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RESUMO

A regi@o de Passo Fundo no Planalto Médio do Rio Grande do Sul
caracteriza-se pela producio de grdos (frigo, soja) e também hortigranjeiros. No
combate as pragas destas culturas, os agricultores fazem uso de grandes
quantidades de agroquimicos (fungicidas, inseticidas e herbicidas). Para testar a
possivel atividade genotéxica destes produtos, utilizou-se a técnica de
micronucleos, que consiste na identificacdo de pequenos nlcleos visiveis em

células binucleadas, resultantes da perda de parte ou de cromossomos inteiros
pela célula, durante a divisdo celular.

Para a analise dos micronticleos, foram coletados 2 mL de sangue periférico
heparinizado de ftrinta trabalhadores expostos, relacionados diretamente com a
aplicacdo e manuseio destes produtos e trinta individuos ndo expostos. Dados
relativos ao habito de fumar, consumo de bebida alcodlica, sexo, idade e tempo de
exposicgo foram também identificados. Culturas de linfocitos de sangue periférico
foram tratadas com citocalasina B por um periodo de 24 horas antes de completar
o tempo total de cultura. Apds a contagem de 1000 células binucleadas a
freqliéncia de micronucleos de ambos os grupos foi avaliada e aplicado o teste de
‘" Student, indicando diferenca altamente significativa entre expostos (14,4/1000)
e ndo expostos (7,2/1000). Outros fatores relacionados com a instabilidade
cromossdmica como tabagismo, sexo, idade e tempo de exposicdo, nao
influenciaram de modo significativo em ambos os grupos.

Finalmente, podemos concluir que o teste do microntlicleo mostrou-se

eficiente como ensaio biologico para monitorar populacdes expostas a misturas de
agroquimicos.



SUMMARY

Much of grain cultivation (wheat and soybean) in the Rio Grande do Sul state
is carried out in the region of Passo Fundo.

For crop pest control, great amounts of agrochemicals (fungicides,
insecticides, herbicides ) are used. To evaluate the genotoxicity of these products,
the micronucleus test was applied in the study of rural workers directly exposed to
these chemicals. The micronuclei are small nuciei resulting from the loss of whole
chromosomes or acentric fragments during cell division, that can be identified in
binucleated celis.

Heparinized blood samples were drawn by venepuncture from 30 exposed
workers and 30 non-exposed controls. To perform micronuclei analysis on
lymphocyte cultures , Cytochalasin B was added to block cytokinesis after 44h
incubation at 37° C, resulting in the formation of multinucleated cells.

Data about smoking and drinking habits, sex, age and exposure duration
were also identified. Micronuclei frequency was evaluated by counting 1000
binucleated cells in both groups. Statistical analysis showed significantly higher
mean number levels of binucleated cells with micronuclei in exposed individuals
(14,4/1000) than in controls (7,2/1000). Other factors related to chromosome
instability, such as smoking habits, age and exposure duration, showed no effect
on the frequency of micronuclei in both groups.

Finally, we can conclude that the micronuclei test is an efficient biological
assay for monitoring population exposure to mixtures of agrochemicals.

xi



1 - INTRODUCAO

Durante o século XX, o processo de industrializacdo conduziu & introducéo
de exposi¢cdes ambientais e ocupacionais a novos agentes, tais como o asbesto,

praguicidas, cloreto de vinila e outros produtos quimicos, sobretudo no México,
Argentina, Brasil, Chile e Venezuela (KOIFMAN, 1998).

Este novo padréo de exposicdes, além do processo de envelhecimento da
populag@o, tem provavelmente contribuido para uma modificacdo no perfil da
distribuic&o do cancer nas populacdes latino-americanas. Da mesma forma que
em paises em desenvolvimento localizados na Africa e na Asia, onde sdo
observadas altas taxas de cancer de estdmago, cérvico-uterino e da cavidade oral,
as populacdes latino-americanas tém vivenciado um aumento recente na
incidéncia de cancer de mama, cdlon, pulmdo e prostata. Adicionalmente, o
fendOmeno de globalizacdo econdmica, facilitando a transferéncia de processos
industriais danosos para os paises em desenvolvimento, podera vir a favorecer

uma elevacdo da incidéncia de cancer nestas regies em futuro proximo
(KOIFMAN, 1988).

Apesar de todos os avangos tecnol6gicos obtidos nas Ultimas décadas, ainda
hoje ha grandes interrogagdes acerca dos agentes etiolégicos determinantes da
ocorréncia da maioria dos tumores malignos. Os mecanismos que interferem no
fendmeno da carcinogénese so alvo de inimeros estudos em todo o mundo,
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porém é inegavel que fatores relacionados ao meio ambiente estéo implicados na
etiologia da maioria das neoplasias ( PAGE & ASIRE, 1985).

Tendo em conta o crescimento industrial que sofreram os centros urbanos
brasileiros nas Ultimas décadas, torna-se impossivel a mensuracéo da magnitude
que a deterioracéo do meio ambiente exerce sobre a saide da humanidade. As
taxas atuais de ocorréncia de cancer refletem exposicdes ocorridas ha vinte ou
trinta anos, quando os niveis de produgdo de substancias cancerigenas
constituiam uma pequena fracdo das atuais, em quantidade e variedade. E
previsivel, assim, que as neoplasias malignas refletirdo no futuro as

conseqléncias do aumento da produgdo de substancias cancerigenas ( LOPES et
al., 1992)

Avaliacdes preliminares no pais indicam a existéncia de graus excessivos de
exposicéo da populagio & agentes cancerigenos ocupacionais ou ambientais /afu
sensu, como, por exemplo, determinadas substancias de uso industrial e agricola,
medicamentos, radiagbes ionizantes ('FAERSTEIN ef al., 1988).

A existéncia de uma possivel relaggo casual entre determinadas praticas
agricolas e o cancer tem sido objeto de atencdo de vérios pesquisadores,
particularmente nos paises mais ricos, especialmente depois que a agricultura
modermna passou a utilizar, de maneira intensiva, fertilizantes, praguicidas,

fungicidas, herbicidas e outros produtos quimicos (Tabela 1), visando aumentar a
produtividade ( LOPES ef a/., 1992).

'FAERSTEIN ef al., 1988 apud Lopes ef al., 1992.



Tabela 1. Classificac&o dos tipos de praguicidas quanto ao principio ativo, uso,
forma de absorcao e alguns exemplos utilizados em plantacdes.

VIADE
Tipo ABSORCAO
uso EXEMPLOS
Carbamatos Inseticidas Oral, Carbaril, Cartap, Ziram,
respiratériae | Zineb, Thiram,
dérmica Pirimicarb, Aldicarb
Organocliorados Inseticidas Oral, DDT, TDE, Aldrin,
Acaricidas respiratéria e | Dieldrin, BHC, Lindane,
Nematicidas dérmica Endrin, Endossulfan
Fungicidas Diclorpropano, Trimetiltin
Organofosforados Inseticidas Oral, Tricorfon, Fosmet,
Acaricidas respiratériae | Diazinon, Malathion,
dérmica Parathion, Dimetoato
Piretréides Inseticidas Oral, Aletrina, Cismetrina,
Acaricidas respiratériae | Permetrina, Tetrametrina,
dérmica Resmetrina
Compostos Herbicidas Oral e Acido 2,4
Clorofendis respiratéria Diclorofenéxiacetico
Acido 2.4,5,
Triclorofenéxiacetico
Compostos Herbicidas Oral e Paraquat e Diguat
Dipiridilicos respiratoria
Compostos Nematicidas Oral, Brometo de metila
Fumigantes Inseticidas respiratoriae | Fosfina
Fungicidas dérmica
Dinitricos Acaricida Oral Binapacril, Dinobuton,
Fungicidas respiratériae | Dinocap, Dinosebe,
Herbicidas dérmica Flucoralin

Fontes : ZAMBRONE, 1986 e GELMINI & NOVO, 1987




Varios estudos epidemiolégicos tém evidenciado que a exposicéo
ocupacional a muitos praguicidas pode estar relacionada a diversos tipos de
cancer (IARC, 1991). Em particular, foram detectados aumentos significativos para
o risco de leucemias e mielomas multiplos, para canceres de estémago, figado,

pancreas © bexiga, associados com exposicdo & praguicidas ( revisdo em
CARBONELL efal. , 1995).

A hipétese biolGgica relacionando organoclorados ao cancer de mama esta
fortemente baseada em sua persisténcia como contaminante ambiental, o que ja
tinha sido identificado em peixes, tecidos humanos, sangue e leite, e em sua
atividade estrogénica. A exposicdo humana a estes compostos acontece em geral
por meio dos alimentos contaminados, em especial de produtos de origem animal.
Estas substancias acumulam-se em tecidos adiposos e persistem por décadas,

sendo lentamente excretados através das fezes, urina e lactacdo (ROGAN et al.,
1986).

Segundo FORGET (1991) os defensivos agricolas desempenham um papel
importante no controle de pragas, patégenos e ervas daninhas na agricultura.
Mais de 15.000 compostos individuais e 35.000 formulagdes comegaram a ser
usadas desde 1945 e, atualmente eles representam uma parcela relevante de
substancias quimicas para as quais o ser humano estd exposto. A grande
quantidade de ingredientes agroquimicos usados tém induzido efeitos téxicos
agudos em diferentes sistemas experimentais. Efeitos genotéxicos também tém
sido relatados para muitos compostos, incluindo carbamatos, organofosforados e
hidrocarbonetos clorinatados. Outro fato importante é que o risco genético em
potencial decorrente da exposicdo a longo prazo aos praguicidas em seres
humanos n&o tem sido extensivamente estudado (BOLOGNESI ef a/, 1993).



Trabalhadores rurais dos paises em desenvolvimento estdo particularmente
expostos ao alto risco de doencas relacionadas com os praguicidas. Nestes
paises, como regra, agroquimicos sdo descuidadamente manuseados e o
equipamento de protecdo pessoal, bem como roupa adequada raramente sio
usadas pelos trabalhadores encarregados da mistura, do acondicionamento e da
pulverizagéo (FORGET, 1991; JEYARATNAM, 1993).

Contudo, a falta de interesse governamental e publico, auséncia de
regulamentacéo severa, baixo padréo de vida, educacao pobre, e analfabetismo
em éreas rurais s&o fatores que contribuem para fazer da exposicdo ocupacional a

praguicidas um dos principais problemas de satde publica em paises pouco
desenvolvidos (PAUMGARTTEN ef a/., 1998 ).

1.1. Efeitos genotéxicos dos agroguimicos

Muitos praguicidas tém sido testados para genotoxicidade por intermédio de
uma variedade de experimentos in vitro e in vivo. Compostos mutagénicos tem
sido encontrados em todas as principais categorias de praguicidas, incluindo
fungicidas, inseticidas e herbicidas (DE FERRARI ef al, 1991). De modo
semelhante, os estudos citogenéticos vem sendo amplamente utilizados em testes
in vitro e no biomonitoramento de populagdes ocupacionalmente expostas.



1.1.1. Aberracbes cromossoémicas em culturas de linfécitos
de sangue periférico

YUNIS, (1983) e ROWLEY, (1984) verificaram que aberracbes
cromossdmicas néo casuais, principalmente delecbes, translocacbes e o ganho ou
perda de cromossomos inteiros est&o associados com uma variedade de canceres
humanos, incluindo leucemias. Supde-se que muitas destas mudancas s&o
eventos primarios criticos para o surgimento de neoplasias (KLEIN, 1981;
CAVANEE ef al., 1983; TSUTSUI ef al,, 1983). Dessa forma, agentes genotdxicos

capazes de induzir instabilidade cromossémica, podem contribuir para o
desenvolvimento de processos celulares malignos.

Segundo RABELLO-GAY et al., 1991, os ensaios bioldgicos desenvolvidos
em culturas de células de mamiferos permitem identificar substancias que
produzem aberracbes cromossdmicas estruturais -efeito clastogénico — e
substancias que interferem no fuso acromético, alterando a distribuicdo dos
cromossomos durante g divisdo celular — efeito aneugeénico. Além disso, outros
testes, tais como a investigacéo do intercambio entre cromatides irmas, podem ser
utilizados para estimar o potencial mutagénico dessas substancias (VARELLA-
GARCIA, 1991). Esses ensaios tém sido utilizados para avaliar o potencial

genotdxico da exposicdo a varios agentes do meio ambiente, dentre os quais os
agroquimicos.

Quanto & investigacdo citogenética envolvendo trabalhadores das industrias
de praguicidas e frabalhadores rurais, existem relativamente poucos dados na

literatura quando comparado ao grande numero de resultados relativos a outros
poluentes quimicos (PALDY ef al., 1987).



Com relacdo aos contatos profissionais com diferentes grupos de
praguicidas, existem resultados demonstrando uma forte associacdo entre
alteracbes cromossdmicas e exposicéo ocupacional aos di-tio-carbamatos (Ziram,
Zineb, Thiram), aos organofosforados (Tricorfon, Fosmet, Diazinon) e aos

carbamatos (Pirimicarb), em trabalhadores rurais € das respectivas industrias
(revisdo em PALDY ef al., 1987)

A analise do efeito clastogénico de praguicidas organoclorados mostrou uma
relac&o dose-resposta entre as aberracGes cromossdmicas e o nivel de DDT no
plasma (RABELLO et al,, 1975), mas nenhum aumento aprecidvel foi observado
em trabalhadores com Lindane (KIRALY ef al, 1979). O Dicloropropano, com
relacéo a efeito clastogénico , também forneceu resultados negativos (KAPP ef al.,
1979). De modo semelhante, o contato com um tipo de fungicida heterociclico
(Benomil) n&c causou um aumento significativo na taxa de aberracSes
cromossémicas ('RUZUICSKA et al, 1976). Uma combinacdo de acido feno-

acético e triazina (Clorinol e Buvinol) também mostrou resultados negativos na
analise cromossomica (CZEIZEL et al., 1976).

Por outro lado, BALAJI & SASIKALA (1993) encontraram um aumento na
freqliéncia de aberragbes cromossdmicas bem como no intercambio de

cromatides irmas, em cultura de linfécitos de sangue periférico quando tratados
com diferentes doses de Malathion.

'RUZUICSKA et al., 1976 apud PALDY et al., 1987



A grande maioria das observacgdes realizadas com individuos que tiveram
contato profissional com misturas de praguicidas mostrou aberracdes nos
cromossomos (YODER ef a/.,1973; CROSSEN et a/.,1978; GEORGIEVA, 1977;
SHABTAI et al.,1979; VOLJANSKAYA & VASILOS, 1981; NEHEZ ef al.,1981;
'PILINSKAYA, 1977, 1979, 1982 a,b). Andlises citogenéticas a partir de linfocitos
de sangue periféerico de pacientes com intoxicagbes agudas por praguicidas foram
positivas em todos os casos revistos por LARRIPA ef al., 1983.

DESI ef al. (1990) descreveram um aumento na frequéncia de células

hipodipldides em linfocitos de sangue periférico cultivados in vitro de trabalhadores
expostos ocupacionalmente a praguicidas.

A avaliagdo a respeito de aberracbes cromossdmicas e intercambio de
crométides irmas foi realizada por DE FERRARI et al. (1991) em linfocitos de 32
individuos sadios trabalhadores da indastria de flores, 32 expostos e
hospitalizados com cancer de bexiga, e 31 controles. Os resultados apontaram
para um aumento significativo na incidéncia de aberracdes cromossomicas e do

intercambio entre cromatides irma&s em ambos os grupos, comparados a
individuos néo expostos.

'PILINSKAYA, 1977, 1979, 1982 a,b apud PALDY et al., 1987



A frequéncia de aberragdes cromossdmicas foi estudada por KOURAKIS et
al. (1992) em linfécitos de sangue periférico de 29 trabalhadores
ocupacionalmente expostos a uma mistura de pesticidas em casas de vegetacio.
Encontraram um aumento significativo de aberracBes cromossdmicas em
aplicadores em relagdo aos ndo expostos. Nenhuma correlacdo positiva foi
identificada entre a freqléncia de aberragbes cromossdmicas e o tempo de

exposigdo, do mesmo modo, n&o houve significancia na comparacéo de individuos
fumantes e n&o fumantes.

O efeito toxico pela exposicdo a praguicidas depende das caracteristicas
quimicas, tipo, nimero e freqiéncia de aplicacbes dos agroquimicos, niveis de
exposic&o, uso de medidas de protecdo, fatores genéticos e estilo de vida (KURTZ
et al, 1989). Na Espanha, CARBONELL et al. (1995) constataram variacdes
sazonais na frequéncia de aberracdes cromossdmicas em linfocitos de
agricultores expostos a diversos pesticidas. No periodo de maior exposicdo
(primavera-ver&o), a freqliéncia de quebras, especialmente do tipo cromatidico,
achou-se significativamente aumentada em relagdo & observada no periodo de
menor exposicdo (outono-inverno). Segundo esses autores, tais achados indicam
que a frequéncia de aberracbes cromossdmicas estd relacionada com a

intensidade da exposicdo e que as quebras cromatidicas tem uma vida curta,
retornando a valores normais apds alguns meses.

Em trabalho recentemente realizado com trabalhadores rurais expostos a
praguicidas, da regi&o de Botucatu, SP, BREGA ef al. (1998) verificaram
freqiéncias de aberracbes numéricas e estruturais significativamente mais
elevadas no grupo exposto quando comparado ao grupo controle. Esses autores
constataram ainda a presenca de vérios sintomas clinicos nos trabalhadores
expostos, apesar de os mesmos usarem vestimentas protetoras adequadas.



1.1.2. O teste do microniicieo como indicador de instabilidade
cromossoémica.

A presenca de micronlcleos em células sométicas ¢é indicativo de quebras
cromossodmicas e disturbios no fuso acromatico. Os microndcleos s3o detectados
em células interfasicas como pequenas particulas de cromatina, proximas aos
nucleos principais (MIGLIORE ef al., 1991).

A pesquisa citoplasmética, vastamente aplicada & eritrécitos policrométicos
de roedores (SCHMID, 1975) tem sido proposta para avaliar a exposicio humana
a mutagénicos em células de aspirado de medula ( HOGSTEDT et al, 1983), em
células da mucosa bucal (STICH ef al, 1982), em células uroteliais esfoliadas
(REALI et al., 1987), e em linfécitos de sangue periférico (COUNTRYMAN &
HEDDLE, 1976).

A partir de dados publicados sobre a analise de microntcleos monitorando
grupos de individuos ocupacionalmente expostos (HOGSTEDT et al., 1981, 1983;
STENSTRAND, 1985; MAKI-PAAKKANEN, 1987, SORSA ef al., 1988; SARTO ef
al., 1990), tomou-se claro que esta técnica é evidentemente mais facil de executar
que os ensaios citogenéticos tradicionais ( anélise cromossdmica e intercambio
entre cromatides irmés). Nessa técnica, em células cultivadas in vitro, utiliza-se a
citocalasina B para inibir a citocinese resultando na formacéo de células bi ou

multinucleadas as quais podem ser contadas com relacdo a presenca ou auséncia
de micronucleos (FENECH & MORLEY, 1985).
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Em relacéo a sua sensibilidade, alguns estudos de comparacéo do teste de
micronucleo com os outros métodos citogenéticos classicos, mostram que a
analise de micronicleos é menos sensivel quando comparada com as outras
técnicas (HOGSTEDT et al, 1983). A maior vantagem da analise de metafases
consiste na identificacéo de alteragcdes numéricas e de rearranjos estruturais, tais
como delecbes e translocagbes dos cromossomos. Entretanto, do ponto de vista
de monitoramento do efeito genotdxico, é importante lembrar que as quebras
cromatidicas ou cromossomicas s&o as lesdes mais precocemente induzidas pela
maioria dos agentes clastogénicos. Desse modo, sua deteccdo pelo teste de

micronucleo € suficiente para 0 monitoramento desse efeito (HOGSTEDT et al,
1984).

De acordo com HEDDLE et al. (1991) a formagdo de microntcleos a partir
de fragmentos de cromossomos acéntricos é ampla e facilmente entendida, e
podemos usa-la para destacar algumas dlvidas que ainda restam. Existem, de
fato, quatro mecanismos reconhecidos pelos quais microntcleos e estruturas
semelhantes podem se originar: (1) perda de fragmentos mitéticos acéntricos,
mecanismo cléssico, (2) uma variedade de conseqiéncias mecanicas de quebras
e trocas cromossdmicas, (3) perdas mitéticas de cromossomos inteiros, e 4)
apoptose. O Ultimo & uma forma de destruicdo nuclear na qual sdo formados
nucleos desintegrados e fragmentos nucleares. A apoptose ocorre naturalmente e
em resposta a danos celulares quimicamente induzidos, os quais n&o

necessariamente s&o de origem genética: inibicdo da sintese de proteinas € um
exemplo.

A relag@o quantitativa entre a freqiéncia de aberracSes cromossdmicas e
fragmentos acéntricos n&o é bem conhecida, exceto que nem todos os fragmentos

acéntricos tornam-se micronucleos na primeira diviso celular e que alguns podem
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sobreviver, replicar,e tornarem-se micronlcleos na segunda ou em divisdes
subsequentes. A eficiéncia na perda de fragmentos e formacdo de micronGcleos
presumivelmente varia de uma célula para outra, dependendo das propriedades
mecéanicas da célula, tais como tamanho e forma, bem como tamanho e forma dos
cromossomos (HEDDLE ef a/,, 1991).

Na meiose, segundo HEDDLE ef al (1991) também podem surgir
micronuicleos a partir de consequéncias mecanicas de aberracdes
cromossomicas. Neste tipo de divisdo celular deve ser considerado também o
efeito dos quiasmas. Por exemplo, um quiasma dentro de uma inversdo
paracéntrica gerara um fragmento acéntrico o qual podera formar um microntcleo.

De acordo com HEDDLE et al. (1991), todas as substancias clastogénicas
produziriam micronucleos, contudo nem todas as substéncias quimicas que
induzem micronucleos sdo clastogénicas porque estes podem surgir por falta de
disjuncao ou apoptose. Os microntcleos induzidos por clastégenos podem ser
diferenciados morfologicamente daqueles induzidos por substancias aneugénicas,
porque os primeiros s8o menores e a presenga de proteinas associadas ao

centromero, detectadas por anticorpos anti-cinetécoro, ocorre preferenciaimente
nos micronucleos maiores.

As analises de microndcleos em linfécitos humanos e em linhagens de
células cultivadas mostraram ser efetivas também para medir danos citogenéticos
de agentes com diferentes mecanismos de genotoxicidade in vitfro (FENECH &
MORLEY, 1985, EASTMOND & TUCKER, 1989; NORPPA ef al, 1993a). A
principal vantagem da analise de microntcleos para estudos de populagées é que
ela é menos dispendiosa e consume menor tempo do que em outras andlises
citogenéticas. Estas pesquisas tém sido aplicadas em viérias atividades
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ocupacionais. Freqléncias aumentadas de microntcleos foram encontradas como
resultado da exposicéo a drogas citotdxicas (YAGER et al., 1988) e tolueno (NISE
et al, 1991), enquanto resultados de estudos de populacbes expostas a
formaldeido e outros agentes quimicos foram negativos em linfocitos humanos
(NORPPA et al., 1993 b; TITENCKO-HOLLAND ef al., 1995).

GHOSH et al. (1990) avaliaram o efeito citogenético de um biocida
organoclorado (Trimetiltin cloridrico) in vitro por intermédio da contagem de
microntcleos em linfécitos humanos e sugerem que esta substancia é um potente
clastégeno bem como um inibidor do mecanismo das fibras do fuso acromético.
SURRALLES et al. (1995) estudando a inducdo de microndcleos por cinco
inseticidas piretroides em culturas de sangue total e linfécitos humanos isolados,
notaram claro efeito citotéxico dose-dependente. Observaram também atividade
genotdxica in vitro, dependendo do piretréide usado.

PANNEERSELVAM ef al. (1995) cultivaram linfocitos humanos expostos a
trés diferentes concentragbes de um herbicida, o Flucoralin, e concluiram que
baixas concentracbes deste produto (2,5 a 10 ug/mL) ndo produzem freqiiéncias
significativas de micronicleos, porém em doses mais altas ( 20,0 a 50,0 yg/mL)
houve um aumento significativo no ndimero de células micronucleadas.

TITENCKO-HOLLAND et al. (1997) tiveram sua atengdo despertada para o
uso de Malathion, aplicado por via aérea, e pesquisaram 38 voluntarios,
aplicadores desse inseticida na Califérnia. Esses autores avaliaram a inducéo de
microntcleos em linfocitos de sangue total e linfécitos isolados em Ficoll, e usando
tratamento de 48 h com doses de 5 a 100 microgramas/mL de Malathion,
concluiram que esse produto tem baixo potencial para causar danos
cromossodmicos in vifro e in vivo. Entretanto, esses autores consideravam que
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estudos adicionais devam ser realizados a fim de investigar a possibilidade de
interac@o do Malathion com outros pesticidas em exposicdo combinada.

Na Italia, BOLOGNESI et al. (1993) avaliaram a frequéncia de microntcleos
em 71 produtores de flores expostos a pesticidas e 75 moradores da mesma
regido n&o expostos que serviram como controle, encontraram um aumento
significante na freqiéncia de microntcleos nos individuos ocupacionalmente
expostos. Por outro lado, SCARPATO ef al (1996) relatam a auséncia de
diferencas significativas nas incidéncias de aberracdes estruturais dos
cromossomos, intercambio de segmentos entre cromatides-irmds e de
micronucleos em floricultores italianos expostos a uma mistura de pesticidas.

Para SCARPATO et al. (1996) resultados conflitantes do monitoramento
citogenético das populagbes expostas a agroquimicos podem ser atribuidos a
mltiplos e diferentes tipos de exposig&o ou & composigio heterogénea dos vérios
estudos de populacbes, aliadas aos diferentes graus de sensibilidade das andlises
citogenéticas.

A progressiva conscientizacdo da populagdo humana da exposicdo a
diversos fatores ambientais bem como a efluentes industriais, tem levado a mais e
mais estudos sobre os efeitos in vivo e in vitro de substancias quimicas organicas
e inorganicas ( BERG, 1979; SORSA et al., 1983; VAINIO, 1985).

A regido de Passo Fundo-RS, caracteriza-se por extensas &areas de
agricultura, destacando-se entre elas as culturas de soja e trigo. Por se tratar de

monoculturas, faz-se necessédrio a utilizacdo de grandes quantidades de
defensivos agricolas.

14



No presente trabalho, utilizou-se a técnica de microntcleos para avaliar o
risco potencial de danos cromossdmicos em trabalhadores expostos aos diversos
agroquimicos aplicados ao controle de pragas nessas culturas.
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2 - OBJETIVOS

Avaliar o efeito da exposicdo ocupacional aos defensivos agricolas na regigo

de Passo Fundo — RS, em linfécitos de sangue periférico de trabalhadores rurais,
pelo teste de micronucleocs.

Relacionar a ocorréncia de microntlcleos ao tempo de exposicdo, hébito de
fumar, sexo, idade e consumo de 4icool, como possiveis potencializadores da
acdo dos defensivos agricolas, entre os expostos e n&o expostos ocupacionais.
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3 - MATERIAL E METODOS

3.1. Casuistica

Foram coletadas amostras de sangue periférico de 30 individuos expostos a
agroquimicos , no periodo de setembro de 1998 a agosto de 1999.

As amostras foram obtidas no Hospital S&o Vicente de Paulo (HSVP) de
Passo Fundo e no Centro de Estudos Agropecudrios (CEPAGRO) da
Universidade de Passo Fundo (UPF). No Hospital, foram coletadas amostras de
20 individuos internados para a investigagdo de doencas hematolégicas, antes da
administrac&o de qualquer medicamento. No CEPAGRO, outros 10 doadores, sem
queixas clinicas, submeteram-se a coleta.

Todos os individuos preencheram uma ficha contendo dados de
identificag@o, habito de fumar, ingestéo de bebida alcodlica e tempo de exposicio
a defensivos agricolas (Anexo 1). Ao mesmo tempo, foi assinado o protocolo de
Consentimento Pos-informacéo (Anexo 2), ficando uma cbpia com o pesquisador
e outra com o doador.

Os individuos expostos estdo envolvidos em cultivo de soja e trigo e
regularmente entram em contato com fungicidas, inseticidas e herbicidas. Como
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grupo controle, foram analisados 30 individuos n8o expostos para os quais
seguiram-se 0s mesmos procedimentos de coleta e entrevista dos individuos
expostos. Desse grupo, todos eram funcionarios dos setores administrativos da
Universidade de Passo Fundo — RS. Todos os individuos estudados (expostos e
controles) eram de origem caucasodide.

3.2. Miétodos

3.2.1. Coleta

De cada individuo foi coletado 2 mL de sangue heparinizado em seringas
descartaveis e transportado imediatamente, em caixa de isopor com gelo, para o
Laboratério de Citogenética Humana da UPF. Em paralelo , selecionou-se um
individuo n&o exposto de mesma idade ou dentro de uma variacdo de + 5 anos,
para controle.

3.2.2. Cultura temporaria de linfocitos de sangue periférico

As culturas foram realizadas por intermédio da adicdo de 0,2 mL de sangue
total a 4,5 mL de meio de cultura RPMI 1640 (Nutricell), suplementado com 15%
de soro fetal bovino; 0,1 mL de L-glutamina (Nutricell e 0,1 mL de
Fitohemaglutinina, de acordo com TITENKO-HOLLAND et al. (1997), por 72 horas.

Apbs 48 horas de incubacdo foram adicionados 0,2 mL de Citocalasina B
para cada 5 mL de meio, para impedir a citocinese. Ao completar 72 horas, a
cultura foi interrompida com 0,5 mL de fixador metanol-acido acético (3:1) durante
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5 minutos & temperatura ambiente. Foi entdo centrifugado a 800 rpm e o
sobrenadante descartado. Ao material foi adicionado 5 mL de fixador, agitado e

novamente centrifugado. Este procedimento foi repetido 3 a 4 vezes, até o
precipitado ficar limpo.

3.2.3. Preparacédo das laminas

O precipitado obtido apés as centrifugacGes, foi gotejado em Iaminas limpas,
3 a 4 gotas em cada uma e deixado secar & temperatura ambiente durante 24
horas.

3.2.4. Coloracéao

As laminas foram coradas com Giemsa segundo Wright, na concentracgo de
1:3 em tampé&o fosfato pH 6,8 durante 5 a 8 minutos.

3.2.5. Anélise das laminas

As laminas foram codificadas por outro pesquisador. As andlises foram
realizadas em Fotomicroscopio Olympus (BX 50). Para cada individuo foram
contadas 1000 linfécitos binucleados em teste-cego. Para a contagem de

micronucleos, foram consideradas apenas células que contivessem nenhum ou
um micronucleo.

Para a anélise dos microntcleos foram utilizados os critérios propostos por
TITENKO-HOLLAND ef al. (1997): (1) as células devem apresentar aparéncia
redonda ou oval com citoplasma intacto; (2) os nucleos, tais como as células,

também devem ser redondos ou ovais com a membrana nuclear intacta; (3)

19



somente as ceélulas que sofreram uma divisdo nuclear devem ser analisadas em
relacdo a presenca de micronucleos; (4) a presenca de microntcleo deve ser
considerada quando este apresentar um terco ou menos do tamanho do nucleo
principal; (5) os micronucleos devem apresentar coloragdo similar a do nucleo

principal; (6) os micronucleos devem estar claramente separados do nucleo
principal.

3.2.6. Anélise Estatistica

Para a comparacéo dos numeros de células binucleadas com microntcieos
entre os grupos exposto e ndo exposto, utilizou-se o teste { para duas amostras
independentes adotando-se o nivel de significancia de 0,05. Este teste também foi
aplicado para a comparacdo do numero de micronucleos entre fumantes e néo
fumantes, consumo ou néo de alcool, idade, sexo e tempo de exposicéo.

Além disso, com intuito de avaliar a influéncia da idade e do tempo de
exposicado sobre a varidvel dependente, representada pelo nuimero de células
binucleadas com micronucleo, realizou-se o teste de regressédo linear com o
auxilio do programa BIOESTAT ( AYRES & AYRES, 1998). O mesmo teste foi

aplicado para a avaliagéo do efeito da idade sobre a presenca de microntcleos no
grupo néo exposto.
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4 - RESULTADOS

O efeito clastogénico dos agroguimicos sobre as células somaticas humanas
de individuos expostos a estes produtos, foi avaliado por intermédio da analise de
micronucleos em linfécitos de sangue periférico. Os resultados obtidos a partir da
contagem de 1000 células binucleadas de cada individuo encontram-se expressos
na Tabela 2. Os resultados referentes & contagem de microntcleos nos individuos
do grupo controle est&o listados na Tabela 3.

Nos doadores expostos, a média de idade foi 41,8 anos, enquanto que no
grupo controle, a média foi de 40,4 anos. O tempo médio de exposicdo aos
praguicidas foi de 10,7 anos. Entre os fumantes, somente o individuo identificado
pelo niumero 13 na Tabela 2 relatou ter fumado mais de 35 anos, os demais

tiveram uma exposicdo menor a este componente e haviam deixado o habito ha
mais de trés anos.

Uma vez que as amostras dos trabalhadores expostos foram coletadas em
dois locais diferentes (HSPV e CEPAGRO), os dados referentes a andlise de
micrdnac!eos dos 20 individuos_intemados foram comparados com os obtidos dos
10 individuos expostos, sem sintomatologia clinica. Ndo foram detectadas
diferencas estatisticamente significativas entre eles (f = 1,3682; 28 G.L., p=
0,1821), de forma que esses dados foram agrupados para as andlises
subseglientemente realizadas.

Com o auxilio do teste f, foram comparados os numeros de células
binucleadas com micronucleos (MN) entre trabalhadores expostos e doadores ndo
expostos. O numero médio de células MN encontrado no grupo dos trabalhadores
expostos foi de 14,3 , sendo de 7,1 no grupo dos doadores ndo expostos. Essa
diferenca foi estatisticamente significativa ( twc. = 4,2855; 58 G.L., p < 0,0001).
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Tabela 2. Dados referentes ao nimero de células binucleadas com micronticleos

(MN), habito de fumar, ingest8o de alcool, idade, sexo e tempo de exposicdo a
agroquimicos de trabalhadores expostos.

Individuo  WMN/ 1000 Fumo Alcool ldade Tempo de Sexo

*) linfécitos {anos) exposicéao
binucleados {anos)
01 17 - - 29 04 Masc.
02 20 - - 39 10 Masc.
03 16 - - 30 05 Masc.
04 14 - - 25 07 Masc.
05 11 - - 27 05 Masc.
06 o8 + - 47 04 Masc.
07 16 - - 40 10 Masc.
08 19 - - 44 12 Masc.
09 27 - - 39 20 Masc.
10 23 + - 37 10 Masc.
11 07 - - 29 15 Masc.
12 15 - - 24 05 Fem.
13 24 + - 54 45 Masc.
14 14 - - 70 02 Fem.
15 20 + - 47 07 Masc.
16 06 + - 66 02 Masc.
17 05 - - 50 02 Masc.
18 08 + - 52 03 Masc.
19 02 - - 33 15 Masc.
20 11 + - 58 10 Masc.
21 04 - - 50 30 Masc.
22 09 - - 37 10 Masc.
23 03 - - 43 25 Masc.
24 19 - - 33 08 Masc.
25 19 - - 39 08 Masc.
26 12 - - 24 11 Masc.
27 28 - - 67 15 Masc.
28 24 + - 45 03 Fem.
29 23 - - 27 15 Masc.
30 06 - - 49 04 Masc.
(-) ndo fumante e n&o ingere alcool (+) fumante e ingestéo de alcool

(*) -1 a 10, amostras coletadas no CEPAGRO.
(*) - 11 a 30, amostras coletadas no HSVP.
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Tabela 3. Dados referentes ao niimero de células binucleadas com micronticieos

(MN), habito de fumar, ingestéo de &icool, idade e sexo dos doadores voluntarios
do grupo controle.

Doador MN /1000 Fumo Alcool idade Sexo
linfécitos {anos)
binucleados
01 08 - + 30 Masc.
02 10 - - 38 Masc.
03 04 - - 33 Masc.
04 02 - - 25 Masc.
05 01 - - 27 Masc.
06 07 - - 48 Masc.
o7 05 - - 40 Masc.
08 06 + - 43 Masc.
09 11 - - 38 Masc.
10 02 - - 34 Masc.
11 03 - - 28 Masc.
12 12 - - 23 Fem.
13 10 + - 50 Masc.
14 15 - - 62 Fem.
15 07 - - 40 Masc.
16 03 - - 63 Masc.
17 02 - - 50 Masc.
18 03 - - 53 Masc.
19 13 - - 33 Masc.
20 06 - - 58 Masc.
21 06 + - 52 Masc.
22 01 - - 38 Masc.
23 18 - - 38 Masc.
24 04 + - 29 Masc.
25 02 - - 39 Masc.
26 08 - - 24 Masc.
27 19 - - 62 Masc.
28 17 - - 46 Fem.
29 03 - - 26 Masc.
30 04 - - 44 Masc.

(-) n&o fumante e ndo ingere aicool (+) fumante e ingestéo de alcool
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Também foram analisados os dados relativos ao tempo de exposicao, idade
e tabagismo em cada grupo. Os resultados dessa andlise estatistica acham-se
representados nas Tabelas 4 e 5. Pode-se verificar que ndo houve uma diferenca
estatisticamente significativa em relagio ao tempo de exposicdo, quando foram
comparados individuos expostos por até cinco anos com aqueles expostos por
mais de cinco anos. De modo semelhante, a comparacio do nimero de células
binucleadas com micronucleos, quando ambos os grupos foram separados em
duas faixas etarias (até 39 anos e com 40 anos ou mais), ou divididos em

tabagistas e nao tabagistas, ndo revelou diferencas estatisticamente significativas
em qualquer situacdo.

A andlise de regresso linear permitiu confirmar esses achados, em relacéo
a idade e ao tempo de exposic&o. Nos individuos expostos, ndo houve influéncia
significativa da idade ( F= 0,0311; p= 0,8554; r= - 0,0195) ou dos anos de
exposicdo ( F= 0,5510; p= 5295; r= 0,1124) sobre o numero de células
binucieadas com micronucleos. A variavel idade também ndo exerceu influéncia

sobre a expressdo de micronucleos no grupo de doadores ndo expostos ( F=
1,9460; p= 0,1709; r= 0,1144).

A influencia das varidveis sexo e ingestdo de alcool ndo pode ser
estatisticamente avaliada tendo em vista o pequeno numero de individuos de sexo

feminino e a presenca de apenas um individuo no grupo controle com relato de
consumo frequente de bebidas alcodlicas.
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Tabela 4. Resultados da comparacdo do numero de células binucleadas com

microntcleos (MN), relativos ao tempo de exposicdo, idade e tabagismo dos 30
trabalhadores expostos.

Variavel

n Média fealc P
MN

Tempo de exposicdo |Até 5 anos 11 11,63 - 1.4483 0,1505
Maisde5anos | 19 15,78

Idade Até 39 anos 15 15,60 | 0,9641 0,3432
40 ou mais 15 12,93

Fumo Tabagistas 8 15,25 | -0,4231 0,6753
N&o tabagistas 22 13,90

n = nimero de individuos *G.L. =28

Tabela 5. Resultados da comparacdo do nimero de células binucleadas com
micronucleos (MN), relativos a idade e tabagismo dos 30 doadores voluntérios.

Variavel n Média feaic - p
MN
idade Até 39 anos 16 6,38 -0,7676 0,4491
40 ou mais 14 7,86
Fumo Tabagistas 4 8,50 0,2285 0,8208
Nao tabagistas 26 7,15

n = numero de individuos *G.L. =28
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A comparac@o enire ndo fumantes expostos e controles revelou a
existéncia de um aumento estatisticamente significativo do nimero de células MN
no primeiro grupo (Tabela 8). J& entre fumantes expostos e ndo expostos, nao
houve diferenca estatisticamente significativa ao nivel de 5%, provavelmente
devido ao pequenc numero de individuos em cada categoria.

Tabela 6. Resultados da comparac@o do nimero de células binucleadas com

micronucleos (MN) entre individuos expostos e ndo expostos, quanto & auséncia
ou presenca de tabagismo.

Variavel n | Média feaic P

Tabagistas Expostos 8 15,256 2,0278 0,0701

N&o expostos 4 650 | GL=10

Nao tabagistas Expostos 22 13,91 3,5842 0,0008

N&o expostos 26 715 | GL=46

n = nimero de individuos

A seguir, encontram-se algumas ilustracdes de diferentes aspectos
citol6gicos observados no presente trabalho. As Figuras 1 e 2 ilustram a presenca
de micronucleos de diferentes tamanhos; enquanto que na Figura 3 acha-se um
linfocito binucleado sem microndcleo.

Na Figura 4, podem ser visualizados nucleos apoptéticos e, nas Figuras 5 e
6, fendbmenos de atraso anafasico que conduzem & perdas cromossdmicas e
formacéo de ponte anafasica. Embora estes ultimos achados ndo tenham sido
quantificados, a sua observagdo aponta para a existéncia de diferentes
mecanismos de formacao de micronucleos.
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5 — DISCUSSAO

A utilizac&o de agroquimicos para controlar as pragas da lavoura é um fato
inegavel, porém os cuidados com a sua aplicagdo continuam sendo
negligenciados pelos aplicadores e pelo poder publico que regulamenta a sua

utilizacdo. Varios relatos apontam para a ma utilizacgo destes produtos pelo
homem (PAUMGARTTEN et al., 1998).

Os resultados obtidos comparando 30 individuos expostos a estas
substancias quimicas utilizadas nas plantacbes de Passo Fundo - RS,
demonstram que as alteragbes cromossOmicas, sob a forma de microntcleos,

estdo presentes em uma freqiéncia bem mais elevada do que em 30 individuos
nao expostos, da mesma regido.

Estes dados est8o de acordo com a maioria dos estudos cromossdmicos
realizados em trabalhadores expostos a misturas de pesticidas,
independentemente do parametro citogenético avaliado. Assim, aumentos
significativos na incidéncia de aberracdes cromossémicas e/ ou no intercambio de
cromatides irmas foram constatadas por DE FERRARI ef al. (1991) em
floricultores; por KOURAKIS ef al (1992) em ftrabalhadores em casas de
vegetacdo; e por CARBONELL et al. (1995) e BREGA ef al (1998) em
trabalhadores de zonas rurais. Em relacdo aos microntcleos, sua fregiiéncia acha-
se significativamente aumentada nos floricultores italianos estudados por
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BOLOGNESI et al. (1993) embora SCARPATO ef al. (1996) relatem achados
negativos em estudo semelhante.

Com relacéo a varidveis como hébito de fumar, idade e tempo de exposicéo,
o teste estatistico n&o apontou diferencas significativas em relagdo a frequéncia
de células com microntcleos entre os expostos e n&o expostos da regido de
Passo Fundo-RS. Como visto, a influgncia das varigveis sexo e ingestdo de alcool
n&o pode ser avaliada no presente trabalho, devido a presenca de apenas trés
individuos de sexo feminino em cada grupo e a de apenas um individuo no grupo
controle com relato de consumo freqgiiente de bebidas alcodlicas.

Em relac&o ao habito de fumar, os presentes achados estdo de acordo com
aqueles encontrados por KOURAKIS ef al. (1992) que estudaram a frequéncia de
aberragbes cromossdmicas em linfocitos de 29 trabalhadores expostos a uma
mistura de pesticidas e ndo encontraram diferencas significativas entre fumantes e
nao fumantes. De modo semelhante, BARALE ef al. (1998) analisaram materiais
obtidos em culturas de linfécitos de 1650 individuos italianos e ndo encontraram
relacdo entre o habito de fumar e o aumento na freqliéncia de micronticleos.

Conclusdes similares foram obtidas por outros pesquisadores que nio
constataram nenhum efeito do habito de fumar com relagdo & freqiiéncia de
micronucleos (BOLOGNESI ef a/., 1993; NORPPA ef al., 1993b; STIERUM et al.,
1993; VAN HUMMELEN ef al,, 1993; BONASSI ef al., 1994; PITARQUE ef al.,
1996; THIERENS ef al, 1996). Apenas DA CRUZ ef al. (1994) relatam uma
associacéo significante entre micronucleos, habito de fumar e ingestdo de bebida
alcodlica, em individuos expostos.
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Os dados obtidos no presente trabalho revelam que o efeito da exposicéo a
misturas de pesticidas praticamente ndo é influenciado pelo tabagismo, pois,
mesmo a comparacéo entre n&o-tabagistas expostos e ndo-expostos revela a
existéncia de um aumento altamente significativo da freqUéncia de células com
micronucleos no grupo exposto (p=0,0008).

Dentre outras variaveis que podem influir na expressdo de microntcleos, a
idade tem sido constantemente avaliada. Considera-se que o aumento na
freqléncia de micronucleos em relacéo a idade pode ser decorrente do aumento
de fragmentos acéntricos, causados por quebras no DNA induzidas
endogenamente ou por exposic&o & clastégenos ambientais, ou por um aumento
no numero de disturbios do fuso resultando em atrasc cromossdmico na anafase
(THIERENS et al. 1996).

Uma analise realizada por um grupo Nérdico de pesquisadores (NORDIC
STUDY GROUP ON THE HEALTH RISK OF CHROMOSOME DAMAGE, 1990)
sobre danos cromossOmicos sormaticos em mais de 3 000 individuos concluiram
que as mulheres apresentaram niveis mais elevados de aberracdes
cromossdmicas, de intercambios de crométides irmés e de microntcleos do que
os homens. Estes achados est&o de acordo com os observados por vérios autores
(HEDNER ef al; 1982, MARGOLIN & SHELBY, 1985 GALLOWAY et al., 1986;
BENDER et al., 1988 ) enquanto que outros autores ndo encontraram nenhum
efeito com relagéo ao sexo (ANDERSON ef al., 1991).

No presente trabalho, apenas trés individuos do sexo feminino foram
avaliados em cada grupo, pertencentes a trés faixas etarias diferentes (<25 anos ;
40-45 anos; >60 anos). Uma vez que expostos e controles foram emparelhados

por sexo e idade, se de fato existir algum efeito desses fatores sobre a andlise
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de micronticieos no presente trabalho, o efeito dessas variaveis deve afetar ambos
os grupos de modo semelhante.

Embora estudos realizados por BOLOGNESI ef al. (1993) e FENECH ef al.
(1994) tenham indicado que as mulheres apresentam uma maior freqiéncia de
células com microntcleos do que os homens, SCARPATO ef al. (1996) ndo
obtiveram resultados semelhantes. A idade também n&o afetou significativamente
a freqliéncia de micronicleos, embora tenha sido demonstrado que a idade é um
parametro importante influenciando a frequiéncia de micronGcleos, especialmente
aqueles contendo cromossomos inteiros (FENECH, 1993). Segundo SCARPATO
et al. (1996), a auséncia de influéncia da idade pode ser atribuida a nao inclusdo
de pessoas pertencentes a faixa etéaria superior a 50 anos na sua amostra.

BONASSI et al. (1995) publicaram dados sugerindo que as evidéncias de um
aumento do numero de células com micronticleos em linfdcitos femininos ainda
n&o sdo conclusivas. No entanto, CATALAN ef al. (1995) demonstraram que em
culturas de linfoécitos de mulheres, a prevaléncia de microntcleos contendo
cromossomos inteiros aumenta com a idade, e que este efeito ocorre mais
acentuadamente com o cromossomo X. A presenca de seqliéncias centroméricas
do cromossomo X e de cromossomos autossdbmicos em microndcleos foi
demonstrada por intermédio da técnica de FISH (“Fluorescence in situ
hybridization). Finalmente, BARALE et al. (1998) concluiram que mulheres e
individuos com idade avancada exibiram valores médios mais altos de intercambio
de crométides irm&s e de microntcleos do que homens e individuos mais jovens.

Os dados expressos nas tabelas 3 e 4, demonstram que analisados
isoladamente, em relac&o ao sexo, os individuos de idade mais avancada do sexo

feminino, tanto no controle quanto nos expostos, apresentaram uma freqiéncia
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mais alta de micronucleos. Estes resultados estdo de acordo com resultados
obtidos por CATALAN ef al. (1995) e BARALE et 4/, ( 1998).

PALDY ef al. (1987) além de observarem que a exposicdo a uma mistura de
pesticidas pode produzir efeitos citogenéticos em células somaticas humanas,
também verificaram uma tendéncia no aumento da taxa de aberracbes
cromossdmicas com relagéo ao tempo de exposicio, situada em torno de 11 a 15
anos, que decresce apbs 15 anos de exposicdo. O efeito aditivo do consumo de
alcool e do habito de fumar na inducéo de aberragbes cromossdmicas ndo pdde
ser inequivocamente provado devido ao limitado nimero de individuos
investigados. Doencas agudas bem como cronicas foram mais freqlientes em
trabalhadores entre 21 e 40 anos de idade do que no grupo controle. Entretanto,
néo parece claro se a aparente diminuicdo das taxas de quebras cromossémicas
em individuos com mais de 15 anos de exposicdo reflete um fendmeno mais
eficiente de eliminacdo de células andmalas, ou se apenas os individuos mais
higidos persistiriam por mais anos no mesmo ambiente de trabalho.

Nossos dados n&o permitem esclarecer essa quest&o, uma vez que o tempo
de exposicdo n&o exerceu influéncia significativa sobre a freqiéncia de
micronucleos. Cabe mencionar que o tempo médio de exposicdo dos
trabalhadores rurais expostos da regido de Passo Fundo aqui estudados foi de
10,7 anos, situando-se muito proximo da faixa critica delineada por PALDY ef al.
(1987). Com efeito, dentre os 30 trabalhadores examinados, 15 apresentavam
tempo de exposicdo inferior a 10 anos, 11 situavam-se entre 10 e 15 anos e
apenas 4 estavam expostos ha mais de 15 anos. Os valores médios de células

com micronucleos para cada um desses trés grupos foram: 13; 15,5 e 14,5,
respectivamente.
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CARBONELL et al. (1995) observaram uma reducdio na quantidade de
aberragdes cromossdmicas em seus estudos com um grupo de agricultores,
durante o periodo de baixa exposi¢o, o que esta de acordo com os achados de
outros investigadores ('VAN BAO ef al, 1974) os quais relataram que em
pacientes sofrendo de intoxicacdo aguda por inseticida organofosforado, a alta
taxa de quebras cromatidicas foi reduzida a valores do controle em
aproximadamente seis meses. Esta reducfo pode ser atribuida ao fato de que

aqueles linfocitos carregando aberracdes cromossdmicas tenham sido eliminados
ou diluidos na corrente circulatéria.

Entretanto, os trabalhadores rurais da Regido de Passo Fundo sofrem um
processo de exposicéo continua j& que as culturas se sucedem com pequenos
intervalos de tempo entre uma e outra. Como se sabe, a cultura de trigo é

caracteristica do inverno e a de soja de verdo , a colheita de uma implica no
plantio da outra.

Medidas de protecdo devem ser intensificadas na tentativa de proteger os
trabalhadores rurais responsaveis pelo manuseio e aplicagio dos praguicidas. As
informagbes obtidas em pesquisas utilizando material proveniente destes
profissionais precisam retornar até eles sob a forma de esclarecimentos, visando
melhorar a qualidade de vida do trabalhador rural.

'VAN BAO et al., 1974 apud CARBONELL ef al., 1995,
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6 - CONCLUSOES

A partir dos dados obtidos pela analise das culturas de linfocitos periféricos de
30 trabalhadores rurais expostos a agroquimicos da regido de Passo Fundo-RS,
comparados com 30 individuos n&o expostos, pode-se concluir que :

- houve um aumento significativo na freqliéncia de microntdcleos nos individuos
expostos;

- as variaveis habito de fumar, idade e tempo de exposicdo, ndo influenciaram
de modo significativo a ocomréncia de microntcleos, tanto nos individuos
expostos quanto nos controles;

- o teste do micronucleo demonstrou ser um ensaio bioldgico eficiente para o
monitoramento da exposicao a misturas de pesticidas nessa populacéo.
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8 — ANEXOS
8.1 - FICHA DE COLETA DE DADOS - AGRICULTOR

UNIVERSIDADE DE PASSO FUNDO
INSTITUTO DE CIENCIAS BIOLOGICAS
(Projeto Micronticleos X agroquimicos)

| - DADOS DE IDENTIFICACAO
Lo 11 =T

Sexo: Masc. O Feminino O
Idade: ........ anos

il -HABITOS

Tabagismo: 0O sim [ nio N° de cigarros diarios........

ill- Consumo de alcool: O0sim [ ndao Doses diarias: ..............

IV = Exames realizados:
Raios X O sim [ ndo Data:

Sangue Osim 0O nao LI o [ RO

Data: ....... [N [S— Responsavel:
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8.2 - FICHA DE COLETA DE DADOS - CONTROLE

UNIVERSIDADE DE PASSO FUNDO
INSTITUTO DE CIENCIAS BIOLOGICAS

(Projeto Microntcleos X agroquimicos)

| - DADOS DE IDENTIFICACAO
NOITIE: ooeii i iiiiieniiicimnsansneamnscssnssesnnsssnssssssonmnsmnsssaseesiensmnnmennnssesnnnssnnes

----------------------------------------------------------------------------------

Sexo: Masc. [ Feminino O
idade: ........ anos.

il -HABITOS

Tabagismo: 0 sim [ ndo N° de cigarros diarios........

ill- Consumo de alcool: OJsim [ ndo Doses diarias: ......oo......

IV = Exames realizados:
Raios X O sim [ nao Data:

Sangue O sim O nado L < Lo 2

Data: ....... [eeedd.......... Responsavel:
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8.3 — CONSENTIMENTO POS-INFORMAGAO

CONSENTIMENTO POSINFORMAGCAO

| - Justificativa e objetivos da pesquisa:

Devido a grande numero de individuos expostos aos defensivos agricolas, é
necessario identificar os danos causados por estas substancias ao ser humano.

Avaliar o efeito clastogénico da exposicio ocupacional a defensivos agricolas,
pelo teste de micronucleos;

Relacionar a freqliéncia de microntcleos com a ocorréncia de anomalias
cromossémicas, nos grupos de risco, por exposicdo ocupacional a defensivos
agricolas;

Relacionar a ocorréncia de microntcleos ao habito de fumar, sexo, idade e

consumo de aicool, como possiveis potencializadores da acdc dos defensivos
agricolas, entre expostos e ndo expostos.

Il - Procedimentos que serdo utilizados, e seus propdsitos, incluindo a
identificac&o dos procedimentos que s8o experimentais:

Coleta de 2 ml de sangue periférico heparinizado, para cultura de linfécitos
e posterior identificacdo dos micronticieos.

Il - Desconfortos ou riscos esperados:

Pequena ardéncia local apds a coleta de sanque.
Riscos: nenhum

IV - Beneficios que se pode obter:

Identificar os possiveis problemas para a saude do paciente exposto aos
defensivos agricolas, com a finalidade de esclarecer os cuidados a serem
tomados ao manipular estes produtos. Estabelecer uma forma de identificar as
anomalias geradas pela exposi¢&o, ainda em estagio inicial de sua ocorréncia
de forma que o individuo possa receber tratamento adequado.

V - Procedimentos alternativos que possam ser vantajosos para os individuos
estudados:

Evitar o contato com substancias potencializadoras da acéo dos
agrocitoquimicos, de maneira diminuir os efeitos destas substancias na
inducéo de doencas que alterem o funcionamento normal das células.
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Peié presente Consentimento Pds-Informac&o, declaro que fui
informado, de forma clara e detalhada, dos objetivos, da justificativa, dos
procedimentos a que serei submetido, dos riscos, desconfortos e beneficios do
presente Projeto de Pesquisa, assim como dos procedimentos alternativos aos
quatis poderia ser submetido, todos acima listados. Fui, igualmente, informado:
- da garantia de receber resposta a qualquer pergunta ou esclarecimento a
qualquer duavida a cerca dos procedimentos, riscos, beneficios e outros
assuntos relacionados com a Pesquisa;

- da liberdade de retirar meu consentimento, a qualquer momento, e deixar de
participar do estudo, sem que isto traga prejuizo a continuacdo do meu

5
%

cuidado e tratamento;

- da seguranca de que ndo serei identificado e que se mantera o carater
confidencial das informagdes relacionadas com a minha privacidade;

- do compromisso de proporcionar informacdo atualizada obtida durante o
estudo, ainda que esta possa afetar a minha vontade em continuar
participando;

- da disponibilidade de tratamento médico e a indenizacdo, conforme
eétabelece a legislagdo, caso existam danos a minha satde, diretamente

causados por esta Pesquisg;

- de gue se existirem gastos adicionais, estes serdo absorvidos pelo

orcamento da Pesquisa.

53



O Pesquisador Responsével por este Projeto de Pesquisa é

, tendo este

documento sido revisado e aprovado pelo Comité de Etica desta Instituicio de

atencéo & saude em / /

Data: / /

Nome e assinatura do paciente ou voluntario

Nome e assinatura do Responsavel legal, quando for o caso

Assinatura do Pesquisador Responsavel

Observacdo : O presente documento, baseado nos artigos 10 a 16 das

Normas de Pesquisa em Satide, do Conselho Nacional de Saiide, sera
as;inado em duas vias, de igual teor, ficando uma via em poder do Paciente

ou de seu Representante Legal e outra com o Pesquisador Responsavel.
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% Hospital Sdo Vicente de Paulo

Passo Fundo, 23 de julho de 1998.

DE: Comisséo de Etica médica do Hospital Sao Vicente de Paulo (CEM-HSVP)

PARA: Prof. Adil de Oliveira Pacheco

ASSUNTO: Parecer sobre Projeto de Pesquisa: “Exposi¢io ocupacional & defensivos agricolas
em plantagdes da regiio de Passo Fundo - RS: o teste de micromicleos como indicador de
instabilidade cromossémica em trabalhadores rurais.”, de autoria do Prof. Adil de Oliveira
Pacheco.

Prezado Professor Adil:

Analisando o projeto acima citado ndo encontramos impedimento ético
para a sua execugdo. Deve entretanto, estar escrito claramente, no consentimento pos-
informagio, que o paciente sera submetido a uma coleta de sangue com © fim especifico de
fornecer material para a realizagio da pesquisa.

Também, que a aprovagio pela CEM-HSVP, ndo significa que o HSVP va
assumir eventual custo que a pesquisa possa ter.

_Congratulagdes pela escolha do tema e desejamos que traga retorno

significativo para a sociedade.
César A L. P'uej wé B%:s?chi
Secretario da CEM-HSVP Presidente da CEM-HSVP

da Sociedade Hospitalar Beneficente S&o Vicente de Paulo - Fundado em 24/06/1918

Rua Teixeira Soares. 808 - Telefones: (054) 312-3344 e 312-2122 - FAX: 312-3766 - CEP 98020 - PASSO FUNDO - RS
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