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Resumo

O consumo crescente de produtos fitofarmacéuticos utilizados mundialmente é
considerado cada vez mais como um potencial perigo para a salde publica. Alguns
destes compostos séo reconhecidos como genotoxicos e mutagénicos, podendo também
provocar diversos efeitos nefastos na saude, inclusive doengas cancerigenas. Apesar da
exposicdo afectar a populacdo em geral, existem grupos, como os trabalhadores
agricolas, que sdo considerados grupo de risco uma vez que acabam por estar mais
expostos durante as suas actividades laborais. Neste estudo foram analisados os efeitos
da exposicado ocupacional numa populacdo de 60 agricultores residentes nas zonas de
Pévoa do Varzim e Esposende e comparados com uma populacdo controlo com as
mesmas dimensdes e caracteristicas demogréficas. A andlise citogenética utilizada foi o
teste dos micronucleos (MN) em linfécitos de sangue periférico. Os resultados obtidos
demonstram uma diferenca estatisticamente significativa (p<0,001) na frequéncia de MN
entre 0s grupos estudados: 0 grupo exposto apresenta: 8,30+£0,50 e o grupo controlo:
2,35+0,23. Sexo, idade e habitos tabagicos ndo demonstraram efeito significativo.
Também, as caracteristicas relativas aos habitos laborais ndo foram significativamente
diferentes, notando-se no entanto um incremento na frequéncia de MN nos individuos
gue aplicam os pesticidas e também nos individuos que nédo utilizam o equipamento de
proteccéo individual (EPI). Foi aplicado ao grupo exposto um modelo de avaliacdo de
risco em que 0s resultados revelam uma possivel sobrevalorizacdo do indice de
toxicidade do produto no célculo do perfil de risco atribuido aos individuos, descurando
outros parametros também importantes. Os dados obtidos permitem uma melhor
caracterizacdo da exposi¢cdo ocupacional a pesticidas em Portugal e pode ser utilizado
como ferramenta no incremento das medidas de seguranca quanto a habitos laborais nas

exploracdes agricolas.



Abstract

The growing consumerism of pesticides used all over the world is increasingly regarded
as a potential danger for the public health. Some of these compounds are recognized as
genotoxic and mutagenic ones, can also cause several adverse effects in health, including
cancer diseases. Although this exposition affects the population in general, there are
groups, like the agricultural workers, that are considered group of risk since they have a
larger exposition during their working activities. In this study the effects of occupational
exposition were analyzed in a population of 60 agricultures living in Pévoa do Varzim and
Esposende and compared with a control population with the same size and demographic
features. The cytogenetic analyses used was the test of micronucleus ( MN ) in
lymphocytes in peripheral blood. The obtained results showed a statistically significantly
difference (p<0,001) in the frequency of MN among the studied groups: the exposed
group presented 8.30 £ 0.50 and the control group 2.35 = 0.23. Sex, age and smoking
habits don’t show a significant effect. The features related to working habits weren’t also
significantly different, verifying nevertheless an increasing of frequency of MN in the
individuals who apply the pesticides and also in the individuals who don't use the
individual protection equipment (EPI). It was administrated to the exposed group a model
of risk assessment where the results reveal a possible overvaluation of the indication of
toxicity index in the measurement of the risk profile assigned to the individuals, neglecting
also other equally important parameters. The obtained results allow a better
characterization of occupational exposition to pesticides in Portugal and can be used as a
tool in the increase of security measures related to working habits in agricultural

exploitations.
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Avaliagao do dano genético em linfécitos de
trabalhadores expostos a pesticidas através do teste de microntcleos

1.1 Evolucgéo da agricultura no mundo

A vida dos primeiros seres humanos é um desafio constante pela sobrevivéncia.
Dependentes da natureza, as primeiras comunidades humanas vivem da recolecc¢éo de
alimentos, tornando-se assim comunidades nomadas.

A descoberta da agricultura corresponde a um enorme progresso: o Homem tenta
dominar a natureza, tornando-se produtor e “logo” excedentario. A histéria da agricultura
torna-se entdo a base da civilizagdo moderna. O seu aparecimento é datado em registos
arqueoldgicos com cerca de 12 mil anos, correspondente ao periodo neolitico.

As principais areas agricolas estariam dispersas pela superficie terrestre mas
focalizadas nos vales dos grandes rios como o Nilo no Egipto, o Tigre e o Eufrates na

Mesopotamia e o rio Amarelo na China.

Por muitos considerada a maior descoberta Humana, a verdade € que a
agricultura transformou por completo a evolugdo do Homem promovendo a passagem de
habitos de nomadismo (cagadores/recolectores) para habitos de sedentarismo, o que
levou a criacdo de aglomerados populacionais permanentes ou semi-permanentes:
surgindo os primeiros aldeamentos.

A necessidade de fixacdo para vigiar as culturas faz surgir as primeiras cidades

(pensa-se que a primeira tera surgido na Turquia, Catalhdyuk, em 6500 a.C.).

O cultivo de areas em sistemas de monocultura levou ao aparecimento de
doencas e pragas que se tornaram objecto de controlo por parte dos primeiros
agricultores. Provavelmente os primeiros mecanismos que actuavam contra estas pestes
seriam resultado do conhecimento que o Homem tinha da natureza envolvente. Fazia,
portanto, uso das interac¢bes bioldgicas entre organismos como €é exemplo o
parasitismo, predacdo, competicdo, entre outras.

As primeiras substancias quimicas usadas para controlo de pestes terdo sido o

mercurio, enxofre e extractos de plantas como a nicotina e piretro (Newman, 1979).

Na Idade Média a agricultura era ja considerada como a base econdémica da
sociedade de entdo. A invencdo de novos instrumentos como o arado e a enxada de
ferro, entre outros, permitiu a expansdo das areas de cultivo e consequentemente o
desenvolvimento do comércio. Sdo utilizadas substéncias misturadas com carbonato de

calcio que funcionam como fertilizante quando aplicadas na camada superior do solo.
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A Revolucéo Industrial comecou desde cedo a permitir a aplicacdo da tecnhologia
moderna as praticas agricolas. A produtividade das colheitas aumentava assim com
recurso a meios mecéanicos e a adicdo de fertilizantes e pesticidas que respondiam as

necessidades de um solo esgotado em nutrientes e cada vez mais sujeito a pestes.

As duas Grandes Guerras Mundiais tiveram um efeito significativo na passagem
da agricultura chamada tradicional para a agricultura industrializada.

No final da Primeira Guerra Mundial, as empresas produtoras de explosivos
depararam-se com uma capacidade excedentaria que se virou maioritariamente para a
producao de produtos fitofarmacéuticos (Mendes, 2002).

A contribuicdo da Segunda Guerra Mundial para a industrializacdo da agricultura
teve a ver com a difusdo da denominada politica de “ajuda alimentar” promovida pelos
Estados Unidos da América (EUA). Concomitantemente com tal politica solidaria, é
exportado o seu modelo de producao animal. Esta producéo é levada a cabo com base
em racoes de cereais e proteaginosas; a exigéncia de producéo favoreceu o sistema de

monocultura em grande escala.

O aparecimento dos primeiros pesticidas sintéticos ocorreu nos anos 40 do século
XX com a producdo do diclorodifeniltricloroetano (DDT), conhecido pelas suas
propriedades insecticidas (foi largamente aplicado na Segunda Guerra Mundial para
combate a parasitas).

A publicagdo, em 1962, do livro “Silent Spring” de Rachel Carson marcou
significativamente a forma como seria tratada a introducdo de novos quimicos no
ambiente (Queiroz, 2005)

Foi gracas aos alertas que a obra apresentava quanto ao caracter persistente do
DDT no meio ambiente e o efeito carcinogénico em organismos vivos, que o produto foi
retirado do mercado®; a sua aplicacéo é proibida, sob grande polémica, provocada pelos

prejuizos decorrentes para as grandes companhias produtoras.

A publicacdo da obra citada marca o inicio de uma consciéncia mais ecoldgica,
que reforca posturas anteriores resultantes da observacdo de fendmenos até entdo mais
raros (a resisténcia de determinadas espécies, pragas tardias e efeitos toxicoldgicos

observados na biota).

! Foi, no entanto, em 2006 aceite pela Organizacdo Mundial de Saude a sua aplicacdo, como forma mais

eficaz e econdémica de combate a maléria.



Avaliagao do dano genético em linfécitos de
trabalhadores expostos a pesticidas através do teste de microntcleos

A partir deste momento passaram a ser obrigatorios os registos de pesticidas e

surgiram pela primeira vez regulamentos para a sua aplicacéo.

1.2 A agricultura na Europa e em Portugal

Na Europa, aquando da assinatura do Tratado de Roma, em 1957, a agricultura
foi erigida pelos estados membros fundadores da Comunidade Econdémica Europeia
como a primeira prioridade na construgdo do futuro Mercado Comum. O objectivo
especifico era 0 aumento da sua produtividade recorrendo ao desenvolvimento do
progresso técnico (Cunha, 1996).

Portugal sempre teve uma ligacdo muito pro6xima a agricultura. Com a adesao a
Unido Europeia (1986) a agricultura foi vista, como o “petréleo verde”.

Apesar de este sector apresentar um cada vez menor impacto na economia
nacional, sob o ponto de vista Europeu, Portugal é dos paises em que a agricultura tem

grande importancia (Rose et al., 2003).

Dados do Instituto Nacional Portugués de Estatistica (INE) (Instituto Nacional De
Estatistica, 2009a), referem um aumento do nivel de especializacdo das exploracdes
associado a uma maior producédo de géneros agricolas. Por outro lado exploragcdes com
rendimentos muito baixos tém vindo a decrescer.

As exploracdes de producdo vegetal sdo em maior numero, quando comparadas
com as de producdo animal e como tal, Portugal produz em maior quantidade cereais
(milho, trigo), frutos (citrinos, péra, maca), produtos horticolas frescos e vinho.

A mesma fonte indica um aumento exponencial nas exploracdes de agricultura
biolégica desde os anos 90: os apoios estatais a conversao para este modo de producéo,
bem como as condi¢cdes mais favoraveis dos precos de mercado que atraem o produtor,
tanto mais quanto se verifica uma crescente procura por parte dos consumidores. Uma
vez que este tipo de producéo ndo apresenta a rentabilidade da agricultura tradicional, a

maioria das exploragfes recorre ainda ao uso de produtos fitofarmacéuticos.

Em 2007, assistiu-se a um acréscimo anual das quantidades vendidas de
produtos fitofarmacéuticos, com cerca de 17 mil toneladas expressas em substancia
activa, traduzindo um acréscimo de 6% em relagdo ao ano de 2006. Como se pode ver
pela figura 1, os fungicidas representaram 68% do total das vendas com cerca de 12kton,

seguidos dos herbicidas com 13% correspondentes a 2kton, evidenciando face a 2005,
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uma taxa média anual de crescimento de 7%. Por Gltimo os insecticidas representaram
7,6%, cerca de 1272t, registando também um aumento de taxa média anual de 9% face a
2005 (Instituto Nacional De Estatistica, 2009b). E importante referir que o valor elevado
gue os fungicidas apresentam se deve ao facto de estar incluido nesta estatistica o
composto enxofre que representa 78% do total deste grupo e é considerado um pesticida
natural, normalmente utilizado como fertilizante e correctivo do solo (Direccdo Geral Do
Ambiente, 2000).

18000
16000 -
14000 -
12000

N 15000 -

8000 -
6000 -
4000 -
2000 -

2005 2006 2007
Anos

@ Fungicidas m Herbicidas m Insecticidas e acaricidas m Outros

Figura 1: Venda de produtos fitofarmacéuticos em Portugal, por tipo de funcdo - adaptado de INE
(2009b).

Segundo o Relatério Estatistico da Agricultura de 2009 do EUROSTAT (Marquer
et al., 2009), Portugal gasta em média 75 euros/hectare em produtos fitofarmacéuticos,
um valor mais elevado do que a média Europeia que se situa nos 53 euros/hectare.
Outros dados, da Organizacdo para a Cooperacdo e Desenvolvimento Econdémico
(OCDE), revelam que, apesar da entrada em vigor da Directiva 91/414/CEE? que visa a
reavaliacdo e a reducdo dos riscos dos pesticidas, Portugal assistiu a um aumento de
103% no consumo destes produtos. Como se pode ver na figura 2, em 17 anos (1990-

2006), Portugal destaca-se isolado no conjunto de 21 paises da OCDE.

% Directiva 91/414/CEE do Conselho, de 15 de Julho de 1991, relativa a colocacdo dos produtos
fitofarmacéuticos no mercado. Jornal Oficial n° L 230 de 19/08/1991 pp.1-32.
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Figura 2: A evolucdo do consumo de pesticidas em 21 paises da OCDE entre 1990 e 2006 -
adaptado de OCDE (2009).

Em 2009, o INE disponibilizou os indicadores agro-ambientais, utilizados entre
1989 e 2007 (estes pretendem identificar, quantificar e avaliar tendéncias das interacgdes
mais significativas entre a agricultura e o0 meio ambiente).

Analisando esses indicadores - os niveis de formacdo dos produtores agricolas, a
superficie de producdo bioldgica e a reducdo dos apoios de Estado as medidas agro-
ambientais - Portugal posiciona-se abaixo da média Europeia em termos de capacidade

de resposta ao combate a praticas agricolas poluidoras e a sistemas de poluicéao.

Por outro lado, neste estudo sdo ainda referidos indicadores positivos que
colocam Portugal, no cdmputo da UE15, como o Estado Membro com menor risco de
poluicdo. Assim, os indicadores balango do azoto, emissdo de gases com efeitos de
estufa e emissbes de amoniaco indicam que em Portugal a pressdo exercida pela
actividade agricola no ambiente é das mais baixas (Instituto Nacional De Estatistica,
2009a).

Em suma, Portugal pratica uma agricultura com efeitos nefastos reduzidos para o
ambiente mas ao mesmo tempo o cenario sociopolitico portugués ndo permite ainda uma

mudanca para habitos ambientalmente mais sustentaveis.
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1.3 O conceito de produto fitofarmacéutico

Pesticidas ou produtos fitofarmacéuticos sdo compostos biologicamente activos
de origem natural ou sintética, constituidos por uma substancia ou um conjunto de
substancias. Tém o propdsito de prevenir, eliminar, ou repelir uma espécie considerada
peste, nas exploracdes agricolas. E também considerado pesticida, pela Agéncia de
Proteccdo Ambiental dos EUA (EPA), qualquer substancia ou mistura aplicada com a

funcdo de regular o crescimento vegetal, provocar desfoliacdo e dessecacao.

Os pesticidas formam o maior grupo de substancias venenosas intencionalmente
introduzidas no ambiente (Sailaja et al., 2006). Sdo usados maioritariamente na
agricultura com o propdsito de aumentar a produtividade das culturas e apenas 2% séo
usados para outros fins, como aplicacbes no interior de habitacbes e como forma de

controlar a transmisséo de doencas por vectores (Eurostat, 2001).

A sua toxicidade nos diferentes elementos da biota tem vindo a ser reportada
desde cedo mesmo em espécies ndo consideradas como pestes. Isto acontece uma vez
gue a maioria dos pesticidas utilizados sdo nao-especificos e como tal, espécies com
sistemas biolégicos similares sdo alvo da accdo do pesticida. Na maioria dos casos, a
margem de seguranca para os seres humanos reside apenas na maior propor¢do da

massa corporal (Keifer, 2000).

A classificacdo dos pesticidas é feita de duas formas possiveis, pelo tipo de
espécie-alvo ou de acordo com as propriedades quimicas do seu ingrediente activo. Na
tabela 1 é possivel observar um resumo dos pesticidas existentes no mercado de acordo

com as estas formas de classificagéo.
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Tabela 1. Exemplos de grupos principais de pesticidas segundo a
espécie-alvo e grupo quimico da substancia activa.

Classificacéo de pesticidas

De acordo com a espécie

De acordo com a substancia

alvo activa
Insecticidas Organoclorados
Acaricidas Organofosforados
Moluscicidas Carbamatos
Rodenticidas Piretroides
Fungicidas Arsénicos

Nematocidas

Organometalicos

Herbicidas

Tiocarbamatos

Reguladores de crescimento

Triazinas

Anti-abrolhantes Dinitrocompostos

De acordo com a EPA, os principais grupos de pesticidas sdo os organoclorados,

organofosforados, carbamatos e piretroides. A distincdo entre estes produtos tem por

base as propriedades quimicas do pesticida e/ou a derivacdo de um método de producéo

comum.

De seguida, apresenta-se um resumo sobre alguns destes grupos quimicos de

pesticidas evidenciando o seu grupo-alvo, caracteristicas fisico-quimicas bem como

alguns dos efeitos nocivos que podem provocar.

Os organoclorados sdo maioritariamente compostos que tém
propriedades insecticidas, apresentam grande persisténcia no solo e
elevada toxicidade para artropodes. Sao compostos relativamente
insolaveis e com baixa volatilidade. Devido ao seu caracter lipofilico
tendem a acumular-se nos tecidos vivos e a movimentar-se através da
cadeia alimentar (Edwards, 1993).

A exposicdo a este grupo de pesticidas pode levar a efeitos crénicos
nefastos no sistema nervoso central e periférico, alteracbes no
funcionamento normal do figado e do sistema reprodutor.

O DDT, anteriormente mencionado, € um exemplo deste tipo de pesticidas.
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Os organofosforados vieram gradualmente substituir os anteriores
organoclorados por apresentarem menor risco para o ambiente devido ao
seu caracter mais selectivo. Sdo normalmente usados como insecticidas e
reguladores de crescimento vegetal.

Apesar de serem mais facilmente degradados, sdo responsaveis por um
elevado numero de intoxicacbes agudas (Sanches et al., 2003). Séo
inibidores irreversiveis da acetilcolinesterase (enzima envolvida em
fenbmenos de neurotransmissao) e o0s sintomas de intoxicacdo podem
passar por um aumento no lacrimejar, salivacdo, broncoconstricéo,
diarreias, bradicardia e taquicardia, hipertensdo, tremores, paralisia e

enfraquecimento dos musculos, entre outros.

Os carbamatos sdo os pesticidas mais usados para combate a insectos,
nematodes, acaros e fungos. Apresentam maior persisténcia no solo que
os organofosforados e uma toxicidade pouco selectiva quanto a espécies-
alvo (Edwards, 1993).

Os efeitos provocados pela sua exposicéo sdo similares aos descritos para
os organofosforados, no entanto a inibicdo da acetilcolinesterase neste
caso, é reversivel tornando os efeitos com menor intensidade e duragéo
(Cecchine et al., 2000).

Os piretréides tém propriedades insecticidas com baixa persisténcia no
meio ambiente, normalmente sdo degradados por accdo da luz, e
apresentam baixa toxicidade nos mamiferos (Moretto e Lotti, 2004). Os

seus efeitos mais recorrentes sao lesdes na derme.
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1.4 Contaminacao ambiental

Estima-se que todos os anos sejam aplicados 2,5 milhdes de toneladas de
pesticidas em exploracdes agricolas, em todo o mundo. A quantidade de pesticida que
entra em contacto directo ou é consumido pela espécies-alvo € considerada minima.
Estudos realizados mostram que apenas 0,3% da quantidade total aplicada chega a
cumprir o seu proposito (Pimentel, 1995). Todo o restante produto € perdido no meio
ambiente e como tal, capaz de afectar outras espécies e a salde publica.

No momento em que o pesticida é lancado ao meio ambiente € sujeito a ac¢do de
processos fisicos, quimicos ou biologicos. Para avaliar e minimizar os seus efeitos
nefastos e construir um programa de risco ambiental € importante compreender os

processos pelos quais estes compostos sao afectados.

O impacto de um pesticida no ambiente depende do método de aplicacdo e
capacidade de dispersdo assim como a concentracdo aplicada e as suas propriedades
toxicoldgicas caracteristicas (Emans et al., 1992). A sua dispersdo e persisténcia vao
também depender de factores intrinsecos ao proprio ambiente como seja o tipo de
vegetacdo, caracteristicas do solo e factores climaticos (Abrantes et al., 2006). A sua
persisténcia no meio pode provocar a contaminacdo de aguas subterraneas e

superficiais, solos e ar.

Diversos processos podem determinar o comportamento do pesticida no solo
(Fishel, 1991; Werf e Hayo, 1996) tais como:

a) degradacao por microorganismos no solo;

b) degradacgédo quimica, como por exemplo a hidrdlise;

¢) adsorcéao e ligacdo a componentes minerais e organicos do solo;

d) adsorcéo pelas raizes de plantas;

e) volatilizacéao;

f) diluicao.

Estes processos, presentes na figura 3, podem ser resumidos em trés grupos principais:

adsorcéo, transferéncia e degradacéao.

11
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Contaminagéo
do ar Fotodegradacéo

Volatilizacédo ou
evaporacao

1

Remocao
vegetal

~ ‘ Escorréncia
Erosao pelo
vento E—
. ~ Degradacao quimica Degradacgao microbial
Contaminagéo

do solo

Contaminagédo
da agua

Figura 3: Principais processos - adsorcdo, transferéncia e degradagcdo - que ocorrem aos

pesticidas no ambiente - adaptado de Fishel (1991).

A adsorcao tem que ver com a ligacdo do composto as particulas do solo, estima-
se que entre 20 a 70% do pesticida aplicado ou os seus metabolitos figuem retidos na
fraccdo coloidal do solo (Calderbank, 1989). As caracteristicas do solo vao condicionar
esta ligacdo: solos com maior quantidade de matéria organica tendem a adsorver mais
guimicos enquanto que solos encharcados necessitam de maior quantidade de pesticida
para produzir o mesmo efeito, uma vez que as particulas de agua vao competir com as
do pesticida.

Outra forma de adsorcdo é através das raizes de plantas, onde uma por¢éao
significativa do pesticida é retido. Assim, a comunidade vegetal torna-se a principal fonte
de bioacumulagéo na cadeia alimentar e um foco de exposicéo para humanos e animais
(Paterson et al., 1990).

A transferéncia de um pesticida pode ocorrer através da volatilizacéo, escorréncia,
lixiviacao, fendbmenos de absorcao e remocédo das colheitas. A volatilizacdo € apontada
como a maior causa de perda de pesticida na area onde este é aplicado. A taxa desta
perda normalmente excede a perda através dos fenémenos de lixiviacdo, escorréncia ou
degradacédo quimica (Taylor e Spencer, 1990).

12
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A transformacao do pesticida liquido ou sélido em vapor é influenciada pelas
caracteristicas do solo que podem ter maior ou menor capacidade de adsorcdo mas
também pelas condi¢fes climaticas como a temperatura, humidade e vento.

Fendmenos como escorréncia e lixiviacao ocorrem devido a agua das chuvas ou
de irrigacdo e traduzem-se na principal via de dispersdo do pesticida nas aguas
subterraneas e superficiais.

Por ultimo, a degradacdo destes compostos fitofarmacéuticos pode ocorrer
através da sua decomposicao natural por reaccbes quimicas, por accao de
microrganismos ou por fotodegradacgéao.

No primeiro caso, a reaccdo mais comum € a hidrolise, onde o pesticida é
decomposto em metabolitos mais simples. Estas reac¢fes quimicas sao condicionadas
pela temperatura, pH, e humidade. Do mesmo modo, a degradacdo através de
microrganismos € influenciada por estes factores, uma vez que controlam o crescimento
e actividade destas comunidades microbianas.

A fotodegradagcdo ocorre enquanto 0 pesticida se encontra exposto ao ar, na
superficie do solo ou nas folhas das plantas, por ac¢do da luz solar. O processo é

condicionado pela intensidade luminosa e método de aplicacdo do produto.

1.5 Exposi¢cao humana a pesticidas

1.5.1 Exposicéo da populacao geral

Nos anos mais recentes, 0s paises europeus tém adoptado medidas e criado
legislacéo tendo em vista a crescente necessidade de protec¢do ambiental e da saude
publica. Desta forma, a introducdo de novos quimicos no Mercado Europeu é altamente
controlada.

A Directiva 91/414/CEE, em vigor desde Julho de 1993, com o propoésito de
reducdo dos riscos associados ao uso de pesticidas agricolas levou a uma reducéo de
26% dos 1004 produtos comercializados na Unido Europeia (Amaro, 2009).

Mais recentemente, (Janeiro de 2009) o Parlamento Europeu aprovou o
Regulamento de Colocacdo dos Pesticidas Agricolas no Mercado: adicionou-se a
exigéncia de que sejam apenas comercializados pesticidas cuja avaliacdo de risco seja

acordada a nivel comunitario ou internacional.
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Estes esfor¢cos da Comunidade Europeia tém-se traduzido na comercializacdo de
produtos com tendéncia a uma menor toxicidade e persisténcia no meio. No entanto, a
utilizacdo de pesticidas é global e como tal, torna-se quase impossivel que o individuo
comum nédo esteja exposto a diferentes niveis de produtos fitofarmacéuticos ao longo da
sua vida (Morgan, 1992).

A Organizacdo Mundial de Saude (OMS) estima que ocorram 3 milhdes de casos
de envenenamento por pesticida, todos os anos em todo o0 mundo; destes 220 000 sao
fatais (World Health Organization, 1990).

Alimentos contaminados, dgua e ar sao as principais fontes de exposicao para as
populacdes, no entanto existem outras menos comuns como sao as aplica¢des no interior
das habitacGes e a proximidade com areas agricolas tratadas.

Os alimentos comercializados hoje em dia s8o sujeitos a monitorizacbes de
gualidade, seguindo guias internacionais estandardizados, controlando assim a presenca
de residuos de pesticidas e evitando riscos para a saude publica. No entanto e apesar de
nestes casos 0s riscos de efeitos téxicos agudos ndo ocorrerem com frequéncia, estéo
associados diversos tipos de cancros resultantes de uma exposicao crénica a diferentes
grupos de pesticidas, como triazinas e arsénicos (Blair, 1990; Blair e Zahm, 1990; Zahm e
Blair, 1992).

A via de exposicdo mais comum para a populacdo geral é a ingestdo oral
(voluntaria ou ndo) enquanto que na exposi¢cado ocupacional, a inalacdo e/ou exposicao

dérmica sao as mais usuais (Lifshitz et al., 1999).

1.5.2 Exposicdo ocupacional

Apesar de a populacdo em geral estar exposta a pesticidas, € na populacdo
exposta a estes compostos de forma ocupacional que o risco de intoxicacdo aguda e
cronica esta mais presente. Esta exposi¢ao inclui os processos de producao do composto
assim como 0 seu uso corrente para controlo de pragas (Costa, 2008).

A figura 4 apresenta um diagrama esquematico com diferentes grupos de
populacdo humana exposta e cujo risco esta avaliado na dose e tempo de exposicédo a

pesticidas.
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Figura 4. Grupos de popula¢des humanas em risco - adaptado de Wong, (1984).

O sector da agricultura engloba assim a populacdo com maior risco de sofrer
efeitos toxicos através do manuseamento de produtos fitofarmacéuticos. Esta torna-se a

amostra preferencial para estudos de potenciais efeitos na satide humana.

Segundo Gomes (1999), a exposicdo neste grupo deve-se principalmente a (1)
negligéncia no manuseamento durante a preparacao e aplicacéo do pesticida; (2) falta de
equipamento de proteccdo ou a sua ndo utilizacdo devido ao desconforto causado por
este; (3) falta de cuidados no armazenamento do quimico; (4) descuido no processo de
eliminacdo da embalagem; (5) consumo de alimentos e bebidas durante o
manuseamento; (6) falta de higiene pessoal; (7) falta de conhecimentos de medidas de
seguranca; (8) ignorancia da legislacao e regulamentos quanto a saude ocupacional.

A exposic¢do ocupacional a produtos fitofarmacéuticos tem associados diferentes
riscos para a saude e como tal tem sido alvo de interesse por parte da comunidade
cientifica.

Os efeitos adversos, descritos na literatura, sdo variados; entre eles é possivel

referir o aparecimento de doencas cancerigenas, como cancro pancreatico (Ji et al.,
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2001), cancro no pulméo (Barthel, 1981), leucemia (Blair e Zahm, 1995), cancro da
bexiga (Viel e Challier, 1995) e linfoma n&o-Hodgkin (Meinert et al., 2000), efeitos
dermatoldgicos e respiratérios assim como danos neuroldgicos e mentais (Sanborn et al.,
2004) e na reproducéo.

Os dados epidemioldgicos obtidos sobre risco de cancro nos grupos expostos sao
muitas vezes contraditérios. Estudos realizados mostram que os agricultores séao
propensos a contrair 0s cancros mencionados mas para outros tipos de cancro
apresentam uma taxa de incidéncia menor do que na populacédo geral, provavelmente

devido ao estilo de vida/profissdo mais saudavel (Bolognesi, 2003).

As dermatites alérgicas e irritantes e as queimaduras quimicas sdo os efeitos
dermatolégicos mais comuns. Estdo normalmente associados a populacdes expostas a
pesticidas de forma ocupacional. A associacao entre o efeito dermatolégico e o produto
fitofarmacéutico é por vezes dificil, uma vez que normalmente os trabalhadores utilizam
diferentes produtos quimicos (solventes, combustiveis, borrachas, agentes de limpeza) e
trabalham sob condicbes de humidade e temperatura variadas que condicionam a
absorcao dérmica (Sanborn et al., 2004; O"Malley, 2007).

Entre os efeitos respiratorios, verifica-se um aumento da sensibilizacdo dos
individuos a compostos potencialmente alergénicos como polen, acaros, pélos de
animais e desinfectantes, entre outros.

Os organofosforados e os carbamatos ao provocar a inibicdo da
acetilcolinesterase promovem a constricdo bronquial, aumento de secrecbes e
dificuldades respiratérias. O aparecimento da denominada piadeira esta também descrito

como sintoma da exposigao principalmente a insecticidas e herbicidas (Hoppin, 2006).

Quanto aos efeitos neurolégicos e mentais, estdo descritos tanto para
exposicdes cronicas como agudas (Stallones e Beseler, 2002). Estudos revelam uma
associacdo entre a exposicao a pesticidas e o aparecimento de depressoes e elevadas
taxas de suicidio. A doenca de Alzheimer e de Parkinson estdo também referidas em
estudos como o de Gauthier (2001) e de IEH (2005), respectivamente.

Outros efeitos, considerados néo-especificos, estdo também descritos e incluem
cefaleias, tonturas, fadiga, nauseas, insonias, dificuldade de concentracao, confusdo mas

também um decréscimo nas fungdes cognitivas (Kamel e Hoppin, 2004).

Estdo também reportados efeitos na reproducdo e diversos tipos de

malformac6es em recém-nascidos (Sever et al., 1997; Tilson, 1998). Diversos autores
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referem a influéncia de pesticidas na disfuncgéo eréctil (Oliva et al., 2002), infertilidade e
sub-fertilidade (relacionada com o tempo de gravidez) (Sanborn et al., 2007), assim como
casos de morte fetal, baixo peso a nascenca (Garry et al., 2002) e abortos espontaneos
(Arbuckle et al., 2001).

Os diferentes efeitos observados nos grupos de populagdo, expostos a pesticidas,
dependem essencialmente do tipo de exposicdo a que o individuo esta sujeito, no entanto

outras caracteristicas podem condicionar estes efeitos toxicos (Costa, 2008):

e A composicdo quimica do pesticida e a interaccdo entre quimicos
influencia o seu comportamento e permite prever a accao do composto de
acordo com as suas propriedades. No entanto, os efeitos provocados pelo
composto ndo vao depender apenas da substancia activa mas também

das substancias que o constituem.

e A toxicidade selectiva do pesticida condiciona também o seu efeito;
pesticidas com grau de selectividade muito alargado provocam efeitos
adversos tanto em espécies-alvo como em espécies nao consideradas
pestes (Keifer, 2000).

e A via de exposicdo faz variar a forma de contacto com o organismo e
como tal influencia o seu efeito. Normalmente na populacdo exposta
ocupacionalmente, a via mais recorrente € a inalagédo de ar contaminado e
também o contacto dérmico aquando da aplicacdo do produto e/ou em

praticas de manutencao das culturas.

e A duracdo e frequéncia de exposicdo ao composto téxico constituem
outros factores determinantes. A exposi¢cdo pode ser considerada aguda,
sub-aguda, cronica e sub-cronica, dependendo da duracdo desta. O
aparecimento dos primeiros efeitos podera variar consoante o tempo de
exposicdo. Uma toxicidade aguda tende a promover o aparecimento de
uma toxicidade imediata com a manifestacdo de sintomas a ocorrer

imediatamente ap0s a exposicao.
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A frequéncia da exposi¢cao tem que ver com o intervalo entre a aplicagéo
das doses do pesticida. Se o intervalo de tempo for suficiente para que
ocorra reparacdo do dano adverso, entdo a manifestacdo de sintomas
pode ndo ocorrer, por outro lado se ndo houver tempo para que esta
reparacao ocorra, o quimico pode acumular no organismo e provocar dano

toxico com efeitos visiveis (Eaton e Klaassen, 2001; Costa, 2008).

e Por ultimo, as diferencas individuais na resposta ao téxico também podem

fazer variar a toxicidade: destacam-se factores inerentes ao proprio sujeito
como a idade, peso e sexo, para além de outras caracteristicas como
habitos alimentares, habitos tabagicos e a co-exposi¢cdo a outros agentes
potencialmente cancerigenos (Winder, 2004).
A susceptibilidade ao quimico pode depender dos polimorfismos genéticos
de enzimas que estdo envolvidos no metabolismo do xenobibtico
condicionando as fases de absorcdo, biotransformacdo e excrecdo
(Bonassi e Au, 2002).

Os estudos de biomonitorizacdo que tém sido realizados tém o propésito de
identificar factores de risco e permitir a tomada de medidas de controlo eficazes.

Entre os efeitos estudados encontra-se a avaliacdo de dano genético que na
auséncia de reparacao pode ter importantes implicacdes para a saude humana.

Os estudos disponiveis na literatura cientifica tendem a avaliar o potencial
genotéxico dos pesticidas em populacdes especificas como sao os aplicadores,
produtores de flores, agricultores e produtores de produtos fitofarmacéuticos. Mais uma
vez os resultados sdo contraditorios com populagdes indicativas de uma exposicdo com
efeitos genotdxicos e outras sem efeitos significativos, (Pasquini et al., 1996; Scarpato et
al., 1996; Gomez-Arroyo et al., 2000; Pastor et al., 2001b; Pastor et al., 2003; Marquez et
al., 2005).

No estudo realizado na Croacia por Garaj-Vrhovac (2001) numa populacédo de
trabalhadores expostos a uma mistura de pesticidas foram obtidos resultados que apoiam
a associacao entre dano genético e a exposicdo ocupacional. Um dos métodos de
biomonitorizacdo para avaliar o dano genético foi o teste dos microntcleos (MN). De
forma a detectar os efeitos genotdxicos primarios as amostras de sangue foram colhidas
apos uma exposicdo de 8 meses a pesticidas. Para detectar a ocorréncia de reparacao

de ADN nos linfécitos, foi realizada nova recolha de sangue, 8 meses apoOs 0s
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trabalhadores terem sido removidos do local de trabalho e como tal sem contacto com os
pesticidas.

Os resultados foram positivos com um acréscimo de dano genético quando
comparado com uma populacdo controlo. Nas segundas amostras de sangue obteve-se
um decréscimo significativo do dano genético, na frequéncia de MN, mas ainda assim
superiores ao controlo.

Foi possivel concluir que os primeiros resultados comprovam a alteracao genética
imediata provocada pela exposicéo a pesticidas e os segundos demonstram o resultado

da accéo dos diferentes mecanismos de reparagdo de ADN.

Em 2003 foi realizado um estudo de biomonitorizacéo de 4 populagbes europeias,
(Espanha, Polonia, Grécia e Hungria) expostas ocupacionalmente a produtos
fitofarmacéuticos, com recurso ao teste do MN em linfocitos de sangue periférico e
células exfoliadas da mucosa oral. Os resultados obtidos mostram que nao existe
aumento na frequéncia de MN nas populagbes expostas quando comparadas com o
controlo. Quanto a factores como a idade, habitos tabagicos e sexo os resultados obtidos

nao apresentam qualquer padréo de influéncia na frequéncia de MN (Pastor et al., 2003).

Esta variacdo de resultados pode ser explicada com base nas diferentes
exposicdes destas populacées mas também no tipo de pesticidas usados, nas medidas
de protec¢do adoptadas e no momento em que é avaliado o dano citogenético.

Outro factor importante € a propria composicdo destes produtos, que passa por
complexas misturas que contém, além da substéncia activa, outros compostos como
solventes, aditivos e agentes emulsionantes e outros capazes de baixar a tensao
superficial da agua (Hayes, 1991).

Assim, é dificil estabelecer uma ligacdo entre o composto usado, dose e 0 seu

efeito associado (Costa, 2008).
Torna-se entédo erroneo extrapolar resultados de um estudo sobre dano genético

provocado por pesticidas numa populacdo com caracteristicas proprias para outro estudo

de avaliacdo de risco noutra populacao, obrigatoriamente diferente.
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1.6 Avaliacdo da exposicéao

A exposicdo a compostos passiveis de causar efeitos nefastos na saude de
determinados grupos da populacdo deve ser sujeita a uma avaliacdo de risco. Esta
avaliacao socorre-se de ferramentas inerentes a monitorizacdo ambiental e biol6gica que
permitem a determinacdo de potenciais riscos e possibilitam a compreensdo do binémio
dose-efeito (Costa et al., 2008).

Estes tipos de estudos de monitorizacdo estdo cobertos por procedimentos
uniformizados a nivel internacional, o que permite uma analise confiavel assim como a
comparacao de resultados entre laboratdrios distintos.

Os dados obtidos resultam muitas vezes no estabelecimento de valores de
referéncia minimos e maximos que permitem um controlo facilitado dos niveis de risco a
gue a populacdo podera estar exposta (por exemplo: exposicdo a metais pesados

doseados no sangue, como o chumbo (Lanphear et al., 1998)).

1.6.1 Monitorizacdo ambiental

Os primeiros estudos de avaliacdo de risco baseavam-se apenas na
monitorizacdo ambiental, em que as amostras (de ar, solo e agua) eram recolhidas de
forma sistematica, continua ou repetida. A analise da concentracdo de poluentes
guimicos (indicadores de dose externa) tem como objectivo estimar a exposicao e o risco
para a saude humana, por comparacdo dos resultados obtidos com um valor de
referéncia estabelecido (Costa, 2008).

No entanto, este tipo de estudo ndo tem em conta as caracteristicas demograficas
da populacdo como sexo, idade, habitos alimentares, tabagicos, estado de saude e
exposicao a outros agentes genotdxicos, nem tao pouco a variabilidade genética inerente
aos individuos que poderado condicionar os efeitos do toxico (figura 5).

A monitorizacdo ambiental é especialmente necesséria para identificar fontes de
exposicdo e facilitar as medidas a tomar para a reducdo de emissdes (Angerer et al.,
2007).
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Figura 5: Factores internos e externos que condicionam a susceptibilidade do individuo a possiveis

agentes genotoxicos - adaptado de Perera (1997).

1.6.2 Monitorizacdo bioldgica

Roy Shore (1995) refere que a maior falha na avaliagdo de risco € a falta de
valores quantitativos que sdo inexistentes ou muito limitados nos estudos de exposicéo
ocupacional e ambiental. Desde entdo, os investigadores tém-se debrucado sobre a
monitorizacao biolégica e o uso de biomarcadores relacionados com a exposi¢do, de
forma a chegarem a acordo sobre o indicador biolégico ideal para um composto quimico

especifico.

A monitorizagdo biolégica veio incluir na avaliacado da toxicidade, os mecanismos
de toxicidade, metabolizacdo e efeitos quimicos. Assim, o cerne do estudo € o individuo
exposto e 0 método consiste na quantificacdo do composto toéxico e/ou dos seus

metabolitos em amostras biolégicas, como por exemplo sangue e urina, de forma a
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guantificar a concentracéo que efectivamente foi absorvida pelo organismo (Aitio e Kallio,
1999).

Sado tidas em conta as possiveis vias de entrada no organismo - ingestao,
inalacdo e absorgdo dérmica.

Segundo Delft (1998), a monitorizacdo biolégica prevé variacdes individuais
relativas a taxa de absor¢cdo, ao metabolismo, a distribuicdo pelo corpo e finalmente a

excrecdo do composto quimico.

1.6.2.1 Biomarcadores

Segundo Farmer e Emeny (2006), um biomarcador é qualquer substancia,
processo e/ou produtos que é possivel quantificar no corpo.

A escolha de um biomarcador para determinado estudo numa populacdo varia
conforme esteja em causa uma avaliacdo a uma exposi¢ao crénica ou uma exposi¢ao
aguda a um agente possivelmente carcinogénico.

O uso de biomarcadores permite uma estimativa da exposicdo a determinado
composto e uma possivel correlacdo com o efeito manifestado A determinacdo de um
biomarcador néo indica obrigatoriamente um efeito toxico prolongado mas uma exposi¢ao

do organismo, neste caso, ao pesticida.

Num processo de avaliacdo da exposicdo, € necessario controlar o cenario de
exposicdo com base na resposta do biomarcador a determinado agente. Determinando
assim a sensibilidade do marcador é possivel o aprimoramento da técnica de avaliacdo
da exposicao, ou seja, a escolha do biomarcador deve ser feita tendo em conta o toxico

em estudo, a populacéo alvo e o tempo de exposicao.

Os biomarcadores podem ser de trés tipos como se pode ver no esquema da
figura 6: biomarcadores de exposicéo, de efeito e de susceptibilidade (Ipcs, 2001). Esta
classificagdo ndo é rigida e ndo existe uma categorizagdo convencionalmente aceite uma
vez que normalmente sédo utilizados diferentes combinagdes de biomarcadores desde a
exposicao até ao efeito concreto (Costa et al., 2008).

Existe uma transicdo continua entre os biomarcadores de exposicdo e 0s
biomarcadores de efeito uma vez que estes Ultimos funcionam em certa medida como
biomarcadores de exposicdo e vice-versa. Os factores de susceptibilidade genética

podem influenciar os biomarcadores de efeito e de exposicdo através de polimorfismos
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genéticos de enzimas envolvidas na activacdo metabdlica, accdo de destoxificacao,

reparacdo de ADN, entre outros (Farmer e Emeny, 2006).
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Vias de |
entrada '
: Biomarcadores de Biomarcadores de
Oral | exposicao efeito
—> I
| -Dose interna -Resposta biolégica
|
1 -Dose bioldgica efectiva -Alteracao da funcao estrutural
. |
A ol fg <t | o !
>
Lo Doenca
|
|
| . .
Cutanea | Biomarcadores de susceptibilidade |
> .
| ) i -Doenga pré-existente e
| -Polimorfismos mecanismos de reparacdo de ADN
|
Exterior Barreira dérmica Corpo humano

Figura 6: Monitorizacdo ambiental e monitorizacao biolégica com os trés tipos de biomarcadores

utilizados - adaptado de Institute for Environment and Health (1996).

1.6.2.1.1 Biomarcadores de exposicao

Estes biomarcadores fornecem informacao sobre a dose do téxico a que o
individuo foi exposto. Sdo normalmente utilizados na previsdo de riscos e permitem a
inferir sobre a interac¢éo dose-resposta aquando da sua quantificagdo no organismo.

Podem ser divididos em biomarcadores de dose interna e dose biolégica efectiva:

e Biomarcadores de dose interna: estes biomarcadores integram todas as
vias de exposicdo ao estimar a quantidade do agente toxico e/ou seus
metabolitos nos fluidos biol6gicos. Nao possibilita a deteccdo de dano
toxico no organismo mas permite uma deteccdo de exposicdo ao
xenobiético (Amorim, 2003). Veja-se como exemplo o doseamento de

niquel e chumbo na urina e benzeno no ar, sangue e urina.
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e Biomarcadores de dose hiolégica efectiva: possibilitam a quantificacao
do toxico que interagiu efectivamente com locais-alvo como tecidos,
células, organelos ou macromoléculas (ADN e proteinas) do organismo e
alterou a sua funcdo fisiologica. Estes biomarcadores podem ser
reparados ou podem levar ao desenvolvimento de doenca clinica (Barr e
Needham, 2002). Como exemplos, temos os aductos de ADN e aductos

de proteinas.

1.6.2.1.2 Biomarcadores de susceptibilidade

Os biomarcadores de susceptibilidade indicam as varidveis genéticas que
condicionam a resposta do individuo a um agente toxico. A susceptibilidade genética
individual pode condicionar o efeito dos compostos quimicos no organismo. Assim, estes
biomarcadores indicam a capacidade inerente ou adquirida de um individuo de responder
a exposicdo ao xenobiotico. Estas diferencas sdo predominantemente de origem
genética, embora a ocorréncia de alterac@es fisioldgicas, a existéncia de medicacdo e a
exposicdo concomitante a outros agentes ambientais possam influenciar a
susceptibilidade individual a um agente externo (Institute for Environment and Health,
1996).

1.6.2.1.3 Biomarcadores de efeito

Estes marcadores reflectem a interaccdo entre 0os compostos tdxicos e 0s
receptores bioldgicos do organismo. Indicam modificacdes precoces, reversiveis ou nao,
gue precedem danos estruturais ou funcionais progressivos a nivel molecular, celular e
tecidular (Prista e Uva, 2006). Séo, por isso, considerados marcadores ndo especificos
uma vez que nao é possivel associar directamente o aparecimento destas modificagdes a

causa que |Ihes deu origem.

Os biomarcadores de efeito mais utilizados incluem a andlise citogenética
nomeadamente as aberragcdes cromossomicas (AC), troca entre cromatideos irmaos
(SCE), teste do cometa e formacdo de MN. Estes testes permitem a determinacdo de

uma exposicdo a compostos genotéxicos mas nao possibilitam a determinacdo do tempo
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exacto da exposicdo, sao por isso considerados como marcadores de exposicdo de largo

espectro ao longo da vida do individuo.

Este tipo de analise é, normalmente, realizado em culturas de linfcitos de sangue
periférico e reflecte o possivel dano genético provocado por uma exposicdo a um
composto genotoxico através de alteracfes cromossOmicas estruturais e/ou numéricas
(Albertini et al., 2000).

1.7 Teste do Micronucleo

1.7.1 Formacao e destino dos MN

O teste do MN é bastante utilizado para testar a genotoxicidade in vitro e também
em estudos de biomonitorizacdo de exposicao e efeito (Falck e Norppa, 2003).

A primeira utilizagdo do teste de MN foi realizada em 1959, quando se tentava
realizar uma avaliacdo de alteragbes cromossomicas (Evans et al., 1959). J& mais tarde
com Countryman (1976), inicia-se a cultura de linfécitos de sangue periférico humano
como futura rotina neste método. Actualmente sdo utilizados diferentes tipos de células,
para avaliar o dano genético, como células epiteliais, eritrocitos e fibroblastos.

A preferéncia sobre o uso de linfocitos deve-se principalmente ao seu tempo de
vida comparativamente com outras células. As células exfoliadas da mucosa bucal
apresentam uma duracao de aproximadamente 21 dias e os eritrécitos 120 dias enquanto
gue os glébulos brancos, neste caso os linfocitos apresentam cerca de 1095 dias (cerca
de 3 anos) de tempo de vida. Este valor é bastante discutido na literatura e séo
apresentados valores entre 730 e 1600 dias (Ramalho et al., 1995)

A utilizacdo de células epiteliais deve-se principalmente a sua exposi¢cdo mais
directa ao agente em causa; no entanto alguns estudos tém revelado que quando
comparadas diferentes células, os linfocitos séo consideradas as células preferiveis para
estudo uma vez que além do tempo de vida apresentam um numero basal de MN mais
constante e elevado (Pritha et al., 2008).

Numerosos estudos sao realizados in vivo mas também in vitro e diferentes

técnicas de coloracado sao aplicadas (Rossnerova et al., 2009).

25



Introducéo

Os MN, quando observados ao microscopio (ver figura 7), sdo estruturas similares
ao nucleo principal da célula, de pequenas dimensfes e extranucleares, que podem
derivar de duas origens distintas: a quebra de cromossomas ou a perda de material
genético no cromossoma, como mostra a figura 8. Assim, a sua formacéo representa
dano genético provocado por agentes genotoxicos com dois modos de accao distintos:

clastogénicos ou aneugénicos.

s =

Figura 7: Célula binucleada com um MN (ampliacdo de 500x, ocular, 12.5x; objectiva 40x).

Os agentes considerados clastogénicos podem levar a formacdao de MN que
contém no seu interior fragmentos de cromossomas que resultam da quebra de uma ou
das duas cadeias de ADN.

Nos casos em que a reparacdo do erro ndo ocorre, esta quebra de cromossomas
podera dar origem a um rearranjo assimétrico com a formagdo de um cromossoma
dicéntrico e um fragmento acéntrico (Fenech e Morley, 1985).

O primeiro é arrastado para os pélos da célula durante a anafase e forma uma
ponte nudcleoplasmatica entre os nucleos da célula filha, enquanto que o segundo
fragmento sofre um atraso dando origem a um MN que desta forma néo é incluido no
nacleo da célula filha aquando da telofase (Hagmar et al., 1998b; Bonassi e Au, 2002;
Thomas et al., 2003).

Quanto aos agentes com modo de ac¢do aneugénica, o MN é formado com um
cromossoma inteiro que sofreu um atraso aquando da ascensao aos pélos. Este atraso
na ascensao da-se por falhas no fuso mitético ou por danos estruturais no cromossoma
(Albertini Rj et al., 2000).
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Figura 8: Diagrama esquematico da formacdo de MN (A) a partir de um fragmento acéntrico e de
um cromossoma inteiro que sofreu um atraso durante a ascensdo aos polos, em (B) a formacao

de pontes nucleoplasmaticas a partir de pontes dicéntricas - adaptado de Fenech (1997).

Apo6s a sua formacdo, o MN pode seguir diferentes vias apesar de ainda nao
estarem esclarecidas todas as etapas. Assim, na fase pdés-mitética pode ocorrer a
eliminacdo da célula que contém o MN através da apoptose (Decordier et al., 2002),
expulsdo do interior da célula, uma vez que o ADN nao se encontra funcional (Leach e
Jackson-Cook, 2004), inclusdo do MN no nucleo principal ou, por ultimo, pode dar-se a

integracdo do MN no citoplasma da célula.

1.7.2 Teste de MN como biomarcador de efeito

Para a identificacdo dos micronucleos, as células sdo colocados em divisdo
celular e os micronucleos séo formados aquando da anafase.

A adicdo de citocalasina B, um inibidor da polimerizacéo da actina, a cultura, inibe
a citocinese e permite a obtencdo de células binucleadas. Desta forma é possivel
distinguir as células que ndo sofreram citocinese e portanto, apresentam dois nucleos
(binucleadas) das que sofreram mitose completa e como tal apresentam apenas um

ndcleo (mononucleadas).
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A determinacdo da frequéncia de MN é realizada por contagem visual em
numerosos estudos. A introducao de diferentes técnicas de contagem e de coloragdo por
parte dos laboratorios pode adicionar erros de leitura aquando da interpretacdo e
comparacgéao de resultados.

Com o projecto de MN em humanos (HUMN), Fenech promove a unificacdo na
andlise do teste de MN ao descrever detalhadamente critérios de contagem para
linfécitos assim como a enumeracao de fontes de variabilidade no teste, como idade,
sexo e habitos tabagicos, entre outros. Desta forma, os dados obtidos pelos

investigadores apresentam grande poder estatistico (Fenech et al., 1999; 2003).

As células binucleadas sédo consideradas para contagem uma vez que o0 dano
genético a que célula foi exposta teve oportunidade de se expressar através da divisao
(Farmer e Emeny, 2006). Células mononucleadas ndo séo validadas (para contagem)
uma vez que nao ocorreu divisdo ou estas células escaparam ao bloqueio da citocinese e
completaram o ciclo mitético.

Alguns autores consideram que as células mononucleadas deveriam ser
consideradas tal como as células binucleadas uma vez que representam informacao
complementar sobre o numero total de células que sofreram dano e poderiam ter sofrido
mitose. Estas células de apenas um nucleo principal sdo capazes de indicar danos
acumulados in vivo que estariam presentes antes da cultura celular em si ocorrer, ao
contrario das células binucleadas que podem conter MN pré-existentes mais as lesbes

expressas, como MN, durante a cultura in vitro (Kirsch-Volders e Fenech, 2001).

1.7.3 Vantagens e desvantagens da técnica

As vantagens deste teste quando comparado com outros testes classicos de
analise de cromossomas em metafase é a sua alta sensibilidade. Apresenta um factor
estatistico valorizado, ou seja, permite a contagem de um elevado nimero de células ao
contrario de outros testes de andlises em metéfase (Fenech et al.,, 1999). Com a
automatizacdo da contagem de MN, serd possivel anular a variacdo imposta pelo
individuo, que faz a avaliacao do dano genético aquando da leitura, assim como permitira
a diminuicdo do tempo que esta técnica requer. Esta automatizacao da leitura tem vindo
a ser experimentada desde 1982 por citometria de fluxo (Hutter e Stohr, 1982) e mais

tarde por diferentes softwares (Tates et al., 1990; Bocker et al., 1995; Varga et al., 2004;
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Decordier et al., 2009) mas o erro associado ndo apresenta ainda seguranca na leitura e

0 método continua ainda por validar.

A alta sensibilidade do teste de MN esta relacionada com a capacidade de
distinguir entre eventos clastogénicos e eventos aneugénicos ao identificar os
mecanismos de formacdo de MN. Esta distincdo é realizada com a identificacdo do
centrbmero e do cinetocoro. Assim, com a utilizacdo de anticorpos anti-cinetocoro
(CREST) é possivel identificar a presenga de cinetocoros em cromossomas que sofreram
um atraso aquando da divisdo celular e também detectar a presenca de centromeros

especificos utilizando a técnica de hibridizagéo in situ de fluorescéncia (FISH).

As desvantagens deste teste sdo apontadas ao facto de nem todo o dano
genético ser possivel de identificar através do método de bloqueio da citocinese. Assim,
determinadas alteracdes como translocacfes reciprocas simétricas ndo sdo expressas
em MN e constituem também erros nos cromossomas. No entanto, translocacfes
assimétricas, como os cromossomas dicéntricos e os seus fragmentos acéntricos, sao ja
expressas em pontes nucleoplasmaticas e MN respectivamente.

Alguns autores apontam o facto de o uso de determinadas concentracfes de
citocalasina B poderem induzir dano genético verificando-se assim, resultados falseados
e encobertos pela accdo deste composto e ndo apenas do agente de exposicdo em
estudo. No entanto, para concentracdes no intervalo de 1-6 ug/ml de citocalasina nao se
demonstra o efeito de dose-resposta na inducdo de MN em células binucleadas (Fenech,
1997).

1.7.4 Associacgao entre a frequéncia de MN e o cancro

Segundo Bonassi (2007), o aumento da frequéncia de MN numa determinada
populacdo esta associada com um maior risco de eventos de cancro. Assim a formacgéo
de MN pode permitir prever um caso de patologia oncolégica.

Diversos estudos relacionam a frequéncia de MN com o aparecimento de cancro
(Farmer e Emeny, 2006). E possivel observar a existéncia de similaridades entre a
frequéncia de MN e AC indutoras de cancro (Hagmar et al., 1994; Hagmar et al., 1998a;
Hagmar et al., 1998b). Também, in vitro verifica-se uma elevada concordancia entre

valores de AC e o teste de MN.
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Sob o ponto vista clinico, nota-se 0 aumento do nimero de MN em linfocitos de
pacientes com cancro e em pacientes com um quadro clinico de sindromes, como a
sindrome de Bloom e de ataxia telangiectasia, que apresentam uma predisposicao para
desenvolver doenca cancerosa (Rosin e German, 1985; Rudd et al., 1988; Duffaud et al.,
1997).

Também, uma deficiéncia nutricional (em determinadas vitaminas e acido félico)
estd associada a um maior risco de determinados cancros que normalmente tém
associado altas frequéncias de MN no sangue do individuo, (Fenech e Rinaldi, 1995;
Blount et al., 1997; Fenech et al., 1997; Fenech et al., 1998).

Ao permitir a avaliacdo de genotoxicidade e citotoxicidade, o teste do MN apresenta-se
como um teste completo (como se pode ver na figura 9), ao permitir avaliar os processos
de proliferacéo celular (inibicdo da divisdo celular), morte celular (necrose e apoptose) e
alteracdes nos cromossomas (formacdo de MN, pontes nulcleoplasmaticas e buds

nucleares) (Kirsch-Volders et al., 1997).
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Figura 9: Teste do MN, através do bloqueio da citocinese - adaptado de Fenech (2005).
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1.8 Objectivo

Com este trabalho, pretendia-se avaliar o dano genético de uma populacao
residente nas zonas da Po6voa do Varzim e Esposende, exposta ocupacionalmente a
produtos fitofarmacéuticos quando comparada com uma populagédo controlo da mesma
area.

A andlise foi levada a cabo através do teste de citogenética de contagem de MN.
Esta técnica permite obter uma frequéncia de MN presentes por cada 1000 células
binucleadas de linfécitos de sangue periférico.

Nesta analise foram tidos em conta factores sociais e demograficos; foi realizada
uma tentativa de estabelecer uma associacdo entre sexo, idade e habitos tabagicos com
a frequéncia de MN. Outros factores relacionados com a ocupacao profissional em causa
foram também avaliados, como sejam, o local de trabalho, aplicacdo e/ou preparacdo do
pesticida, anos de trabalho, aplicacdes de produto por ano e utilizacdo de equipamento
de proteccédo individual.

Por fim aplicou-se um modelo de avaliacdo de risco, que ainda se encontra em
fase de validacdo, desenvolvido pelo International Centre for Pesticide and Health
Prevention (ICPS). Este modelo atribui um perfil de risco aos individuos de acordo com

as suas caracteristicas e praticas de trabalho.

Este estudo de avaliagdo de dano genético torna-se pertinente ao permitir um
melhor conhecimento da realidade portuguesa, com a caracterizacdo dos habitos de
trabalho e factores intrinsecos a populacdo que podem provocar danos na saude

advindos de uma exposicao a produtos fitofarmacéuticos.
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2.1 Populagédo em estudo e recolha da amostra biologica

O estudo em causa foi submetido & Comisséo de Etica do Instituto Nacional de
Saude Dr. Ricardo Jorge e desenvolvido de acordo com a Declaracdo de Helsinquia de
1975 e revista em 1989.

A populacdo alvo de estudo consistiu em trabalhadores do sector agricola,
expostos a diferentes pesticidas, nas zonas da Povoa do Varzim e Esposende, distrito do
Porto, Portugal. Como termo de referéncia foi constituida uma populacdo controlo
residente na mesma area da populacdo exposta e com historial ocupacional de néo
exposicdo a pesticidas nos ultimos 6 meses.

O grupo controlo foi seleccionado a partir de caracteristicas comuns ao grupo
exposto, como sejam, as caracteristicas demograficas, de idade, sexo, estilos de vida e

hébitos tabagicos de forma a manter a homogeneidade da populacéo.

Todos os participantes foram informados sobre os objectivos do estudo e
assinaram um consentimento informado ao mesmo tempo que Ihes foi administrado dois
questionarios, presentes em anexo (anexos | e Il).

O questionario individual de saude, administrado a ambos os grupos, tinha como
objectivo recolher informacdo relevante como dados pessoais, factores sociais e
demograficos, historial clinico e medicacdo tomada. O seu preenchimento resultou
também na recolha de informacéo relativa a anteriores exposicdes a possiveis agentes
carcinogénicos (por exemplo: raios-x e habitos tabagicos).

Ao grupo exposto foi pedido também que respondesse a um segundo
guestionario, relacionado com a exposicdo, com questbes relativas a sua actividade
profissional (como 0 modo de aplicacédo de pesticidas, uso de equipamento de proteccao

individual (EPI) e tempo de exposicdo durante a actividade laboral).

O factor EPI foi avaliado neste estudo conforme o seu uso pelos trabalhadores
agricolas, assim, consideramos proteccdo maxima quando ha utilizacdo de todos os
equipamentos disponiveis como luvas, mascara, 6culos, capacete, fato de proteccéo e

botas.
A cada individuo foram recolhidos 5 ml de sangue em tubos de heparina sddica,
previamente codificados e mantidos a 4°C até serem transportados para o laboratério

onde foi processada a analise citogenética.
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2.2 Analise citogenética: Teste do micronucleo

2.2.1 Cultura celular de linfécitos

O procedimento experimental aplicado seguiu o ja descrito por Monteiro (2000)
em condi¢des de assépsia utilizando para isso uma camara de fluxo laminar e material

esterilizado.

A cultura de linfécitos foi preparada adicionando 0,5 ml de sangue a 4,5 ml de
meio F-10 suplementado com 1% de heparina sddica, 1% de L-glutamina, 24% de FBS e

mistura de antibiéticos (estreptomicina (50 pug/mL) e penicilina (50 1U/mL)).

Para estimular a divisdo celular foi adicionado 80 pl de fitohemaglutinina
reconstituida a 2% em &gua desionizada e a mistura foi homogeneizada. Foram
realizadas 2 réplicas por cada individuo e colocadas a incubar a 37° C durante um

periodo de 44 horas.

Apbs este periodo adicionou-se a cultura 150uL citocalasina B (concentragéo final
desta na cultura: 6 ug/mL) de forma a inibir a citocinese das células. Os tubos voltaram a
incubar até as 72 horas.

No final do periodo de incubacéo, os tubos foram homogeneizados e as células
foram separadas por centrifugacdo a 1000 rpm (270xg) durante 10 minutos. A partir deste
passo deixa de ser necessario manter as condicfes de assépsia anteriores. Decantado o
sobrenadante as amostras foram tratadas, por 2 vezes, com 5 ml de solugéo de lavagem
RPMI 1640 suplementado com 2% de FBS e levadas a centrifugar a 1000 rpm durante 7
minutos.

No agitador foram adicionados 5 ml da solugcédo de choque osmoético, RPMI 1640
(meio de cultura), na proporcédo de 4:1 (agua:RPMI) suplementado com 2% de FBS e
imediatamente as amostras foram postas a centrifugar 5 minutos a 1000 rpm.

Desprezado o sobrenadante, o pellet foi utilizado para realizar esfregacos em
laminas. Realizaram-se cerca de 6 esfregacos (por cada individuo) que foram

posteriormente colocados a secar durante 24 horas ao abrigo da luz.
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2.2.2 Fixacéo e coloragao

A fixacao foi realizada numa tina contendo uma solu¢@o de metanol:4cido acético,
na proporcao 3:1, a -20°C, durante 20 minutos. Depois das laminas secas procedeu-se a
coloracdo. As laminas foram mergulhadas em corante Giemsa 4%, com tampéao fosfato
pH 6,8, durante 7 minutos. ApGs o periodo de coloracao as laminas foram lavadas em
agua corrente e colocadas a secar na posi¢ao vertical.

Depois de bem secas, as laminas foram montadas com Entellan e colocadas a

secar na horizontal.

2.2.3 Contagem de células binucleadas e micronucleos

Na contagem de células utilizou-se um microscépio de campo claro e seguiu-se a
metodologia de Caria (1995) e Fenech (1999). As células foram observadas com uma
ampliacdo de 500x (ocular: 12,5x; objectiva: 40x). Para cada individuo da amostra foram
seleccionadas 2 laminas e sendo contabilizados os MN presentes em 1000 células
binucleadas (500 por réplica/lamina).

A contagem foi levada a cabo, em amostras codificadas, por um Unico individuo

de forma a excluir possiveis enviesamentos na leitura.

A avaliacado/contagem de células com MN seguiu os critérios de acordo com
Fenech (2003):

- estrutura da cromatina e refrac¢cfes similares entre nicleos;

- citoplasma bem preservado;

- intensidade de coloragdo semelhante entre nucleos;

- definicdo de contornos nucleares e forma oval ou redonda,;

- sem ligagc6es aos nucleos principais;

- diametro entre 1/16 e 1/3 da média do diametro do nucleo principal que

corresponde a 1/256 e 1/9 da area de um dos nucleos principais numa célula binucleada.
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2.3 Analise do perfil risco-exposicéo

O modelo de avaliacdo de risco desenvolvido pelo ICPS, com base em literatura
cientifica de estudos com medi¢cdes em campo, foi aplicado a esta populacéo agricola de
forma a atribuir um valor correspondente ao perfil do individuo que varia entre a letra A e
H, numa escala crescente de risco.

Esta avaliagcdo de risco, em particular, foi desenvolvida para ser aplicada a
estufas, no entanto a sua administracdo a outros locais de trabalho, como ar livre e
armazém foi administrada neste estudo.

A atribuicdo de um determinado perfil de risco aos individuos teve por base um
inquérito, presente em anexo Il, em que os individuos responderam a questdes relativas
a habitos e condicbes de trabalho, tipo de cultura, entre outros.

Os factores utilizados na avaliacdo de risco séo os: indicadores de utilizagdo (Ul),

utilizacao de EPI e grau de formacado dos operadores (Trl), presentes na tabela 2.

Tabela 2: Factores utilizados na avaliagao de risco.

_ o L Grau de formacéo dos
Indicadores de utilizacéo Utilizacdo de EPI
operadores
un (EPD)
(Trl)
-dose aplicada de produto;
-area tratada; -mascara de papel -boa (varios cursos e/ou
-concentracdo da substancia -mascara de filtro formacdes ao longo do tempo)
activa; -6culos -média (1 curso aplicacao
-formulacéo do produto; -capacete pesticidas)
-taxa de aplicacéo; -fato de proteccao -suficiente (treino informal)
-magquinaria utilizada; -luvas -nenhuma
-tipo de cultura; -botas
-trabalho exercido;
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A cada factor € atribuido um valor correspondente que depois € inserido na

seguinte formula de calculo do indice de exposic¢ao (El):
% (Ul) x EPI x Trl = EI

De seguida este valor é cruzado com o indice de toxicidade (TI), patente em cada
produto fitofarmacéutico, obtendo-se assim o valor de perfil de risco.

Este indice de toxicidade, presente na tabela 3, é caracteristico de cada produto
consoante o seu nivel de risco para seres humanos e passou a fazer parte dos rétulos de

produtos fitofarmacéuticos na sequéncia das directivas 2001/59/CE?* e 2003/82/CE*.

E classificado em 5 fases, nomeadamente: sensibilizante (R43), irritante (R36),
nocivo (R20, R22), toxico (R23, R25) e muito toxico (R26) de acordo com a(s) via(s) de
exposicao. Foi também incluida uma fase - R62 - que contempla possiveis efeitos toxicos

ou nocivos na saude humana e com efeitos nocivos na reproducao.

Tabela 3: Indices de risco dos produtos
fitofarmacéuticos.
Fases de risco TI
R22 Nocivo se ingerido 1
R36 Irritante ocular
R20 Nocivo se inalado )
R25 Toxico se ingerido
R23 Téxico se inalado
R43 Sensibilizante dérmico 3
R26 Muito téxico se inalado
R62 Nocivo para a reproducao !

® Directiva 2001/59/CE da Comissédo, de 6 de Agosto de 2001, relativa a aproximacédo das disposicdes
legislativas, regulamentares e administrativas respeitantes a classificacdo, embalagem e rotulagem das
substancias perigosas. Jornal Oficial n°® 225 de 21/08/2001, 333pp.

* Directiva 2003/82/CE da Comissdo de 11 de Setembro de 2003, gue altera a Directiva 91/414/CEE do

Conselho no respeitante as fases-tipo relativas a riscos especiais e as fases-tipo relativas as precaucdes a
tomar aplicaveis aos produtos fitofarmacéuticos. Jornal Oficial n° 228 de 12/09/2003, pags.11-28.
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2.4 Andlise estatistica

Para avaliar a ocorréncia de dano genético provocado por exposicao a pesticidas
procedeu-se ao tratamento estatistico dos resultados obtidos na andlise citogenética.

Foi considerada variavel dependente a frequéncia de MN e variaveis
independentes a idade dos individuos, sexo, habitos tabagicos, tipo de actividade, local
de trabalho e uso de EPI.

A distribuicdo das variaveis foi analisada quanto a sua distribuicdo normal através
do teste de Kolmogorov—Smirnov e uma vez que se desviavam da normalidade foram
aplicados testes ndo paramétricos (Mann-Whitney e Kruskal-Wallis).

As associacfes entre duas variaveis foram analisadas através da correlacdo de
Spearman.

O nivel de significancia considerado foi de 0,05 (p<0,05) e foi utilizado na analise

estatistica, o programa SPSS, versao 16.0 para Windows.
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3.1 Caracterizacao da populacéo

A populacdo em estudo consistiu em 120 individuos, 60 no grupo exposto e 60 no
grupo controlo. As caracteristicas s6ciodemogréficas inerentes a cada um dos grupos

estdo presentes na tabela 4.

Tabela 4: Caracteristicas da populacdo em estudo.

Grupo Grupo
Controlo Exposto
N total 60 60
N° de
o Homens N (%) 26 (43,3) 29 (48,3)
individuos
Mulheres N (%) 34 (56,7) 31 (51,7)
39+11 39112
Idade (anos)?
(19-61) (16-62)
- d cdo ( . 244425
empo de exposigao (meses -
P Posis (4-624)
Habitos Fumadores N (%) 7 (11,7) 4 (6,7)
tabagicos | N&o fumadores N (%) 53 (88,3) 56 (93,3)

4[médiatdesvio padréo; (intervalo)]

A analise do questionario revela que no grupo exposto, 5 individuos aplicam
pesticidas apenas no interior de estufas, 4 exclusivamente ao ar livre e outros 4
individuos trabalham no armazém. A maioria dos individuos, 46, trabalha tanto dentro de
estufas como ao ar livre, como se pode ver pela figura 10.

Quanto a preparacéo e aplicacdo do produto, tal como apresentado na figura 11:

5 individuos preparam o pesticida, 4 aplicam e 36 dos individuos fazem ambos os
procedimentos.

No que se refere ao EPI nota-se uma nao uniformizacdo do seu uso, ou seja,
entre os individuos que lidam directamente com os pesticidas, na sua preparacdo e/ou
aplicacdo, 76% usa luvas, no entanto apenas 36%, utiliza o EPI maximo, como seja,

mascara, luvas, fato de proteccao, 6culos, capacete e botas.
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8%

7%

.7%

78%

m Estufas O Ar livre

B Armazém W Estufas/ar livre

Figura 10: Percentagem de trabalhadores agricolas distribuidos pelos locais de trabalho - estufas,

ar livre e armazém.

9%

64%

B Preparacao O Aplicacdo
@ Preparacdo/Aplicacdo O Outras actividades

Figura 11: Percentagem de trabalhadores agricolas distribuidos pela actividade que exercem —

preparacéo e aplicacao.
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3.1.1 Dano genético nos grupos controlo e exposto

Na tabela 5 estdo apresentados os valores das frequéncias de MN presentes em

cada um dos grupos estudados. Através do teste Mann-Whitney, verificou-se um

aumento significativo do numero de MN no grupo exposto comparativamente ao grupo

controlo, (p<0,001). Os resultados estéo representados graficamente na figura 12.

Tabela 5: Valores médios de MN nos grupos

controlo e exposto.

Grupo MN (%o0)* N
2,35+0,23
Controlo 60
(0-9)
8,30+0,50*
Exposto 60
(1-19)

*Média+SE (intervalo)

SE (standard error mean/estimativa do erro padrdo da média)

*p<0,001

25
n=a0

207

Frequéncia de MN (%.)

N,

n=a0

T
Grupo Controlo

T
Grupo Exposto

Exposigdo

Figura 12: Distribuicdo das frequéncias de MN nos grupos controlo e exposto (*p<0,001).

45

Mediana
T Min-Max

L1 25%-75%




Resultados

Na figura 13 apresenta-se a distribuicdo da frequéncia de MN categorizadas em 4
classes nos dois grupos para melhor interpretacdo de resultados. Estas classes foram

definidas de forma a diminuir a variancia intra-classes.

E possivel notar que no grupo controlo a maior percentagem de individuos
encontra-se nas classes mais baixas de MN, onde 40% dos individuos apresenta dano
genético na classe de [0-3,5[. Esta distribuicdo no grupo controlo sofre uma tendéncia

decrescente ao longo das classes apresentando na Ultima classe uma auséncia total de
individuos.

Por outro lado, no grupo exposto o numero de individuos com maior frequéncia de
MN tende a aumentar com o aumento das classes de MN, apresentando o0 seu pico na

classe [7,5-11,5[. De notar que na ultima classe de MN, [11,5-19[, a percentagem de
individuos diminui.

50,0% Exposigéo
O Grupo Cortrolo
n=57 M Grupo Exposto
40, 0%
9
=
W 30,0%
=]
=]
=
=
2 200%
n=7 n=2
10,0%
0,0% |l T
035  [3575 [F5115 [11519]

MN (%)

Figura 13: Distribuicdo das frequéncias de MN nos grupos controlo e exposto em diferentes
classes de dano genético.
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3.1.2 Influéncia do género

Na tabela 6 estdo os resultados relativos a influéncia do género na frequéncia de
MN. Apesar de nao haver uma diferenca significativa entre grupos e géneros, é possivel
notar um incremento no valor de MN no género feminino em comparacédo com o género
masculino, quer no grupo exposto quer no grupo de controlo. Este aumento apresenta-se
com um valor de significancia de p=0,07. Como se pode ver na figura 14 este aumento de

frequéncia de MN é mais visivel no grupo exposto.

Tabela 6: Valores médios de MN nos grupos
exposto e controlo segundo o género.

Grupo MN (%o0)* N(%)
2,62+0,37
Mulheres 34(57)
(0-9)
Controlo
2,00+0,23
Homens 26(43)
(0-5)
9,19+0,80
Mulheres 31(52)
Exposto (1-19)
7,34+0,56
Homens 29(48)
(2-12)

*Média+SE (intervalo)
SE (standard error mean/estimativa do erro padrdo da média)
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Figura 14: Distribuicdo das frequéncias de MN nos grupos controlo e exposto de acordo com o

género.
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3.1.3 Influéncia da idade

Para avaliar o possivel efeito da idade na frequéncia de MN, definiram-se 3
classes etérias: 18-32 anos; 32-45 anos e 45-62 anos, apresentadas na tabela 7. O
namero de classes e os seus limites foram igualmente definidos como em 3.1.1 na
avaliacao de dano genético nos grupos exposto e controlo, ou seja, de forma a diminuir a
variancia intra-classes.

Pela figura 15 é possivel observar um ligeiro aumento no numero de MN a medida
gue a idade aumenta nos individuos do grupo controlo. Este aumento, presente neste
grupo, encontra-se no limite de significancia, p=0,05. Por outro lado, no grupo exposto,
observa-se um aumento de dano genético das duas primeiras classes etarias, [18-32]
para [32-45[, seguido de um decréscimo no numero de MN na dultima classe,

correspondente ao intervalo [45-62].

Tabela 7: Valores médios de MN nos grupos
exposto e controlo segundo a idade.

Grupo MN (%o0)* N (%)
1,44+0,18
[18-32] 16(27)
(0-3)
2,62+0,36
Controlo | [32-45] 26(43)
(0-8)
2,78+0,51
[45-62] 18(30)
(0-9)
7,5340,81
[18-32] 19(32)
(1-12)
9,61+1,15
Exposto [32-45] 18(30)
(3-19)
7,91+0,65
[45-62] 23(38)
(2-14)

*Média+SE (intervalo)

SE (standard error mean/estimativa do erro padrdo da média)

49



Resultados

—
L]
1

o=

B

Frequéncia de Micronucleos (%)

n=18a

n=16 n=26

n=18

1 8132[ [32145[

Classes etarias

[45152[

Exposigéo

DGrupu Controlo
B Grupo Exposto

Figura 15: Distribuicdo da frequéncia de MN presentes nas populacées controlo e exposta,

segundo a faixa etaria dos individuos.
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3.1.4 Influéncia dos habitos tabagicos

Os resultados obtidos para a influéncia dos héabitos tabagicos na frequéncia de
MN estdo presentes na tabela 8 e figura 16. Nado foram observadas diferencas
estatisticamente significativas entre fumadores e nao fumadores. De referir que a
percentagem de fumadores na populacdo controlo e na populacdo exposta é bastante

baixa (12% e 7% respectivamente).

Tabela 8: Valores médios de MN nos grupos exposto e
controlo segundo o efeito de habitos tabagicos.

Grupo MN (%o0)* N (%)
1,71+0,36
Fumadores 7(12)
Controlo (1-3)
Nao 2,43+0,26
53(88)
fumadores (0-9)
6,75+2,06
Fumadores 4(7)
(3-12)
Exposto
Nao 8,41+0,52
56(93)
fumadores (2-19)

*Média+SE (intervalo)
SE (standard error mean/estimativa do erro padrdo da média)
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Figura 16: Distribuicdo das frequéncias de MN nos grupos controlo e exposto de acordo com 0s
habitos tabagicos.
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3.2 Caracteristicas do local e de habitos de trabalho

3.2.1 Local de trabalho

Uma vez que os individuos do grupo exposto se dividem em locais de trabalho
distintos, foi avaliada esta possivel influéncia na frequéncia de MN. Os resultados
obtidos, presentes na tabela 9, ndo foram estatisticamente significativos. Na figura 17
podemos observar um aumento de dano genético nos individuos que laboram ao ar livre
guando comparados com os individuos que trabalham exclusivamente em estufas. De
notar, também, que a grande maioria (n=46) dos individuos trabalham em ambos os

locais, estufas e ar livre.

Tabela 9: Valores médios de MN no grupo
exposto consoante o seu local de trabalho.

Grupo Exposto MN (%0)® | N (%)
4,20+0,97
Estufas 5(8)
(3-8)
_ 9,75+0,86
Local de Ar livre 4(7)
(8-12)
trabalho
] 9,25+0,95
Armazéem 4(7)
(8-12)
_ 8,30+0,56
Estufas/Ar livre 46(78)
(1-16)

*Média+SE (intervalo)

SE (standard error mean/estimativa do erro padrdo da média)

53



Resultados

20—
n=5 n=46 n=4 n=4

i 13-
=
=
L]
o
.E 1077
a ||
L
=]
o
]
=
TR

0

T I
Estufas Estutalar livre Armazém Ar livre

Local de trabalho

Figura 17: Distribuicdo da frequéncia de MN presentes na populacéo exposta, segundo o local de

trabalho, estufas, ar livre e armazém. (Barras de erro indicativas de SE).

54



Avaliagao do dano genético em linfécitos de
trabalhadores expostos a pesticidas através do teste de microntcleos

3.2.2 Preparacao e aplicacao de pesticidas

Os resultados obtidos na frequéncia de MN tanto para os individuos que preparam
a calda do pesticida como para os individuos que aplicam o pesticida, sdo similares.
Estes dois grupos apresentam valores de dano genético superiores aos individuos que
apenas assistem as actividades, ndo se envolvendo directamente, e também superiores
aos individuos que realizam ambas as actividades, como se pode ver na figura 18.

As variacdes ndo sdo estatisticamente significativas e é de notar, na tabela 10,
gue a grande maioria da populacdo esta envolvida em ambas as actividades, 64%. Os
individuos que realizam apenas uma das tarefas representam uma pequena
percentagem, 16% do total. Os restantes 20% desempenham outras fungbes como

manutencédo ou descargas na exploracao agricola.

Tabela 10: Valores médios de MN no grupo exposto segundo
o envolvimento dos individuos na preparacdo e/ou aplicacéo

do pesticida.
Grupo Exposto MN (%o0)? N (%)
11,20+2,06
Preparadores 5(9)
(6-16)
_ 11,25+0,63
) Aplicadores A(7)
Funcdes dos (10-13)
individuos Preparadores e 7,19+0,56
_ 36(64)
aplicadores (2-14)
_ 8,55+1,23
Assistentes 11(20)
(1-14)

*Média+SE (intervalo)

SE (standard error mean/estimativa do erro padrdo da média)
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Figura 18: Distribuicdo da frequéncia de MN nos individuos do grupo exposto segundo as suas

funcBes na exploracado agricola. (Barras de erro indicativas de SE).
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3.2.3 Utilizac&o de equipamento de proteccéao individual

A utilizacao de EPI no seu maximo de proteccdo esta presente em apenas 36%
da populacéo exposta, como se pode verificar na tabela 11. A diferenca na frequéncia de
MN entre os individuos que usam este equipamento em comparagdo com 0S que nao
usam nao é significativa apesar de ser possivel verificar um aumento no dano genético

nestes ultimos (ver figura 19).

Tabela 11: Valores médios de MN no grupo exposto
segundo a utilizacdo de equipamento de proteccdo

individual.
Grupo Exposto MN (%0)® | N (%)
_ . 7,56+0,25
Equipamento Utiliza 16(36)
) (2-14)
de proteccéo
o - 8,24+0,12
individual N&o utiliza 29(65)
(1-16)

*Média+SE (intervalo)

SE (standard error mean/estimativa do erro padrdo da média)
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Figura 19: Distribuicdo da frequéncia de MN presentes na populacdo exposta de acordo com a

utilizac&do de equipamento de proteccéo individual. (Barras de erro indicativas de SE).
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3.3 indice de toxicidade do pesticida

Os resultados obtidos demonstram um acréscimo de dano genético nos grupos de
individuos pertencentes as trés classes de toxicidade mais elevadas como se pode
constatar na figura 20. Estes indices correspondem a fases de risco de toxicidade
associadas a inalacao. No entanto a frequéncia de MN mais elevada apresenta-se no
indice 1.

A grande maioria dos individuos, 59%, utiliza compostos com indice de toxicidade
3 seguidos dos indices 1, 4 e 2 com representatividade de 20%, 12% e 10%

respectivamente (ver tabela 12).

Tabela 12: Valores médios de MN no grupo exposto
segundo o indice de toxicidade associado ao
pesticida utilizado.

Grupo Exposto MN (%o0)* N (%)
9,30+1,27
1 10(20)
(4-16)
6,80+1,16
. 2 5(10)
Indice de (4-10)
toxicidade 7,56%0,75
3 30(59)
(1-16)
8,83+1,25
4 6(12)
(5-14)

*Média+SE (intervalo)
SE (standard error mean/estimativa do erro padrdo da média)

58



Avaliagao do dano genético em linfécitos de
trabalhadores expostos a pesticidas através do teste de microntcleos

n=30 n=5 n=10 n=6
127 1

o
1
|
|

—

@
|

Y
1

Frequéncia de MN (%)

o T ] T T
i 2 3 4

indice de toxicidade

Figura 20: Associagdo entre a frequéncia de MN no grupo exposto e o indice de toxicidade do

pesticida utilizado. (Barras de erro indicativas de SE).

3.4 Relacao perfil de risco com a frequéncia de MN

Os perfis de risco associado as diferentes exposicdes a que estdo sujeitos 0s
individuos foram calculados através da férmula, jA mencionada e foram obtidos perfis de
A a F, ndo obtendo qualquer sujeito, os niveis maximos de risco (G e H) como se vé na
tabela 13.

A partir da figura 21 é possivel notar um aumento na frequéncia de MN consoante
0 risco associado nos individuos identificados como B, C e D. Ocorre um ligeiro
decréscimo no perfil E mas no F a tendéncia de aumento mantém-se com o valor mais
elevado destes perfis. O perfil A, apesar de ser o de menor risco associado, apresentou

aqui o valor mais elevado de nimero de MN.
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Tabela 13: Valores médios de MN no grupo exposto

segundo o perfil de risco associado a cada individuo.

Grupo Exposto MN (%0)® | N (%)
10,86+1,39
A 7 (14)
(4-16)
5
B 1(2)
7,29%+0,83
C 24(47)
Perfil de (1-14)
risco 8,00+1,08
D 9 (18)
(3-14)
7,71+2,60
E 7 (14)
(3-16)
8,33x£0,22
F 3 (6)
(8-9)

*Média+SE (intervalo)

SE (standard error mean/estimativa do erro padrdo da média)
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Figura 21: Associacédo entre a frequéncia de MN no grupo exposto e o perfil associado de risco.

(Barras de erro indicativas de SE).
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Nos anos mais recentes tem-se vindo a acentuar a preocupacdo quanto a
exposicao de determinados grupos da populagdo a algumas substancias quimicas, como
sdo exemplo os produtos fitofarmacéuticos em trabalhadores agricolas, que poderéao

causar efeitos nocivos na saude publica.

Diversos autores tém vindo a associar a estes compostos quimicos, um caracter
de genotoxicidade. Estes compostos por ligacdes covalentes ao ADN podem levar ao
aparecimento de alteracdes cromossémicas que por sua vez promovem o inicio de um

processo quimico de carcinogénese (Keith e Dirheimer, 1995; Gebel et al., 1997).

Os resultados obtidos neste trabalho permitem fazer uma associa¢ao entre o dano

genotdxico, precursor de cancro e a exposi¢ao ocupacional a pesticidas.

A utilizacdo do biomarcador de efeito, teste do MN, demonstrou um aumento
significativo (p<0,001) na frequéncia de MN no grupo exposto quando comparado com o
grupo controlo.

Verifica-se na figura 13, correspondente a distribuicdo da frequéncia de MN por 4
classes distintas, que os individuos trabalhadores de exploracBes agricolas apresentam
valores de MN mais elevados que o grupo controlo e esse aumento é crescente ao longo
das classes de MN.

Relativamente ao grupo controlo, denotam-se resultados similares aos obtidos
noutros estudos, onde a maior percentagem de individuos encontra-se na classe mais
baixa de MN (Bolognesi, 2003). A presenca de MN na populag&o controlo corresponde ao

namero basal de dano genético que ocorre naturalmente no organismo.

Esta associagdo entre a presenca de MN e a manifestagdo de patologia
oncoldégica é indicativa de que esta populacdo podera no futuro apresentar uma taxa de
incidéncia de determinados cancros mais elevada que outra populacdo ndo exposta a
este tipo de produtos quimicos. Esta inferéncia ndo é portanto aplicada ao individuo em
si, uma vez que a ocorréncia de cancro advém de diversos factores intrinsecos e
extrinsecos ao individuo que influenciam o aparecimento de cancro, 0 seu tipo e também

a forma de recuperacdo/combate a doenca.

Os dados obtidos sédo concordantes com um estudo realizado em 2005 com um
grupo de individuos do sexo feminino no Chile, onde se obteve resultados similares
(Marquez et al., 2005). As trabalhadoras neste estudo dedicavam-se ao cultivo e apanha

de diferentes frutos, durante a Primavera e Verdo, numa exploracédo agricola e utilizavam
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diferentes tipos de produtos fitofarmacéuticos nas culturas. De referir que ndo eram
utilizados quaisquer tipos de equipamento de proteccao individual durante as actividades
laborais. Foram recolhidas amostras de sangue e aplicou-se o teste dos MN, a linfocitos,
na populacdo exposta (64 individuos) e populagdo controlo (30 individuos). Nos
resultados obtidos verifica-se uma diferenca significativa entre grupo exposto e grupo

controlo, 4 vezes superior no primeiro e com um grau de significancia de p< 0.001.

Resultados semelhantes foram obtidos por Pasquini (1996) para uma populacéo
de 48 agricultores expostos a uma mistura de pesticidas que incluia insecticidas,
fungicidas e herbicidas. A populacdo exposta apresentava um aumento de MN quando
comparado com a populacdo controlo de 50 individuos. Neste estudo verificou-se dano
genético assim como uma diminuicdo significativa do indice de proliferacéo celular nos

linfécitos provocada pela exposicdo aos compostos quimicos utilizados na agricultura.

Na Europa, existem numerosos estudos que avaliam a toxicidade de pesticidas,
um exemplo é o projecto de Bolognesi (2002) com trabalhadores de culturas de flores e
produtos horticolas em Liguria na ltalia. O grupo exposto (107 individuos) a diferentes
misturas de pesticidas apresentou uma frequéncia de MN em linfécitos de sangue

periférico quase 2 vezes superior ao grupo controlo (61 individuos), p<0,001.

Existem também estudos com o intuito de avaliar o dano genético em
trabalhadores da industria produtora de pesticidas, nomeadamente um estudo realizado
no Paquistdo por Bhalli (2006). Este estudo pretendeu avaliar a frequéncia de MN em
linfécitos, numa populacéo constituida por 29 individuos do grupo exposto e 35 do grupo
controlo.

A exposicdo destes individuos da-se aquando da preparacdo da mistura de
pesticidas (calda) constituida principalmente por organofosforados e piretréides.

Os resultados obtidos revelam a existéncia de efeito genotdxico devido a
exposicdo a pesticidas. Este efeito revela-se com um aumento 2 vezes superior na
frequéncia de MN do grupo exposto em comparacdo com o grupo controlo, p<0,001.

Quanto aos outros biomarcadores utilizados, também os valores de colinesterase
sérica (indicador da inibicdo da acetilcolinesterase em células nervosas) apresenta uma
diminuicdo significativa, ao mesmo tempo que os niveis de determinadas enzimas

hepaticas sofreram aumentos estatisticamente significativos.
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Todavia, um estudo realizado na Grécia por Pastor (2001a), com o objectivo de
avaliar a exposicdo de agricultores (50 individuos), numa regido com um forte sector
agricola e com uma elevada densidade de estufas obteve resultados contrarios. Os
biomarcadores utilizados foram o teste de MN em linfécitos e também em células
exfoliadas da mucosa bucal. O grupo controlo (66 individuos) pertencia igualmente a
mesma zona de residéncia. A analise de dados revelou a auséncia de uma diferenca

estatistica para ambos os testes.

Também, em 2001 na Polénia, 0 mesmo grupo de investigacdo (Pastor et al.,
2001b) obteve resultados indicativos da auséncia de dano genético em 49 individuos do
sexo masculino expostos a uma mistura de pesticidas (maioritariamente insecticidas e
fungicidas compostos por carbamatos, organofosforados e piretréides) durante a sua
ocupacao profissional quando em comparacdo com 50 individuos do grupo controlo. Os
testes realizados foram o teste do MN tanto em células bucais como em linfocitos de
sangue periférico e ndo se obtiveram diferencas significativas.

Por outro lado obteve resultados significativos no que diz respeito ao nimero de
abortos espontaneos ocorridos nesta populacio exposta quando comparada com o grupo
controlo. Os dados obtidos demonstraram haver uma correlagdo positiva para o aumento
de abortos com a exposicdo a pesticidas, com uma probabilidade de 4% no controlo para
22% na populacdo exposta. Estes resultados sdo também apoiados por outros estudos,
(Abell et al., 2000; Petrelli et al., 2000)

Este tipo de estudos, de avaliacdo de possiveis efeitos de pesticidas sobre a
saude humana é comum na literatura, no entanto ndo existe ainda um consenso definitivo
guanto a toxicidade dos pesticidas uma vez que os factores que promovem a variacao de
resultados sdo numerosos.

Como verificado por diferentes autores e ja referido anteriormente, nos estudos de
biomonitorizacdo de populacdes expostas, caracteristicas como sexo, idade, habitos
tabagicos e alimentares, sdo factores capazes de enviesar 0os parametros que se

pretendem avaliar (Maluf, 2004; larmarcovai et al., 2007).

Sexo:
A influéncia do género nas frequéncias de MN, neste estudo, demonstrou que o
sexo feminino apresenta valores de dano genético superiores ao sexo masculino. Esta

diferenca, apesar de ligeira esta presente em ambos os grupos em estudo.
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Diversos estudos tém demonstrado esta associacdo entre género e MN. Sexo e
idade sé@o consideradas as variaveis demogréficas que mais influenciam a frequéncia de
MN em linfécitos humanos, apesar de neste estudo a diferenca nao ser significativa
confirmando resultados obtidos por outros autores (Carbonell et al., 1993; Gomez-Arroyo
et al., 2000).

Fenech (1998) apresenta resultados em que a frequéncia de MN em mulheres é
1,2 a 1,6 vezes mais elevada que a encontrada nos homens, aumentando
significativamente e de forma gradual com a idade.

Uma possivel explicacdo para justificar esta influéncia deve-se ao facto do
cromossoma X aparecer mais frequentemente em MN do que seria expectavel
assumindo igual probabilidade para todos os cromossomas de surgir num MN (Catalan et
al., 1998; Bukvic et al., 2001; Bolognesi et al., 2002). Ou seja, parece haver uma maior
probabilidade de eventos aneuploidogénicos ocorrerem associados ao cromossoma X
(Barale et al., 1998).

Idade:

Os resultados obtidos referentes a idade demonstram o efeito esperado, apesar
de ndo significativo. O grupo controlo apresenta uma diferenca perto do nivel de
significancia onde a frequéncia de MN aumenta com a idade.

O grupo exposto apresenta um valor de MN mais elevado na classe intermédia.
Isto deve-se provavelmente ao facto de se tratar de uma classe representativa de
individuos cujo volume de trabalho é maior por apresentarem maior experiéncia e forca
de trabalho.

Estes resultados séo similares aos obtidos por outros autores como Lucero (2000)
num estudo realizado numa populacéo de trabalhadores agricolas de estufas, residentes
em Espanha e expostos a pesticidas. Este autor apresenta uma correlacdo positiva,
apesar de nao significativa, entre a frequéncia de MN e a idade (Sailaja et al., 2006;
Remor et al., 2009).

Segundo Bolognesi (1999) ocorre um aumento espontaneo da instabilidade
cromossomal associado a idade que se reflecte com o aumento do nimero basal de MN.
A formacao de MN pode resultar de perturbacdes no fuso mitético que levam a atrasos na
ascensao aos polos dos cromossomas durante a anafase (El-Khatib e Hammam, 2003).
A acumulacédo de dano genético pode também advir da ocorréncia de quebra de cadeias
de ADN e a progressiva diminuicdo de reconhecimento de danos e fendmenos de

reparacdo (Barnett e King, 1995).
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Habitos tabagicos:

Neste estudo ndo se verificou a influéncia dos habitos tabagicos no biomarcador
estudado.

Surpreendentemente verificou-se que os nao fumadores em ambos 0s grupos
apresentavam uma frequéncia de MN ligeiramente superior aos fumadores. Isto deve-se
provavelmente ao baixo numero de individuos fumadores presentes em ambas as
populacdes em estudo o que podera ter provocado o enviesamento dos resultados.

Resultados semelhantes foram obtidos por Costa (2006) num estudo de uma
populacdo agricola em Portugal e uma populacdo controlo, ambas com 33 individuos.
Neste estudo a frequéncia de MN néo foi influenciada pelos habitos tabagicos, no entanto
outros marcadores utilizados como AC e identificagcdo de células aneupléides (células
cujo numero de cromossomas encontra-se alterado) apresentaram resultados
estatisticamente significativos, onde os fumadores de ambos o0s grupos apresentaram
dano genético elevado.

Bonassi (2003), recorrendo a resultados obtidos no projecto HUMN referentes ao
efeito dos habitos tabagicos na frequéncia de MN, justifica a fraca ou inexistente
correlacdo com o facto de os quimicos presentes no fumo do cigarro apresentarem uma
concentracao mais baixa no sangue do que nos outros érgaos, como os pulmdes. Assim,
os danos provocados em células sanguineas ndo sao passiveis de serem analisados

com recurso ao teste do MN.

Local de trabalho:

O local de trabalho nas exploracGes agricolas tem elevada importancia porque
corresponde a uma maior ou menor exposicao por parte dos individuos. Grande parte
dos estudos indica uma maior predominancia de dano genético em individuos que
trabalham exclusivamente em estufas quando comparados com trabalhadores que
exercem as mesmas funcdes ao ar livre (Gémez-Arroyo et al., 2000; Bolognesi et al.,
2002; Costa et al., 2007). Esta diferenca deve-se principalmente ao tipo de ambiente
gerado nas estufas onde altas temperaturas e elevados indices de humidade promovem
uma maior concentracao do ar respirado (que contém o pesticida aplicado). Por outro
lado, ao ar livre ocorre maior dispersdo do produto estando assim os individuos menos
expostos.

Os resultados obtidos neste estudo demonstram uma maior frequéncia de MN nos
individuos que trabalham exclusivamente ao ar livre quando comparados com o0s
trabalhadores de estufas. Apesar de os resultados ndo serem estatisticamente
significativos, estas diferencas devem-se provavelmente a fraca distribuicdo da amostra

presente pelos locais de trabalho.
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E também possivel que tenha ocorrido enviesamento dos resultados uma vez que
a populacdo referente ao ar livre apresenta caracteristicas vistas como potenciais
indutoras de maior frequéncia de MN. Assim, este grupo € maioritariamente constituido
por individuos de uma faixa etaria mais elevada que nao utilizam, com excepc¢do de um
individuo, o EPI e também executam tarefas como preparacao e aplicacdo do produto. A
populacdo que trabalha em estufas pertence a uma faixa etaria mais baixa, é constituida
maioritariamente por elementos do sexo masculino e nem todos participam na aplicacédo
e/ou preparacao do pesticida.

Os elevados valores na frequéncia de MN presentes nos trabalhadores de
armazém podem ser explicados na medida em que estes poderdo apresentar um falso
sentimento de seguranca que 0s leva a um manuseamento directo do produto em

ambiente fechado sem utilizagéo de EPI.

Tarefas laborais:

No que se refere as tarefas exercidas pelos trabalhadores, os resultados néo
demonstraram diferencas significativas ao mesmo tempo que denotam uma maior
frequéncia de MN nos grupos de individuos que levam a cabo apenas uma das tarefas:
preparacdo da calda ou aplicacdo. Resultados similares foram descritos por outros
autores (Barbosa e Bonin, 1994; Titenko-Holland et al., 1997).

Os individuos pertencentes ao grupo que apenas assistem as tarefas, nao
estando directamente envolvidos nelas, aparecem como um terceiro grupo com maior
frequéncia de MN, tal pode dever-se a falsa concepcao de seguranca, por parte destes
trabalhadores, que uma vez ndo envolvidos nas actividades descuram o uso de EPI,
acabando por estar muito expostos ao produto.

O valor mais baixo de frequéncia de MN apresentado pelo grupo de individuos
gue praticam ambas as tarefas pode ser explicado com base no numero de individuos
desta amostra. Como a distribuicdo ndo é homogénea pode ter ocorrido 0 enviesamento
dos resultados, uma vez que os aplicadores sdo apenas 5, 0s preparadores 4 enquanto
gue os individuos em ambas as actividades representam 64% do total com 36 individuos.

A maioria dos estudos presentes na literatura refere os aplicadores de pesticidas
como o grupo mais exposto (Pasquini et al., 1996; Gordana et al., 1997). Numa revisao
realizada por Bolognesi (2003) refere que 18 em 27 estudos de biomonitorizacdo de
agricultores aplicadores de misturas de pesticidas os resultados sédo positivos e apenas 2
em 10 obtiveram resultados negativos.

A aplicacdo do produto é feita normalmente através de spray acabando por
envolver o individuo numa nuvem de produtos téxicos, aumentando assim a

probabilidade de contacto dérmico e inalacdo do produto. Gordana (1997) realizou um
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estudo com 15 individuos trabalhadores numa exploracdo agricola. Amostras de sangue
foram colhidas em trés momentos: antes da aplicacdo, um més apds e no fim da época
de aplicacdo. O teste do MN foi aplicado a linfécitos e os resultados obtidos demonstram
um aumento de dano genético apds as aplicacdes e outro aumento significativo no fim da

época de aplicacao.

Utilizacao de EPI:

O uso de EPI é considerado por diversos autores como um factor determinante na
proteccdo do individuo a exposicdo a produtos fitofarmacéuticos (Lander et al., 2000;
Shaham et al., 2001; Bolognesi et al., 2002). Estes resultados enfatizam a importancia do
uso de medidas de proteccdo de forma a prevenir o contacto directo com o pesticida
durante as diferentes actividades agricolas como a preparacdo da calda e sua aplicacéo
mas também durante a manutencao da cultura e sua colheita.

Os resultados obtidos neste estudo mostram um aumento (ndo significativo) do
dano genético em individuos que nao utilizam o EPI durante a sua actividade laboral.
Esta falta de uso de equipamento pode também traduzir-se numa falta de outras medidas
de seguranca e higiene no trabalho, como troca de roupa e lavagem de maos apos o

trabalho, ingestdo de alimentos e bebidas durante o trabalho, entre outras.

indice de toxicidade do pesticida e perfil de risco associado:

A avaliacao do indice de toxicidade do pesticida e a sua influéncia nos individuos
revelou-se como esperado nos trés indices mais altos. Assim, maior dano genético foi
observado numa ordem crescente com os indices 2, 3 e 4.

Uma possivel justificacdo para o valor de MN representado no indice 1 resultara
de um agrupamento ao acaso de individuos na sua grande maioria com idades
pertencentes a faixa etaria de maior frequéncia de MN, [32,45].

Uma analise aos resultados anteriores e ao perfil de risco permite verificar uma
forte relacdo entre o indice de toxicidade atribuido ao produto fitofarmacéutico e o perfil
associado ao individuo.

Assim, é plausivel inferir uma sobrevalorizagdo do indice de toxicidade do
pesticida na formula aplicada para atribuicdo de perfil de risco, uma vez que os
resultados obtidos permitem relacionar o indice 1 com o perfil A, ambos representativos
do nivel mais baixo de exposicdo e no entanto com a frequéncia de MN mais alta.

Também, é de notar uma tendéncia crescente de dano genético, nos restantes
perfis de risco associados a um aumento de toxicidade do produto utilizado.

Este modelo est4 ainda em fase de validacdo, como ja referido e pode ser

utilizado em casos em que a monitorizacao bioldgica, por razées técnicas ou econdmicas,
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nao possa realizar-se mas também como complemento de estudos, como este, de forma
a relacionar de forma mais precisa 0 grau de exposicdo com o risco associado.

De qualquer das formas, € possivel referir que para além da possivel
sobrevalorizacdo da toxicidade do pesticida, o grau de formacédo do individuo é também
incluido na formula de célculo na mesma grandeza que os outros factores, muitas vezes
ndo correspondendo a realidade. Ou seja, uma maior formacdo ndo implica
obrigatoriamente um crescente cuidado nas actividades laborais de forma a diminuir o

risco/exposicao.

A variacdo no grau de exposicao, diferentes atribuicbes de perfis de risco e 0 uso
comum de diferentes misturas de quimicos, por parte dos trabalhadores, levam muitas
vezes a obtencao de resultados distintos entre estudos e resultam muitas vezes na

publicacéo de resultados distintos.
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A exposicdo ocupacional a produtos fitofarmacéuticos tem sido associada a um
aumento de dano genético. Existes numerosos estudos epidemioldgicos para determinar
a relacdo entre a exposicado a pesticidas e o aparecimento de efeitos nefastos na saude.
No entanto, grande parte destes estudos apresentam falhas na componente de avaliagdo
de risco e em termos de fornecimento de dados comparaveis (Barr e Needham, 2002).

Estas falhas advém do facto de cada exposicéo ser por si s6 bastante distinta e
caracteristica da populacdo. Assim, cada populacdo tem diferentes estilos de vida,
diferentes habitos sociais e laborais que se traduzem na forma de cultivo, tipo e forma de
aplicacdo do pesticida.

E de referir que o uso comum de diversas misturas de pesticidas dificulta também
a associacao entre o efeito e 0 composto ou classe quimica. Desta forma, as estratégias
de biomonitorizacdo utilizadas para avaliar a exposicdo de determinados grupos
populacionais devem ser cautelosas para evitar comparacdes directas entre diferentes
grupos, exposicdes similares e resultados citogenéticos.

Torna-se portanto evidente a importancia deste tipo de estudos focados em
populacdes distintas com base em indicadores simples e de rapida informacédo sobre o
sector e habitos laborais.

Neste projecto, os resultados indicam a influéncia destes produtos na formagéo de
MN, indicadores de dano genético. O grupo de agricultores apresenta valores de MN
guatro vezes superiores aos individuos do grupo controlo, demonstrando uma diferenca
significativa (p<0,001).

Os factores demograficos como sexo e idade n&o denotaram diferencas
estatisticas, apesar de individuos do sexo feminino e individuos pertencentes a classes
etarias correspondentes a maior carga de trabalho apresentarem frequéncias de MN mais
elevadas.

Os habitos tabagicos néo induziram alteracées significativas, contudo é de notar o
reduzido numero de fumadores que pode questionar o significado estatistico deste
resultado.

Os dados relativos ao local e habitos de trabalho como preparacéo e aplicagéo do
produto e uso de EPI também ndo revelaram diferenca significativas, notando-se, no
entanto, frequéncias de MN mais elevadas em individuos aplicadores de pesticidas
guando comparados com individuos preparadores e assistentes e também um

incremento de MN em sujeitos que descuram o uso de EPI.

A aplicacdo de um modelo de avaliagédo de risco, foi realizada numa tentativa de ir

de encontro ao pressuposto de que a avaliacdo de risco quimico € obrigatéria desde
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Conclusao

1998 (Directiva 98/24/EC)°, no entanto, e no que se refere ao sector agricola esta
avaliacao esta ainda em fase de desenvolvimento e a sua aplicacdo ainda nao é utilizada
em grande escala.

Os resultados obtidos demonstram, numa forma geral, um aumento do risco
associado ao perfil atribuido aos individuos. Contudo, nota-se uma forte associagéo entre
o indice de toxicidade do produto e o perfil de risco o que podera levar a interpretacées
errbneas uma vez que, como ja referido, ha uma possivel sobrevalorizacdo deste indice
assim como ha que ter em conta também que a aquisicdo de praticas de seguranca

laborais sdo de extrema importancia na prevenc¢ao de danos na saude.

Em suma, é possivel referir que as condicdes no local de trabalho e os habitos
laborais devem ser melhorados de forma a minimizar possiveis danos na salde de
trabalhadores agricolas. Também, estudos realizados em popula¢c6es expostas devem ter
em atencdo a descricdo das condi¢cdes inerentes ao local, as caracteristicas dos
individuos e aos resultados obtidos de forma a permitir uma comparacao de resultados e

desta forma inferir sobre possiveis medidas de reducéo de riscos.

® Directiva 98/24/EC do Conselho, de 7 de Abril de 1998, relativa a proteccdo da saude e
seguranca de trabalhadores exposto a quimicos no local de trabalho. Jornal Oficial n° L 131 de
05/05/1998 p.11-23.
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Anexo |

Questionario individual de saude

DSA, INSA Porto

Cadigo:

Data de nascimento:

Sexo:

Altura: m Peso: kg
Naturalidade:

Local onde reside:

o 0k w b RE

Residiu/Reside perto de centrais eléctricas (cabos de alta tenséo)?
Sim N&ao N&o sabe
Se sim, a que distancia e em que datas?
Distancia: Datas:

Actividade Profissional
7. Area de actividade
8. Ha quanto tempo a exerce
9. Profissdes anteriores Periodo

10. Trabalha em:
Estufas: Ar livre: Ar livre e estufas:
Em que proporcéo:
11. Esta envolvido na preparacao de pesticidas?
Sim N&o
12. Aplica pesticidas?
Sim N&o
13.Quando o aplicador entope, usa o0 sopro para o desentupir?
Sim Nao As vezes
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14. De um modo geral

a. Lava as maos depois das aplicacdes? Sim  Naéao
b. Troca de roupa antes de sair do trabalho? Sim  Naéo
c. Come, fuma ou bebe no local de trabalho? Sim  Nao
d. Leva roupa ou outros materiais expostos a pesticidas para casa?

Sim Nao

e. Lava separadamente a roupa que leva para casa? Sim N&o
15. Ha quanto foi o seu ultimo contacto com pesticidas?
16. Ja sofreu alguma intoxicagdo por pesticidas? Sim  N&ao
H& quanto tempo?

Foi hospitalizado?

17. Ja se sentiu mal durante a aplicacédo de pesticidas? Sim  N&ao

Quais os sintomas?
18.Tem actividades fora do local de trabalho onde contacta com produtos quimicos?
Sim  Nao

Que actividade e quanto tempo despende por semana nessa actividade

Habitos tabagicos

19. E actualmente fumador? Sim Nao
20. Alguma vez fumou? Sim  Né&o
21. Se é ex-fumador

Com que idade comecou a fumar?

Com que idade deixou de fumar?
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22. Se é fumador
Com que idade comecou a fumar?

Quantos cigarros fuma por dia?

23. Se é fumador passivo
Tem contacto regular durante duas ou mais horas com fumadores?
Sim Na&o
Consumo de éalcool

24. Consome alcool regularmente? Sim Nao
n° de unidades/dia:
Que tipo de bebida alcodlica bebe habitualmente?

(1 unidade=1 caneca de cerveja,1 copo de vinho ou 1 baldo de aguardente)

Outras informacgdes

25. Tem alguma doenca crénica? Sim Néo

26. Recebeu alguma transfusé@o de sangue nos ultimos 12 meses? Sim  N&o

27. Foi submetido a alguma cirurgia nos ultimos 12 meses? Sim Nao

Especifique:

28. Alguma vez fez um tratamento de quimioterapia ou radioterapia?
Sim Nao

Se sim, h& quanto tempo?

29. A quantos raios X foi submetido nos ultimos trés anos?

30. Toma habitualmente alguma medicagao?
Sim Né&o
Se sim, qual?
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Anexo Il

Perfil Exposicéo/Risco

Parametros a recolher

1. Homero de

Identificagio ‘

5. Frequéncia de

2. Area tratada (ha ) utilizagio 8. Cultura
| dia/amo)
PR 6. Horas de
3. Taxa aplicagao trabalho/dia ‘ ‘ ‘ 0. N2 de trabalhadores

produto (Kg'ha)

4. Concentragdo da
substancia activa no
produto{gkg)

T. N de tanques
aplicados por dia

10. Volume da estufa
X h)

(m*

12 Formulagao

Granulos
soliveis HO

Pds molhdvess

13. Nome comercial Pesticida

14 Nome substancia activa

altura”
11 Altura e densidade
da cultura (m)
denzidads""
Mistura
Descarga
1. Actividade e
(% horas de trabalho) Aplicagéo
Reentrada
Manutengio
Manual**
18. Técnicas de
aplicagdo
plicags Tractor
Boa (varios cursos efou
formagoes ao longo do
tempa
Média (1 curso apcagéo
18. Formacao pecticidas)
operadores

Suficiente (treing informal)

Liguido | |
Pa 15. Frases de risco
Lwes
";::n ":I’r_‘,:"‘ Ceulos Capacaia Fais-macacn mmn;n.ual Botas  Cutrosisspechizan
Mistura
Descarga
17. EPI durante Aplcagio
Reentrada
Manutengdo
Sistema programado
Gomputador
Polvilhadar
. . "
Pubv Ellzédtif baixa altura = alttura da cultura mesme consideranda o suporte em que pode astar
press&o colecada
20. Maquinaria . *k _ L
Turbina densidade=distincia entre duas filas de plantas
Atomizadar *** estho incluidas aplicacoes com atomizador de dorso, pulverizador de

Outro {especificar)

dorso e carrinho de mic

Menhuma

em caso de dividas ler instrucoe s detalhadas
no werso

Notas
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