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Epigrafe

O ser humano vivencia a si mesmo, seus pensamentos,
como algo separado do resto do unmiverso - numa
espécie de ilusdo de otica de sua consciéncia. E essa
ilusdo é uma espécie de prisdo que nos restringe a
nossos desejos pessoais, conceitos e ao afeto por
pessoas mais proximas. Nossa principal tarefa é a de
nos livrarmos dessa prisdo, ampliando o nosso circulo
de compaixdo, para que ele abranja todos os seres vivos
e toda a natureza em sua beleza. Ninguém conseguird
alcangar completamente esse objetivo, mas lutar pela
sua realizag¢do ja é por si so parte de nossa liberagado, e

o alicerce de nossa seguranca interior.

Albert Einstein
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Resumo

No Brasil, o cultivo do tabaco ¢ associado a graves problemas de satde entre os
agricultores, e que podem evoluir para um quadro de depressdo e suicidio. A exposi¢do de
trabalhadores rurais a agrotoxicos em culturas de tabaco ¢, na maioria das vezes, tratada como
um evento isolado, desconsiderando-se a exposicdo concomitante a outras substancias, como
a nicotina, presente nas folhas de tabaco. O presente trabalho tem como objetivo analisar as
exposi¢des ocupacionais € ambientais a agrotoxicos e nicotina na cultura de tabaco do
municipio de Arapiraca/AL, com énfase nos efeitos dessas exposi¢cdes sobre a atividade da
enzima acetilcolinesterase (AChE). A partir do conhecimento do processo de trabalho local,
um grupo de 72 fumicultores do municipio foram avaliados com relagdo exposi¢do a
agrotoxicos organofosforados (OP) e carbamatos e a nicotina nos periodos de cultivo e entre-
safra do tabaco. A exposicdo a agentes anticolinesterdsicos foi avaliada através da analise da
atividade da AChE eritrocitaria, enquanto a exposi¢cdo a nicotina foi avaliada através dos
niveis plasmaticos de cotinina. Um grupo composto por 45 individuos foi utilizado como
controle na comparagdo da atividade da AChE. Complementarmente, avaliou-se o efeito in
vitro da exposi¢do a nicotina ¢ a OP sobre a atividade da AChE. A andlise dos resultados
mostrou que, nos testes in vitro, a nicotina somente inibiu a AChE em concentragdes iguais ou
superiores a 0,5mM. A nicotina ndo apresentou efeito aditivo nas inibigdes da AChE por etil
paroxon in vitro. No periodo de cultivo, foi observada reducdo significativa (p<0,05) na
atividade da AChE (4,52 + 0,57 kU/L) comparado ao periodo entre safra (4, 92 + 0,59 kU/L)
e ao grupo controle, (4,72 £ 0,37 kU/L), caracterizando uma exposi¢do ocupacional e/ou
ambiental a agrotoxicos anticolinesterasicos. Maiores niveis plasmaticos de cotinina foram
observados em agricultores fumantes (151,9 £ 64,1 ng/mL), quando comparado aos nao
fumantes (29,2 + 46,7 ng/mL). Seis individuos ndo fumantes apresentaram valores de cotinina
entre 50 e 200 ng/mL, caracterizando uma exposi¢cdo ocupacional a nicotina. A andlise dos
resultados in vivo mostrou que os niveis de cotinina plasmatico apresentado pelos agricultores
ndo tém correlacdo com a atividade da AChE. Isto aponta para a possibilidade da ndo
ocorréncia de um efeito aditivo da exposicdo a nicotina e agrotdxicos sobre a atividade da
AChE, fator que pode ser utilizado para um diagndstico diferencial entre a exposi¢do a
agrotoxicos e a nicotina entre trabalhadores da cultura fumageira.

Palavras-chave: Acetilcolinesterase, cotinina, agrotoxicos, tabaco, exposi¢ao.
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Abstract

Farmworkers exposure to pesticides in tobacco production is most often treated as an
isolated event, ignoring concomitant exposure to other substances such as nicotine, present in
tobacco leaves. This study aims to analyze occupational and environmental exposures to
pesticides and nicotine in tobacco production at Arapiraca, Alagoas State, Northeast Brazil,
emphasizing the effects of these exposures on acetylcholinesterase (AChE) activity. After
characterizing local work processes, it was analyzed the activities of AChE in group of 72
rural workers in relation to organophosphate pesticides (OP) and nicotine exposure in harvest
and between-harvests periods. In addition, it was evaluate the in vitro effect of nicotine and
OP exposure on AChE activity. /n vitro tests’ results showed that nicotine only inhibited
ACHhE at concentrations equal to or greater than 0.5 mM. Nicotine showed no in vitro additive
effect on AChE inhibition by ethyl-paroxon. During harvest period, it was observed a
significant reduction (p <0.05) in AChE activity (4.52 + 0.57 kU / L) compared to between-
harvests period (4, 92 + 0.59 kU / L) and the control group (4.72 + 0.37 kU / L), determining
an occupational exposure to OPs. Farmers who smoke had higher cotinine levels (151.9 +
64.1 ng / mL) compared to non-smokers (29.2 £+ 46.7 ng / mL). Six non-smokers had cotinine
values between 50 and 200 ng / mL, featuring an occupational exposure to nicotine. The
results in vivo showed that levels of cotinine in plasma had no correlation with AChE activity.
It points to the possibility of the absence of additive effect of simultaneous exposure to
nicotine and OP on AChE activity, a factor that can be used for differential diagnosis between
pesticides and nicotine exposures among farmworkers enrolled at tobacco production.

Key-words: Acetylcholinesterase, cotinine, pesticides, tobacco, exposure.
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1. 1 Aspectos gerais.

As atividades de producdo e comercializagdo de tabaco e seus derivados se
estendem por mais de 50 paises. Para aumentar e melhorar a produgdo do tabaco com
vista a atender aos mercados em outros paises e obter custos de producdo cada vez
menores, a industria do tabaco tem encorajado paises e agricultores a cultivarem o
tabaco, sobretudo em paises em desenvolvimento. Com esta estratégia, a producio de
tabaco no mundo cresceu 59% entre 1975 e 1997. A maior parte desse aumento
aconteceu em paises em desenvolvimento, cuja producdo aumentou em cerca de 128%
entre 1975 e 1998, ao passo que a producdo em paises desenvolvidos caiu 31%. Entre
1975 e 1997, a producdo de tabaco nos Estados Unidos caiu 18% e, em paises como
Brasil, China, Malawi, Vietna e Zimbabue, ocorreu o contrario. Em 2000, quatro paises
responderam pela metade da produgdo global de tabaco: China (34%), India (10%),
Brasil (8%) e Estados Unidos (7%). Vale salientar que, até¢ 1997, os Estados Unidos
eram o segundo maior produtor mundial .

Atualmente, por ordem de magnitude da produgdo, os principais produtores de
tabaco no mundo sio a China, o Brasil, a india, os EUA e a Indonésia (tabela 1).
Somente esses paises sdo responsaveis por aproximadamente 70% da produ¢do mundial
de tabaco 2. No entanto, as principais empresas da indastria sdo transnacionais, o que
faz com que os lucros auferidos nos paises onde se localizam suas subsidiarias sejam
enviados as suas matrizes, localizadas em paises desenvolvidos, como € o caso da Souza
Cruz que remete seu lucro para o Reino Unido e a Philip Morris para os EUA .

No Brasil, existe um grande clima de euforia por parte de alguns segmentos
ligados a cadeia produtiva do tabaco, porque o pais estd ocupando um lugar de destaque
no mercado mundial de folhas de tabaco: ¢ o segundo maior produtor e o maior
exportador desta commodity *>.

A posicao alcancada pelo Brasil no mercado mundial de folhas de tabaco se deve
a diferentes fatores como: os reduzidos custos internos de sua producgdo, devido ao
emprego de fumicultores e suas familias na producdo resultando em menores gastos
com salarios, a ndo mecaniza¢do da lavoura que fornece uma melhor qualidade ao
produto, pois recebe maiores cuidados manuais que o tabaco produzido no processo

mecanizado.
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Tabela 1: Principais paises produtores de tabaco, area cultivada e exportacdes de

fumo em folha, 2005.

Produgao toneladas

Mundo

Paises Desenvolvidos
Paises em
Desenvolvimento
Paises de Baixa Renda
China

Brasil

India

Estados Unidos
Indonésia

Turquia

Grécia

Argentina

Italia

Paquistio

Tailandia

Malaui

Coréia. Democr. Popular
da

Zimbabue

Bulgéaria

Japao

Filipinas

Canada

Espanha

Bangladesh

Colombia

Coréia, Republica da

6.565.250
971.737
5.593.513

1.233.178
2.685.500
878.651
598.000
290.100
141.000
140.716
123.000
118.000
110.000
84.400
70.000
69.500
65.400

65,000
62.000
49.000
47.800
43.000
40.192
39.000
35.760
35.666

Participagdo no
volume total
mundial

100,0%
14,8%
85,2%

18,8%
40,9%
13,4%
9.1%
4,4%
2,1%
2,1%
1,9%
1,8%
1,7%
1,3%
1,1%
1,1%
1,0%

1,0%
0,9%
0,7%
0,7%
0,7%
0,6%
0,6%
0,5%
0,5%

Area cultivada

(Ha)

3.981.233
447.222
3.534.011

989.300
1.402.200
492.889
438.000
124.240
145.000
190.000
56.000
66.000
38.000
45.100
40.000
150.000
46.000

40.000
43.004
19.448
33.771
16.000
13.747
30.352
17.684
18.000

Fonte: FAOSTAT. Disponivel em: http://faostat.fao.org ; UNCTAD (2005); 4

Participagdo na area
total mundial

100,0%
11,2%
88,8%

24,8%
35,2%
12,4%
11,0%
3,1%
3,6%
4,8%
1,4%
1,7%
1,0%
1,1%
1,0%
3.8%
1,2%

1,0%
1,1%
0,5%
0,8%
0,4%
0,3%
0,8%
0,4%
0,5%

No ambito das oportunidades para o fumo brasileiro no mercado internacional,

fatores conjunturais, tais como a reduc¢do dos estoques mundiais e da producgdo do

tabaco no Zimbabue e nos EUA, tém ajudado a manutencdo do Brasil na posicdo de

maior exportador mundial *.

A regido Sul concentra a maior producdo de tabaco nacional: na safra de 2007, a

regido produziu 880 mil toneladas de fumo, representando 96,9% do total da produgao

brasileira. Todos os estados do Sul sdo produtores, destacando-se o Rio Grande do Sul

(RS), responsavel por 52,2% do total produzido no Brasil naquela safra. Santa Catarina

(SC) ocupa o segundo lugar na producdo brasileira e respondeu com 27,4% do total

produzido e, finalmente, o Parand (PR) que respondeu com 17,2% do total produzido.



Alan Ferreira Indcio 4

Os demais estados brasileiros (Alagoas, Bahia, Sergipe, localizados na regidao Nordeste
e outros) produziram 27 mil toneladas, o equivalente a 3,0% do total produzido no
Brasil °.

O cultivo de tabaco na regido sul no que se refere a assisténcia técnica e
extensdo rural, sofre influéncias tanto publica quanto privada. No campo publico
observa-se a interferéncia publica por intermédio da EMATER e das universidades
UFRGS e UFSM.

Quanto ao campo privado, visualiza-se a influéncia das empresas fumageiras e
das integradoras (vertical), dentre as quais se destacam a Souza Cruz, Universal, Intable
e a Cosuel. O sistema de integrac¢do vertical ¢ muito presente no cultivo de tabaco na
regido sul. A logica do sistema de integragdo € passar a previsibilidade e seguranga ao
produtor, e a integradora, com seu pacote tecnologico, tém a funcdo de comercializar e
financiar os insumos °.

Na regiao nordeste a situagdo ¢ diferente. A fumicultura alagoana caracteriza-se
pela forte presenga e participacao de grandes produtores, porém, todos os produtores sao
independentes e somente alguns tém acordos com empresas pela parte do fumo que
negociam em folha. Em Alagoas, mais de 21 mil empregos sao relacionados ao setor e
39 mil sdo induzidos por ele. Quase 132 mil pessoas vivem do cultivo do tabaco e 172
mil se beneficiam dele. Totalizam-se 60.371 empregos e 303.305 pessoas que
representam quase 80% da populagdo dos municipios fumageiros. Quem vive na regiao
de Arapiraca ndo estranha essa percentagem, pois todo mundo tem um vinculo, mesmo
que ténue, com a atividade fumageira "

Em Alagoas também s3o produzidos fumos escuros. Parte da producdo ¢
destinada ao uso como capa de charuto, nos mercados interno e externo, ou para compor
o0 blend de outros fumos destinados a exportacdo. Outra parte da produgdo ¢ destinada a
fabricagdo do fumo de corda, comercializado em todo o territorio nacional (tabela 2) *

A regido fumageira de Arapiraca constitui a micro regido de Arapiraca.
Acredita-se que foi formada pela passagem progressiva da cultura para o municipio de
Arapiraca que se tornou o nucleo central ao redor do qual se espalhou a lavoura. A
regido de Arapiraca € a principal produtora e compreende os municipios de Arapiraca,
Campo Grande, Coité do Noia, Craibas, Feira Grande, Girau do Ponciano, Lagoa da
Canoa, Limoeiro de Anadia, Sao Sebastido, Taquarana. Em 1982, a area plantada
chegou a 60 mil ha, reduzindo-se para pouco mais de 20 mil ha no final dos anos 80.

Em 2003, a area cultivada foi de 9,4 mil ha, com uma produgao de 8,7 mil toneladas 89,
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Em Arapiraca, todos os fumicultores sdo produtores de fumo em corda. Nunca
foram interessados no fumo em folha. Somente alguns deles vendem (ou vendiam) uma
pequena parte da producdo em folha as empresas exportadoras. Esse fumo ¢ recolhido
nos 10 municipios ao redor de Arapiraca .

Em toda logica das condi¢des do mercado, a maior parte do tabaco nordestino ¢
consumido no pais. Em Alagoas, s6 o fumo em folha ¢ exportado, mas ndo a totalidade

da produgdo. Cerca de 97 % da produgdo sio consumidos nacionalmente ’.

Tabela 2: Producao de tabaco no Nordeste (Bahia +Alagoas) — 2006.

Bahia Alagoas Total
Fumo em folha (t.) 10.760 1.165 11.925
Fumo de corda (t.) 898 13.402 14.300
Total 11.658 14.567 26.225
% Folha 92,3 8,00 45,5
% Corda 7,7 92,0 54,5

Fonte: Nardi, 2007.”

Na regido nordeste, o tabaco ¢ semeado em junho, e colhido no periodo de
agosto/setembro. Nesse periodo, o fumicultor monitora o crescimento e realiza o
controle integrado de pragas e doengas. Apds a colheita, as folhas ou as plantas sdao
amarradas em varas e levadas para secar. Apos o processo de cura, as folhas sdo
agrupadas em macos com um nimero determinado de folhas agrupado conforme a
classificagdo. O tabaco ¢ armazenado em paidis, onde aguarda a comercializagdo *.
Estudos sobre exposicdo e contaminacdo por agrotoxicos na fumicultura indicam que
grande parte dos agricultores sofre ou ja sofreu algum episodio de intoxicacdo, cronica

10; 11

ou aguda pela exposicdo a essas substancias . Entdo, quando passamos a focalizar o

plano dos riscos que enfrentam os produtores com os agrotdxicos utilizados no cultivo e
tratamento das folhas de tabaco, devemos observar que se trata de uma questao de saude

A lian 11512;13
publica 7.
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A utilizacdo de agrotdxicos no cultivo do tabaco torna esta tarefa uma das mais
perigosas ocupagdes na atualidade. Dentre os varios riscos ocupacionais, destacam-se as
intoxicagdes agudas, doengas cronicas, problemas reprodutivos e danos ambientais ',

Uma das principais causas de insatisfagdo e de busca por alternativas entre os
fumicultores refere-se a percepcao que possuem dos riscos a que se submetem devido a
intoxicacdo por uso de agrotoxicos. Para garantir uma folha de boa qualidade, a
producdo de tabaco requer o uso intensivo de agrotoxicos, o que tem provocado danos a
saude dos agricultores e de suas familias, como intoxicagdes agudas e incapacidade para
o trabalho.

Estudos realizados nas regides fumicultoras do Brasil tém demonstrado uma
forte associagdo entre o aparecimento de problemas de saide em agricultores e cultivo
de tabaco, gerados pela utilizacdo de agrotdxicos e pelas condi¢cdes de trabalho que

influenciam negativamente o estado biopsiquico dos fumicultores e de suas familias =~

16; 17

No inicio dos anos 90, os produtores de tabaco brasileiros aplicavam entre 5,5 a
6 kg de agrotoxicos por hectare. Atualmente, a média ¢ de 2,2 kg/ha. Apesar de se
verificar tal redu¢do, a quantidade de produtos disponiveis para a comercializagdo ¢
ainda elevada .

Um total de 65 produtos entre inseticidas, herbicidas e fungicidas esta liberado
para comercializacio e uso na cultura do tabaco °. A maior parte desses produtos
pertence as classes toxicologicas I e II e sdo considerados extremamente toxicos e
altamente toxicos, respectivamente, podendo trazer sérios danos a satide. A maioria
desses agrotoxicos pertence a trés grupos quimicos: Organofosforados (OPs),
carbamatos e piretrdides. Os OPs e os carbamatos sdo poderosos inibidores das
colinesterases (enzimas fundamentais para o sistema nervoso), podendo ser absorvidos
pela pele, por ingestdo ou inalago '®.

Nas regides fumicultoras do Brasil, o cultivo do tabaco ¢ associado ao
aparecimento de graves problemas de saude entre os agricultores, os quais possuem um
maior risco em desenvolver alteragdes neurocomportamentais que podem evoluir para
um quadro de depressio e suicidio '°. Agricultores do municipio de Arapiraca
apresentam um risco de morte por suicidio de aproximadamente 6 vezes maior em
comparacdo com a populacao do estado de Alagoas 20,

Os sintomas mais apontados pelos agricultores que cultivam tabaco sdao dores de

A . . - . 9:
cabeca, tonturas, mal-estar, abalos musculares, vomitos, salivagdo e perda de apetite
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10: 11 , . . , , . .
011 Porém, toda esta sintomatologia ¢ caracteristica de uma doenga bem conhecida

entre fumicultores que ¢ a "doenga da folha verde". A doenga da folha verde é uma
doenca ocupacional encontrada entre trabalhadores que lidam com tabaco, causada pela
absorc¢do, através da pele, da nicotina proveniente do contato com as folhas. Esta
intoxicagdo pela nicotina se da pela estimulagdo colinérgica dos receptores nicotinicos
ocasionadas pelo alcaldide. A doenga ¢ caracterizada por sintomas que incluem néusea,
vomito, fraqueza, dor de cabega, tonteira, dores abdominais e dificuldade para respirar,
assim como flutuagdes na pressdo sangiiinea '. Pode também exercer uma condigdo
autolimitante da qual os trabalhadores se recuperam em dois ou trés dias. Porém, os
sintomas podem ser severos, resultando em desidratacdo e necessidade de atendimento
médico emergencial *'.

A toxidade causada ao sistema cardiovascular e efeitos carcinogénicos por
exposi¢ao dérmica cronica a nicotina sdo possiveis de existir em plantadores nao-
fumantes de tabaco, pois esses mostram niveis similares de cotinina e nicotina a
fumantes ativos da populagdo em geral **.

Toda esta sintomatologia descrita pela exposi¢cdo a nicotina ¢ semelhante aquela
descrita pela exposi¢do aos agrotoxicos OPs, cujo mecanismo de toxicidade esta
relacionado com a inibigdo da enzima acetilcolinesterase (AChE) no sistema nervoso
central e periférico. A AChE hidrolisa a acetilcolina, um neurotransmissor presente nas
sinapses nervosas, € sua inibicdo ocasiona o acumulo do neurotransmissor nas fendas
sinapticas e conseqiiente superestimula¢io dos receptores muscarinicos e nicotinicos >*.

Os eventos de intoxicagdo ocorridos em cultura de tabaco quase sempre sio
tratados como um evento relacionado somente ao agrotdoxico. Também, a prevaléncia de
altas sintomatologias associadas a exposi¢cdo a agrotoxicos OPs entre fumicultores ¢

fator de risco ligado a atividade, e que pode estar ligado a elevada incidéncia de

. . ~ i~ . 24
morbidade auto-referida e casos de depressao nas regides fumicultoras ~".
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Organofostorados Exposicdo Efeito Inibicao da atividade da
e —
Carbamatos AChE no SNC e SNP

- Estimulo colinérgico
Exposicao

Nicotina - Efeito

- Possivel reducao da

atividade da AChE

Figura 1 — Esquema do efeito da exposi¢cao a agrotdxico e nicotina.

Fonte: elaboragdo propria

A exposicdo simultdnea a duas ou mais substancias quimicas, bem como seus
efeitos combinados sobre o organismo, sao muitas vezes desconsiderados ou
subestimados nos processos de monitoramento biologico. Assim, a exposicdo e/ou
intoxicagdo por agrotoxicos OPs em culturas de tabaco ¢ tratada como um evento
isolado, cujos efeitos toxicos estariam a principio relacionados somente ao agrotoxico,
desconsiderando-se a exposi¢do concomitante a outras substancias quimicas, como a
nicotina, de modo que os efeitos de toxicidade combinados de exposi¢do simultinea a
dois agonistas colinérgicos sdo confundidos ou ignorados ' '"* % Isto posto, o objeto da
presente tese ¢ a exposi¢do de trabalhadores rurais a agrotdxicos e nicotina no cultivo do
tabaco em Arapiraca/AL, com énfase nos efeitos dessas exposi¢cdes a um importante

biomarcador, a enzima acetilcolinesterase”.



Alan Ferreira Indcio

Capitulo II - Objetivo
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1I. 1 Objetivo geral.
Analisar as exposi¢cdes ocupacionais ¢ ambientais a agrotdxicos € nicotina na
cultura do tabaco do municipio de Arapiraca/AL, a partir do conhecimento do processo
de trabalho local e da avaliagdo dos efeitos dessas exposicdes sobre a enzima

acetilcolinesterase.

11. 2. Objetivos especificos.

v" Conhecer o processo de trabalho local, dando énfase as exposi¢des ocupacionais aos
agrotoxicos € a nicotina;

v’ Avaliar in vitro os efeitos da exposigdo a nicotina sobre a atividade da enzima
AChE;

v’ Avaliar in vitro os efeitos da exposi¢do simultdnea a nicotina e a OP sobre a
atividade da enzima AChE;

v’ Avaliar in vivo os efeitos da exposigdo agrotoxicos OPs utilizando a enzima AChE
como biomarcador;

v Avaliar in vivo os efeitos da exposicdo a nicotina sobre a atividade da enzima

AChE;
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Capitulo III - Justificativa
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Existe consideravel evidéncia de que agricultores que cultivam o tabaco sofrem
de doengas associadas a exposicdo aos agrotoxicos, entre as quais depressao, ansiedade,
disfun¢des neuroldgicas, dores musculares e tremores além de vomitos, dores de cabeca,
insonia, etc. Eles também sofrem com a exposicdo a altos niveis de nicotina e
apresentam um rol de doengas anuais que coincidem com o calendario do cultivo do
tabaco. Alguns especialistas em agrotdxicos se preocupam com a possibilidade da
nicotina e os inseticidas organofosforados, que atuam na mesma area do sistema
nervoso, apresentarem, juntos, maior risco aos agricultores. E o mais grave ¢ que sdo
comuns os casos ¢ as tentativas de suicidio nas pequenas propriedades em que ha
cultivo do tabaco ' 15+ 16:17:26: 27: 28.

Para especialistas em saude, o nimero ¢ alarmante: a média brasileira ¢ de 3,8
suicidios por 100 mil pessoas. No Brasil, maioria dos casos relatados ocorre em duas
regides brasileiras: Sul e Nordeste; regides onde ocorre o cultivo do tabaco com
utilizacdo de agrotoxicos OPs '*2%3°,

Na regido Nordeste, o municipio de Arapiraca ¢ demais cidades da regido
produtora de tabaco, enfrentam crise de intoxicacdo causada pelo manuseio da folha de
fumo. Durante o periodo de cultivo do tabaco ha um aumento no niimero de casos
registrados nos hospitais da regido provocados por intoxica¢ao. O mal-estar ¢ provocado
pela nicotina e principalmente por residuos de agrotoxicos. Em 2008, no periodo da
plantacdo e colheita do fumo, a coordenadoria de Vigilancia a Satde notificou 200
casos de intoxicacdo de agricultores .

Um estudo realizado por Chang em 1973 mostrou que a nicotina pode exercer
um efeito sobre a atividade da AChE **. Posteriormente, José e colaboradores, 2003,
Figueir6, 2005 e Silva, 2006 realizaram estudos laboratoriais sobre o efeito in vitro da
nicotina sobre as colinesterases e demonstraram que a atividade da AChE eritrocitaria é
significativamente inibida pelo alcaldide ** ** >, Assim, se a exposicdo a nicotina e ao
agrotoxico em culturas de tabaco pode ocorrer em um mesmo momento, torna-se dificil
somente pela descri¢do dos efeitos toxicos diferenciar se a intoxica¢do se da por um ou

por outro agente, ou ambos. E ainda, se a exposi¢do de agricultores a nicotina em

cultura de tabaco pode ter algum efeito sobre a atividade da AChE.
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Capitulo IV - Revisao de Literatura
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1V. 1. Agrotoxicos - aspectos historicos e conceitos.

Ha muitos séculos o homem vem se valendo do uso de substincias quimicas
para o controle de pragas que ameagam seu suprimento de alimentos e sua saude °°.

Desde 1940, os agrotéxicos vém ocupando um lugar importante entre as mais
de 100.000 substancias quimicas que se encontram atualmente no mercado, tornando-se
a principal estratégia para o combate e prevengdo de pragas agricolas > **.

A intensificagdo na producdo dos agrotdxicos ocorreu principalmente apds a
Segunda Guerra Mundial, devido a um excedente de armas quimicas e uma necessidade
do aumento da produ¢do agricola devido uma crise no abastecimento de alimentos que
se sucedeu no periodo pos-guerra *°.

Um agrotéxico pode ser definido como qualquer substidncia ou mistura de
substancias utilizadas com a finalidade de prevenir, controlar ou destruir qualquer
praga, entre elas, vetores de doengas animais ou humanas, espécies indesejaveis de
plantas ou animais que causem dano ou que, de alguma forma interfiram durante a
producdo, processamento, estocagem, transporte ou comercializacdo de alimentos,
produtos relacionados a agricultura, madeira e seus derivados, racdes ou ainda
substancias que possam ser administradas em animais para o controle de insetos,
aracnideos ou outras pragas dentro ou sobre seus corpos. O termo inclui ainda
substancias utilizadas como reguladores do crescimento de plantas, desfolhantes,
dessecadores, ou ainda agentes para prevenir a queda prematura de frutas e substancias
aplicadas a plantagdo, antes ou depois da colheita, para prevenir a deterioragao durante a
estocagem ou o transporte ° .

A descoberta das propriedades inseticidas do dicloro-difenil-tricloroetano,
popularmente conhecido como DDT representa um marco na utilizagdo de substancias
sintéticas utilizadas como agrotoxicos, determinando o estabelecimento de um novo
paradigma no controle das pragas baseado no uso destas substancias *’.

E classica a historia do DDT descoberto em 1873 como um produto de sintese
organica surgindo como o maior representante das substancias denominadas agrotdxicos
65 anos apods sua descoberta. Este agente sintético, além de apresentar um maior poder
inseticida, era também mais estdvel no meio ambiente, o que acarretou a substituicdo,
quase que absoluta, do uso dos agrotoxicos naturais como a rotenona e piretrina *'.

O DDT foi, sem divida, a substancia mais utilizada com propdsito inseticida

naquele periodo, sendo ainda hoje possivel encontra-la em regides tao inusitadas como

K ops o 41 5
o Artico *'. Entretanto, o uso descontrolado deste composto provocou uma redugao em
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sua eficiéncia, porque além de erradicar as espécies alvo também eliminava seus
predadores e competidores naturais. Acrescenta-se a este o fato de que alguns
individuos sdo mais resistentes e sobrevivem, restando assim individuos com genotipo
mais resistente. O cruzamento desses individuos, em adi¢do a uma menor competicao
por alimento e espaco promove um aumento substancial na populagdo, fazendo com que
a praga volte mais resistente e a niveis populacionais ainda maiores do que antes da
aplicagdo 2 Este fendmeno em associacio a sua alta estabilidade no meio ambiente ¢ as
suas propriedades fisico-quimicas, que permitem a biomagnificagdo e bioacumulagdo
nos organismos e nas cadeias alimentares, geraram graves problemas ambientais,
determinando assim uma diminui¢do dréstica na sua utilizacdo, inclusive sua proibicdo
para uso agricola em 1972. Neste momento, inicia-se o uso dos agrotdxicos
anticolinesterasicos, representados pelos OPs e carbamatos que, até hoje, dividem o
mercado com os agrotoxicos sintéticos da classe dos piretroides *.

Os piretroides foram descobertos a partir de estudos que procuravam modificar a
estrutura quimica das piretrinas naturais, uma vez que apresentavam maior capacidade
letal para os insetos, maior estabilidade a luz e calor ¢ menor volatilidade. Por suas
vantagens, os piretros foram sintetizados e denominados piretroides e, o acido
crisantémico foi o primeiro dos cinco componentes do éster natural a ser sintetizado. A
sintese do acido crisantémico abriu novos caminhos para a obtencdo de piretroides
sintéticos, sendo a aletrina o principal piretroide sintético produzido comercialmente **.

Os inseticidas piretroides surgiram no inicio dos anos 80 como uma alternativa
aqueles de maior potencial toxico, ja que apresentam baixa toxicidade aguda em
mamiferos, ndo se acumulam nos tecidos adiposos € ndo sdo persistentes no ambiente.
Ainda que sejam mais caros por unidade de peso em relagdo aos outros agrotdxicos, os
piretroides tém sido bastante empregados na 4rea da satde, utilizados como
domissanitarios e em programas de saude publica no combate de insetos vetores de
doengas, e na agricultura, onde sao utilizados em uma grande variedade de culturas. Isto
ocorre devido a alta eficiéncia, sendo necessarias menores quantidades de produto ativo,
resultando em menor contaminacdo nas aplicagdes. Com isso, vém ocupando
rapidamente o lugar dos organofosforados. Porém, apesar de suas inimeras vantagens

. N e . 43
podem causar intoxicagdes em individuos potencialmente expostos .
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1V. 1.2. Agrotoxicos - sistema de classificagdo.

A toxicidade dos agrotéxicos depende de sua estrutura quimica e propriedades
fisico-quimicas, sendo responsaveis por intoxica¢des agudas, bem como por efeitos em
longo prazo da saude, incluindo cancer e efeitos adversos na reprodugio **.

Os agrotoxicos, definicdo adotada por sua ampla utilizagdo agricola, sdo mais
bem caracterizados pela sua fungdo que por suas caracteristicas quimicas. O que
transforma uma determinada substancia em um agrotdxico ndo tem correlagdo direta
com sua estrutura e suas propriedades fisico-quimicas, e sim com sua agdo tdxica
potencial sobre determinada(s) espécie(s) e sua aplicacdo. Isto explica as diferentes
denominagdes usadas para estas substancias *°.

De acordo com a espécie de praga que se pretende controlar, podemos
classifica-los em inseticidas, herbicidas, fungicidas, acaricidas, carrapaticidas e assim
por diante *°.

Sob a perspectiva analitica, destaca-se a classificagao baseada na classe quimica
a que pertencem. Neste caso, podemos destacar os organoclorados, OPs, carbamatos,
piretréides, os compostos bipiridilicos, acido ariloxialcandico e triazinas.

Outro parametro de classificacdo, menos usual e recomendado pela OMS e pela
ANVISA, considera o grau de toxicidade exibido por esses compostos, € sdo baseados
na toxicidade aguda oral e dérmica verificada em ratos.

Segundo a OMS, de acordo com essa classificacdo, os agrotoxicos podem ser
descritos como extremamente toxicos (classe 1A), altamente toxicos (classe IB),
medianamente toxicos (classe II), discretamente toxicos (classe III) e pouco toxicos
(classe IV) e, segundo a ANVISA, sdo considerados extremamente toxicos (Classe I),
altamente toxicos (Classe II), medianamente toxicos (Classe III) e pouco toxicos (Classe
V) *.

Um sistema de classificacdo baseado no mecanismo de agao desses compostos
tem sido muito util na aten¢do a satde das populagdes exposta *’. Isto porque este
parametro de classificagdo preconiza a toxicodindmica dos agrotoxicos, sendo por este
sistema classificados em anticoagulantes, anticolinesterasicos, etc. Esta sistematica ¢
muito importante do ponto de vista da toxicologia ocupacional, pois relaciona os
mecanismos de acdo e a dose de exposicdo aos efeitos toxicos no organismo humano.
Segundo esta classificacdo, os anticolinesterdsicos, que englobam os compostos do
grupo quimico dos OPs e carbamatos, destacam-se devido a sua grande utilizagao e alta

. oo 18
toxicidade quando comparados a outros agrotoxicos .
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1V. 1.3. Os compostos OPs e seu mecanismo de agdo toxica.

Os compostos OPs foram desenvolvidos inicialmente com intuitos bélicos pela
Alemanha nazista durante a segunda grande guerra. Estes agentes, conhecidos como
gases dos nervos, exerciam um enorme poder homicida. Posteriormente, com o intuito
de reduzir sua toxicidade ao homem, foram feitas modificagdes nas estruturas destas
substincias para que pudessem entdo ser utilizadas como inseticidas **. Atualmente ha
mais de 20 mil compostos OPs que sdo usados como agrotdxicos e produtos quimicos
industriais. Os OPs sdo a classe de maior interesse comercial e toxicologico e todo este
crescente interesse na sintese de novos OPs, particularmente os derivados pentavalentes
tipo fosforoamidatos e fosforotioatos, ¢ devido a sua aplicabilidade como agrotéxico. A
principal razao para o sucesso dos compostos OPs como inseticidas ¢ sua forte atividade
biologica acoplada com sua relativa instabilidade na biosfera, que se traduz em uma
meia-vida em plantas da ordem de dois até 10 dias ****°.

Devido a facil disponibilidade, os OPs sdo comumente usados para o suicidio, e
os casos de envenenamento por sua larga utilizagdo como inseticida na agricultura
constituem um importante problema clinico nas regides rurais dos paises em
desenvolvimento, onde sdo responsaveis por cerca de 200.000 mortes a cada ano. O
primeiro relatorio médico de intoxicagdo por OPs foi a partir de Pune, no qual 25 casos
de intoxicacdo e dois Obitos foram notificados. A partir deste momento, um grande
namero de relatorios surgiram na literatura médica "'

Em 1965, Rao ¢ colaboradores relataram alteracdes na atividade da enzima
AChE seguida pela exposicao ao diazinon. Desde entdo, as correlagdes entre AChE e os
sinais clinicos como um marcador de envenenamento por OPs passaram a ser avaliados
50

Hoje se sabe que os OPs exercem seu efeito toxico sobre o sistema nervoso,
através da inibi¢do da atividade algumas enzimas como AChE e esterase neurotoxica, e
também interagindo diretamente com receptores nicotinicos. Porém, os efeitos mais
imediatos produzidos no organismo pela intoxica¢do por OPs, resultam da sua ligacdo a
ACHhE no sistema nervoso central e periférico .

A AChHE faz parte de um grupo de enzimas, as serino-esterases, € sua fun¢do no
sistema nervoso ¢ hidrolisar o neurotransmissor acetilcolina nas sinapses nervosas. A
enzima ¢ encontrada nos neurénios colinérgicos, e em concentracdes elevadas na juncao

neuromuscular. Estd amplamente distribuida no sistema nervoso central ¢ também ¢

; 52; 53 .
encontrada em eritrocitos, linfocitos e plaquetas de mamiferos ™ °°. A sua inibigdo
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ocasiona o acumulo de acetilcolina nas fendas sinapticas refletindo uma crise
colinérgica com manifestagdes nervosas centrais e periféricas > >

A neurotransmissdo mediada pela acetilcolina ¢ fundamental para o correto
funcionamento do sistema nervoso central, e representa o sistema neurotransmissor
mais antigo do ponto de vista filogenético >*. Os neurdnios colinérgicos inervam a
musculatura voluntdria do sistema somatico e também sdo encontrados no sistema
nervoso central >,

Baseando-se em suas diferentes afinidades por agentes que mimetizam a acao da
acetilcolina, os receptores colinérgicos sdo divididos em duas classes distintas:
receptores muscarinicos e receptores nicotinicos >°. Os receptores muscarinicos ligam-se
a acetilcolina e & muscarina, um alcaléide presente em certos cogumelos venenosos °’.
Estes receptores sdo encontrados em ganglios do sistema nervoso periférico e nos
orgaos efetuadores autondmicos, como o coragdo, o musculo liso, o cérebro e glandulas
exdcrinas “°. Os receptores nicotinicos reconhecem a acetilcolina e a nicotina *°. Esses
se localizam no sistema nervoso central, na medula adrenal, nos ganglios autonémicos e
na jungdo neuromuscular °*. Uma vez liberada nas sinapses, a acetilcolina ¢ degradada
pela enzima AChE em acetato e colina, sendo esta Gltima recaptada pelo neurénio ®. Na
presenca de OPs, a acetilcolina ¢ impedida de interagir com o sitio catalitico da enzima,
ocorrendo um acumulo do neurotransmissor nas fendas sinédpticas, resultando em toda a
sintomatologia da intoxicagio >°.

A imibicdo da AChE apds a exposi¢do OP ¢ responsavel pela manifestagdo
clinica, de modo que uma redugdo em 50% de sua atividade estd associada a disfungdes
autondmicas e em 80% estd associada com fraqueza neuromuscular.

A sindrome colinérgica aguda devido a inibi¢do da atividade da AChE ocorre
dentro de minutos ou horas apos exposi¢dao. A sindrome intermediaria, que geralmente
inicia-se entre 24 a 96 horas ap6s a sindrome aguda ¢ caracterizada por paresia
respiratoria, fraqueza, diminuig¢@o dos reflexos e sintomas extrapiramidais transitorios, e
nio responde ao tratamento com antagonista colinérgico °.

O quadro sintomatologico da intoxicagdo por OPs devido a superestimulagdo de
receptores muscarinicos no sistema parassimpatico ¢ caracteriza da por bronco-
espasmo, broncorréia, miose, lacrimejamento, diarréia, hipotensdo, bradicardia, vomito
e salivagdo, enquanto que as manifestagdes nicotinicas no sistema simpatico causam sao

taquicardia, midriase, hipertensao e sudorese.
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No sistema nervoso central, a estimulacdo de receptores nicotinicos e
muscarinicos levam a um quadro de agitacdo, confusdo mental, coma e parada
respiratdria. E na juncdo neuromuscular, pode causar fraqueza muscular, paralisia e
fasciculacdo *'.

Os compostos OPs apresentam uma estrutura geral caracterizada pela presencga
de um atomo de fésforo associado por dupla ligagdo a um 4tomo de enxofre ou
oxigénio. Porém, somente OPs que possuem o atomo de fosforo ligado ao oxigénio (P =
O) podem interagir diretamente com a AChE. Aqueles que possuem o dtomo de fosforo
associado ao enxofre (P = S), como o paration, por exemplo, necessitam ser bioativados
in vivo a seus analogos “oxon” para se tornarem toxicos. Esta bioativa¢do se da por acdo
das isoenzimas hepaticas do citocromo P450 que catalisam reagdes de dessulfuracao
desses compostos gerando metabdlitos toxicos como diazoxon, paroxon e clorpirifos
oxon que sdo inibidores diretos da AChE .

Os OPs causam basicamente trés tipos de seqiielas neuroldgicas apds uma
intoxicagao aguda ou devido as exposi¢des cronicas: polineuropatia retardada, sindrome
intermedidria e efeitos comportamentais. A polineuropatia inclui fraqueza progressiva,
perda de coordenacdo nas pernas, podendo evoluir até a paralisia. Os principais
sintomas da sindrome intermediaria sdo a diarréia intensa e a paralisia dos musculos do
pescoco, das pernas e da respiracdo que ocorrem de forma aguda, podendo levar ao
obito. Dentre os efeitos comportamentais destacam-se: insOnia, sono conturbado,
ansiedade, retardo de reagdes, dificuldade de concentragdao e uma variedade de seqiielas

. L o ~ . .2
psiquiatricas como apatia, irritabilidade, depressdo e esquizofrenia >.

1V. 2. Tabaco e nicotina.

O tabaco ¢ uma planta da familia das solendceas, sendo a espécie Nicotiniana
tabacum a espécie mais utilizada. A planta nasceu provavelmente nos vales orientais
dos Andes bolivianos e se difundiu no atual territorio brasileiro através das migragdes
indigenas, sobretudo Tupi-Guarani. Havia vérios tipos de fumo, mas apenas duas
plantas eram usadas e cultivadas: a Nicotiana tabacun e a Nicotiana rustica. O fumo,
para os indios brasileiros, tinha carater sagrado semelhante a mandioca, o milho e
muitas outras plantas de origem mistica. O fumo era geralmente limitado aos ritos
mégico-religiosos e como planta medicinal, reservado unicamente aos pajés ®'* %62 ¢4,

A planta possui um alcaldide de ocorréncia natural proveniente de suas folhas, a

nicotina. A nicotina foi assim denominada por Jean Nicot, um diplomata ¢ estudioso
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francés, que enviou sementes de tabaco de Portugal para Paris em 1550, e promoveu seu
uso medicinal. Em 1571 a nicotina ja era conhecida em estado bruto, mas somente em
1828 foi isolada da planta do tabaco pelos quimicos germanicos Posselt ¢ Riemann. Sua
formula empirica foi descrita por Melsens em 1843, e foi inicialmente sintetizada por
Pictet ¢ Crepieux em 1893 .

A nicotina ¢ um liquido incolor e inodoro, oleoso, que quando exposto ao ar ou a
luz, adquire uma coloragdo marrom e um odor caracteristico do tabaco. Sua biossintese
ocotre nas raizes, sendo posteriormente armazenada nas folhas onde seus niveis atingem
entre 2 a 7% em peso da planta. Pode ser encontrada também em concentracdes
menores em outras plantas da familia Solanaceae, como por exemplo, no tomate, na
batata e no pimento verde *.

A nicotina age ligando-se aos receptores colinérgicos nicotinicos, encontrados
no cérebro, ganglios autdnomos e na jungio neuromuscular ¢’. Os receptores nicotinicos
neurais sao compostos por subunidades a e B. Uma variedade de combinacdes dessas
subunidades ja foi identificada e ¢ esta variedade que confere propriedades estruturais e
funcionais distintas a diferentes subtipos de receptores nicotinicos .

Estes diferentes receptores nicotinicos variam em relagao a afinidade de ligagao
e a resposta a estimulagdo por seus agonistas, o que explica a diversidade de efeitos
ocasionados pela nicotina. A ativacao dos receptores nicotinicos ocasiona a liberagdo de
neurotransmissores, como por exemplo: acetilcolina, norepinefrina, dopamina,
serotonina, beta-endorfina, glutamato, entre outros 6,

Em doses baixas a nicotina causa uma ativacao simpatica através da ativagdo de
receptores periféricos ou através de um efeito direto no cérebro, com conseqiiente
aumento nos batimentos cardiacos e pressdo sanguinea. JA em doses elevadas, ela age
diretamente no sistema nervoso periférico, produzindo estimulagdo ganglionar e
liberagdo de catecolaminas pelas adrenais. Em doses extremamente altas, causa
hipotensio e bradicardia ©.

No sistema nervoso auténomo, a nicotina pode atingir todos os ganglios
autondmicos, simpaticos e parassimpaticos. Além disso, ainda estimula a medula da
supra-renal provocando a libera¢do de epinefrina e norepinefrina, que ativam receptores
viscerais e provocam acdes reflexas. No sistema respiratorio, a nicotina inicialmente
exerce estimulacdo, ja em elevadas doses observa-se depressdo deste sistema. A
nicotina pode paralisar os musculos respiratorios pela sua agdo direta sobre as jungdes

neuromusculares. No sistema cardiovascular provoca aumento da freqiiéncia cardiaca e
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elevacdo da pressdo arterial. Também ocasiona reducdo do apetite. Na pele observa-se
queda da temperatura devido a vasoconstricdo provocada por mecanismo central. No

. o, , . e e~ . 33
sistema urinario ha diurese pela inibi¢do da vasopressina ~".

1V. 2.1. A exposicdo a nicotina em cultura de tabaco - A doencga da folha verde
do tabaco ou “bebedeira do fumo”.

O primeiro relato médico sobre a doenga foi publicado em 1970 baseado em
casos ocorridos na Florida. Relatos sobre a doenca ainda tém sido publicados
descrevendo a sua ocorréncia em agricultores em diferentes regides dos Estados Unidos
como na Carolina do Norte, Kentucky, Tennessee, Florida, Connecticut, e ainda em
paises como India, Japdo e Italia, e também na América Latina 2'.

A doenga da folha verde do tabaco ¢ uma forma de intoxicagdo pela nicotina e
que afeta agricultores que tém contato com a planta do tabaco durante o processo de
cultivo. Os sintomas sdo similares aos ocasionados pela exposicdo a agrotdxicos ou
exaustao pelo calor. Porém, varios sintomas da intoxicacdo por OPs, incluindo
lacrimagdo e miose, ndo tém sido associados a doenga’'.

A distingdo sintomatoldgica entre a intoxicagdo por OPs e nicotina ¢ dificil na
grande maioria dos casos. Entretanto, a observacdo cuidadosa do inicio dos sintomas
relacionada a atividade anteriormente realizada pode auxiliar na distingdo da
intoxicagdo. Geralmente, no cultivo do tabaco, a aplicacdo de agrotoxicos ocorre alguns
dias antes da colheita. Entdo, a probabilidade de que os sintomas da doenca da folha
verde sejam ocasionados por OPs torna-se menor quando se observa que a aplicagdo do
agrotoxico ocorreu semanas antes do momento da colheita.

O contato direto através do manuseio da folha durante o plantio das mudas,
colheita e cura do tabaco, possibilita a absor¢do dérmica da nicotina, fazendo com que
as tarefas de colheita e armazenamento sejam possivelmente os principais fatores que
estdo associados a doenca "°.

O inicio da doenga ocorre entre trés a dezessete horas apos exposi¢do e a
duragdo dos sintomas pode variar de um a trés dias '°. Os sintomas caracteristicos
incluem tontura, dor de cabeca, nausea, vomito, além de dor e desconforto abdominal,
prostragdo, dificuldade respiratoria, diarréia e ocasionalmente, flutuacdes na pressio
sanguinea 2

A doenga da folha verde ¢ uma ameaga para aqueles que cultivam o tabaco, pois

a nicotina, sendo solivel em dgua, pode ser eluida do tabaco pela chuva ou orvalho, e
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subseqiientemente ser absorvida através da pele. Cerca de 9mg de nicotina pode estar
contido em 100mL de orvalho "

Embora a doenga seja amplamente conhecida, poucos estudos tém mostrado sua
incidéncia, prevaléncia ou fatores de risco. Sabe-se que sua incidéncia e riscos podem
ser aumentados quando h4 uma lesdo na integridade da pele, como pruridos, cortes e

ferimentos, que podem facilitar a absor¢io da nicotina *'.

1V. 3. Avaliagdo da exposicdo.

A avalia¢do da exposi¢do aos agentes quimicos constitui um importante aspecto
para a saude publica, tendo em vista a possibilidade de se prevenir ou minimizar a
incidéncia de mortes ou doencas decorrentes da interagdo das substancias quimicas com
0 organismo humano.

A detecgao precoce de uma exposi¢do perigosa pode diminuir significativamente
a ocorréncia de efeitos adversos na satde. As informagdes provenientes da
monitorizagdo da exposi¢cao ambiental ou ocupacional possibilitam a implantacdo de
medidas de prevencio '°.

A monitorizagdo da exposi¢do ¢ um procedimento que consiste em uma rotina
de avaliacao e interpretagdo de parametros bioldogicos e/ou ambientais, com a finalidade
de detectar os possiveis riscos a saude. A exposicao pode ser avaliada por medida da
concentragdo do agente quimico em amostras ambientais, como o ar (monitorizagao
ambiental), ou através da medida de parametros bioldgicos (monitorizagdo biologica),
denominados indicadores biolégicos ou biomarcadores .

A avaliagdo bioldgica da exposicao as substancias quimicas s6 é possivel quando
estiverem disponiveis suficientes informacdes toxicoldgicas referentes ao mecanismo de
acdo e/ou a toxicocinética dos agentes quimicos aos quais os individuos estdo expostos.

Quando a monitorizacdo bioldgica estd baseada na determinagdo da substancia

quimica ou do seu metabolito no meio bioldgico, torna-se essencial o conhecimento de

o~

como a substancia ¢ absorvida pelas diferentes vias; posteriormente, de como

o~

distribuida para os diferentes compartimentos do organismo; de como
biotransformada; e, finalmente, de como ¢ eliminada. Além de ser necessario saber
também se a substincia se acumula ou ndo no organismo . Da mesma forma, se a
monitorizagdo bioldgica estiver baseada na medida de uma alteracdo biologica do
organismo, causada pelo agente quimico, € necessario conhecer o processo da

toxicodindmica, ou seja, € preciso conhecer o mecanismo de acdo da substancia quimica
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para identificar quais sdo os efeitos ndo adversos decorrentes daquela agdo. Isso se faz
necessario porque so a identificagdo e a medida de um efeito precoce, ndo adverso,
podem ser usadas para fins de prevengdo *.

Vérios sdo os parametros bioldgicos que podem estar alterados como
conseqiiéncia da interagdo entre o agente quimico € o organismo; entretanto, a
determinagdo quantitativa destes pardmetros usados como biomarcadores, s6 ¢ possivel
se existir correlacio com a intensidade da exposi¢do e/ou o efeito bioldgico da
substancia. Desta forma, o biomarcador compreende toda substancia ou seu produto de
biotransformagdo, assim como qualquer alteragdo bioquimica precoce, cuja
determinagdo nos fluidos bioldgicos, tecidos ou ar exalado, avalie a intensidade da
exposi¢ao e o risco a saude. Os biomarcadores podem ser usados para varios propositos,
dependendo da finalidade do estudo e do tipo da exposi¢ao quimica. Podem ter como
objetivos avaliar a exposi¢do (quantidade absorvida ou dose interna), avaliar os efeitos
das substancias quimicas e avaliar a suscetibilidade individual. Além disso, podem ser
utilizados independentemente da fonte de exposi¢do, seja através da dieta, do meio
ambiente geral ou ocupacional. A utilizagdo destes biomarcadores pode ter como
finalidade elucidar a rela¢ao causa-efeito e dose-efeito na avaliacdo de risco a saude;
para fins de diagnostico clinico; e para fins de monitorizacdo biologica, realizada de
maneira sistematica e periodica "> 7% "

O uso dos biomarcadores na avalia¢do de risco fornece uma ligagdo critica entre
a exposi¢do a substancia quimica, dose interna e prejuizo a saude, e eles sdo valiosos na
avaliagdo de risco. O processo de selecdo e validacdo dos indicadores biologicos requer
cuidado em relagdo a especificidade e sensibilidade, assim como a medida da exposicao
e a manifestacdo dos efeitos observados. A validagdo ¢ um processo utilizado para
estabelecer a relacdo quantitativa e qualitativa do biomarcador com a exposi¢do, em
funcio da substéncia quimica e do objetivo selecionado "2

Uma outra questdo no que se refere a avaliagdo da exposicdo ¢ que a
contaminacdo e a mistura de substancias ¢ situacdo muito presente na realidade do
trabalho agricola, seja por causa das impurezas presentes nos agrotoxicos, dos inertes,
seja pela aquisi¢do de produtos associados ou pelo contato com diferentes substancias
no processo de cultivo agricola .

A maioria dos estudos nao considera a interacdo que os diversos compostos

quimicos podem estabelecer entre si e sistemas bioldgicos organicos, sendo que essa



Alan Ferreira Indcio 24

interacdo pode até mesmo modificar o comportamento toxico de um determinado
produto, acarretando efeitos diversos sobre a satde do grupo de trabalhadores expostos.

Os conhecimentos atuais sao muito incompletos no que se refere aos efeitos para
a saude produzidos por exposi¢do combinada a varios fatores biolégicos, quimicos,
fisicos e psicossociais. Estes aspectos sdo relevantes, tendo em vista que os agricultores
em geral desenvolvem as atividades de preparo e aplicagdo dos agrotdoxicos numa
situagdo em que estdo presentes, a0 mesmo tempo, misturas de agrotdxicos e outras
substancias.

A exposi¢do combinada as substancias quimicas pode causar trés tipos de efeitos
sobre a saide humana: independentes, sinérgicos (aditivos ou potencializados) e

A T8
antagonicos .

1V. 3. 1. Biomarcadores na avaliacdo da exposicdao a agrotoxicos OPs e a
nicotina.

Sao bem conhecidos os biomarcadores utilizados para avaliar as exposicdes a
agrotoxicos OPs e nicotina. Sabe-se que acdo anticolinesterasica dos compostos OPs
nao esta restrita a inibicdo da AChE do tecido nervoso central e periférico, ocorrendo de
forma paralela a inibicao das colinesterases sanguineas, a AChE eritrocitaria e a BChE
plasmatica " Assim, a avaliacdo da reducdo da atividade dessas enzimas funcionam
como biomarcadores da exposicdo a compostos anticolinesterasicos, como o0s
agrotoxicos pertencentes a classe dos OPs e dos carbamatos ™.

A avaliacdo da exposi¢cdo a nicotina ¢ geralmente realizada pela determinagao
dos niveis de cotinina em fluidos biologicos. A cotinina ¢ o principal metabdlito da
nicotina. Cerca de 80% da nicotina em humanos €é transformada em cotinina, € é o
marcador mais fidedigno da exposigdo cronica ao tabaco *"**%. Assim, por estar presente
no sangue em maior concentracdo € por mais tempo que a nicotina, e ainda por ser
especifica a exposi¢cdo do tabaco, alem de ter uma distribui¢ao pelos fluidos corporeos
mais delimitada, a cotinina vem sendo utilizada para ser um marcador de exposi¢ao ao
tabaco, e também para o controle da abstinéncia do tabagismo *. Este metabolito pode
ser detectado em vdrios fluidos corporais, como: urina, saliva e soro, onde se tem
alcancado valores relativos entre eles *'. Por ser mais polar e lipofilica que a nicotina, a
cotinina possui volume de distribuicdo mais restrito comparando com a nicotina. Por

causa da baixa taxa de seu metabolismo ¢ excrecao renal, sua meia vida na corrente



Alan Ferreira Indcio 25

circulatoria ¢ de aproximadamente 10 vezes maior que a nicotina, com cerca de 19
horas, possuindo uma estabilidade durante o dia todo em paciente fumante **.

A cotinina na saliva, plasma, urina, etc., ¢ de especificidade idéntica para a
exposicao a nicotina, porem os niveis séricos mostram-se com maior tempo de

estabilidade do que os outros fluidos **.
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Capitulo V - Metodologia
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V. 1. Area de estudo - Municipio de Arapiraca — Estado de Alagoas.

A area de estudo estd inserida na regido central do agreste Alagoano. Atualmente
¢ a segunda cidade mais populosa do estado, posicionando-se logo depois de Maceid
(figura 2). O municipio de Arapiraca faz divisa a norte com o municipio de Igaci, ao sul
com o de S@o Sebastido, a leste com Coité do Noia, Limoeiro de Anadia e Junqueiro, e
por oeste com Craibas, Lagoa da Canoa e Feira Grande. E um dos municipios mais
importantes do Estado de Alagoas e conhecida como a Capital Brasileira do Fumo
possuindo uma extensa area destinada ao cultivo do tabaco, sua principal fonte de renda
ao longo da sua histéria ”’. O municipio de Arapiraca e localidades vizinhas destacam-
se como principais produtores de tabaco, representando um importante papel socio-
econdmico.

A cidade tem uma populagao de aproximadamente 214.000 habitantes, dos quais
15%, ou seja, aproximadamente 32.000 representam a populagio rural *. A etnia da
populacao ¢ composta por 29,7% de brancos, 5,6% de negros, 64,5% parda, 0,1%
amarelos e 0,1% indigena .

Cerca de 72,5% dos lares desse municipio recebe adgua da rede de abastecimento
publico, 5,4% tem rede de esgotamento sanitario (83,5% usa fossas rudimentares) e

cerca de 33,3% da populagdo é analfabeta *°.
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Figura 2 — Localizacio geografica do municipio de Arapiraca.

Fonte: www.pral.mpf.gov

V. 2. Amostragem.

Esse estudo englobou uma populacdo de trabalhadores rurais envolvidos no

cultivo do tabaco, residentes no municipio de Arapiraca / AL, maiores de 18 anos de

idade, de ambos os sexos, que moram proéximo e / ou trabalham em lavouras de cultivo

de tabaco atuando nos processos de preparagdo, manejo e aplicacdo de agrotoxicos e/ou

atividades relacionadas ao cultivo e manipulagdo da folha do tabaco para produgdo do

fumo. Para coleta dos dados, elaborou-se um questionario estruturado (anexo I), a fim

de obter informagdes sobre as caracteristicas socio-ambientais ¢ de morbidade das

pessoas envolvidas com o processo produtivo do fumo, com perguntas sobre o regime

de uso de agrotoxicos no cultivo do tabaco, as formas de exposi¢do a nicotina

(ocupacional ou ndo), e a freqliéncia da exposicdo a esta substancia. O questionario

aplicado na pesquisa ¢ utilizado pelo Laboratorio de Toxicologia do Centro de Estudos

da Satde do Trabalhador e Ecologia Humana (CESTEH) -

FIOCRUZ para avaliacao da

exposicdo ocupacional e ambiental a agrotéxicos. Obedecendo ao padrdo, foram

acrescentadas perguntas referentes a exposi¢ao a nicotina no cultivo do tabaco.
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Foi abordado um total de 85 trabalhadores para participar do estudo. A forma de
amostragem utilizada foi qualitativa do tipo “bola de neve” ou “cascata”. Partiu-se de
informantes-chave identificados pela equipe de satde local. A partir da visita as
propriedades desses informantes-chave, buscava-se novos participantes a partir da
indicacao dos inicialmente entrevistados. O critério utilizado para definir o tamanho da
amostra foi o de recorréncias de respostas a questdes-chave, também chamado de
critério de exaustdo. Este processo de abordagem foi o que possibilitou recrutar um
maior numero de trabalhadores, pois as tentativas de reuni-los em locais determinados
para apresenta-los a pesquisa a ser desenvolvida ndo foram bem sucedidas.

A amostragem utilizada neste estudo foi inicialmente avaliada em um projeto
integrado sendo submetida a avaliagdes qualitativas do processo de trabalho. Assim,
optou-se por fazer a avaliacdo quantitativa da exposi¢do a agrotoxicos e nicotina deste
grupo de trabalhadores sem a selecdo de um nimero amostral baseada em calculos
estatisticos.

A selecao dos agricultores foi baseada em critérios de exclusdo como: ndo ser
residente no municipio de Arapiraca, ser menor de 18 anos, ndo residir em area de
cultivo e ndo concordar em participar do estudo. De acordo com estes critérios foram
selecionados 72 trabalhadores, os quais receberam o questionario concordando em
participar do estudo mediante assinatura de um termo de consentimento livre e
esclarecido (TCLE) (anexo II).

Um grupo controle foi constituido com 45 individuos residentes no municipio de
Arapiraca / AL, maiores de 18 anos de idade, de ambos os sexos, ndo fumantes, nao
agricultores. Os individuos deste grupo foram selecionados na Universidade Federal de
Alagoas (UFAL), mediante a concordancia em participar do estudo com a assinatura do
termo de consentimento.

Os dados quantitativos foram processados utilizando-se o programa SPSS.
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V. 3. Fase exploratoria de campo.

A fase exploratoria de campo foi feita através de visita as lavouras de tabaco
durante o periodo de cultivo do tabaco com o objetivo de conhecer o processo de
trabalho na lavoura. Foram visitadas duas propriedades, onde se pdde observar as
tarefas desempenhadas pelos agricultores no processo de cultivo do tabaco, como, o

manuseio da folha e regime de uso de agrotoxicos local (figuras 3 e 4).

Figura 3 — Montagem do varal para a secagem das folhas de tabaco.

Fonte: Elaboragao propria
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Figura 4 — Colocacao das folhas de tabaco no varal.

Fonte: Elaboragdo propria

V. 4. Aplicacdo de questiondrio.

Professores da UFAL, com a colaboragdo voluntaria dos agentes comunitarios
foram em domicilio dos trabalhadores e nas propriedades rurais de cultivo de tabaco
para realizar as entrevistas com cada agricultor participante do estudo.

Os questionarios foram aplicados aos trabalhadores ap6s os mesmos estarem
cientes da proposta do estudo e assinarem o termo de consentimento livre e esclarecido,

concordando em participar da pesquisa.
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V. 5. Reagentes.
- Iodeto de acetiltiocolina (Sigma).
- TRIS-Hidroximetil aminometano (Merck).
- Acido ditio-bis-nitrobenzdico (DTNB) (Sigma-Aldrich Co)
- Albumina bovina (Sigma-Aldrich Co)
- Etil-paraoxon (Chem. Serv. Co)
- lodeto de acetiltiocolina (Sigma-Aldrich Co)
- Reagente de Folin (Sigma-Aldrich Co)
- Sulfato de quinidina (Sigma-Aldrich Co)
- Nicotina (Sigma-Aldrich Co)

- Os demais reagentes foram de grau analitico.

V. 6. Equipamentos.
- Espectrofotdmetro Thermo Scientific, modelo: BioMate 6;
- Leitora de microplacas Termoplate, modelo TP-READER.
- Centrifuga Refrigerada HITACHI — CR21E.

- E demais equipamentos de uso laboratorial comum.

V. 7. Avaliagdo do efeito in vitro da nicotina sobre a atividade da AChE
eritrocitaria humana.

Foram convidados a participar do estudo individuos voluntarios do Centro de
Estudos da Saude do Trabalhador e Ecologia Humana (CESTEH) para doarem amostras
de sangue. Participaram deste estudo individuos ndo fumantes e sem contato com
agentes inibidores da atividade da AChE, como agrotoxicos.

Para avaliagdo do efeito da nicotina sobre a atividade da AChE eritrocitaria
foram realizados dois ensaios. No primeiro ensaio foram testadas trés concentragdes de
nicotina, 0,1mM, 0,5mM e 1,0mM em solug¢do salina 0,9%. Amostras de sangue de
cinco voluntarios foram coletadas por punc¢do venosa em tubos heparinizados do tipo
vacunteiner. Um pool dessas cinco amostras foi centrifugado a 3000 rpm por Smin. para
separagdo da fragdo eritrocitdria. Em seguida, um volume de 500uL desta fracdo foi
ressuspenso na propor¢ao de 1:10 em tampao fosfato de sédio 0,02M, pH 7,6 e
armazenado a -20°C por 24h. Apos esta etapa de congelamento, as hemadcias foram

submetidas a trés processos de centrifugacdo a 4000G. durante 15min. a 8°C em



Alan Ferreira Indcio 33

centrifuga refrigerada para retirar hemoglobina. Ao final de cada processo foi
desprezado o sobrenadante e as membranas de hemacias sedimentadas foram
novamente ressuspendidas em tampao fosfato de sédio 0,02M, pH 7,6 na mesma
relagdo supracitada. Apos a terceira centrifugacdo, foi retirado o sobrenadante
acrescentando-se 500uL de tampdo fosfato de sodio 0,12M, pH 7,6, obtendo-se uma
suspensdo de membranas de hemacias ™.

Para determinagao da atividade da AChE, foram adicionados em tubos de
andlise 2,0mL de tampao fosfato de sodio [0,12M, pH 7,6] e 0,5mL de solucdo de
DTNB [2mM] em tampao fosfato de sodio [0,12M, pH 7,6]. No momento da andlise
foram adicionados, 25uL de suspensdo de membranas de hemacias e 0,5mL de solugdo
de iodeto de acetiltiocolina 9,0mM (tubo controle) *. Nos demais foram adicionados
30, 150 e 300puL de solucdo de nicotina 10mM, obtendo-se respectivamente as
concentragoes finais de 0,1, 0,5 ¢ 1,0mM A determinacdo da atividade enzimatica
foi medida cineticamente em 412nm sendo esta expressa em pmoles/min./mL). Para a
conversao das absorvancias em atividade enzimatica foi utilizada uma curva padrao de
L-cisteina ®. A atividade enzimatica da AChE eritrocitiria foi corrigida pela
concentracdo de proteina das amostras. Para determinacdo da concentragdo de proteina,
em tubos de andlise foram adicionados H,O destilada, 200uL de solucao de NaOH a
20% e solucdo de albumina (Img/mL) construindo uma curva padrao contendo 100,
200, 300, 400, e 500 ug de albumina.

Nos tubos relativo as amostras foram pipetados 50uL da suspensdo de
membranas de hemacias. No primeiro tubo (branco) foram adicionados 300uL de
reagente de Folin levando-se ao vortex por 30 seg. O mesmo procedimento foi repetido
para os demais tubos durante um periodo de Smin. Transcorrido este tempo, foi iniciada
a leitura no espectrofotometro. A andlise foi realizada fotometricamente em
comprimento de onda de 660 nm, determinando-se a concentra¢do de proteina em
mg/mL %

No segundo ensaio, solugdo inicial de nicotina 10mM em salina 0,9% foi diluida
em 1:10 e 1:100. Um pool de 5 amostras de sangue total coletadas em tubos
heparinizados foi separado em nove aliquotas de 1,8mL. As aliquotas foram
contaminadas com as solu¢des de nicotina (0,1, 1,0 ¢ 10mM) obtendo-se concentragdes
finais de 300, 500, 1000, 1500, 3000, 6000, 12000 e 24000ng/mL de sangue,
completando-se o volume final para 2mL de sangue total com solugdo salina 0,9%.

Ap06s 30 minutos de incubacio *°, a atividade da AChE foi determinada utilizando-se de
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400uL de solugdo Tris [0,1M] — triton 1%, 10uL de amostra de sangue total. A reacdo
enzimatica foi disparada pela adicdo de 4,0mL de solugdo de acetiltiocolina [0,97mM]
em tampao de fosfato de sodio [S9mM], pH 7,5, acido ditio-bis-nitrobenzodico (DTNB)
[0,038mM] e sulfato de quinidina [0,024mM]. As andlises foram feitas com todos os
reagentes e solucdes a temperatura ambiente. A determinagdo da atividade enzimatica
foi realizada cineticamente em 440nm sendo esta expressa em kU/L (mmoles/min/L).
Para a conversdo das absorvancias em atividade enzimdtica foi utilizada uma curva

padrio de L-cisteina *°.

V. 8. Estudo do efeito in vitro da nicotina e OP sobre a atividade das AChE
eritrocitdria.

Para avaliar um possivel efeito da nicotina sobre o efeito inibidor de um OP na
atividade da AChE in vitro, as mesmas nove aliquotas de sangue total, acima citadas, ja
contaminadas com nicotina, foram também contaminadas com solugdo de etil paroxon
em metanol. O etil paroxon foi utilizado por ser um OP de agdo direta nao necessitando
de metabolizagdo prévia para produzir efeito inibidor sobre a AChE.

Solucdo de etil paroxon [1000png/mL] foi diluida em 1:10 em salina 0,9%.
Posteriormente um volume de 12,5uL desta solugdo foi adicionado em todas as
aliquotas obtendo-se uma concentragao final de 0,062ug/mL de sangue. Apds incubagao
por 30 minutos a temperatura ambiente, a atividade da AChE foi novamente

determinada ®°.

V. 9. Avaliacdo da exposicdo ocupacional e ambiental a agrotoxicos
anticolinesterdsicos e a nicotina.

A atividade da AChE foi utilizada como biomarcador na avaliagdo da exposi¢ao
a agrotoxicos OPs e carbamatos. A atividade da enzima na populagdo de agricultores foi
analisada em dois momentos distintos, ou seja, em um periodo considerado de
exposi¢cdo a agrotoxicos e nicotina (entre agosto e setembro — ano de 2009) e outro
periodo considerado de ndo exposicdo (entre maio e junho — ano de 2010). No periodo
entre agosto e setembro (coleta 1) foram analisados 72 agricultores com relacdo a
exposi¢ao a agrotoxicos OPs e carbamatos e a nicotina. No periodo entre maio e junho
(coleta 2), um total de 38 agricultores que ja haviam sido analisados na coleta 1,
realizaram nova coleta de sangue, para que se pudesse fazer uma comparacao da

atividade da AChE desses agricultores em relacdo ao periodo considerado de exposi¢ao
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e o de ndo exposicdo. A atividade da AChE dos agricultores na coleta 1 (N= 72) e na
coleta 2 (N= 38) foi comparada ao grupo controle. Além disso, a atividade enzimatica
de cada agricultor que realizou as duas coletas, foi comparada individualmente entre os
dois periodos, de modo que cada individuo pdde ser utilizado como seu proprio
controle.

A exposi¢do ocupacional ou ndo a nicotina foi avaliada pela determinacdo dos

niveis de cotinina em amostras de soro.

V. 10. Andlise da atividade da AChE e dos niveis cotinina plasmdtico na

populacdo de agricultores e grupo controle.

VI. 10. 1. Coleta e processamento das amostras de sangue.
As amostras de sangue para dosagem de AChE foram coletadas por pun¢do
. . .. 85 . ~
venosa com seringa ou vacunteiner em tubos heparinizados *°. Para determinagao dos
niveis de cotinina, as amostras de sangue foram coletadas em tubos sem anticoagulante.
Apds serem coletadas, as amostras de sangue para a dosagem de cotinina foram

centrifugadas a 500 G para a obtengao do soro.

V. 10. 2. Determinacao da atividade da AChE.

Para a determinacgdo da atividade enzimatica da AChE eritrocitaria, foi utilizado
de 400uL de solucao Tris [0,1M] — triton 1%, 10uL de amostra de sangue total. A
reacdo enzimatica foi disparada pela adicdo de 4,0mL de solugdo de acetiltiocolina
[0,97mM] em tampao de fosfato de soédio [S9mM], pH 7,5, &cido ditio-bis-
nitrobenzédico (DTNB) [0,038mM] e sulfato de quinidina [0,024mM]. As analises foram
feitas com todos os reagentes e solucdes a temperatura ambiente. A determinagdo da
atividade enzimatica foi realizada cineticamente em 440nm sendo esta expressa em
kU/L (mmoles/min/L). Para a conversao das absorvancias em atividade enzimatica foi

utilizada uma curva padrio de L-cisteina *°.
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V. 10. 3. Determinacdo dos niveis de cotinina.

A cotinina ¢ o principal metabolito da nicotina, e € o analito de escolha por sua
especificidade e meia-vida (18-20 h) sendo detectaveis em varias matrizes (plasma,
saliva, urina) *’.

Os niveis de cotinina foram determinados em amostras de soro por método de
imunoensaio competitivo em microplacas de poliestireno contendo anticorpo
imobilizado, utilizando-se um Kkit, cotinine serum micro-plate EIA, da OraSure
Technologies.

Para analise foram adicionados 10uL de amostra de soro e 100uL de enzima
conjugada em cada pogo, em duplicata. Apds adi¢do da amostra e da enzima conjugada,
a placa foi incubada por 30 min. em cAmara escura a temperatura ambiente (15 a 27 °C).
Em seguida a placa foi lavada seis vezes com 300uL de H,O destilada. Entdo foram
adicionados 100uL de substrato tetrametilbenzidina, incubando-se novamente por 30
min. em camara escura a temperatura ambiente. Em seguida foram adicionados 100uL
de H,SOy4 (4cido sulfurico) 2N para paralisar a reagdo. As absorvancias foram medidas
em leitor de microplacas em comprimentos de onda de 450nm com filtro de referéncia
de 630nm apo6s 30 min. da paralisagdo da reacdo. Uma curva de calibracao foi utilizada

para quantificacao dos niveis de cotinina.

V. 11. Analise de dados.

Os dados foram analisados utilizando o programa SPSS Statistics 17.0. As
informagdes contidas no questionario foram tabuladas e os dados foram submetidos
inicialmente a analises descritivas univariadas, analisando por freqiiéncia as variaveis
sexo, faixa etaria, escolaridade e processo de trabalho.

Analises bivariadas para avaliar as diferencas na atividade da AChE entre o sexo
masculino e feminino e entre os grupos analisados, bem como os niveis de cotinina
plasmaticos entre fumantes e ndo fumantes na populacdo estudada foram feitas
utilizando teste t de Student e ANOVA.

Diferencas entre os grupos foram consideradas quando P valor < 0,05.

A influéncia da nicotina na atividade da AChE na populagdo foi avaliada por
regressao linear multipla utilizando o teste de correlagdo de Pearson, para avaliar a

correlagdo entre os niveis de cotinina ¢ atividade da AChE.
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V. 12. Aspectos éticos da pesquisa.
Este projeto foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica e Pesquisa (CEP) da
Escola Nacional de Saude Publica (ENSP) - n® 0004.0.031.000-07, a saber, que todo

o trabalhador participou voluntariamente da pesquisa, assinando um TCLE.
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Capitulo VI - Resultados
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VI. 1. Perfil socioeconémico da populacio estudada.

A amostragem deste estudo foi composta por um grupo de 72 agricultores, cuja
participagdo foi voluntdria. Como critério de inclusdo foi utilizado o fato de ter no
minimo18 anos de idade, ser residente no municipio de Arapiraca, morar préximo e/ou
trabalhar em lavouras de cultivo de tabaco atuando nos processos de manejo e aplicacio
de agrotoxicos, e nas atividades que envolvem a manipulagdo da folha do tabaco. A
média de idade dos participantes foi de 41,49 anos, variando de 18 a 88 anos. O sexo
masculino apresentou média de idade de 44,08 = 16,8 anos, enquanto a média de idade
do sexo feminino foi de 38,59 + 12,9 anos.

No grupo controle, composto por 23 homens e 22 mulheres, a média de idade do
sexo masculino foi de 27,42 + 6,04 anos variando de 20 a 47 anos e no sexo feminino, a
média de idade foi de 29,16 + 8,57, variando de 21 a 45 anos. A distribuicdo da

populacao estudada por faixa etaria ¢ mostrada na tabela 3.

Tabela 3 — Nimero de participantes por sexo e distribuicio etiaria da amostra de

72 agricultores participantes do estudo.

Populacio de Agricultores

Sexo Faixa etaria

Homens | Mulheres | 18 -28 | 29-39 | 40-50 | 51-61 | 62—-72 | 73-83 | 84-90

N 38 34 16 17 20 13 4 0 2

Percentual 52,8% 47,2% 22,2% 23,6% | 27,8% 18,0% 5,6% 0% 2,8%

Fonte: Elaboragio propria.

Informacao sobre o grau de escolaridade dos participantes ¢ mostrado no grafico
da Figura 2. Verificou-se que apenas 5 individuos possuiam o ensino médio completo,
maior nivel de escolaridade observado no grupo. Dos 72 participantes, 44 ndo tinham o
ensino fundamental completo e 16 eram analfabetos. Apenas 2 individuos completaram
o ensino fundamental. Quatro individuos possuiam o ensino médio incompleto, e apenas
um participante ndo respondeu a esta pergunta. A distribui¢do percentual do grau de
escolaridade dos 72 agricultores participantes do estudo ¢ mostrada no grafico da figura

5.
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Ensino médio Ensino médio Nio respondeu
incompleto completo 19
Ensino o p %o Analfabeto
fundamental 22%
completo
3%

Figura S - Distribuicdo percentual do grau de escolaridade dos agricultores.

Fonte: Elaboragdo propria.

O habito de fumar dos participantes foi verificado, assim como o consumo didrio
de cigarros por cada participante. Observou-se que o grupo de 72 agricultores era
constituido de individuos fumantes e ndo fumantes. Quando questionados sobre o habito
de fumar, 28 responderam que tinham o héabito de fumar e 43 participantes declararam-
se nao fumantes. Apenas 1 participante ndo respondeu a esta pergunta. Dos 28
fumantes, 26 relataram a quantidade de cigarros que fumavam por dia, que em média foi

de 11,46 cigarros, variando de 1 a 40 (tabela 4).

Tabela 4 — Numero de participantes fumantes e nio fumante e consumo diario de

cigarros.
Quantidade de cigarros
Habito de fumar
consumidos diariamente
Nao
Sim Nio 1-10 11-20 | 21-30 | 31-40
respondeu
N 28 43 1 18 6 0 2
Percentual 38,9% 59,7% 1,4% 69,2% 23,1% 0% 7,7%

Fonte: Elaboragdo propria.



Alan Ferreira Indcio 41

VI. 2. Perfil do processo de aplicagdo de agrotoxicos na lavoura.

Os 72 participantes do estudo foram questionados sobre a aplicacdo de
agrotoxicos na lavoura, o tipo de equipamento que utilizavam para fazer a aplicagdo,
carga horéria de trabalho, sobre a utilizacdo de equipamentos de protecdao e quais os
agrotoxicos que utilizavam. Também foi perguntado se o agrotdxico entrava em contato
direto com a pele e, se em algum momento, durante ou apds aplicacdo, haviam se
sentido mal. Neste aspecto, buscou-se avaliar a exposi¢do ocupacional, que pode ocorrer
tanto no processo de formulacdo (mistura e/ou diluicdo dos agrotdxicos para uso),
quanto no processo de utilizagdo (pulverizagao, auxilio na condu¢@o das mangueiras dos
pulverizadores, descarte de residuos e embalagens contaminadas, etc.) e na colheita
onde os trabalhadores manipulam/entram em contato com o produto contaminado. Dos
72 participantes, 43 (29 homens e 14 mulheres) afirmaram que aplicam agrotoxicos.
Porém, 23 participantes disseram que nao aplicam, e seis individuos nao responderam a
esta pergunta (figura 6).

Foi verificado que o equipamento mais utilizado na aplicacao de agrotoxicos ¢ o
pulverizador costal manual (figura 7). Em um total de 49 participantes que responderam
sobre qual o equipamento que utilizavam na lavoura para aplicar agrotoxicos, 35
afirmaram utilizar o pulverizador costal manual. Apenas 1 (um) agricultor relatou
utilizar o pulverizador costal motorizado. Além dos pulverizadores, foi verificada a
utilizagdo da “canequinha” como equipamento de aplicacdo, relatada por 13 individuos
para aplicag¢ao do agrotoxico no “olho do fumo”.

Em relagdo ao contato, dos 61 agricultores que responderam a esta pergunta, 47
individuos disseram que a substancia entra em contato com a pele e 14 responderam que
ndo (figura 8).

Um total de 50 agricultores respondeu sobre o niimero de horas gastos na
aplicacdo de agrotdxicos na lavoura. Em média foi verificado que o tempo gasto nesta
atividade ¢ de aproximadamente 5 horas, variando de 1 a 12 horas (figura 9).

Sobre os agrotoxicos utilizados verificou-se que o Confidor, um inseticida
neonecotindide, ¢ o mais utilizado, sendo relatado por 15 agricultores. Compostos
como o Dithane (carbamato), Karaté (piretrdide), Decis (piretrdide) e Tamarom (OP)
também foram relatados (tabela 5).

Quando questionados sobre a utilizagdo de EPIs no processo de aplicacdo de
agrotoxicos e o motivo pelo qual os mesmos nao sao utilizados, foi verificado que o fato

de serem desconfortaveis, com 58,4% dos relatos, ¢ o principal motivo que leva os
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agricultores a ndo utilizar tais equipamentos. O segundo motivo seria o custo elevado
dos mesmos, com 26,4% dos relatos (tabela 6). Um total de 44 participantes que
responderam a esta pergunta.

Sobre os sintomas, 58 agricultores relataram que durante ou apds aplicacdao de
agrotoxicos haviam se sentido mal. Entre os sintomas relatados estavam nausea, dor de
cabega, vOmito, vertigem, diminui¢do da visdo, diarréia, dor no peito, tremor e irritagao
na pele. A distribuicdo percentual dos sintomas relatados pelos agricultores ¢ mostrada
no grafico da figura 10.

Embora tenha sido verificado que 23 agricultores relataram ndo aplicar
agrotoxicos, considerou-se o risco de uma exposi¢do ambiental pelo fato de residirem
proximo as areas de cultivo, estando vulnerdveis ao contato com os agrotoxicos, seja
pela sua dispersao/distribuigdo atmosférica, resultante da dispersao de particulas durante
o processo de pulverizagdo, ou pelo contato com matrizes ambientais contaminadas

como agua e solo.

B sim
[l Ndo
[ N&o respondeu

Figura 6 — Vocé aplica agrotéxicos?

Fonte: Elaboragao propria.
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M Pulverizador costal manual

= Pulverizador costal
motorizado

["Canequinha"
[l Nao respondeu

Figura 7 — Que tipo de equipamento vocé usa para aplicar a substiancia?

Fonte: Elaboracdo propria.

W sim
W Nao

[ N&o respondeu

Figura 8 — Sua pele entra em contato com o agrotoxico?

Fonte: Elaboragdo propria.
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207 Mean =5,85
Std. Dev. (=)3,094
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Quantas horas por dia sao gastas na aplicagcao de
agrotoxicos?

Figura 9 — Histograma do nimero de horas gastos na aplicacio de agrotoxicos.

Fonte: Elaboracdo propria.
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Tabela 5 — Relaciao dos agrotoxicos utilizados pela populacio de agricultores.

Nome N’ de Classificacao toxicoldgica
Grupo quimico Classe
Comercial | relatos
Confidor 15 Neonicotindide Inseticida 11 Pouco téxico
Fungicida ]
Dithane 7 Carbamato o I Moderadamente toxico
/acaricida
Karate 6 Piretroide Inseticida II Moderadamente toxico
Decis 6 Piretroide Inseticida II Moderadamente toxico
Tamaron 4 OoP Inseticida IB Altamente toxico
o Regulador do ) )
Primeplus 3 Dinitrianilina ) v Muito pouco tdxico
crescimento
Baigon 2 Carbamato Inseticida II Moderadamente toxico
Furadan 1 Carbamato Inseticida IA Extremamente toxico
Lindano 1 Organoclorado Inseticida II Moderadamente toxico
Orthene 1 OoPpP Inseticida 111 Pouco téxico
Lannate 1 Carbamato Inseticida 11 Moderadamente toxico

Fonte: Elaboragao propria.

Tabela 6 — Percentual de agricultores que relatam sobre o motivo da nao utilizacio

dos EPIs.
Dificulta Dificulta o
Motivo Desconfortaveis Custo elevado
locomoc¢ao trabalho
N 31 2 3 19
Percentual 58,4% 2.8% 4.2% 26,4%

Fonte: Elaboragdo propria.
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Figura 10 — Distribuicio percentual dos sintomas durante ou apos a aplicacio de

agrotoxicos.

Fonte: Elaboracdo propria.

VI. 3. Perfil do processo de colheita do tabaco na lavoura.

Na avaliacdo do processo de colheita do tabaco os 72 participantes foram
questionados sobre o contato direto com a folha do tabaco, sobre a utilizagdo de luvas
no processo de colheita da folha, e se em algum momento sentiram-se mal durante esta
atividade. Um total de 60 agricultores entre os 68 participantes que responderam sobre
o contato direto com a planta informaram que a folha do tabaco entra em contato direto
com a pele, e apenas 8 disseram nao ter contato direto com a folha.

Sobre a utilizagdo de luvas, 23 agricultores afirmaram utilizd-la durante a
colheita do tabaco, enquanto 41 disseram que ndo utilizavam. Apenas 6 participantes
nao responderam a esta pergunta e 1 afirmou ndo manipular a folha. Sobre o fato de se
sentirem mal durante a atividade de colheita, 46 afirmaram que em algum momento se
sentiram mal enquanto coletavam o fumo, enquanto 22 participantes relataram ndo se
sentiam mal durante esta atividade (tabela 7). Entre os sintomas relatados estavam
nausea, dor de cabega, vomito, vertigem, diminuicdo da visdo, diarréia, dor no peito,
tremor e irritagdo na pele. A distribui¢do percentual dos sintomas relatados pelos

agricultores durante a colheita do fumo ¢ mostrada no grafico da figura 11.
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Tabela 7 — Perfil do contato dos agricultores com o tabaco.

Contato direto

Utilizacao de luvas

Sentiu mal durante a

com a folha na colheita atividade
N-% N-% N-%
Sim 60 — 88,2% 23 —35,9% 46 — 67,6%
Nao 8—-11,8% 41 - 64,1% 22 -32,4%
Total de
participantes que 68 —94,4% 64 — 88,8% 68 —94,4%

responderam

Fonte: Elaboragdo propria.
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Figura 11 — Distribuicio percentual dos sintomas durante a colheita do tabaco.

Fonte: Elaboracao propria.
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A prevaléncia da sintomatologia relatada pelos agricultores durante a colheita do
fumo foi comparada entre individuos fumantes e ndo-fumantes. Observou-se que
sintomas como nausea, dor de cabega, vOmito, vertigem e irritagdo da pele foram
significativamente mais prevalentes entre os ndo-fumantes, enquanto que como
vertigem, diminui¢do da visdo, dor no peito e tremores ndo mostraram diferenca na
prevaléncia entre os dois grupos (tabela 8). Também, a quantidade de sintomas relatados
por fumantes e ndo fumantes foram comparados. O niimero de sintomas foi estratificado
entre 0 a 3 e 4 ou mais sintomas. Foi verificado que os ndo fumantes relatam um
nimero de sintomas significativamente maior (p valor = 0,04 qui-quadrado)

comparados aos fumantes (tabela 9).

Tabela 8 — Prevaléncia dos sintomas entre fumantes e nao-fumantes.

Sinfomas Fumantes Niao-fumantes P valor (X?)
n (%) n (%)

Ndausea 7 (23%) 23 (77%) 0,006 *

Dor de cabeca 10 (29%) 25 (71%) 0,022%*
Vémito 9 (29%) 22 (71%) 0,049*
Vertigem 3 (23%) 10 (77%) 0,128
Diminuic¢io da visdo 4 (44%) 5 (56%) 0,862
Diarréia 1 (10%) 9 (90%) 0,027*
Dor no peito 2 (40%) 3 (60%) 0,933
Tremores 5(26%) 14 (74%) 0,106
Irritagio na pele 2 (15%) 11 (85%) 0,032%*

*significancia p < 0,05 teste qui-quadrado.

Fonte: Elaboragio propria.
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Tabela 9 — Prevaléncia em relacio ao nimero de sintomas relatados entre

fumantes e nao-fumantes.

Fumantes Nao-fumantes 5
Numero de sintomas P valor (X°)
n (%) n (%)
0a3 23 (82%) 23 (59%)
4 ou mais 5 (18%) 16 (41%) 0,044*

*significancia p < 0,05 — teste qui-quadrado.

Fonte: Elaboragdo propria.

VI. 4. Efeito in vitro da nicotina e do etil paroxon sobre a atividade da AChE
eritrocitdaria humana em sangue total.

O grafico da figura 12 mostra o efeito da nicotina e do etil paroxon sobre a
atividade enzimatica da AChE eritrocitaria humana em um pool de 5 amostras de
sangue total. A este pool foram adicionadas diferentes concentragdes de nicotina,
variando de 0 a 24000ng/mL, construindo-se uma curva. A aliquota de sangue nao
contendo nicotina (controle) apresentou uma atividade de 3,69 kU/L. A aliquota de
sangue contendo 300ng/mL de nicotina mostrou uma atividade colinesterasica de
3,34kU/L £+ 0,41. A aliquota contendo a concentracao de 24000ng/mL apresentou uma
atividade de 3,37kU/L £ 0,45. A analise do grafico mostra que houve uma redugdo da
atividade em todas as aliquotas contendo nicotina em relagcdo ao controle, ou seja, uma
inibi¢do média de 8,45%. Porém, esta reducdo nido mostrou uma relagdo com a
concentragdo de nicotina, considerando-se entdo que o alcaldéide ndo inibiu a atividade
da enzima. Posteriormente foi adicionado o equivalente a 0,062ppm de etil paroxon em
todas as aliquotas com o objetivo de verificar um possivel efeito da nicotina sobre a
capacidade de inibi¢do enzimatica do composto fosforado. O etil paroxon promoveu
uma inibicdo média de 29,6% na atividade da enzima. A aliquota sem nicotina
contaminada com etil paroxon apresentou atividade de 2,33 kU/L, correspondendo a
uma inibi¢do de 36,8%. A aliquota contendo 300ng/mL de nicotina e 0,062ppm do
composto fosforado apresentou uma atividade de 2,21kU/L + 0,16, e a aliquota
contendo 24000ng/mL de nicotina e 0,062ppm de etil paroxon, demonstrou atividade de

2,78kU/L £+ 0,07, inibigdes equivalentes a 40,1% e 24,7% respectivamente. Assim,
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verifica-se que a nicotina ndo contribuiu para a redugdo da atividade enzimatica

promovida pelo etil paroxon.
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Concentracao de nicotina em ng/mL

B Curva de nicotina O Curva de nicotina com 0,062ppm de etil-paraoxon

Figura 12 — Curva de contaminacio de AChE em sangue total com nicotina e etil
paroxon.

Fonte: Elaboragao propria.

VI. 5. Efeito in vitro da nicotina sobre a atividade da AChE em membrana de
hemadcias humanas.

O gréfico da figura 13 mostra o efeito da nicotina sobre a atividade enzimatica
da AChE eritrocitaria humana. Neste ensaio, membranas de eritrocitos foram expostas a
solugdo de nicotina nas concentragdes de 0,1, 0,5 e 1,0mM a temperatura ambiente. A
exposicao da AChE a uma concentragdo de 0,ImM de nicotina ocasionou uma redugdo
de 7,87% = 1,04 na sua atividade. As concentracdes de 0,5 e 1,0mM promoveram uma

inibigdo de 36,7% = 3,75 e 48,33% + 1,74 respectivamente.
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Figura 13 — Percentuais de inibicdo da AChE eritrocitaria humana in vitro por
nicotina.

Fonte: Elaboragdo propria.

VI. 6. Andlise da atividade da AChE e dos niveis cotinina plasmdtico na

populagdo de agricultores e grupo controle.

VI 6. 1. Atividade de AChE no grupo controle.

A andlise da atividade da enzima AChE eritrocitaria dos 72 participantes foi
utilizada na avaliagdo da exposicdo a agrotoxicos OPs. Para esta avaliagdo foi
constituido um grupo controle composto por 45 voluntarios, sendo 23 homens e 22
mulheres. A andlise estatistica pelo teste-t student mostrou que a atividade da AChE nao
apresentou diferenca entre homens e mulheres (figura 14). No sexo masculino foi
observada uma atividade média de AChE de 4,79 + 0,40 kU/L, o sexo feminino
apresentou atividade média de 4,63 + 0,31 kU/L.
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Figura 14 — Atividade de AChE entre homens e mulheres do grupo controle.

Fonte: Elaboragdo propria.

VI 6. 2. Atividade de AChE na populacgdo de agricultores.

Utilizada como um biomarcador de exposi¢do a agrotdxicos anticolinesterasicos,
a atividade da AChE foi analisada na populagdo de agricultores em dois momentos
distintos, ou seja, no periodo de cultivo do tabaco (agosto e setembro / 2009) e no
periodo entre safra (maio e junho / 2010). Nesta avaliacdo, homens e mulheres foram
agrupados, pois, como verificado no grupo controle, a atividade da enzima ndo
apresentou diferenca entre os sexos. No periodo entre agosto e setembro (coleta 1),
periodo de aplicacdo de agrotdxicos na lavoura de tabaco, a populagdo apresentou
atividade média de AChE de 4,52 + 0,57 kU/L. No periodo considerado entre safra da
cultura de tabaco, entre maio e junho do ano (coleta 2), os mesmos agricultores
apresentaram uma atividade enzimatica média de 4, 92 + 0,59 kU/L. Assim, verificou-se
que durante o processo de cultivo de tabaco houve uma diminuicdo significativa de
8,13% (ANOVA p < 0,05) na atividade AChE comparado ao periodo entre safra.
Quando a atividade enzimatica dos agricultores foi comparada ao grupo controle, que

apresentou atividade média de 4,72 + 0,37 kU/L, também foi verificada uma diferenca
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significativa entre a época de cultivo (coleta 1) e o grupo controle (ANOVA p < 0,05).
Porém, no periodo de entre safra (coleta 2), a atividade enzimatica dos agricultores ndo
mostrou diferenga em relagdo ao grupo controle (figura 15).

Ap6s observar uma menor atividade da AChE no periodo de cultivo (coleta 1), a
atividade dos 38 agricultores que realizaram a coleta nos dois periodos foram
comparadas individualmente, com o objetivo de verificar o percentual de inibicdo para
cada agricultor. Comparando a atividade de cada agricultor em relagdo aos dois
periodos (n=38), pode-se verificar que seis individuos apresentaram reducdo da
atividade enzimatica superior a 20% enquanto 13 agricultores apresentaram redugdo

entre 10 e 15% na atividade da enzima (figura 16).
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Figura 15 - Atividade de AChE na populacio de agricultores no periodo de cultivo

(coleta 1), entre safra (coleta 2) e grupo controle.

Fonte: Elaboragao propria.
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Figura 16 — Percentual de inibi¢do individual da atividade de AChE na populacio

de agricultores entre periodo de cultivo (coleta 1) e periodo entre safra (coleta 2).

Fonte: Elaboragao propria.

VI 6. 3. Concentragdo de cotinina plasmadtica na populacdo de agricultores e
sua correlacdo com a atividade da AChE.

A concentracdo de cotinina plasmatica foi determinada na populagdo de
agricultores no periodo de agosto a setembro de 2009. Os agricultores foram agrupados
entre fumantes e ndo fumantes e comparados com relacdo ao nivel de cotinina no
sangue. Verificou-se que os fumantes (n= 28) apresentaram maiores niveis de cotinina
quando comparado aos ndo fumantes (n= 43) (student t-test p< 0,05). Os fumantes
apresentaram média de cotinina plasmatica de 151,9 + 64,1 ng/mL, variando de 13,5 a
252,3ng/mL, enquanto que entre os ndo fumantes foi observada uma concentracio
plasmatica média de 29,2 + 46,7 ng/mL, variando de 0,0 a 195,32ng/mL. No entanto,
seis individuos ndo fumantes apresentaram valores de cotinina entre 50 e 200 ng/mL

(figura 17).
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Posteriormente, foi feita uma correlagdo entre os niveis de cotinina da populacao
de agricultores e a atividade da enzima com o objetivo de verificar se a concentragao de
nicotina e/ou cotinina plasmatica promove qualquer efeito sobre a atividade da AChE in
vivo. Os resultados mostraram que elevados niveis de cotinina plasmatico ndo tém
qualquer efeito sobre a atividade da enzima, de modo que, individuos com concentracao
plasmatica em torno de 100ng/mL apresentam atividade de AChE semelhante a
individuos com concentragdo de cotinina abaixo de 15ng/mL. Assim, ndo hd uma
correlacdo significativa (correlacdo de Pearson) entre os niveis de cotinina e a atividade

enzimatica (figura 17).
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Figura 17 — Concentracio plasmatica de cotinina entre individuos fumantes e nao
fumantes.

Fonte: Elaboragdo propria.
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AChE dos 72 agritultores no periodo de cultivo do tabaco.

Fonte: Elaboragdo propria.
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Este estudo avaliou 72 agricultores que trabalham no cultivo do tabaco no
municipio de Arapiraca, Estado de Alagoas, com relagdo a exposi¢do ocupacional e
ambiental a agrotoxicos e nicotina. Embora a vertente ocupacional tenha sido mais
explorada no estudo, um risco de exposi¢do ambiental foi considerado, pois a dispersao
dos agrotéxicos ao longo dos diversos componentes do meio ambiente, como aguas, ar,
solo, oferecem riscos mesmo aqueles que ndo estdo envolvidos diretamente com o
processo de aplicagdo **.

O estudo apresenta algumas limitagdes, como a avaliagdo da exposi¢do a
nicotina pelo habito de fumar e seu efeito sobre a AChE na auséncia de exposicdo
ocupacional pelo cultivo do tabaco, bem como na auséncia de exposi¢do a agrotoxicos.
Para esta avaliacdo, haveria a necessidade da constru¢do de um grupo controle com
individuos fumantes ndo expostos a agrotoxicos, o que neste estudo ndo foi possivel.
Tal fato nao nos possibilita fazer inferéncias adicionais sobre os efeitos da exposi¢cao a
nicotina pelo tabagismo e seu efeito sobre a AChE, bem como nao nos permite verificar
0 quanto a exposi¢cao ocupacional a nicotina no cultivo do tabaco pode contribuir para o
aumento nos niveis de cotinina nos fumantes. Da mesma forma, ndo obtivemos dados
sobre a exposicao a agrotoxicos OP em individuos nao expostos a nicotina. Para isso,
seria necessario a utilizacdo de um grupo de agricultores nao fumantes expostos a
agentes anticolinesterasicos, o que também nao foi possivel neste estudo. Assim, nao foi
possivel verificar se a exposicdo a nicotina poderia, de alguma forma, contribuir para
uma maior exposicdo a agrotoxicos. Da mesma forma como nao foi possivel avaliar se o
fato de estar ocupacionalmente exposto a nicotina no cultivo do tabaco, contribuiria
para a reducdo no consumo de cigarros.

O cultivo do tabaco ¢ associado ao aparecimento de graves problemas de satde
entre fumicultores, de modo que estes trabalhadores possuem um maior risco de
desenvolver alteracdes neurocomportamentais que podem evoluir para um quadro de
depressdo e suicidio. Geralmente, associam-se estes distirbios a exposicao aos
agrotoxicos OPs utilizados no cultivo do tabaco. Porém, a prevaléncia de casos de
depressdo e suicidio ¢ maior entre agricultores que cultivam o tabaco, comparado aos

que trabalham em outros tipos de cultura utilizando o mesmo agrotoxico ' '# 7% E

m
Arapiraca, Silva 2007 encontrou taxas de suicidio de 16 suicidios /100.000 habitantes *°.

A intoxicagdo por agrotoxicos OPs em fumicultores €, na maiorias das vezes,
tratada como um evento isolado, cujos efeitos estariam a principio relacionados somente

ao agrotoxico. Porém, sabe-se que os agrotdxicos ndo sdo os Unicos contaminantes
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responsaveis por eventos de intoxicacdo entre fumicultores, os quais também estdo
sujeitos a intoxicacgao pela nicotina, proveniente do contato direto com a folha do tabaco
10; 11; 25

A maior parte dos agrotoxicos utilizados na cultura do tabaco, segundo Biolchi,
2003, estao classificados nas classes toxicoldgicas I e II (principalmente os inseticidas)
% Neste estudo, observou-se que praticamente metade dos agrotoxicos citados pelos
agricultores pertenciam a classe II, ou seja, moderadamente toxicos. Também se
verificou a utilizagdo de agrotoxicos de classe I A e IB, considerados extremamente
toxicos e altamente toxicos, respectivamente. A utilizacdo dessas classes de agrotoxicos
pode explicar, em parte, o quadro sintomatolégico relatado pelos agricultores, durante
ou apos aplicagdo. Sintomas como nausea, vomitos, dor de cabeca podem ser resultados
da intoxicagio por OPs e carbamatos °'. Tais sintomas representam 54% dos de
sintomas relatados pelos agricultores com relagdo a aplicagdo de agrotoxicos. Também
importante ressaltar que muitos casos de intoxicagao podem ser devidos a exposicao a
compostos da classe dos piretroides ou a outros agrotoxicos que nao geram inibicdo na
atividade das colinesterases.

Com relacdo a utilizagdo de EPIs no processo de cultivo do tabaco, os
agricultores relataram que, o fato de tais equipamentos serem termicamente
desconfortaveis e terem custos elevados, seriam alguns dos principais motivos pelos
quais os mesmos ndo seriam utilizados no processo de trabalho. Na agricultura
brasileira, especialmente em pequenas comunidades rurais, ¢ comum deparar-se com
trabalhadores sem os equipamentos de protecdo individual (EPIs) durante a
manipulagdo e a aplicagdo de agrotoxicos. Veiga, 2007 e Monquero, 2009, também
verificaram que uma das principais razdes para nao se utilizar EPIs est4 relacionada ao
fato de que muitos dos EPIs utilizados na agricultura, devido a sua inadequagao, podem
provocar desconforto térmico, tornando-os bastante incomodos para uso, além de

dificultar a respiragdo e a mobilidade 92; 93

. Por outro lado, deve-se considerar que a
utilizagdo de equipamentos de prote¢do ndo ¢ uma conseqiiéncia direta do conhecimento
dos riscos associados ao manejo do agrotoxico, mas depende da maneira como,
individual e coletivamente, os trabalhadores percebem o risco no uso destas substancias.
Segundo Fonseca e colaboradores 2007, ¢ comum que os trabalhadores rurais ndo fagam
uma associacao clara entre as condi¢des de trabalho e a percepcao dos riscos

relacionados a suas atividades laborais. Assim, a comunica¢do dos riscos na utilizacao

de agrotdxicos na lavoura buscando o esclarecimento e a conscientizagdo em relagdo ao
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risco de exposi¢cdo contribui para tornar o risco mais real, fornecendo ao agricultor
elementos para tomar uma melhor decisdo com relagdo a utilizagdo de EPIs no cultivo
do tabaco ™.

A avaliagdo do nivel de escolaridade demonstrou que a maior parte dos
agricultores ndo chegam a concluir o nivel fundamental, e o baixo grau escolaridade
observado poderia, em parte, contribuir para uma menor compreensao de instrugdes
relacionadas a utilizacdo dos produtos quimicos. Por outro lado, as instrugdes contidas
nos rotulos das embalagens de agrotoxicos ndo apresentam uma linguagem acessivel a
grande maioria dos agricultores, contendo um elevado teor técnico, dificultando a
compreensdo e criando uma série de barreiras a comunicagao sobre o uso, os cuidados e
os efeitos sobre a saude e o ambiente *> *°.

Também ¢ comum que as informagdes sobre a utilizagdo e os cuidados em
relacdo ao uso dos agrotoxicos sejam fornecidas por técnicos e revendedores, e, quando
estas se confrontam com a experiéncia empirica cotidiana dos agricultores, ¢ comum
que estes optem por suas proprias interpretagdes. Isto mostra uma necessidade de se
avaliar a forma de transmitir a informacdo de modo a adequé-la a uma linguagem
acessivel aos agricultores, bem como, estudar estas populagdes no sentido de verificar
como estas percebem e compreendem as informacdes contidas nos rotulos das
embalagens de agrotoxicos, promovendo o conhecimento e capacitacao desta populacao
para o uso adequado dessas substancias *’.

Neste trabalho, a avaliagdo bioldgica da exposi¢do aos agrotoxicos OPs e
carbamatos foi realizada em dois periodos distintos. A primeira analise foi realizada no
periodo de cultivo do tabaco (agosto e setembro de 2009), e uma segunda analise foi
feita em um periodo de entre safra (maio e junho de 2010).

Para avalia¢do da exposi¢do aos agrotdxicos anticolinesterasicos, a atividade da
ACKE eritrocitaria foi utilizada como biomarcador, pois a inibi¢do desta enzima reflete
o grau de inibicdo da AChE presente nas sinapses nervosas, bem como a severidade da
intoxicacao o

O grupo controle somente foi comparado aos agricultores com relacdo a
atividade da enzima. Em nosso estudo, verificou-se que a média de idade dos
agricultores foi superior a média de idade do grupo controle para ambos os sexos. Os
participantes que integraram o grupo controle foram individuos voluntérios (alunos e
funcionarios) recrutados na UFAL de Arapiraca, o que dificultou a selecdo de

individuos com idades superiores a 50 anos. A varia¢ao de faixa etaria para o sexo
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feminino foi de 20 a 47 anos e para o sexo masculino de 21 a 45. No grupo de
agricultores, 73,6% dos individuos encontravam-se na faixa etdria entre 18 ¢ 50 anos e
26,4% tem idades superiores a 50 anos, o que eleva a média de idade dos agricultores.

Rumenejak, 1998 em um estudo sobre a distribui¢do da atividade da AChE
eritrocitdria em humanos verificou que ndo ha diferenca na atividade enzimatica em
relacdo a idade (0 ¢ 70 anos) **. Esta estabilidade intra-individual da AChE eritrocitaria
em relacdo a idade foi confirmada por Letkowitz, 2007, onde se verificou que a
atividade da enzima ¢ extremamente estavel ao longo dos anos e muito pouca variagdo
pode ser verificada mesmo apds 20 anos *°. Assim, embora esta relagdo entre a atividade
da enzima e a faixa etdria dos individuos ndo tenha sido realizada em nosso estudo
devido a um N amostral reduzido, agricultores com idades superiores a 50 anos ndo
foram excluidos na comparacdo da atividade da AChE entre o grupo em estudo e o
grupo controle, exclusdao esta que reduziria a amostra de 72 agricultores para 53
agricultores.

A analise da atividade da AChE dos agricultores no periodo de cultivo do tabaco
sugere a possibilidade de exposicdo aos agrotoxicos anticolinesterasicos, pois se
verificou que os agricultores apresentaram menor atividade enzimatica quando
comparados ao grupo controle.

Os valores de referéncia usualmente utilizados se constroem através da
determina¢do das atividades destas enzimas em populacdes ndo expostas de onde seria
obtida uma atividade média. Deste valor seria subtraido de 20 a 30% da atividade e
entdo estabelecido o valor de referéncia limite para estas atividades, a partir deste limite,
o individuo seria considerado excessivamente exposto '*°.

Idealmente, os valores de referéncia devem ser obtidos do proprio individuo
antes da exposicdo, o que na maioria das vezes nao ¢ feito devido a dificuldade em
recrutar o0 mesmo individuo em épocas distintas. Porém, nesta andlise, mesmo nao
podendo garantir que no periodo entre safra os agricultores ndo estivessem expostos a
estes agrotoxicos de alguma forma, também se buscou avaliar os individuos em dois
momentos, supondo haver uma menor exposi¢ao neste periodo comparada ao periodo
de cultivo. Desta forma, o agricultor foi utilizado como sua propria referéncia.

A andlise da atividade da AChE destes agricultores no periodo de cultivo,
comparada ao periodo entre safra, também sugere a possibilidade de exposicdo, pois
neste ultimo, verificou-se que os trabalhadores apresentaram atividades

significativamente mais elevadas. Alguns individuos apresentaram reducdo superior a
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20% na atividade enzimatica no periodo de cultivo, comparado ao periodo entre safra.
De acordo com Extension Toxicology Network, 1993 e Sosan, 2010, quando utilizamos
o individuo como referéncia (duas coletas, uma em momento no qual o individuo nao
estd manipulando agrotdxicos e outra quando esse individuo estd fazendo uso desses
agentes quimicos), uma inibicdo enzimdtica entre 20 e 30% indica exposicdo a
agrotoxicos OPs e carbamatos (inseticidas). Inibi¢des superiores a 30% indicam
intoxicacdo por esses agentes quimicos, mesmo quando da auséncia de sintomas visiveis
/ identificaveis '°" 1%,

Também foi observado que mesmo agricultores que relataram ndo aplicar
agrotoxicos, mas moram dentro da area de cultivo ou desempenham outra atividade na
lavoura como colheita e manipulacdo da folha do tabaco, apresentaram reducao na
atividade da AChE no periodo de cultivo comparada ao periodo entre safra. Segundo
Hoshino e colaboradores 2008, a populagdo rural exposta ao agrotoxico ndo se limita
somente aos trabalhadores, mas também a sua familia que vive praticamente dentro da
plantacdo e a comunidade local, refor¢ando a necessidade de pesquisas para avaliar a
exposi¢do ambiental aos agrotoxicos e os riscos associado .

A atividade enzimatica dos agricultores no periodo entre safra mostrou uma
tendéncia a ser mais elevada quando comparada ao grupo controle, porém nao foi
significativa. Esta elevacdo de atividade apresentada pelos agricultores no periodo entre
safra pode ser explicado por um possivel aumento na sintese da enzima BChE, o
chamado "efeito rebote" da colinesterase plasmatica. A BChE plasmatica ¢ uma enzima
produzida pelo figado e exportada para a corrente sanguinea em um turnover de 4 a 7
dias *. Porém a BChE possui afinidade pela acetiltiocolina, com uma velocidade de
hidrolise 4 vezes menor em relagdo a velocidade de hidrolise da AChE para este mesmo

104
substrato %,

Em estudos realizados por Oliveira-Silva, 2000, 2001, nos quais
aproximadamente 300 trabalhadores tiveram sua atividade colinesterasica monitorada
durante um ano, observou-se que BChE, no intervalo de 11 a 20 dias, apresentava um
comportamento atipico, caracterizado por um aumento médio de suas atividades em
torno de 14%, sendo que em alguns casos atingia 42% da atividade basal, efeito este ndo

80; %. Este aumento tende a ocorrer

observado na colinesterase das hemacias, a AChE
quando individuos sdo expostos cronicamente a agentes anticolinesterdsicos, pois, em
exposigoes cronicas, com a diminui¢do das enzimas ativas, podemos supor a
amplificagdo da sintese do sistema enzimatico da BChE. Este efeito ndo ¢ observado em

exposicoes agudas, possivelmente pelo tipo de inducdo enzimdtica, que pode se
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processar de duas formas: por amplificacdo da atividade do RNA mensageiro ou por
aumento na sintese do RNA '*°.

No periodo entre safra, os fumicultores plantam outros tipos de cultura e
utilizam os mesmos agrotoxicos utilizados no cultivo do fumo, porém em menor escala
(informagdes verificadas em campo). Assim, pode-se considerar que, mesmo no periodo
entre safra ocorra uma exposi¢ao cronica a agrotdxicos, contribuindo para um aumento
da atividade da BChE refletindo na atividade da AChE na metodologia utilizada.

O método utilizado em nosso estudo emprega sulfato de quinidina, um inibidor
de BChE, para determinagdo da atividade da AChE em amostras de sangue total. Porém
ndo se pode garantir que esta inibicdo seja de 100%. Assim, estes agricultores podem
apresentar um aumento na atividade da BChE, e esta, por possuir um uma afinidade
pelo substrato da AChE, pode contribuir para a hidrolise da acetiltiocolina, ocasionando
indiretamente um leve aumento na atividade desta Ultima, como foi verificado nos
agricultores no periodo entre safra. Esta interferéncia ¢ uma limitagdo da metodologia
utilizada no estudo.

A avaliagdo da exposicao a nicotina foi verificada pela concentragdo de cotinina
em amostras de soro. A cotinina € o principal metabdlito da nicotina e um especifico
marcador de exposicao ao alcaldide, independente da via de exposi¢do, de modo que
pode ser utilizada na avaliagdo de exposi¢do ocupacional ao tabaco como também no

;1 o~ . .
83: 196 Esta avaliagio foi realizada durante o

controle da abstinéncia ao tabagismo
periodo de cultivo do tabaco, época em que hd uma maior exposicdo ao alcaloide
através do contato com a folha do tabaco durante o plantio, cultivo, colheita e cura do
tabaco *'.

A andlise do nivel de cotinina plasmatica no grupo de agricultores demonstrou a
exposicao desses trabalhadores a nicotina, de modo que concentracdes de 0 a 252,3
ng/mL de cotinina foram observadas. Neste estudo, a exposicdo dos agricultores a
nicotina poderia ser proveniente de duas fontes de contaminagdo. Uma fonte de
exposicao a nicotina seria o habito de fumar, verificado em 38,9% dos individuos, e
outra fonte seria o contato com a folha do tabaco no processo de cultivo.

Segundo PNAD 2008, a propor¢do de fumantes no Brasil ¢ de 23,9% da
populacdo. No Brasil rural, o percentual desses fumantes ¢ de 20,4% (4,4 milhdes de
fumantes), enquanto os de residéncia urbana alcancam percentual de 16,6%

(20,1milhdes de fumantes). Cerca de 90% dos fumantes tornam-se dependentes da

nicotina entre os 5 € os 19 anos de idade. No Nordeste, os fumantes dependentes somam



Alan Ferreira Indcio 64

31% da populagdo, e os moradores da zona rural também fumam mais que os das zonas
urbanas '’

Segundo Schimitt, 2007, plantadores nao-fumantes de tabaco mostram niveis de
cotinina similares a fumantes ativos **. Em nosso estudo, observou-se que os individuos
fumantes apresentaram niveis médios de cotinina mais elevados quando comparado aos
ndo-fumantes. Nossos resultados mostraram que, embora os niveis médios de cotinina
em fumantes tenham sido mais elevados, os ndo-fumantes apresentaram niveis de
cotinina entre 0,0 a 195,32 ng/mL. Varia¢do semelhante foi verificada para o grupo de
fumantes, ou seja, de 13,5 a 252,30 ng/mL. Essa ampla variacdo nos niveis de cotinina
entre os nao-fumantes foi determinada por valores de cotinina entre 50 e 195 ng/mL
apresentado por apenas seis agricultores. Benowitz, 2008 relatou que o valor de
cotinina em soro, que distingue fumantes de ndo-fumantes ¢ de 14 ng/mL e Park, 2010
encontrou uma variacio de cotinina entre nio-fumantes de 0.93 a 14.99 ng/ml %% %%,
Assim, os elevados niveis de cotinina observados entre os agricultores nao-fumantes
neste estudo, associados a época do plantio do tabaco, podem estar relacionados a uma
exposi¢ao a nicotina pelo contato com a folha do tabaco durante o processo de trabalho
na lavoura, pois como foi mostrado em nossos resultados, 88% dos agricultores
relataram ter contato direto com a folha do tabaco. Tal fato ndo exclui a possibilidade
dos seis agricultores, declarados ndo fumantes, possuirem o habito de fumar, pois como
foi verificado, somente esses seis individuos, entre os ndo fumantes, apresentaram
valores mais elevados em relacdo aos demais deste mesmo grupo.

Segundo Satora, 2009, o contato direto com a folha durante o plantio das mudas,
colheita ou cura do tabaco, possibilita a absor¢do dérmica da nicotina levando a um
quadro de intoxicagdo conhecido como doenca da folha verde do tabaco ou “bebedeira
do fumo” °. Nossos resultados mostram que os sintomas mais relatados pelos
agricultores durante ou ap6s o manuseio da folha foram dor de cabega, ndusea e
vomitos, representando 57% do total de sintomas referidos, seguidos de tremores,
vertigem, irritagdo na pele, diarréia, diminuicdo da visdo e dor no peito. Segundo
Arcury, 2001, McKnight, 2005 e Curwin, 2005, os sintomas referidos sdo caracteristicos
da “bebedeira do fumo” >+ '% 110,

Apesar dos critérios de diagndstico da doenga da folha verde ndo se encontrem
estabelecidos, a sintomatologia também pode incluir prostracdo, dificuldades
respiratorias, dores musculares e, ocasionalmente, variagdes de pressdo sangiiinea e

batimentos cardiacos. A sintomatologia pode ocorrer entre trés e dezessete horas apos
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exposicao a nicotina e sua duracdo tende a variar de um a trés dias. Ainda, a exposi¢ao
dérmica cronica a nicotina pode ocasionar toxidade ao sistema cardiovascular em

22 M1 A integridade da pele é outro fator que pode contribuir para

fumicultores
aumentar a incidéncia e os riscos da doenga, pois, lesoes da pele como pruridos, cortes e
ferimentos, podem facilitar a absorgdo da nicotina ',

Observou-se que sintomas como ndusea, dor de cabega, vOmito, vertigem e
irritacdo da pele foram significativamente mais prevalentes entre os ndo-fumantes.
Também, verificou-se que os ndo fumantes relatam um namero de sintomas
significativamente maior comparados aos fumantes. Essa maior prevaléncia de sintomas
entre os ndo fumantes ¢ um indicativo de uma possivel suscetibilidade a exposigdo a
nicotina. Em fumantes, a exposi¢do constante a baixas concentragdes de nicotina
causam inicialmente um dessensiblizacdo dos receptores nicotinicos. Com a exposi¢ao
prolongada ao alcaldide esses receptores passariam do estado dessensibilizado para o
estado inativo, levando a uma maior tolerancia a substancia. Para restaurar a homeostase
ocorreria entdo o aumento do niimero dos receptores, de modo que, o tecido cerebral
humano de fumantes tem uma maior densidade de receptores nicotinicos comparados
aos ndo fumantes ''%.

As exposi¢des a nicotina e ao agrotoxico em culturas de tabaco podem ocorrer
em um mesmo momento, € os efeitos dessas exposicoes podem manifestar-se em
conjunto, tornando dificil a diferenciacdo da intoxicagdo por um ou outro agente.

Alguns estudos mostram que a nicotina pode ter um efeito inibidor sobre a
atividade da AChE, e investiga¢des sobre os niveis de nicotina capazes de promover
este efeito in vitro tornam-se importantes na avaliacdo da exposicdo de agricultores que
cultivam tabaco **** . Assim, neste estudo, também foi verificado o efeito in vitro de
diferentes concentragdes de nicotina sobre a atividade da AChE eritrocitaria. Também,
verificou-se se a nicotina seria capaz de ocasionar um efeito aditivo na inibicdo
enzimatica promovida por um agente anticolinesterasico, que em nosso caso foi o etil-
paraoxon.

O efeito in vitro da nicotina sobre a AChE foi analisado em amostras de sangue
total e em amostras de membranas de hemacias. A contaminacdo de amostras de sangue
total com solu¢do de nicotina para posterior avaliagdo da atividade da AChE tende a
reproduzir com mais proximidade a realidade da contaminagdo por exposi¢ao a nicotina,
de modo que todos os componentes sanguineos estdo presentes na amostra, como

enzimas séricas e proteinas plasmaticas. Por outro lado, a contamina¢ao de membranas
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de hemadcias permite verificar o efeito da nicotina sem presenca dos componentes
plasmaticos na amostra.

Nossos resultados mostraram que o efeito inibidor in vitro da nicotina sobre a
enzima s6 pdde ser observado em concentragdes iguais ou superiores a 0,5mM. A
contamina¢do do sangue total comparada a contamina¢do de membranas de eritrocitos
mostra que, nestes ensaios, ndo houve interferéncia dos componentes plasmaticos com
relacdo ao efeito da nicotina sobre a enzima, de modo que percentuais semelhantes de
inibicdo foram observados para a concentracdo de 0,1mM tanto em sangue total como
em membranas de eritrocitos.

Segundo Hukkanen, 2005, a concentragdo plasmatica de nicotina em fumantes,
varia de 10 a 50ng/mL. O aumento na concentra¢do venosa de nicotina apds fumar um
unico cigarro varia de 5 a 30 ng/ml e seus niveis declinam rapidamente, em torno de 20
minutos, devido 4 distribuicio tecidual '°.

Em nossos ensaios in vitro, foi observado que a nicotina somente exerce um
efeito de inibicao da atividade da AChE em concentragdes muito superiores aquelas que
podemos encontrar em um ser humano. Nesses ensaios, somente foram observadas
inibicdes da enzima pela nicotina em concentragdes de aproximadamente 80000ng/mL
(0,5mM) e 160000ng/mL (1,0mM), com redugdo de 36,7% e 48,3% respectivamente.

Silva e Pereira, 2005 verificaram que fumantes que consumiam 20 cigarros por
dia ndo apresentavam qualquer alteragdo na atividade da AChE eritrocitaria ''*. Silva,
2006 somente verificou efeitos inibidores da nicotina sobre a enzima em sangue total
em concentragdes iguais ou superiores a 0,5mM. Em resultados demonstrados por Silva,
2006 observam-se inibicdes de 22% e 39% para concentracdes de 0,5 ¢ 1,0mM
respectivamente .

Os niveis de cotinina observados nos agricultores neste estudo mostram que as
concentragdes plasmaticas de nicotina nesses trabalhadores ndo atingem os niveis
suficientes para promover um efeito inibidor na atividade da AChE, como os
observados nos ensaios in vitro. Isto pode explicar a ndo correlacdo entre os niveis de
cotinina e a atividade da AChE.

Também, o fato da nicotina ndo exercer efeitos sobre inibigdes promovidas por
OPs in vitro, podem estar relacionados as concentracdes de nicotina utilizadas nos
ensaios. Assim, acredita-se que, pelas concentragdes de cotinina observada nos

agricultores, os niveis de nicotina nao exer¢cam efeitos inibitorios sobre a AChE, mesmo
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nos casos de exposicdes simultaneas a nicotina e agrotoxicos com acgdo

anticolinesterasica.
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Neste estudo verificou-se que no processo de cultivo do tabaco no municipio de
Arapiraca, agricultores estdo ocupacionalmente expostos a agrotoxicos com acao
anticolinesterasica como os OP e carbamatos. As redugdes nas atividades da AChE
verificadas no periodo entre safra em comparagdo com o periodo de cultivo do tabaco,
mostram que neste ultimo os agricultores estdo mais expostos a agrotoxicos com acao
anticolinesterasica.

As reducdes na atividade enzimatica de pessoas que ndo aplicam agrotoxicos,
porém residem proximo as areas de cultivo, mostram também a ocorréncia de exposigao
ambiental a esses agentes.

A exposicdo a nicotina entre os agricultores ocorre, tanto pelo habito do
tabagismo como pela contaminacdo no processo do cultivo do tabaco. Agricultores ndo
fumantes que manipulam a folha do tabaco tém niveis sangiiineos de nicotina
semelhantes a individuos fumantes quando se utiliza o valor de corte descrito na
literatura (14 ng/mL) para discriminar fumantes de nao fumantes.

Em nossas condigdes experimentais, a nicotina apresentou efeito inibidor sobre a
atividade da AChE eritrocitaria, mas somente em concentracdes consideradas clevadas.
Em concentragdes menores avaliadas in vitro e que podem ser encontrados em humanos
apdés o consumo de cigarros ou por exposi¢des ocupacionais verificadas nos
agricultores, a nicotina ndo demonstrou efeito inibidor sobre a atividade da enzima.

A auséncia de correlacdo entre a atividade da AChE e os niveis de cotinina
plasmatico encontrado nos agricultores também mostra que a nicotina ndo exerceu
efeito inibidor sobre a AChE in vivo.

A nicotina ndo promoveu efeitos de inibicdo aditivos nas inibi¢des enzimaticas
por OP nas condigdes utilizadas em nossos ensaios.

Estudos posteriores sdo necessarios com o objetivo de se construir um valor de
referéncia para AChE na populacdo de Arapiraca, a fim de realizar o monitoramento da
exposicao a agentes anticolinesterasicos em fumicultores. Isto contribuird para fazer um
diagnostico diferencial entre a intoxicacdo por agrotdxicos € a contaminacdo pela
nicotina, pois a sintomatologia da exposi¢do a agrotdxicos sem reducdo da atividade
enzimatica sugere a contaminagdo por nicotina, ou seja, a doenca da folha verde ou
“bebedeira do fumo”.

O estudo ndo contemplou a avaliacio da exposi¢do a outras classes de

agrotoxicos, como os piretroides por exemplo. Assim, estudos sobre a exposi¢ao a
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diferentes classes de agrotoxicos no cultivo do tabaco sdo necessarios para um maior
entendimento dos riscos de exposi¢ao a agrotdxicos neste tipo de cultura.

Estudos distintos sobre a percepcao de risco dos agricultores sobre a doenga da
folha verde e sobre a exposi¢do a agrotoxicos podem contribuir para melhor
entendimento da problematica da exposicdo ocupacional a agrotdxicos e nicotina no
cultivo do tabaco. A partir deste entendimento, melhores informagdes sobre os riscos de
contamina¢do podem ser passados aos agricultores, de modo que os mesmos possam ter
conhecimento dos reais efeitos toxicos das substancias com as quais lidam em sua

atividade laboral.
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Anexo I - Questionario

Moédulo I

LEVANTAMENTO DA EXPOSICAO OCUPACIONAL E AMBIENTAL A

AGROTOXICOS
1-Identificagdo: 2-Data: /|
3-Nome:
4-Data de nascimento: / / 5-1dade:

6-Sexo: O 1-feminino  [2-masculino

7-Endereco:

8-Localidade: [ Arapiraca [outra:

9-Telefone para contato:

10-Raga/Etnia:

[11-branco [12-negro [13-mestico [14-asiatico [15-indio
11-Nivel de escolaridade:

[]1-analfabeto [12-primario incompleto [13-primario completo
[14-ginasio incompleto  []5-ginasio completo

[16-2°grau incompleto  [17-2° grau completo

12-Relagao de trabalho:

L1 1-proprietario [J2-empregado [13-meeiro [14-ajuda a familia []5-

ocupante
[16-administrador [17-parceiro ¢/ 6nus dos insumos  [18-parceiro s/ 6nus

[19-parceiro ¢/ dnus parcial dos insumos [110-outros



13-Renda familiar:

14-Anos de trabalho: anos

15-1dade que comegou a trabalhar: anos
17-Quantas pessoas vivem na sua casa?

19-Quantas pessoas da sua familia trabalham na agricultura?
20-Alguém da familia trabalha com agrotéxicos?

[11-sim [12-ndo [13-ndo sabe

21- Quantas pessoas?

22-Voc¢ aplica agrotoxicos?

[11-sim [12-ndo

23-Quantas horas por dia vocé trabalha?

24- Quantas horas por dia sdo gastas na aplicacao de agrotoxicos?

25-Qual o tipo de contato que vocé tem com os agrotoxicos?

[11-direto (manipula a mistura e aplica na lavoura) [12-direto (puxa a
mangueira)
[13-indireto (a lavoura € no mesmo terreno da casa) [14-indireto (lava o costal)

[15-indireto (lava as vestimentas usadas na aplica¢do de agrotoxicos) L16-

outros:

26- Hé quanto tempo foi o ultimo contato que vocé teve com agrotdxicos?

(colocar dias, meses, anos,...)



Quais sao as atividades em que vocé trabalha / ajuda na lavoura?

N° | ATIVIDADE SIM

27 | capinar

28 covar

29 semear

30 adubar

31 estercar

32 desbrotar

33 colher

34 | preparar os agrotoxicos para aplicacao

35 |ajudar na sulfata¢do (puxar mangueira)

36 |sulfatar com costal e/ou mangueira

37 |lavar o costal depois da aplicacao

38 | armazenar os agrotoxicos

39 outros:

40-Quais os nomes das culturas plantadas nos ultimos 2 meses?
[11-milho [12-feijao [13-tomate [14-outros:
41-Voce consome os alimentos que planta?

[]1-sim [12-ndo

42-Voce ja recebeu algum treinamento sobre como usar agrotoxicos?

1 1-sim [12-ndo




43-Como foi o treinamento?

[11-palestra

[12-explicagdo no local de trabalho

[]3-outros

Quais praticas agricolas vocé utiliza que diminuem o uso de agrotoxico?

SIM NAO
44 | ndo usa
45 |rocada manual
46 |plasticultura
47 |plantas atrativas
48 |rotagado de cultura
49 |sabao em po
50 | consorciamento
51 | hidroponia
52 | adubagdo organica
53 | fumo
54 | controle biologico
55 |armadilha luminosa
56 |outra

57-Conhece o receituario agrondmico?

[11-sim

[12-ndo

58-Utiliza o receituario agrondémico?

1 1-sim

[12-ndo




59-0 extensionista ja o auxiliou na maneira de usar agrotoxicos?
[11-sim [12-ndo
60-Com que freqiiéncia ocorre este treinamento?

[11-1 vez por ano [12-2 vezes por ano [13-3 vezes por ano  [14-mais de 3

vezes por ano
61- De quem recebeu a orientagdo para preparacao e/ou aplicagdao de agrotdxico?

[11-ndo recebeu [12-cooperativa [13-proprietario [14-administrador
[5-EMATER

[16-representante do fabric. de agrotdxico

] 7-outros:

62- Quem indica o agrotéxico?

[11-proprietario [12-representante de industria [13-vendedor [14-
EMATER
[15-outro agricultor [16-administrador [17-outros:

63-De quem vocé compra o agrotdxico?

[11-representante de industria [12-vendedor [13-estabelecimento

comercial

[14-outros:

64-Voceé 1€ o rotulo das embalagens que vocé usa?

[11-freqiientemente [12-as vezes [13-nunca

65-Voceé € e segue as recomendacdes contidas no réotulo das embalagens que vocé usa?
[11-freqiientemente [12-as vezes [13-nunca

66-Quem recomenda o calculo da dosagem do agrotoxico?



[]1-fabricante (rétulo)  [12-representante de industria [13-vendedor [14-
EMATER

[15-outro agricultor [16-0 proprio (dosagem aleatéria) — [17-outros:

67-Qual o lugar onde sao armazenados os agrotoxicos?

[11-residéncia [12-local s6 para agrotdxicos  [13-local com outros
materiais
[14-lavoura [15-outro:

68-Apos a aplicagdo do agrotoxico vocé espera o tempo recomendado no rétulo ou por

quem lhe d& assisténcia técnica para fazer a colheita?
[11-freqlientemente [12-as vezes [13-nunca
69-Vocé joga fora as embalagens dos agrotoxicos?
[11-sim [12-ndo [13-ndo sabe
70-Qual o destino das embalagens de agrotdxicos vazias?

[11-vende [J2-queima [13-guarda [14-lavoura  [15-deposito publico

[ 6-enterra

[17-sistema de coleta de embalagem [18-reutiliza [19-corpos dagua L110-

outro:
71-Vocé usa a embalagem do agrotdxico vazia para outro fim?
[J11-sim [12-n3o

71a-Se sim, para que?

72-Sua pele entra em contato com o agrotoxico?
[]1-sim [12-ndo

73-Com que freqiiéncia?



74- Que tipo de equipamento vocé usa para aplicar a substancia?

[11- pulverizador costal manual [12-pulverizador costal motorizado
[13- pulverizador estacionario [14-pulverizador estacionario motorizado (tobata)
[15- pulverizador motorizado [16-outros

75-Onde sao lavados os equipamentos mecanicos?

[11-ndo sao lavados [12-no tanque de uso doméstico [13-junto ao pogo de
agua

[14-na lavoura [15-nos rios [16- na nascente
[17-no tanque s6 para lavar equipamentos [18- outros:

76-Vocé usa alguma medida de protecao quando mistura o pesticida?
[11-sim [12-ndo [13-ndo mistura pesticida

77a-Qual?

78-Por que nao utiliza os equipamentos?

[11-sdo desconfortaveis [12-dificultam a locomogao [13-s30 quentes
[14-dificultam o trabalho [15-sdo pesados [16-tém custo elevado
[17-outros:

79-Se utiliza, onde lava os equipamentos?

[]1-n3o lava [12-no tanque de uso doméstico [13-junto ao pogo de
agua
[14-em rios [15-na nascente [16-na lavoura

[17-em tanque s6 para lavagem dos equipamentos [18-outros:




Qual o equipamento de protegao individual que vocé e a freqiiéncia?

n° EPI sempre quando aplica quando puxa

mangueira

80 | mascara de papel

81 | mascara de pano

82 |respirador

&3 luvas

84 botas

85 oculos

86 avental

87 macacao

88 outros

Tipos de vestimenta que vocé utiliza quando aplica agrotdxicos ou puxa a mangueira

n° VESTIMENTA SIM NAO

89 |descalgo

90 chinelo

91 sapato fechado

92 sem camisa

93 | camisa de manga curta

94 bermuda




95 | calgacomprida

96 outros

97- Quantos dias usa a mesma roupa na preparagao e aplicagdo de agrotoxico?

98 - As roupas usadas durante a preparacao e aplicacao de agrotoxicos sao lavadas

separadas das roupas da familia?

[11-freqlientemente [12-as vezes [13-nunca
100-Vocé lava suas maos apo6s o trabalho?

[11-freqlientemente [12-as vezes [13-nunca
101-Vocé toma banho logo ap6s aplicar o agrotoxico?
[11-freqlientemente [12-as vezes [13-nunca
102-Costuma beber durante a aplicagdao de agrotdxico?
[11-freqiientemente [12-as vezes [13-nunca
103-Costuma comer durante a aplicagdo de agrotdxico?
[11-freqiientemente [12-as vezes [13-nunca
104-Vocé toma bebidas alcoolicas?

[11-sim [12-n3o

105-Com que freqiiéncia vocé toma bebidas alcodlicas?

[11-4 ou mais vezes por semana [12-até 3 vezes por semana
[13-pelo menos 1 vez por més [14- menos de 1 vez por més
[15-n3o sabe

106-Que tipo de bebidas alcoolicas vocé costuma beber?

[1-cerveja [2-vinho  [d3-cachaga  [4-conhaque [15-outros




107-Observa a diregao do vento durante a aplicacao de agrotoxico?
[11-freqlientemente [12-as vezes [13-nunca

108-Quando faz a lavagem das vestimentas utilizadas na aplicacdo de agrotdxicos/

trabalho na lavoura?

[11-logo apos a aplicacdo de agrotoxicos [12-no dia seguinte [13-dias depois:

[14-outros:
109-Como estdo distribuidas as janelas na sua casa?
[11-em todos os comodos [12-na maioria dos comodos [13-em poucos comodos

110- Quantas janelas da sua casa estdo de frente pra lavoura? [199-ndo tem

janela de frente pra lavoura

111-0 local onde vocé prepara as misturas de agrotoxicos € perto da sua casa?
[11-sim [12-ndo

112-Vocé acredita que o pesticida pode fazer algum mal para a satde?
[11-sim [12- ndo [13-ndo sabe

113-Vocé ja passou mal depois de ter aplicar/trabalhado com pesticida?
[11-sim [12- ndo [13-n3o lembra

114-J4 foi intoxicado por agrotoxico?

[]1-sim [12- ndo [13-ndo sabe

115-Quantas vezes?

116-Qual (is) a (s) substancia (s) causou (saram) sua intoxicagao?

117-Quais os sintomas e/ou sinais que sentiu durante ou apos a aplicacao?

[11-nduseas  [12-dor de cabeca  [I3-vOmitos [14-vertigens [15-

diminui¢ao da visao



[16-diarréia  [J7-dores no peito  [18-tremores [19-irritacdo da pele  [110-

outros:
118-Procurou socorro?
] 1-sim []2- nao

119-Onde procurou socorro?

[11-hospital [12-posto de saude [13-sindicato/cooperativa [14-
farmacia
[15-médico particular L1 6-outro:

120-Houve caso de intoxicagao por agrotoxico na propriedade?
[11-sim [12- ndo [13-ndo lembra
121-Quantos?

122- Como estas pessoas passaram mal?

123- Vocé tem medo de aplicar o pesticida?
[J11-sim [12- ndo
124- Tem filhos?

[11-sim [12-n3o 13a- n° homens: 13b-n°

mulheres:

125-Usa em casa algum veneno para matar mosquito, barata, rato, cupim, piolho,

carrapato, € outros insetos?
[11-sim [12- ndo [13-n3o lembra

126 - Qual tipo?

127-Quando foi a ultima vez que vocé utilizou este veneno?

[ 1-até 15 dias [12-de 15 a 45 dias [13-a mais de 45 dias [14-n30

sabe



128-Esta tomando algum medicamento atualmente?
[11-sim [12- ndo [13-ndo sabe

129-Qual (is)?

130-Para que?

N°de Horas gastas Epoca da
N° Substancia aplicagoes / em cada ultima

semana aplicacao aplicacao

Periodos de

utilizagao

Exemplo |TAMARON 2 6 3/4/00

1x/més

10

Para o entrevistador lembrar os nomes:
Inseticidas/organofosforados: folidol, tamaron, nuvacron
Inseticidas/carbamatos: carbaril, furadam

Inseticidas/organoclorados: aldrin, lindano




Fungicidas: maneb, dithane

Herbicidas: paraquat (gramaxone), round-up

Atencao do entrevistado: Veracidade e exatidao das Atitude do entrevistado
) ] respostas:
[11-orientado e atencioso [11-cooperadora e
] [11-francas e exatas interessada
[12-pouco atencioso
) [12-provavelmente francas e [12-cooperador
[13-mal informado
exatas

[ 3-indiferente
[J4-muito mal informado e

[13-nem sempre francas e exatas .
confuso [14-ndo cooperadora

[14-poucas vezes francas e exatas

[]5-ndo foram francas e exatas

Moédulo II

LEVANTAMENTO DA EXPOSICAO OCUPACIONAL E AMBIENTAL A
NICOTINA

131 - Ha quanto tempo trabalha em cultura de tabaco?

132 - Quantos dias por semana vocé trabalha na cultura de tabaco?

133 - Quantas horas por dia vocé trabalha?

134 - Ja interrompeu o trabalho com o tabaco?

135 - Por quanto tempo?

136 - A folha do tabaco entra em contato com a sua pele?

137 - Com que freqiiéncia?

138 - Ha quanto tempo foi o ultimo contato que vocé teve com a folha do tabaco?

(colocar dias, meses, anos,...)

Vocé é fumante?



[11-sim [12-ndo

139-Quantos cigarros fuma, em média, por dia? o
140 - Vocé fuma enquanto manipula a folha do fumo?
[11-sim [12-ndo

141 - Vocé tem o habito de “mascar fumo™?

[11-sim [12-ndo

142 - Em caso afirmativo quantas vezes por dia?

143 - Voce ja se sentiu mal durante a colheita do fumo?

144 - Quais os sintomas e/ou sinais que sentiu?

[11-nduseas  [J2-dor de cabega  []3-vOmitos [14-vertigens [15-

diminuicao da visao

[16-diarréia  [17-dores no peito  [18-tremores [19-irritagdo da pele  [110-

outros:
145 - Vocé usa luvas durante a colheita do fumo?
[11-sim [12-ndo [13-ndo manipula a folha

146 - Voce lava as suas maos apds manipular a folha do fumo?




Anexo II - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Vocé esta sendo convidado para participar da pesquisa “Andlise Integrada do Uso
de Agrotéxicos na Regidao Nordeste”, um projeto coordenado pela Fundacio
Oswaldo Cruz. Sua participagdo nao € obrigatéria. A qualquer momento vocé pode
desistir de participar desta pesquisa, sem qualquer prejuizo.

Este estudo tem como um dos principais objetivos conhecer o que os trabalhadores e
a populacdo em geral pensam sobre o uso de agrotdxicos na agricultura em seu
municipio.

Sua participacdo nesta etapa da pesquisa consistira em: a) responder as perguntas
feitas durante a aplicacdo de um questionario, que leva em torno de 25 minutos para
ser preenchido; e b) fornecer amostras de sangue para analise de uma possivel
exposicao a agrotoxicos e a nicotina. O sangue sera coletado com tubos de vidro com
agulhas descartaveis, num total de 20 ml (aproximadamente duas colheres de sopa)
em cada coleta. Um ligeiro desconforto acontecera na coleta de sangue (semelhante a
picada de um inseto), com pequena ardéncia no lugar onde este foi coletado. As
amostras bioldgicas (sangue) serao utilizadas exclusivamente para as analises do
projeto, sendo descartadas apds o término das analises.

O beneficio relacionado com a sua participacao é contribuir para a melhoria das
informacgdes sobre os efeitos dos agrotoxicos na saude e no meio ambiente. Nao
havera nenhuma compensacao financeira / pagamento pelo fornecimento destas
informacoes.

Vocé receberd uma copia deste termo onde consta o telefone e o enderego do
pesquisador principal, podendo tirar suas duvidas sobre o projeto e sua participacéo:

Josino Costa Moreira Comité de Etica em Pesquisa da Ensp
Pesquisador R. Leopoldo Bulhdes 1480 — sala 314
CESTEH / ENSP / Fiocruz Manguinhos, Rio de Janeiro / RJ

R. Leopoldo Bulhdes 1480 Tel. (21) 2598-2863

Manguinhos, Rio de Janeiro / RJ
Tel. (21) 3885-1625

Declaro que entendi os objetivos, riscos e beneficios de minha participacdo na
pesquisa e concordo em participar.

Nome: Idade:

Sexo:

Assinatura



