43 36 16
Goias (GO) 71 &7 a7 144 116 178 246 266 267

Disfrito Federal (DF)

Tabela 1: Nimeros de casos registrados de intdiddagmana por agrotéxicos (SINITEX

2.2- Efeitos Cronicos

Os efeitos cronicos apresentam um quadro clinidefinido e de dificil diagnéstico

(OPAS), e seus efeitos subletais sdo elicitados por mo@s que séo distintos daqueles de
uma intoxicacdo aguda (Hodg&pnDepende do tipo da substancia, sua quantidddee v
duracéo de exposicao e do estado de saude do expmssando efeitos de natureza diversa:

Neuroldgicos — substancias que causam alteracosgsteona neuroldgico como:
neuropatia tardia, cefaléia, diminuicdo da memor@ieragdo de sono,
desorientacao e alteracdes psiquicas (CE)das

Disruptores enddcrinos - um agente exdgeno queentena producéo, transporte,
liberacdo, metabolizacéo, ligacdo, acdo, ou eligioade hormoénios naturais
responsaveis pela manutencdo da homeostase e cédgullns processos de
desenvolvimento (KavloéR);

Imunolégicos — substancia que provocam alteracfesigtema imune: queda da

14



resposta imune humoral, reducéo na quimiotaxiactienprfonucleares, aumento
na infec¢do do trato superior respiratorio, susbiipiade a patdégenos e reacdes
de hipersensibilidade;

e Teratogénicos - sao substancias capazes de intenfer processo de
desenvolvimento durante o0 estagio embrionario, udrepndo a etapa da
histogénese e organogénese (OBAS

» Carcinogénicos - provocam eventos moleculares quiem levar a alteracdes
celulares culminando numa proliferacdo celular desolada e eventualmente a
um estado clinico de doenca (Hodd$on

« Genotoxicos — provocam danos ao material genétiem mpdem se perpetuar
atraves das células-filhas ou causar apoptose.

e Mutagénicos — sdo substancias que causam a musagénes consiste de uma
alteracédo estrutural do DNA, em que a proliferacélular fixa a alteracédo e a
transfere para as células-filhas. A alteracdo ceusa@do € necessariamente

prejudicial ao organismo.

2.3 — Genotoxicidade dos agrotéxicos

Os agrotoxicos sdo substancias largamente utlizad agricultura para proteger as
plantacdes e na saude publica para controlar deeBlgs constituem um dos maiores grupos
de substancias toxicas que sao intencionalmenteadps no ambiente para combater as
pragas que atacam as plantas. Além disso, é sghelanuitos dos agrotdxicos possuem o
potencial de atingir organismos n&o-alvos, inclaind humanos (Saildf.

Estes agentes possuem em sua composi¢cdo molédalagidamente ativas, que
podem interagir com o DNA e danificar sua estrutli@ interacdo pode ser critica para a
manifestacdo de propriedades genotdxicas dos agrosd Alteracdes ao nivel molecular
podem ser indicativos de lesdes ao material genétis quais podem incluir: troca de
crométides irmas, formacdo de micronucleos, ab&sacromossémicas, aneuploidia, etc.
(WHO?*) e seu monitoramento se faz necessario para evitapossivel desenvolvimento de
uma doenca.

A genotoxicidade dos agrotdxicos tem sido relatadto em testes de sistenasivo
quanto emin vitro (apud Sailaj&’), detectada através de diversos ensaios: ensaietap
troca de cromatides-irmas, teste Ames, aberraginassomica, micronucleo e entre outros.

Ao investigar as propriedades genotoxicas dos @guuts, pode se quantificar e

qualificar as alteracbes do material genético kzé&tio como biomarcador, monitorando a
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“saude” do material cromossémico. Entretanto, aradad de mutacdes criticas, induzidos ou
ndo por fatores xenobioticos, pode levar a altasglie genes que sdo chaves no controle do
ciclo celular e ameacar a estabilidade gendmicde ondesfecho pode ser o desenvolvimento
do cancer (Fenefh. A presenca de morfologia nuclear anormal quebeswi pontes
nucleoplasmicas, micronucleo e bolhas nuclearesrgicativos de instabilidade genémica
dentro da célula (Feneth

Podemos observar que na literatura ha numerosgesadue relataram encontrar uma
frequéncia de micronticleos maior frente & expos@d® agrotoxicos (Ergefle Gémez-
Arroyo®”; Pachec®; Costd® Sailajgd® Kehdy® Mattiuzzd® Bhalli®* Costd® Topée™:
Feng®; Zeljezic®). Desta forma, é interessante 0 monitoramentogalpcéo exposta a essas
substancias.

No levantamento sobre agrotdxicos realizado peengia Internacional para
Pesquisa sobre Cancer (IARC) (WHD observa-se que muitos dados a respeito de
carcinogenicidade, mutagenicidade, teratogenicigadéeitos sobre cromossomos nao estéo
disponiveis ou sao insuficientes para se avaliBngacto destas substancias sobre a saude
humana. Calcula-se que mais de 25% dos agrotés@osclassificados como oncogénicos
segundo a IARE. Face a insuficiéncia de informacdes e a difiaiddae desenvolver
estudos de efeitos de longo prazo a respeito dosdagos, € interessante todas as tentativas
de se estudar estas substancias, agregando dessa hovas informacdes ao conhecimento.
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3.0- Justificativa:

Os agrotéxicos sdo empregados em diversos setoo@sp agropecuario, saude
publica, firmas desintetizadoras, transporte e coiméindustrias, etc., e o Brasil € um dos

principais paises consumidores destas substapdiasipalmente na agricultura (OPAS

3.1- Agrotdxicos utilizados no Brasil:

No Brasil, as vendas de agrotoxicos tém crescodouftimos anos atingindo a marca
de U$4.243.748 no ano de 2005, registrado peleagdo de 3,2kg por hectare, sendo os
herbicidas os mais consumidos segundo o SindicatioNal da Industria de Produtos para
Defesa Agricola (SINDA®).

O Brasil € um pais com economia fortemente canaatda pela exportacdo de
produtos agricolas, ocupando o quinto lugar noingnknundial, sendo que esta atividade
responde por 33% do produto interno bruto brasiléRIB) (Ministério da Agricultura,
Pecudaria e Abastecimento — MAPA Para atender a esta produtividade, existe umeiga
por insumos que Sao necessarios para o desempesiaoatividade, dentre eles, a utilizacédo
de agroquimicos, como o0s agrotdxicos. O Brasil @éommaiores consumidores mundiais de
agrotoxico (Farid), ocupando o oitavo lugar no mundo (uso por hectplantado)
(SINDAG™).

No Brasil, a escassez de informacfes sobre o cansiemagrotdxicos, bem como
sobre intoxicacfes por estes produtos constituem pante dos problemas. Além disso, a
dificuldade de acesso de trabalhadores rurais etsos de saude e diagndsticos incorretos
sédo fatores que contribuem para a subnotificacfidntiaxicacées agudas (F&filcOPAS).

Como os agrotoxicos sdo poluentes ambientais @@s&gao a estes poluentes podem
aumentar a freqiiéncia de danos genéticos em une pimmllacio (Aleefft Pitarquéb,
contaminando nao s6 os alimentos na forma resatumb também o préprio ambiente onde é
aplicado, ha preocupacéo comisto de exposicdo & populacido e & ecologia l6eakg!). A
importancia de um monitoramento ambiental se fazeswario, de modo a haver uma
avaliacdo eficiente a fim de assegurar uma quaidadvida que é diretamente dependente do
ambiente em que o homem se encontra inserido.

Nas atividades agricolas é possivel observariaagéo intensiva de agrotéxicos, sem
os cuidados necessarios, 0 que tem contribuidogoasaento das intoxicacdes ocupacionais
e a degradacdo ambiental, sendo um dos principatidepnas de salude publica no meio rural
brasileiro (Aradjo® Oliveira-Silvd? Farid® Delgado & Paumgarttéf).
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Estudos tém demonstrado ocorréncia de casos decatéo ocupacional de pessoas
expostas a agrotoxicos (Delgado & PaumgaftteBrégd®) trazendo preocupacdes para a
salde desta populacdo. E de grande interesse tonaoménto quanto aos efeitos genotoxicos
potencialmente induzidos por agrotoxicos, poistexaspossibilidade de danos desta natureza
evoluir para doencas que terminem por trazer cuatds para a saude do individuo quanto
para a salde publica, como o cancer por exemplon@t; Srant”).

A utilizagdo de um teste de diagndstico precoceegochar-se um meio de evitar a
continuidade da exposi¢cao e com isso, 0 agravantenestado de saude. Neste caso, o teste
de micronucleo tem sido amplamente empregado caamaocadores de efeitos para danos
cromossomiais e estabilidade genémica em populabfesanas (Bona$§j Andradé®:
Holland®) Estas alteracBes citogenéticas podem precedes dsstruturais e a deteccdo dos
mesmos permite a identificacdo precoce de uma &gums a intervencao para prevencao de
um efeito grave, a doenca (Amorih

Este biomarcador citogenético, presente em divemsisidos epidemiolégicos
(Neresyarf; Gémez-Arroyd”; Lucerd?), fornece entdo medidas de danos genotdxicos. Uma
vez que os eventos relacionados com a formacaoictomicleo podem ocasionar ativacao
de protooncogenes ou delecdo de genes supressotesor, estes podem ser considerados
fendmenos antecedentes ao desenvolvimento de s&msp{Andrad€; Hagmar* Prasad).

Desta forma, este teste vem recebendo importantiastudos de monitoramento de
populacdes expostas a substancias genotédxicas ng€tgeReis® Andradé®. Fend®:
Neresyan”; Pachec®; Minissi® zafiga® Smaka-Kind%, que podem levar a alteracdes
celulares de ordem genética, constituindo everttasecno papel da carcinogénese.

O teste de micronucleo, frente aos outros testesjodstra ser um método néo-
invasivo executavel em humanos, indolor, simpleke daixo-custo, que pode ser utilizado
como uma ferramenta ou marcador biolégico (PsaAmdradé®), na deteccdo de exposicdo

ocupacional a agentes genotéxicos (Sdfafaosta’).

3.2 — Teste déMicronucleo

O teste de microndcleo baseia-se no principio @geagumicronucleos sao pequenas
particulas consistindo de fragmentos acéntricoy@®ossomos ou cromossomos inteiros, 0s
quais permanecem na anafase da divisao celulas Apélofase, estes fragmentos podem ou
nao ser incluidos no nucleo das células filhas &mwho simples ou mdaltiplos microndcleos
(Figura 1) no citoplasma (US F3A Schmid?® Von Ledebu?). Os micronticleos aparecem
nas células filhas em decorréncia de danos indszide células parentais (Rib&Ro
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E muito utilizado como teste para estudo de comogogjue causam quebras
cromossOmicas (clastogénese) e ou que interfiramcamacidade mitética da célula
(Hodgsof), funcionando como um biomarcador de efeito.

a) basal cellwith by Normal differentiated ©) Differentiated cell
Micronuciei (Mn) cell Wifith Mn

d

Figura 1: Células da mucosa oral humana. (Th8%as

A avaliagdo de micronucleos pode ser realizada @eredtes tipos de tecidos
podendo apresentar uma frequéncia distinta de micteos, ainda que a avaliacdo seja
realizada num mesmo organismo. Este tipo de anflsie ser realizado retirando-se
amostras de células humanas do epitélio bucaltecitio sangiiineo (Tucké).

No epitélio bucal, que € untecido pavimentoso estratificado ndo queratinizado, a
auséncia de queratinizagdo significa uma maior gabitidade, implicando num maior poder
de absorcéo destas células que compdem este tBeaidoo teste de micronucleo neste sitio,
podem ser coletadas para analise amostras celudtgglas da mucosa jugal e do bordo
lateral da lingua. Além disso, mais de 90% dos e@screportados tém origem epitelial
(apud Rosirf?).

O teste também pode ser aplicado no tecido samglique é composto por células
que circulam por todo o organismo e é responsaileltpansporte de varias substancias. Séao
utilizadas duas linhagens de células, os reticidé@ os linfocitos.

Pode-se considerar ainda quanto ao ensaio de maeamnque a realizacdo do teste
pode se dam vivo ein vitro. Para tanto existem protocolqae orientam o procedimento na
avaliacdo de micronucleo quanto a esta variacatéadca descrita pel@rganisation for
Economic Co-operation and Development (OECD) e Environmental Protection Agency
(EPA).
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3.3 — Agrotoxicos e o Teste de Microndcleo

Estudos a respeito de populagbes expostas aol0xigos e a deteccdo de
genotoxicidade através do teste de micronicleo dpresentado resultados controversos,
alguns demonstrando uma relacdo positiva, ou segerindo que o aumento da frequéncia
de micronicleo estaria relacionada com a exposigo agrotoxicos (Ergeffe Gomez-
Arroyo®”; Pachec®; Costa® Sailaj&*; Kehdy® Mattiuzza®; Bhalli*? ; Costd> Tope*:
Feng®; Zeljezic®) e outros ndo demonstrando nenhuma associacéficsiiva. (Bolognesi®:

L. Lucerd®).

Ainda assim é dificil avaliar a genotoxicidade dmgotdxicos, pois a exposicado
normalmente ndo ocorre apenas a um Unico agrot@gim a multiplos agrotdxicos, o que
pode resultar numa interacdo de efeitos (aditigo®grgisticos, potenciacdo, antagonismo
funcional, quimico, disposicional e de receptotal interacdes entdo teriam um reultado
final sobre a frequencia de micronucleos diferelaguela que seria observada se o individuo
estivesse exposto a apenas um agrotoxico. Somanddsio, existem outras variaveis que
interferem na producdo de microndcleos, como idgede alcool, medicamentos, fumo e
dieta (Suha®; Reis® Wu "% Fenecl?).

Dadas as dificuldades de avaliar a relacdo detigeidade dos agrotdxicos e a
freqUiéncia de micronucleos em populacdes expostass estudos sdo necessarios para
compreender o vinculo existente entre o trabalhaduws agrotdxicos para melhor proteger a
saude humana.
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4.0 - Objetivos:

4.1 - Objetivo Geral

Analisar os efeitos genotdxicos da exposicao atagims atraves da utilizacdo do
teste de micronucleo, em amostras obtidas da myagahjunto a produtores de flores do
municipio de Nova Friburgo, Rio de Janeiro.

4.2 - Objetivos especificos

a) Analisar a populacédo de floricultores do mundcige Nova Friburgo através do
teste de micronucleo e outras anomalias nucleaeedicando-se junto a variaveis de
confundimento como fumo, bebida, idade, sexo,(etmlland®);

b) Comparar a frequéncia de micronucleos na pof@alagstudada com aquela
observada em uma populacdo nao-floricultora, resgdeo mesmo municipio e verificar se 0s
agrotoxicos utilizados nesta atividade produzenuralglano genotoxico através do teste de
micronucleo nesta populacéo;

c) Identificar os agrotoxicos mais utilizados.
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5.0 — Materiais e Métodos

5.1 - Desenho de estudo

Este é um estudo transversal observacional amatitostituido de uma pesquisa de
individuos residentes nas propriedades floricutala Stucky e Coldnia 61.
O estudo foi realizado na localidade de Nova Fgbucom individuos voluntarios, que
trabalham com floricultura (grupo exposto ocupaaipe que néo trabalham, nem manipulam
agrotoxicos (grupo nao-exposto ocupacional), \afdo-se a freqiéncia de formacdo de

células micronucleadas em ambos 0s grupos.
5.2 - Caracterizacao do local

O municipio de nova Friburgo (Figura 2) esta situad regido serrana do estado Rio
de Janeiro, regido sudeste do Brasil (figura 6)tatmlizando, no ano de 2002, uma
populacao de 178.310 habitantes (IBGE, 2008), eptasdo 12% da populacéo residentes na
zona rural. A area total do municipio é de ce®a knf sendo que destes, 5,64 Kforam

destinados ao plantio de lavouras temporariasragreentes, em 2004

I
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Figura 2: Esquema ilustrativo do municipio de NBvadurgo

O polo produtor de flores do municipio de Nova &rgo / RJ congrega as localidades
de Stucky e Colonial 61 (que, juntas, concentrampxamadamente 40 produtores) e de
Vargem Alta (principal localidade produtora, comraqimadamente 200 produtores). A
producdo de flores da regido data da década de 495@gundo o Sebrae/RJ (2004), o
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municipio de Nova Friburgo é hoje o segundo mai@dptor nacional de flores, sendo

superado apenas por Holambra (SP).

5.3 - Populacdes de estudo e comparacao

Cerca de 80 individuos, entre expostos e nao-exposiupacionais foram convidados
a participar do trabalho, respondendo a um quesimrfanexo 1) e coletando amostras de
células da mucosa bucal, apos consentimento linrdoemado (anexo 2), autorizado pelo
Comité de Etica em Pesquisa sob o Parecer n°..37/08

O critério para a classificacdo dos individuos erpostos e nado-expostos foi
determinado para aqueles que trabalham ativameateagnicultura e aqueles que néo

trabalham com agricultura e nem manipulam agrot®xicespectivamente.

5.4 - Coleta de informacoes

A coleta de informacbOes foi realizada através dacagiio de questionarios
diretamente ao participante do estudo. Este questmfoi composto por diversos blocos de
perguntas. No primeiro bloco sédo coletadas infofieacpessoais (idade, raga, nivel de
escolaridade, cidade em que mora, zona da cidaglenqua), o segundo bloco foi composto
por questdes relacionadas as condi¢cdes de moradds familiar, desinsetisacdo domiciliar e
contato com produtos quimicos em geral; o teraaiddulo caracterizou os habitos de vida da
populacdo (habitos de fumo, consumo de bebidaglalas e pratica regulares de exercicio);
com o quarto modulo foram coletadas informacdesesalexposicao a agrotoxicos (distancia
da residéncia a lavoura, tipo de contato com agi@is, atividades realizadas na agricultura,
tipos de equipamentos de protecdo utilizados, tig@svestimenta utilizada na lavoura,
(habitos de higiene durante e apds o contato caoidagcos e medidas de seguranca que sao

utilizadas quando entram em contato com 0 mesmo).

5.5 - Teste de Micronucleo

A coleta do material biologico foi realizada porimele uma escova citologica
(cytobrush) retirando-se a amostra do epitélioljdgaito e esquerdo, apés um enxague bucal
realizado com agua com a funcéo de retirar materiab que pudesse constituir um artefato
no momento da analise microscépica (Thdfhas

As células de todos os individuos da amostra faraletadas de sitios da mucosa oral
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ausente de ulceracbes e outras lesdes visiveis{R&oram excluidos os individuos que
apresentem doencas bucais visiveis que possancemprometer os resultados do estudo e
evitar riscos possiveis de agravamentos das |pséezgistentes.

As amostras coletadas foram depositadas e traagipsrem tubos Falcon (Eurotips
Scientific) de 15mL contendo a solucéo tampéo A@-pH 7,0 (0,01 M Tris-HCI (Merck),
0,1 M EDTA tetrassddico (Vetec), 0,02 M cloreto stedio (Merck)) e enviadas para o
laborat6rio, onde foram entédo processadas.

As amostras coletadas foram processadas confompnet@colo descrito no artigo de
Thoma&® e colaboradores e Hollatfde colaboradores com algumas modificacdes. As
amostras foram centrifugadas por 10 minutos a XP60 por trés vezes, desprezando-se 0
sobrenadante e completando o volume de 5mL cormpda Tris-HCI. Este procedimento
auxilia na remocao de bactérias e restos alimentpre podem prejudicar a contagem. Cerca
de 40ul da solucéo contendo as amostras foranfdrafas para laminas, secas ao ar livre por
24 horas ou mais, e posteriormente, fixadas emnuok#a30%.

A metodologia escolhida para a coloracéo foi aeldgen-Fast Green, que consiste na
utilizacdo do corante Schiff e contra-coloracao Fast-Green. Para a sua realizacdo, as
laminas foram imersas em uma solucdo de HCI a INLPaninutos a uma temperatura de
60°C, lavadas com agua e coradas no Schiff porinomm uma hora e 30 minutos no escuro,
e em seguida, lavadas com agua. Apos, as lamires fooradas com a solugéo alcodlica de
Fast-Green a 0,1% por 10 segundos e lavadas entageate para posterior leitura.

A escolha pelo sitio da coleta de amostra de chligaorigem da mucosa jugal deve-
se ao fato da facilidade da coleta do material,usea técnica ndo invasiva e de simples
execucdo, onde a identificacdo de microntcleos jasstrou de grande eficiéncia (Ferféch
Speit?).

Foram avaliadas as células e os micronucleos del@@mm o0s seguintes critérios
sugeridos por Hollard e colaboradores: (a) perimetro redondo que sugeeemembrana;
(b) ter menos que um terco do didmetro do nucléwipal, mas grande o suficiente para
discernir a forma e a cor; (c) Feulgen positivdpado rosa em um campo iluminado; (d)
intensidade de coloracédo similar ao do nucleotdefura similar ao do nacleo; (f) mesmo
plano focal que o nucleo; (g) auséncia de sobre@osbu ligacdo com o nucleo. Além disso,
outras alteracdes nucleares que indicam danos ofBdm analisadas e contabilizadas: (a)
broto nuclear (roken egg”); (b) célula binucleada; (c) ntcleo fragmentadol{and®).

A analise consistiu de uma avaliagdo de no minifé@ Icélulas de cada duplicata da
amostra. Na andlise, foram consideradas varidee® debidas, medicamentos, idade, sexo e
fumo como potenciais fatores de confundimento (Mwcerc?).
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5.6 - Andlise Estatistica

As analises estatisticas foram efetuadas utilzaedo software BioStat 2008 v. 5.
Primeiramente, procedeu-se o calculo das freqi€n¢amalise univariada) totais de
microndcleos e outras alteragfes citogenéticagmgos estudados.

Foram realizados céalculos para observar a digtdbuda freqiiéncia de micronucleos
e outras anormalidades nucleares dentro deste grupo

Foram comparadas médias de frequéncia relativaadéaveis como fumo, bebida,
horas de trabalho, sexo, etc. obtidas no questomrsgundo micronucledyroken egg,
células binucleadas e nucleo fragmentado, almejaadointervalo de confianga de 95%.
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6.0 - Resultados

Esta populacdo é composta por muitos descendami@sesls, muitos deles suicos. A

populacao participante pode ser caracterizada noefo quadro abaixo:

Caracteristicas Homens Mulheres
n 68 12
Idade média (anos) 42,32 45,25
Nivel educacional
Analfabeto 12% 16,6%
E. fundamental incompleto 63,83% 66,66%
E. fundamental completo 8,51% 0
E. médio completo 0 16,6%
E. médio completo 2,12% 0
Relagao de trabalho
Proprietéario 56,25% 12,5%
Empregado 20,83% 25%
Meeiro 8,33% 12,5%
Ajuda familia 14,58% 50%
Tempo meédio de trabalho 21,17 21,57
(anos)

Tabela 2: Caracteristica do grupo estudado

Neste trabalho, o nUmero de participantes queoreigram ao questionario totalizou,
entre expostos e nao exposto ocupacionais, 52 gesspresentando um percentual de 35%
gue nao responderam. Dentre as pessoas que respuonde questionario, 45 pessoas
assumiram trabalhar diretamente com o agrotoxisete ndo manipulavam ou trabalhavam
diretamente com agrotoxicos, constituindo entdanaséra controle. O nimero de pessoas
que forneceram amostra bioldgica, entretanto, failom constituindo um grupo de 80
individuos.

Ao analisar os dados, foi possivel observar pobrdeiquestinario que as pessoas que
constiuiam o grupo controle ndo eram adequadostphdassificacdo. Ainda que tenham
afirmado ndo manipular agrotoxicos, estas pessesidiam muito proximos a area rural,
sendo entdo expostas indiretamente. Consideratmotaslas as pessoas participantes deste
trabalho sdo consideradas expostas, 45 de formia @rsete de forma indireta.

6.1 —Frequéncia de danos citogenéticos

Primeiramente, com fins de caracterizacdo quant® denos citogenéticos desta
populacao, os dados da frequiéncia de micronucléd) (Figura 3), broken egg (BE) (Figura

4), células binucleadas (BiN) (Figura 5) e céldam o nucleo fragmentado (Fr) (Figura 6)
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foram graficamente representados com o seguiniéads:

Verifica-se que frequéncia de micronucleos nestastia apresenta uma distribui¢cao
onde 33,75% ndo apresentaram micronucleos e 76&%#sentaram alguma freqiéncia
destes, principalmente na faixa de 0,5 a 2,5 MN£H)Olas analisadas.

A presenca de valores nédo inteiros para a freqaeteidanos citogenéticos se deve a
transformacdo dos valores brutos em proporcdo detexacbes para cada 100 células

avaliadas, com a finalidade de padronizar as mé&diaparadas.

Distribuicdo da Freqiiéncia de Micronucleos
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Figura 3: Frequiéncia de micronucleos num total@m@ividuos analisados

Com relacéo aokroken eggs, do total de 80 individuos analisados, 47 (58,75%0)
apresentaram qualquer tipo de dano e apenas unsramapresentou um numero muito alto

em comparacao aos demais.
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Figura 4: Frequéncia d&roken egg num total de 80 individuos analisados.

Ja no que tange a freqliéncia de células binucletadasbservado que a maioria dos
individuos analisados aprtesentaram tal altera@icantitativamente, cerca de 90% da

amostra, apresentou uma frequéncia entre 2 e Wlas&om a alteracéo para cada 100 células

analisadas.
Distribuicdo da Freqtiéncia de Binucleadas
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Figura 5: Frequiéncia de células binucleadas nuahdet80 individuos.

Por fim, 48 individuos ndo apresentaram alteragi@gipo nucleo fragmentado.

Entretanto, mais uma vez, algumas poucas amospessemtaram alteracbes bastante

elevadas.

Distribuicdo da Freqiiéncia de Fragmentados
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Figura 6: Frequéncia de células com nucleo fragagenhum total de 80 individuos
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6.2 — Analise das médias

Uma vez que neste trabalho ndo ha um grupo contrdézjuado, recorreu-se a
literatura a procura de um grupo controle que peelesrvir como parametro de comparacao.
Optou-se pelos resultados obtidos por Gomez-Arsogolaboradores (2000), que analisaram
a frequencia de micronucleos entre floricultorexioanos e verificaram uma diferenca
significante entre 0s expostos e ndo expostos.

Além disso, para fins complementares, foi incluiden grupo denominado
indeterminado, oriundo de individuos que ndo redpmam ao questionario, porém
contribuiram fornecendo amostra biolégica paraiseéh=28).

O grupo denominado exposto apresentou uma medi@,@@ MN/100 células
(sd:0,091), enquanto que os expostos indiretosseptaram 0,057 MN/100 células (sd:
0,055). Ja os de exposicao indeterminada apreaentaedia de 0,071 MN/100 células (sd:
0,128). Por fim, o grupo controle, oriundo de Gémemyo”’ e colaboradores, apresentou
média de 0,037 MN/100 células (sd: 0,023).

Distribuicao da Frequéncia de Microndcleos
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Figura 7: Média da frequéncia relativa de microaedsle seus desvios-padréo.

Para realizacdo das comparagOes, primeiramentkcoarse que a distribuicdo da
freqiéncia de microndcleos ndo segue uma distébumrmal, assumindo-se entdo uma
distribuicdo ndo paramétrica. Em seguida, foi realda a comparacdo de frequéncia de
micronucleos através do teste de Kruskal-Wallis MAQentre expostos, expostos indireto,
indeterminado e controle, obtendo-se os sguintegteglos:
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Comparacao Mdltipla de amostras MN

n Média e DP
Exposto 45 0,08+0,09
Exposto Indireto 7 0,06%0,05 p = 0,64
Indeterminado 28 0,07+0,13 G.L.2 p=0,23
Controle 30 0,37+0,23 G.L. 3 p=0,32
Total 110 0,58+0,15

Tabela 3: Analise de variancia Kruskal-Wallis demintcleos entre os diferentes grupos

O p-valor de 0,32 indica que ndo ha uma diferengaifeativa entre as amostras

comparadas utilizando o teste de Kruskal-Wallis.afalisar os expostos, expostos indiretos

e controle, também houve auséncia de diferenca astamostras, com p-valor de 0,23.

O mesmo ocorre quando se utilizou o teste de MahiiRdy para verificar se ha

diferenca na freqiéncia de micronucleos entre pes®s e expostos indireto, com o p-valor

de 0,6. Quanto as outras anormalidades nucleai@s, foram encontradas diferencas

significantes entre as amostras comparadas.

6.3 — Danos Citogenéticos e variaveis

No gréafico abaixo podemos observar que o aumeatéempo (horas/semana) de

aplicacdo de agrotoxicos ndo implica numa freqi@neciaior de

floricultores de Nova Friburgo.

micronudcleos nos
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Figura 8: Disperséo da frequéncia de MN/100 poasde trabalho (n=34)
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O tempo, em anos, de manipulacdo de agrotdéxicoséiammmao apresentou nenhuma

associagdo com a frequencia de micronucleos (FRura

Micronucleos e tempo de exposi¢ao

0.35

0.30 015
@ 0.25 -
g W Até 5 anos
S 0.11 05 ~ 10 anos
Z 0.20
@ @10 ~ 15 anos
E 0.09 015 ~ 20 anos
© 0.15 0.07 006
s m 20 ~ 30 anos
S T 0.05
d @ + 30 anos
Z 0.10
=

0.05 - = 1

0.00

Tempo de exposigéo

Figura 9: Frequiéncia de MN/100 por tempo de exaosin=34)

Os resultados da comparacdo de médias de dangsratcos, segundo o critério de
exposicdo e fumo, estdo graficamente demonstraaldigura 10: Podemos observar através
do grafico que as pessoas classificadas como e@gastiretos, de uma maneira geral,
apresentam danos citogenéticos num nivel maioroguexpostos direto, ainda que de modo

discreto.
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Danos citogenéticos: Fumo e Exposicdo
573
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Figura 10: Frequéncia de danos citogenéticos paravasiaveis fumo e exposicdo ao

agrotoxico (n=45).

Ao analisarmos a frequéncia de micronucleos segumddade dos individuos,

observamos uma auséncia de correlacéo entre estavariaveis (Figura 11).
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Figura 11: Distribuicdo da freqtiéncia de MN/10Qutad segundo a idade (n=56)
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A distribuicdo da frequéncia de micronucleos sdgun sexo, apresentou para 0S
homens uma média de 0,09 e um desvio-padrédo deeOpbta as mulheres uma média de
0,04 com um desvio-padrédo de 0,04 (Figura 12). ¥xhauma tabela com o resultado
estatistico comparando a freqiéncia deste dandigerentre homens e mulheres, onde se
observou que ndo h4 uma diferenca significativeeegles, com p-valor de 0,27 para o teste
de Mann-Whitney.

0.25

0.20
1)
©
S 0.15
8

Homens

S 0.10 - 0.p9 =
§ b m Mulheres
= 005 0.04
o
: .

0.00

média de freq. de microndcleos
-0.05

Figura 12: Média de frequiéncia de MN/100 céluguado o sexo (n=80).

Comparacédo de duas amostras segundo MN

n Média e DP
Homens 68 0,09+0,11
Mulheres 12 0,04+0,04
Total 80 p=0,27

Tabela 4. Comparacéo da frequéncia de MN/100akmtre homens e mulheres

A figura 13 apresenta a distribuicdo de danosgeitéticos, numa amostra de 44
individuos da regido, segundo a exposi¢cdo fumobidagonde se nota uma concentracédo
ligeiramente maior de danos do tipo micronulcleo neaugrande alteragdo para células

binucleadas em pessoas que afirmaram ndo fumar leehér.
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Danos citogenéticos: Fumo & Bebida

O Fumante/bebe
o Nao fumante/bebe

O Fumante/ndo bebe
o Nao fumante/ndo bebe

danos
citogenéticos/100
células

1- MN; 2- BE; 3- BiN; 4- Fr

Figura 13: Danos citogenéticos presentes segumdo éubebida (n=44).

No que tange ao uso de EPI, podemos observaregoeto para células binucleadas,
os danos citogenéticos apresentam-se ligeiramemperisres para quem nado utiliza
equipamento de protecdo individual (EPI) ao aplegiotoxicos. Entretanto, as diferencas
nao foram significativas: Mann-Whitney, com p-vaigual a 0,8; 0,3; 0,3; 0,3 para as
respectivas alteracdes celulares (Figura 14).
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Figura 14: Média da frequéncia de danos citogem&segundo a utilizacdo de EPI (n=44)
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O consumo de carne, principalmente vermelha, paesdefluenciado a frequencia de
micrinucleos. Os individuos que reportaram um ettiesumo de carne também apresentaram
maior frequencia de MN que o grupo de menor consuBmiretanto, tal diferenca Ao
comparar a frequéncia de distribuicdo de micromscte grupo que menos ingere carne com
0 grupo que ingere mais, nao foi achada nenhureeedifa significativa, com p-valor 0,18 no
teste Mann-Whitney. E p-valor de 0,31 no teste denggorov-Smirnov (Figura 15).

Danos & Dieta
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: 0.04 @ +++ carne vermelha / + peixe
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T
J_ -
0.00
Ingestdo de carne

Figura 15: Distribuicdo da freqtiéncia de micronasleegundo a ingestao de carne vermelha

e peixe (n=56).

6.4 — Agrotoxicos mais Utilizados

Foi realizado um levantamento dos agrotoxicos maitizados na regido e
classificados segundo o tipo, produto, nUmero d&niss, classe toxicoldgica e grupamento

quimico.
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Tipo Produto N°  Classe (WHO) Grupo Quimico
usuarios

Inseticida Tamaron 10 Il - Altamente Téxico Orgarsfbrado
Stron 3 | - Extremamente Téxico Organofosforado
Decis 7 Il - Medianamente Toéxico Piretroéide
Vertimec 10 Il - Medianamente Toéxico Avermectina
Confidor 1 IV - Pouco Toxico Piretroide
Orthene 1 IV - Pouco Téxico Organofosforado
Folisuper 10 | - Extremamente Toxico Organofogiora
Fastac 2 Il - Altamente Téxico Piretroide
Microzol 1 IV - Pouco Toéxico Inorgénico
Folidol 1 | - Extremamente Toxico Organofosforado
Astro 1 Il - Medianamente Toéxico Organofosforado

Fungicida  Dithane 27 [ll - Medianamente Toxico Baarbamato
Censor 7 Il - Medianamente Toéxico Imidazolinona
Forum 23 [l - Medianamente Toxico Morfolina
Orthocide 2 | - Extremamente Toxico Dicarboximida
Polyram 1 [ll - Medianamente Toxico Ditiocarbamato
Curzate 1 Il - Medianamente Toéxico Ditiocarbamato
Antracol 2 Il - Altamente Téxico Ditiocarbamato
Sportak 1 | - Extremamente ToOxico Imidazolilcarboxda
Titanium 2 IV - Pouco Toxico Estrobilurina
Mancozeb 1 Il - Altamente Téxico Ditiocarbamato
Amistar 3 IV - Pouco Toxico Estrobilurina
Midas 1 [l - Altamente Téxico Ditiocarbamato

Herbicida Glifosato 1 IV - Pouco Toéxico Glicina sibuida
Tordon 2 | - Extremamente Toxico Acido ariloxialééco

Espalhante  Adesil 1 | - Extremamente TOxico Aldeiiol poliglicol éter

Tabela 5: Levantamento dos agrotoxicos utilizaddefloricultores de Nova friburgo/RJ

6.5 — Imagens das células

Verificamos a seguir as imagens das amostras asbti¢ diferentes individuos da
populacao floricultora de Nova Friburgo.

Todas as amostras apresentam ceélulas coloridasSchiff, e apenas as imagens 1C,
1E e 1F foram contra-coloridas com fast-green, iedidd uma coloracdo esverdeada no
citoplasma e nacleo azulado.

Todas as imagens foram obtidas no aumento de @&fativa de 20 e ocular de 10)

no microscopio Olympus BX-51.
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Imagens 1: 1A — célula com microndcleo; 1B — céloten microntcleo; 1C — células
normais; 1D — célula coforoken egg; 1E — célula com nucleo fragmentado; 1F — célola c
nucleo fragmentado com filtro de fase 2; 1G — @hihucleada; 1H — célula normal
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7.0 — Discussao

Os danos citogenéticos tém sido propostos comanedrds para avaliacdo de efeitos
genotoxicos de agentes quimicos e fisicos. Nestidee o teste de micronucleo em células
exfoliadas provenientes da mucosa oral tem sidaegagdo como uma ferramenta valiosa na
deteccdo de danos genéticos causados por exposigimental, estilo de vida e
procedimentos médicos (Sp&itSuha&”, Nersesyar).

A mucosa oral € composta por um epitélio com egiqueratinizadas, como a
gengiva e o palato duro e regides ndo queratini&zaoamo bochecha e assoalho oral. Sua
camada basal é mitoticamente ativa para recompou@sa que atua como uma barreira
permedvel aos xenobioticos, onde as células leyapximadamente 14 dias para atingir a
superficie epitelial (Speft;Squief?).

A deteccdo de micronucleos em células epiteliaisliadas requer que o agente
genotdxico ultrapasse a barreira e alcance a carmasia que possui atividade mitética
elevada, induzindo danos citogenéticos que sasftilanados em micronlcleos durante a
divisdo celular e, posteriormente coletada quarstasecélulas migram para a superficie da
mucosa (Spef).

Além do micronucleo, outras alteracdes podem gstmentes nas células exfoliadas,
tais comaobroken egg, proveniente de uma amplificacdo génica, céluiasdeadas, causada
por uma citocinese defeituosa, e células com ndcdgoentado, indicativo de falha mitética.
Todas essas alteragdes citogenéticas, incluindicromdcleo, sdo danos ao material genético,
onde a presenca de uma proporcdo elevada é sagestiwma exposi¢cdo a substancias
genotodxicas (Hollari).

Desta maneira, acredita-se que exposicOes a X@inalsi, como agrotoxicos, possam
ser detectados por meio de biomarcadores de féefisa, minimamente invasivo, indolor,
rapido e baixo custo, como o teste de microntedion de monitorar popula¢cdes humanas.

A contaminacao por agrotoxicos ou qualquer outizsi®ncia pode ocorrer na forma
de inalacdo de gases, vapores, fumacas, misturgmmiculas, ingestdo e ou através da
absorcdo dérmica (RAth. No estudo realizado, os individuos que afirmatamcontato
dérmico (n=31) com o0s agrotoxicos apresentaram disereta elevacdo na média de
freqUéncia de danos frente aos que nao tiveranatmodérmico respectivamente.

No nosso estudo, outro dado interessante obsereadme os individuos que
afirmaram sentir cheiro do agrotoxico em suas é&ihs apresentaram uma frequencia

significativamente maior de micronucleos que aquajae nada sentiam (p-valor 0,05).
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Entretanto, o fato de preparar os agrotéxicos anseaaplicados nas lavouras ndo causou
nenhuma alteragéo na freqiiéncia de danos citogesgéti

Dados na literatura a respeito do teste de mictentem individuos expostos aos
agrotéxicos tém se mostrado controverso, confotmserwado por Topée colaboradores.

Alguns estudos como o de Cdéta colaboradores, Acquavefiae colaboradores,
Blair®® e colaboradores (1992), Blair e ZalinKeller-Byrné® e colaboradores e Khuder &
Mutgi®, encontraram uma associac&o positiva entre a ig&o080s agrotéxicos e 0 aumento
na frequiéncia de microntcleos. Entretanto, Bold§hescolaboradores, CasttpRamirez e
Cuenca, Past®® e colaboradores ndo encontraram associacdo sajiiéi entre
agrotoxicos e micronucleo.

Neste trabalho, realizado na populagcéo floricaltale Nova Friburgo, néo foi
encontrada diferenca significativa na frequénciandonucleos entre expostos e 0S expostos
indiretos (p-valor de 0,9). Entretanto, observouis®ma tendéncia de aumento dos
micronucleos entre os agricultores consideradosos®p, quando comparados com 0s
expostos indiretamente. E possivel que, se tivésseftido uma amostra controle realmente
nao exposta e com numero adequado, ou mesmo seneraide individuos expostos
indiretamente tivesse sido maior, teriamos obserwsda diferenca mais contundente entre
0S grupos. Mas com um grupo comparativo, de apénadividuos, a grande maioria das
comparacdes nao atingiu significancia estatistica.

A comparacdo com o grupo de exposicao indetermjreaaaposto por individuos que
nao responderam 0s questionarios, mas que doarastrasmbioldgicas, e o grupo controle
proveniente de individuos mexicanos nao expostssagootoxicos, também ndo detectou
diferencas significativas. Este grupo controleifsierido com fins de comparagao, uma vez
que este se mostrou diferente do grupo exposto ddo nsignificativo na populacao
floricultora investigada (Gémez-Arro§0).

Observamos que a populacéo floricultora de NouauFgo classificada como exposta
apresentou uma média de 0,08 micronucleos em l0@Gsévalor semelhante encontrado
pelo Speit® e colaboradores entre os controles num trabalkaagaliava o efeito genotdxico
do formaldeido nas células bucais (0,09/100 MN).

Entretanto a média encontrada neste trabalho é@devada menor do que aquelas
encontradas na literatura, mesmo entre os contr|88/100 (Gémez-Arroyd), 0,47/100
(Lucerc®), 0,32/100 (Sailafd Costd”). Esta diferenca encontrada pode ser devido a
diferenca de perfil genético da populacdo estudddaconhecimento do quantitativo de
agrotoxico a que a pessoa foi exposta, condicéxdasicdo e da mistura de substancias a
que os individuos foram expostos (Lucéro
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A coloracéo adotada neste procedimento foi Feulgemforme sugerido por Fenééh
e colaboradores, no intuito de padronizar o testmitronicleo mundialmente. Feulgen-Fast
Green é um método que se mostra especifico para, D&tAuzindo o niamero de falso-
positivos (Holland®), e consequentemente a quantidade de micronGclemneada.
Entretanto, somando-se a isto, ha relatos de owmarée subcontagem contribuindo para um
menor nimero de microntcleos encontrados (Casitell

Outros fatores podem interferir na quantificac@s danos citogenéticos: o teste de
micronucleo é baseado na contagem visual das lamipadendo haver variacdo na
interpretacdo e reconhecimento das células, adefibididade de biomarcadores de DNA
entre laboratdrios é limitada quando se comparallpgpes locais, e diferente qualidade
6ptica dos microscopios utilizados (Ferf8gkao diversidades presentes em todos os estudos
as quais nao se pode irrelevar.

A utilizacdo de equipamento de protecdo individ{iPl), pode ter proporcionado
uma certa protecdo, apresentando uma discreta Wlgéon de danos citogenéticos sem que
houvesse diferenca significativa de MN, BE e Freepns usuérios e ndo-usuarios. Costa
colaboradores também verificaram que a utilizagimddida protecao individual influenciou
na freqiiéncia de MN bucal, encontrando resultadosekhantes. Entretanto, independente do
uso de equipamento de protecdo, seja por mododnade de utilizacdo ou ineficiéncia,
Kehdy® e colaboradores, verificaram a presenca de inddefdanos cromossomiais em
trabalhadores que manipulam agrotoxicos. Além dissafirmacdo do uso do EPI é
proveniente de uma informacao auto-declarada.

O valor médio obtido da frequéncia de MN com retagé habito de fumar, ndo
influenciou os parametros citogenéticos avaliadmsmesmo encontrado por CdStae
colaboradores e Kehtfe colaboradores. Assim como ndo houve qualquer d& protecéo
associado.

Assim como o habito de fumar, a ingestdo de algaweceu ndo influenciar na
frequéncia dos parametros examinados, resultades esrroborados por outros estudos
(Kehdy*®, Sailaj&® Roth®). Embora na literatura sejam encontradas refeaérpie apontam
que fumo e ingestdo de &lcool provocam uma elevagdconcentracdo de MN (W
Reisd).

A frequéncia de MN entre os floricultores demonstr@o haver nenhum tipo de
correlagcdo com o tempo de exposicao (categorizanpanos de trabalho) aos agrotoxicos.
Observou-se que quanto maior o tempo de trabalbonpnsua média de MN/100 (grafico 9),
mas este achado é exatamente o contrario do qlea$a@ colaboradores e Bologn®&se
colaboradores encontraram, onde trabalhadoressrooan dez anos e mais de dez anos de
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trabalho, possuiam uma freqiéncia de MN maior empasacdo aos que tinham menos de
10 anos de exposicao aos agrotoxicos.

Ao verificar a distribuicio de MN segundo a idadbservamos que ndo ha uma
diferenca significativa e que a freqiéncia do dawmmcentra-se num patamar baixo,
apresentando-se em torno de 0,1MN/100 examinadasgo do tempo.

Entretanto, em um estudo de coorte foi encontratoaumento significativo da
frequéncia de MN na coorte mais idosa em relac&mate mais nova (p-valor 0,05)
(Thoma$®). Bloching’ e colaboradores também encontraram correlacativaoshtre idade
e MN (r=0,204, p-valor= 0,042, correlacdo de Pegrsd idade é uma conseqiéncia
inevitavel do ciclo de vida de qualquer organismaeus efeitos resultam no aumento de
eventos de instabilidade genética que associadisiiduicdo da capacidade de reparo celular
poderiam explicar o aumento de MN conforme o padsaempo (Thom&9).

Estudos de Costae colaboradores, Saildjs colaboradores ndo observaram entre os
trabalhadores expostos uma relacédo entre MN e sadps que estdo de acordo com o
resultado apresentado neste trabalho. Por outro, |18dha8 e colaboradores (2004),
Blochind®’ e colaboradores encontraram uma associacdo poskivexplicacdo para este
efeito é geralmente atribuida a eventos aneupl@ueslvendo o cromossomo X, onde a
freqiiéncia de MN é maior nas mulheres do que noehs (CostH).

A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA)ma agéncia reguladora cuja
finalidade institucional € promover a saude da fag@o por intermédio de controle sanitario
da producdo e da comercializacdo de produtos ecesywealizou uma reavaliacdo dos
agrotoxicos. Esta reavaliacdo decorre do fato 8easil ocupar em 2008, o posto de maior
consumidor de agrotéxicos em todo o mundo. Forarmorgrados alguns problemas
relacionados as substancias ativas presentes,edel@s, o glifosato, um dos produtos

utilizados pela populacéo de Nova Friburgo. (ANVI3A
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8.0 — Conclusdo

Neste trabalho ndo foi possivel detectar os peissiefeitos genotdxicos causados
pelos agrotoxicos na populacdo de floricultores Ndva Friburgo, através do teste de
micronucleo e avaliacdo de outras anormalidadeleanas, bem como sua associacdo com as
variaveis de confundimento.

Além disso, verificou-se que a freqiéncia de damtmgyenéticos avaliados entre 0s
expostos e expostos indiretos foram semelhantes peguena tendéncia de aumento entre 0s
expostos. Analisando os questionarios, a categ@rizdos expostos indiretos pelo fato de ndo
trabalhar com os agrotoxicos ndo foi a mais adegjuamia vez que a exposi¢cao, mesmo que
indireta, pode afetar com niveis variados de puwifiade e talvez, até de forma mais grave,
do que aqueles que manipulam o agrotoxico direteenpnis estes, cientes do perigo, podem
tomar medidas preventivas.

Este fato pode ser devido a auséncia de um graptrote adequado oriundo do
mesmo grupo populacional para estudos de comparasialiferentes graus e vias de
exposicao a que os individuos estdo submetidosiamtarefas diarias. Somando-se a isto, 0s
floricultores manipulam ndo apenas um, mas umarsid@de de agrotoxicos que podem
comprometer de diferentes maneiras a sua salddas pessoas com guem convivem nhas
proximidades.

Ainda que nao fosse possivel chegar a um consansspeito da citotoxicidade
causada pelos agrotoxicos através do ensaio demimeo no nivel em que os agricultores
hoje se encontram expostos, é inegavel observamgites estudos sugerem que a exposi¢ao
a essas substancias possuem uma associacdo pqa#iteazem determinados prejuizos a
saude (Acquavelld Blair®® Blair e Zahm’; Keller-Byrné®’® Khuder and Mutd?).

Considerando que a técnica de micronucleo é amplanaplicada, acessivel, rapida e
indolor, mais estudos podem ser realizados e réwesspara melhor compreender a

genotoxicidade dos agrotoxicos.
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