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RESUMO

O uso de produtos quimicos nas praticas agricolas modernas, ao longo das ultimas
décadas, apresentou uma consideravel expansdo. Entretanto, considerando o uso
irracional dos agrotoxicos, 0s agricultores também estdo expostos a uma mistura de
xenobidticos. Neste trabalho, foram avaliados por meio de parametros
hematoldgicos, bioquimicos e imunoldgicos, os efeitos relacionados a exposicdo a
agrotoxicos e metais em agricultores (n = 62) provenientes de uma éarea rural e de
individuos de uma é&rea urbana ndo expostos (n = 54) a agrotoxicos do estado do
Rio Grande do Sul. Os agricultores demonstraram ter uma inibicdo significativa na
atividade da AChE nos eritrécitos (p<0,01), evidenciando a exposicdo destes
individuos a agrotoxicos inibidores da ChE. Além disso, os agricultores também
apresentaram niveis aumentados de glicose, ureia (p<0,01), LDH (p<0,05), proteinas
totais, IgM, complemento C3 (p<0,01) quando comparado com os individuos néo
expostos, mas dentro dos valores de referéncia e na expressao de LFA-1 (p<0,05) e
ICAM-1 (p<0,01) em linfécitos. Observou-se também uma diminuicdo significativa na
expressdo de LFA-1 e ICAM-1 (p<0,01) em monécitos em comparacdo com
individuos néo expostos. Adicionalmente, correlacbes de Spearman foram
observadas entre: BUChE e IgG (p<0,05), indicando que a exposi¢ao a agrotoxicos e
metais pode estar relacionada a um estado pré-inflamatério em individuos expostos;
e entre a atividade da AChE e a expresséo de LFA-1 (p<0,05) e ICAM-1(p<0,05) em
mondcitos e L-selectina em linfécitos e mondcitos (p<0,05), apontando alteracdes
relacionadas a imunotoxicidade dos agrotoxicos e metais. Neste estudo foi possivel

observar alteracdes na salde em uma populacdo exposta a agrotéxicos e metais.

Palavras-chave: Agrotéxicos; metais; colinesterase; imunoglobulinas; moléculas de

adesao.






ABSTRACT

The use of chemicals in modern agricultural practices is expanding considerably.
However, in addition to the irrational use of pesticides, farmers are also exposed to a
mixture of xenobiotics. In this work, haematological, biochemical and immunological
parameters related to exposure to pesticides were evaluated in farmers (n = 62) from
rural area and non exposed individuals (n = 54) from an urban area in the state of Rio
Grande do Sul. The farmers showed a significant inhibition of AChE activity in
erythrocytes (p <0.01), evidencing the exposure of these individuals to pesticides
inhibitors of ChE. In addition, farmers also had increased levels of glucose, urea (p
<0.01), LDH (p <0.05), total protein, IgM, C3 complement (p <0.01) when compared
with (p <0.05) and ICAM-1 (p <0.01) expression in lymphocytes. There was also a
significant decrease in the expression of LFA-1 and ICAM-1 (p <0.01) in monocytes
compared to non-exposed individuals. Additionally, Spearman correlations were
observed between: BUChE and IgG (p <0.05), indicating that exposure to pesticides
and metals may be related to a proinflammatory state in exposed individuals; and
between AChE activity and expression of LFA-1 (p <0.05) and ICAM-1 (p <0.05) in
monocytes and L-selectin in lymphocytes and monocytes (p <0.05), pointing changes
related to the immunotoxicity of pesticides and metals. In this study it was possible to

observe changes in health in a population exposed to pesticides and metals.

Keywords: Pesticides; metals; cholinesterase; immunoglobulins; adhesion molecules.






APRESENTACAO

Esta dissertacdo esta estruturada na forma de encarte de publicacdo
submetidas e dividida em secdes da seguinte maneira: Introducéo, Obijetivos,
Revisdo da Literatura, Artigo cientifico submetido presente no Capitulo I, Discusséo,
Concluséo, Referéncias Bibliograficas e Anexos.

A Introducdo apresenta o0 embasamento tedrico que nos levou ao
desenvolvimento desta proposta de trabalho. Os Materiais, Métodos, Resultados e
as Referéncias especificas encontram-se no corpo do manuscrito, denominado
Capitulo I.

A secédo Discussado contém uma interpretacéo geral dos resultados obtidos. A
secdo Conclusbes aborda as conclusdes gerais dos principais resultados da
dissertacéo.

A secdo Referéncias Bibliograficas lista a bibliografia utilizada nas secdes
Introducao e Discusséao da dissertacao.

A secéo “Anexos” contém o comprovante de submissao do artigo e o modelo

do termo de consentimento livre esclarecido.
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INTRODUCAO






O uso de produtos quimicos nas praticas agricolas modernas, ao longo das
Ultimas décadas, apresentou uma consideravel expansao, com a necessidade de se
utilizar largas proporcdes de agrotoxicos, aumentando, desta forma, a preocupacao
com a saude ambiental e humana (RAKSANAM, et al., 2012). A principal utilizacao
dos agrotoxicos estd na producdo de culturas a fim de reduzir as infestacées por
pragas, diminuindo as possiveis perdas (DAMALAS, 2009). Entretanto, o uso
irracional dos agrotoxicos pode levar a efeitos indesejados em individuos expostos
ambiental e ocupacionalmente (MARTINEZ-VALENZUELA et al., 2009), uma vez
que a sua toxicidade é inevitdvel e a exposicdo a estes compostos pode ocorrer
atraves de diferentes vias (MOSTAFALOU e ABDOLLAHI, 2012).

Além dos agrotéxicos, individuos que moram nos paises em desenvolvimento,
estdo expostos a niveis elevados de metais (DOMINGUEZ-CORTINAS et al., 2013).
Embora os metais estejam naturalmente presentes no solo, a maior parte dos casos
de exposicdo humana e contaminacdo ambiental resultam de atividades
antropogénicas, como a pratica agricola. Em tal atividade, as concentracdes desses
elementos encontram-se aumentadas, sendo prejudiciais para plantas e animais,

incluindo os seres humanos (BRADL, 2005).

Desta forma, o0s organismos Vvivos presentes na natureza, estdo
frequentemente expostos a uma mistura de xenobidticos, como metais, agrotéxicos,
gases toxicos, etc (OMIECINSKI et al., 2011; OESCH et al., 2014). As interacfes
entre os agrotéxicos e metais podem afetar suas toxicidades, resultando em um
aumento ou diminuicdo de seus efeitos toxicos, através de efeitos adversos aditivos,
sinérgicos ou antagbnicos. Da mesma maneira, essa interacdo também pode ser
responsavel pelo efeito cumulativo de ambos no organismo humano (CHEN et al.,
2013; HE et al., 2015).

Neste contexto, os trabalhadores rurais estdo em risco, pois apresentam
exposi¢coes cumulativas quando comparados com a populacdo em geral (ALAVANJA
et al., 2004; ALAVANJA e BONNER, 2012). Tais exposi¢cdes ocorrem por contato
dérmico, inalatério e por via oral, através do consumo de alimentos contaminados,
podendo acarretar varias consequéncias para a saude desta populacdo (SHARMA
et al., 2017).
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Varios exemplos dos efeitos adversos associados a agrotdxicos e exposicdes
ocupacionais ja foram relatados na literatura pelos pesquisadores (VALENTINO et
al., 2004; FENGA, 2016), resultando no desenvolvimento de doencas malignas,
neurodegenerativas, reprodutivas, respiratorias, metabodlicas e de desenvolvimento
(MOSTAFALOU e ABDOLLAHI, 2017). Assim como a exposi¢cdo a agrotoxicos,
exposicbes cronicas a metais também estdo relacionadas a um aumento na
susceptibilidade a doencas, como diabetes, doencgas cardiovasculares e neoplasias
(KAKKAR e JAFFERY, 2005).

Torna-se evidente que 0s agrotoxicos e 0S metais coexistem no ambiente
rural, sendo necesséario investigar os efeitos sobre a saude provocados pela
exposicdo cronica a estes xenobibticos, mesmo em baixas doses. Além disso, é
importante estudar a toxicidade de misturas quimicas (e ndo apenas seus
constituintes individuais), para que assim, possa ser possivel esclarecer seu papel
no desenvolvimento de doencas crbénicas, uma vez que existem poucos estudos

com este enfoque.

Desde 2008, o Brasil passou os Estados Unidos, tornando-se o maior
consumidor de agrotéxicos da América (ANVISA, 2012; SANTANA et al., 2013).
Anualmente, sdo consumidos no Brasil mais de 300 mil toneladas de agrotéxicos,
dado que, mundialmente esse valor € de cerca de 2,5 milhBes de toneladas
(EMBRAPA, 2018).

O Rio Grande do Sul é um dos estados brasileiros que mais se destaca na
utilizacdo destes produtos (EMBRAPA, 2018). A populacdo que vive na area rural,
com habitos agricolas, corresponde a cerca de 20% do total de habitantes da regido
central do estado do Rio Grande do Sul, e a agricultura € uma das principais
atividades econdmicas da regido, sendo a mais rentavel e a que mais gera emprego,
segundo o Atlas Socioecondmico do Estado do Rio Grande do Sul publicado pela

Secretaria de Planejamento, Governanca e Gestdo (SPGG/RS, 2016).

Os agrotoxicos podem ser classificados como: inseticidas, fungicidas,
herbicidas, nematicidas, acaricidas, rodenticidas, moluscidas, formicidas,
reguladores e inibidores de crescimento, baseando-se no poder de acdo do

ingrediente ativo sobre o organismo alvo e a finalidade de uso. Dentre todos os
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grupos de agrotoxicos existentes no Brasil, as trés principais classes, que
representam aproximadamente 95% do consumo mundial de agrotéxicos, sao: (a) os
herbicidas (48%), dentre os quais, o glifosato € o mais comercializado; (b) os
inseticidas (25%), representados pelos organofosforados (OPs) e carbamatos (CB),
que sdo inibidores da colinesterase (ChE), piretréides; e (c) os fungicidas (22%),
sendo o0s principais ativos deste grupo os ditiocarbamatos e os benzimidazois
(AGROW, 2007).

Deste modo, no presente trabalho foi realizado a quantificacdo de
biomarcadores de exposicéo e efeito em trabalhadores rurais, de ambos os sexos,
do Estado do Rio Grande do Sul, cujos resultados foram comparados a um grupo da
area urbana, com as mesmas caracteristicas, porém, composto por individuos nédo

expostos ocupacionalmente a agrotoxicos e metais.
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OBJETIVOS






1.

Objetivo geral

Avaliar o efeito da exposicdo ocupacional crénica a xenobioticos, tais como

agrotoxicos e metais, sobre a saude de trabalhadores rurais, que residem em uma

regido agricola no centro do Estado do Rio Grande do Sul.

2.

Objetivos Especificos

Avaliar biomarcadores de exposicdo a agrotéxicos organofosforados e
carbamatos;

Avaliar as concentracdes sanguineas de elementos toxicos (As, Cd, Cr, Mn,
Ni e Pb);

Avaliar o efeito da exposicdo aos agrotoxicos sobre a presséo arterial;

Avaliar o efeito da exposicdo aos agrotoxicos sobre parametros
hematolégicos;

Avaliar o efeito da exposicéo aos agrotoxicos sobre o perfil glicémico;

Avaliar o efeito da exposi¢do aos agrotoxicos sobre a funcéo hepética;

Avaliar o efeito da exposi¢cao aos agrotoxicos sobre a funcéo renal;

Avaliar o efeito da exposi¢cdo dos agrotoxicos sobre o sistema imunolégico;
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REVISAO DE LITERATURA






1.1  Agricultura e saude do trabalhador rural

A prética agricola € desempenhada pela humanidade ha mais de dez mil
anos, entretanto, o uso de agrotoxicos nas lavouras foi introduzido h& pouco mais de
meio século (LONDRES, 2011). Nas ultimas trés décadas, a agricultura brasileira
alcancou um forte crescimento e o setor agricola tem um papel importante no
desempenho econémico. Quando comparada a producdo registrada em 1990, a
agricultura mais do que dobrou de volume e o setor de exportacdo agricola e das
industrias agroalimentares passaram a desempenhar um papel fundamental nos
mercados internacionais (IBAMA, 2010; SANTANA et al.,, 2013; FAO e OECD,
2015).

O Brasil, desta forma, € o segundo maior exportador agricola mundial e o
maior fornecedor de agucar, suco de laranja e café (IBAMA, 2010; SANTANA et al.,
2013; FAO e OECD, 2015). Do mesmo modo, € um grande produtor de milho, arroz
e carne bovina — cuja maior parte € consumida pelo mercado interno. Em 2013, o
Brasil ultrapassou os Estados Unidos como o maior fornecedor de soja e tornou-se
um significativo exportador de fumo e aves (FAO e OECD, 2015). O Estado do Rio
Grande do Sul adquiriu uma posicdo de destaque neste setor, sendo um dos
principais produtores brasileiros de arroz, soja e tabaco (BENEDETTI et al., 2013;
SINDITABACO, 2016).

O interesse em avaliar e quantificar as exposi¢cdes a produtos quimicos e
suas misturas tem aumentado na comunidade cientifica, uma vez que estas
exposicoes podem afetar a salde humana e merecem atencdo (TSATSAKIS et al.,
2016, 2017). Em todo o mundo, este interesse € evidenciado e crescente,
principalmente no que diz respeito a saude de populacbes rurais (JAGA e
DHARMANI, 2003). Estudos de biomonitorizacdo humana mostram que populacdes
de diversas areas geograficas estdo expostas, ao longo de suas vidas, a um grande
namero de produtos quimicos. Conforme Nachman et al. (2011), essas exposi¢cdes
ocorrem em doses intermitentes e inconsistentes. Tais substancias sdo nocivas ao
homem, perduram no ambiente rural e podem ser absorvidas por inalagdo, contato
dérmico e por via oral (BUDNIK e BAUER, 2009).
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No Brasil, aproximadamente 30 milhGes de trabalhadores estdo submetidos
aos riscos e agravos das condi¢gOes do trabalho rural (IBGE, 2012). A identificacao
de morbidades que acometem a saude destes individuos, assim como suas
condicbes gerais de saude, ajuda nos determinantes e condicionantes de saude no
ambiente rural (SEVERO et al., 2012). Além disso, tais caracteristicas subsidiam o
planejamento de 20% da popula¢do economicamente ativa do pais (IBGE, 2012).

Destaca-se que 0s agricultores estdo expostos ndo apenas a produtos
quimicos, uma vez que a acao conjunta de multiplos estressores também pode atuar
como determinantes de doencas (como o estilo de vida, perfil socioeconémico,
agentes biologicos, etc). A compreensédo das exposicdes a misturas quimicas e seus
efeitos associados a saude exige que diferentes areas da ciéncia, particularmente a
toxicologia e a epidemiologia, contribuam de maneira integrada para a obtengéo de
dados (CARLIN et al., 2013).

Estudos realizados nos Estados Unidos, Austrdlia, Canada e Escocia
demonstram que populacdes rurais apresentam um estado de saude inferior quando
comparadas aos moradores da area urbana (TECKLE et al., 2012). Diferentemente
do contexto urbano, populagbes rurais apresentam caracteristicas distintas, como a
baixa escolaridade e rendimento salarial, e o dificil acesso ao comércio, servicos de
salude especializados e sociais (ADAMI et al., 2011). No que se refere a saude, os
padrbes destes individuos sdo condicionados por diversos fatores decorrentes das
condi¢cbes de vida a que estdo submetidos (ADAMI et al.,, 2011). Por exemplo, 0
consumo de alcool, tabaco e a pratica de atividade fisica podem influenciar no

desenvolvimento ou ndo de doencas (FREEMAN, 2009).

Quando comparado com a populacdo em geral, os agricultores apresentam
menores indices de certos tipos de cancer (pulmao, bexiga e cdélon). Entretanto,
exibem excessos de outros, incluindo cancer de labios, pele, cérebro, sistema
linfatico e hematopoiético (FREEMAN, 2009). Embora as exposi¢des possam iniciar
ou acelerar processos de doencgas, a genética pode afetar na susceptibilidade a
patologias e, na falta de fatores de riscos genéticos, a doenca pode ndo se
desenvolver. Tal fato pode ser justificado por uma provavel interacdo gene-ambiente
na maioria dos casos, ja que, apesar de um grande numero de individuos se
exporem regularmente a estes produtos, nem todos desenvolvem a doencga, apenas

34



aqueles que carregam uma vulnerabilidade genética (HERNANDEZ e TSATSAKIS,
2017).

Os metais sao naturalmente encontrados no meio ambiente, estando
presentes no ar, agua e solo (KRISHNA e MOHAN, 2014). Entretanto, tais
elementos também podem estar presentes na composicdo de produtos quimicos
como contaminantes ou residuos de processos sintéticos onde sao utilizados como
catalisadores. Assim, em areas rurais, uma das principais fontes de contaminacéo
ambiental por metais pode estar relacionada ao uso de agrotoxicos (GORMANNG et
al., 2011). Independente do caminho do agrotoxico no meio ambiente, ou do modo
de aplicacdo, na maior parte das vezes, além de atingirem o ser humano, eles
afetam os solos e as aguas. Tal fato ocorre principalmente devido aos ventos e a
agua das chuvas, que promovem a deriva, a lavagem das folhas tratadas, lixiviagdo
e a erosao (DA SILVA et al., 2013). Neste sentido, faz-se necessario estudar esta
populacdo quanto a avaliacdo da exposicdo a estes produtos quimicos. No contexto
toxico-epidemioldgico, isto é fundamental para se compreender os possiveis efeitos
causados por estes agrotoxicos e melhorar a qualidade de vida.

1.2 O trabalho das mulheres no ambiente rural

A agricultura brasileira se destaca entre as maiores do mundo e dentre os
variados modos de se fazer agricultura, destaca-se a producao agricola familiar. A
agricultura familiar no Brasil é crescente e reconhecida pelos seus subsidios, tendo
a participacao de mulheres, criancas e idosos (DELGADO, 2017). A contribuicdo das
mulheres €é essencial para a economia agricola e rural em paises em
desenvolvimento. O papel desempenhado pela mulher varia consideravelmente

entre regides, mudando e transformando o setor agricola (FAO, 2011).

Mulheres dedicam-se a tarefas agricolas semelhantes as dos homens
(embora com intensidade diferente) (HOPPIN et al., 2008), compondo, cerca de 43%
da forca de trabalho agricola global variando apenas entre idade, classe social,
regides e paises (FAO, 2011). Em um estudo realizado nas Filipinas, o padrdo de
envolvimento das mulheres na agricultura € homodlogo ao sexo masculino (LU,
2007). Nos paises em desenvolvimento, a maioria das mulheres trabalham na

agricultura ou vivem em ambientes expostos a agrotoxicos (ILO, 2009). A exposicao
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nas mulheres também se da através da lavagem de trajes contaminados com
agrotoxicos, implicando na salude deste grupo de forma aguda e crbnica (RAO et al.,
2006).

Quando comparadas aos homens, as mulheres apresentam diferentes fatores
fisicos e bioquimicos e encontram-se mais predispostas a maiores riscos a saude e
seguranca (MCCOQY, et., 2002). Além disso, mulheres sdo mais propensas a
acumular substancias quimicas e problemas de saulde decorrentes a estas
exposicoes, afetando diversos mecanismos bioldgicos femininos (RIBASFITO, 2006)

e predispondo as mulheres a certas doencas (MCCOQY, et., 2002).
1.3 Atividades agricolas e 0 uso de equipamentos de protecéo individual

No Brasil, a utilizacdo de agrotéxicos em areas rurais tem trazido uma série
de consequéncias, tanto ambientais quanto para a saude dos agricultores (PERES
et al, 2005; MONQUERO et al, 2009). Por se tratar de um pais em
desenvolvimento, este cenario é agravado por uma série de determinantes de ordem
cultural, social e econémica (PERES et al., 2005). Os problemas enfrentados por
agricultores implicam desde a exposicdo aos agrotoxicos proibidos/restritos em
outros paises, como também a pratica de técnicas de aplicacdo incorretas, ma
conservacdo ou inadequacdo nos equipamentos de pulverizacdo, praticas de
armazenamento inadequadas e até a reutilizacdo de antigos recipientes de
agrotoxicos (ECOBICHON, 2001; ASOGWA e DONGO, 2009). Aliado a isso, existe
também a pressdo exercida pela industria e o comércio para a utilizacdo de
agrotoxicos, a auséncia de informacdes adequadas e de facil entendimento sobre
salude e seguranca, bem como a precariedade nos sistemas de vigilancia destas
areas (PERES et al., 2005).

Indmeras intoxicacfes acidentais podem vir a acontecer em tal atividade
devido ao uso rotineiro de agrotoxicos, representando um grande risco para a saude
dos agricultores tanto a curto como a longo prazo (ECOBICHON, 2001; ASOGWA e
DONGO, 2009). No mundo, cerca de 2,3 milhdes de trabalhadores morrem
anualmente como resultado de acidentes de trabalho e doencas relacionadas ao
trabalho (NIU, 2010). Esses dados corroboram com um estudo realizado no periodo

de 2006 a 2010, o qual estimou que havia, em média, 20.116 casos de intoxicacao
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por agrotoxicos tratados anualmente em estabelecimentos de saude (LANGLEY E
MORT, 2012).

Acredita-se que, provavelmente, muitos agricultores sdo contaminados por
apresentarem um baixo nivel educacional e pela falta de conhecimento de como e
quais as formas que os agrotoxicos podem afetar o ser humano (YASSIN et al.,
2002; RECENA et al., 2006). Isso pode ser observado através de estudos realizados
diante da percepc¢édo de risco aos efeitos adversos dos agrotoxicos na saude, como
demonstrado por Damalas e Hashemi (2010). Os autores observaram que jovens
agricultores do norte da Grécia demonstraram uma percepc¢ao de risco aos efeitos
adversos dos agrotéxicos na saude mais elevados do que os agricultores mais
velhos (DAMALAS e HASHEMI 2010). Semelhantemente, Hashemi et al. (2012),
verificaram que, no sudoeste do Ird, a experiéncia com a agricultura e os efeitos
adversos para a saude relacionados com agrotéxicos no passado desempenharam
um papel significativo, levando a niveis mais altos de percepcdo de risco do uso

inapropriado destes produtos.

Uma forma popular para os agricultores reduzirem as exposigbes aos
agrotoxicos € através do uso de vestimentas ou equipamentos especiais,
conhecidos como Equipamentos de Protecdo Individual (EPIs) (KHAN et al., 2015).
Apesar do fato de o uso de EPIs minimizar a exposicéo, varios estudos demonstram
que os EPIs né&o sdo frequentemente utilizados (DAMALAS et al.,, 2006;
MACFARLANE et al., 2008; DAMALAS e HASHEMI, 2010; FEOLA e BINDER, 2010;
HASHEMI et al., 2012) ou sédo usados de maneira incorreta (SINGH e GUPTA, 2009;
BLANCO-MUNOZ e LACASANA, 2011; YUANTARI et al., 2015). Um estudo
realizado no Paquistdo demonstrou que a maioria dos agricultores ndo utilizam
qualguer EPI durante o manuseio de agrotéxicos (KHAN et al., 2010). Em outro
estudo, também abordando o uso de EPIs, identificou-se uma méa aceitacdo destes
por fumicultores do municipio de Pelotas, no Rio Grande do Sul. Este fato estava
relacionado ao desconforto causado durante a realizacdo das atividades, tais como
sensacdo de sufocamento, calor e falta de ar, circunstancias justificadas
possivelmente devido a grande parte do trabalho ser realizado durante o veréo
(SILVA et al., 2013).
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Ao manusear 0s agrotoxicos, a utilizacdo de EPIs deve ser parte necesséria
no trabalho e seu uso é efetivo na reducéo da exposi¢cédo (TSAKIRAKIS et al., 2010).
A préatica de nao utilizar EPIs, ou utiliza-los parcialmente, sujeita o agricultor a
absorcdo de agrotoxicos, podendo esta ocorrer por meio das vias respiratoria,
dérmica e digestiva (AGOSTINETTO et al., 2000). O emprego de EPIs € divergente
e a decisdo em fazer uso € influenciada pela conduta dos agricultores em relacdo a
varios fatores, tais como a percepcao de risco, consciéncia de pertencer a um grupo
de risco, consciéncia da gravidade dos potenciais riscos e crenca na efetividade da
prevencédo (DAMALAS et al., 2006; DAMALAS e HASHEMI, 2010).

O grau de protecéo fornecido por luvas, botas, chapéus, camisas de manga
longa e blusas, tipos mais comuns de EPIs, divergem em suas caracteristicas de
protecdo, nivel de adequacdo e manutencdo dos agricultores (DAMALAS e
KOUTROUBAS, 2016). Além disso, empresas produtoras destes equipamentos
tendem a se preocupar somente em fornecer protecdo, nao levando em
consideracdo a necessidade de equipar de forma confortavel os trabalhadores a fim
de efetivarem seu uso (SILVA et al., 2013). Similar ao exposto, Lima et al. (2015)
afirmam que, além do desconforto causado pelos EPIs em condi¢cdes de altas
temperaturas, estes equipamentos sdo mais um custo para os agricultores. Desta
forma, os niveis de protecdo pretendidos raramente sdo alcancados e muitas vezes
é dificil de avaliar a real protecéo pessoal de cada individuo (ESPANHOL-SOARES
et al., 2013; ABIRAMI e SELVAKUMAR, 2014).

Outra forma de reduzir os niveis de exposicdo € através de praticas de
higiene ocupacional (SALVATORE et al., 2008), as quais sao realizadas
imediatamente apds o uso de agrotoxicos. Pode-se citar como exemplo de tais
praticas o ato de lavar as méos (FENSKE e LU, 1994; FENSKE et al., 1998) e de
mudar de roupa apOs a realizacdo de misturas e aplicacbes (GRIESHOP et al.,
1994; VAN BALEN et al., 2011).

1.4 Exposicdo a agrotoxicos e efeitos sobre a saude

Visando controlar seres vivos considerados indesejaveis em funcdo da
conservacdo de outros seres vivos, produtos ou do meio ambiente, os agrotéxicos

tém como funcéo principal interferir na atividade biologica normal dos seres vivos
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alvos de controle. Para tal, possuem em sua composi¢cdo substancias quimicas
toxicas que conferem sua eficacia (BRASIL, 1989). No ambito de desenvolvimento
da agricultura brasileira, 0 uso dos agrotoxicos é a principal estratégia para combater
e prevenir as pragas agricolas, assim, garantindo maior produtividade e rendimento
das culturas (KUNST et al., 2014; MAPA, 2018).

Ao serem langcados no ambiente, os agrotdxicos sdo capazes de interagir com
0S organismos vivos, causando inumeras alteracbes que podem originar
desequilibrios ambientais significativos, dependendo do grau de contaminacédo e do
tempo de exposicdo (YOUNES, 2000). Sabe-se que parte dos agrotoxicos utilizados
nas lavouras possui efeitos deletérios a salde e ao meio ambiente (IAASTD, 2009).
Ainda, normalmente utiliza-se uma combinacéo de diferentes agrotéxicos, fato que
pode alterar o comportamento téxico, ndo se tendo conhecimento dos efeitos destas
associacfes sobre os organismos (SPADOTTO, 2006), como € o caso de
trabalhadores rurais que estdo diariamente expostos a uma grande quantidade de
produtos (ALMEIDA, 2005).

Além disso, no meio rural € comum que as residéncias dos agricultores se
localizem no mesmo ambiente (ou muito proximas) aos seus locais de trabalho,
impossibilitando a definicdo de limites de exposicdo ocupacional, sendo
consideradas as fases de baixa exposicdo como valores de referéncia (SOARES et
al., 2003). Também ¢é dificil estabelecer a ligacdo causal entre a doenca do
trabalhador e sua ocupacao no trabalho, visto que as manifestacdes clinicas das
doencas ocupacionais, em geral, sao indistinguiveis daquelas sem causa
ocupacional. Aliado a isto, as doencas crdnicas de origem ocupacional tém
caracteristicas multifatoriais e o longo tempo de exposicao aos agentes quimicos até
a manifestacdo da doenca contribui para a dificuldade de se estabelecer um nexo
causal (KLAASSEN e WATKINS l11, 2012).

Os danos causados a saude das pessoas expostas diretamente, como as que
trabalham nas lavouras e os moradores de regiées onde ha o predominio do
agronegocio sdo maiores, em virtude da quantidade exacerbada de agrotoxicos
utilizados (CHAIM, 2004). Esta questdo se torna mais evidente no enorme e

crescente numero de evidéncias epidemiologicas e experimentais sobre a ligacao
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entre a exposicdo a agrotoxicos e a incidéncia de vérias alteracbes de saude em
seres humanos (MOSTAFALOU e ABDOLLAHI, 2016).

A exposicdo a agrotoxicos pode ocorrer por diversas rotas, as principais
ocorrem através da cadeia alimentar, ar, agua, solo, flora e fauna (ANDERSON e
MEADE, 2014). A distribuicdo destes compostos ocorre por todo o corpo humano
através da corrente sanguinea, podendo ser excretados através da urina, pele e ar
expirado (DAMALAS e ELEFTHEROHORINOS, 2011). Os agrotoxicos podem ser
absorvidos pelo organismo através de quatro vias de exposicdo: dérmica, uma das
rotas mais comuns e efetivas (ANDERSON E MEADE, 2014); oral, geralmente
acidental em decorréncia da negligéncia ou por motivos intencionais (DAMALAS e
ELEFTHEROHORINOS, 2011); respiratéria, ocorre devido a presenca de
componentes volateis, de facil inalacdo (AMARAL, 2014); e ocular, ocorre no ato da
pulverizacdo dos agrotéxicos e através da poeira (KIM et al., 2017). A toxicidade

destes compostos também varia conforme o tipo de exposicéo (Fig. 1).

Pele
CORPO HUMANO = === — Urina

% Ar Expirado

Figura 1 -Tipos de exposi¢do a agrotoxicos e seus efeitos a saude.

Os efeitos da exposicdo a agrotoxicos podem ser agudos, subcrbnicos e
cronicos (IBAMA, 2009). No entanto, a exposi¢cdo de um individuo a agrotoxicos nao

pode ser estabelecida devido as suas caracteristicas individuais, que podem, por
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sua vez, determinar diferentes niveis de susceptibilidade (genética ou epigenética) a
um composto quimico entre diferentes individuos e mesmo no mesmo individuo
(GANGEMI et al., 2016).

Estudos tem evidenciado o possivel papel das exposicdes a agrotoxicos na
alta incidéncia de doencas humanas, como malignidades, neurodegenerativas,
respiratorias, reprodutivas, de desenvolvimento e metabdlicas, em relacdo a
diferentes rotas de exposicdo humana (GANGEMI et al., 2016; MOSTAFALOU,
2016; MOSTAFALOU e ABDOLLAHI, 2016; KIM et al., 2017).

O desenvolvimento destas doencas, muitas vezes pode estar ligado ao
sistema imune, através da alteracdo de uma ou mais funcdes resultando em um
efeito de reacdo adversa para o hospedeiro. Tal acdo pode acontecer através de
dois efeitos adversos: diminuicdo da imunocompeténcia (imunodepresséao),
resultando em infecgbes repetidas, podendo ser grave, se prolongar e desenvolver
cancer; ou através da imunoestimulacao inadequada. Este tem como efeito adverso
acarretar em doencas imunomediadas, como reacdes de hipersensibilidade e
doencas auto-imunes (ESSER e JUX, 2009).

Os mecanismos ligados a imunotoxicidade podem estar ligados a
mielotoxicidade e imunossupressao, interferindo nas vias de sinalizacdo especificas
ou imunes, resultando em mudancas na producdo de citocinas, expressdo de
marcadores de superficie, diferenciacdo celular e ativacao; através da formacéo de
adutos de proteinas, comportando-se como antigeno ou induzindo danos celulares
ou alterando o0 processamento de proteinas. Ou ainda, por compostos
imunossupressores, especialmente durante a exposicdo uterina ou inicio da vida
através da degradacdo de células B ou T autorreativas (CORSINI et al., 2011,
FUKUYAMA et al.,, 2011). Estes dados mostram a necessidade de estudar as
diferentes classes de agrotéxicos, rotas de exposicdo e seus impactos na saude e

desenvolvimento de doengas.
1.5 Exposicéo a metais e efeitos sobre a saude

O Brasil € um pais com uma ampla dimensao continental, contudo, conforme
cada regido, o solo apresenta algumas peculiaridades (tais como: pH, etc). Deste

modo, possui caracteristicas e limitacdes para realizar a agricultura (MANZATTO et

41



al., 2002). Buscando atingir niveis de produtividade mais elevados, agricultores
fazem uso de novas tecnologias. Com o intuito de aumentar a eficiéncia nesta area e
devido as exigéncias econdmicas, 0 uso de novas formas de fertilizantes, aplicacbes
de agrotéxicos, criacdo de culturas, equipamentos e técnicas de plantio e colheita
vem sendo utilizadas (NAVA et al., 2011).

De acordo com a International Fertilizer Industry Association (IFA), o Brasil é
um dos maiores consumidores e importadores mundiais de fertilizantes. Estes,
quando utilizados de forma adequada, apresentam-se como um recurso para a
agricultura, entretanto, seu uso inadequado pode causar sérios danos ao solo,
plantas e seres humanos (GONCALVES et al., 2011). Tais produtos séo originarios
de matérias primas contendo metais toxicos, tais como como cadmio (Cd), chumbo
(Pb) e cromo (Cr) (GONCALVES et al., 2011). Além dos fertilizantes, os agrotoxicos

também apresentam metais em suas composi¢cdes (GORGMANN et al., 2011).

Os metais, por sua vez, sdo divididos de acordo com sua atividade bioldgica.
Os metais essenciais, sdo aqueles importantes para processos vitais em organismos
vivos, regulando muitas funcdes fisioldgicas; e metais toxicos, aqueles em que néo
apresentam atividades fisiolégicas benéficas e podem apresentar toxicidade mesmo
em baixas concentracdes (BEVERIDGE et al., 1997; BRUINS et al., 2000; COHEN
et al 2001). Destaca-se que, o termo em desuso “metais pesados”, muitas vezes é
usado com o sentido de contaminacao/poluicdo e toxicidade. Entretanto, essa
nomenclatura é aplicada para elementos que contenham massa superiora 5 g cm -3

ou que possuam nuamero atdmico maior que 20 (GONCALVES et al., 2000).

A legislacdo vigente no Brasil, que trata sobre a contaminag¢édo do solo é a
Resolucdo n°. 420 de 2009 do Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA),
gue visa estabelecer critérios e valores a fim de orientar a qualidade do solo quanto
a presenca de substancias quimicas, dentre elas, os metais toxicos. Além desta
resolucao, também existem legislacdes sobre fertilizantes, inoculantes e corretivos.
A lei de fertilizantes brasileira € baseada na Instru¢cdo Normativa (IN) 27/06, alterada
pela IN SDA n° 7, de 12/04/2016 e republicada em 02/05/2016. Tal IN aponta como
metais toxicos contaminantes, além dos elementos ja citados anteriormente, o
arsénio (As) e o mercurio (Hg) e, estabelece os limites de concentragbes maximas
permitidas para estes elementos.
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No Brasil, dois tipos de solos podem ser encontrados, arenosos e argilosos.
Os solos arenosos tém como caracteristica as baixas trocas ionicas, favorecendo o
transporte natural dos metais no meio ambiente (por lixiviagAo ou escoamento
superficial), atingindo facilmente os recursos hidricos (GONCALVES et al., 2014).
Deste modo, as caracteristicas fisico-quimicas da &gua sdo alteradas,
consequentemente diminuindo sua qualidade (MORILLO et al., 2002). Além disso,
em areas rurais, as reservas de agua potavel, sdo encontradas na superficie e em
aguas subterraneas sendo, muitas vezes, as Unicas fontes de consumo humano
nessas regides (TUTIC et al., 2015).

Por outro lado, os solos argilosos, apresentam uma maior capacidade de
troca ibnica, em que os metais tendem a se fixar nas particulas do solo, tornando-se
disponiveis para as plantas e grdos em mais de uma estacdo de -cultivo
(GONCALVES et al.,, 2014), levando a presenca destes na cadeia alimentar
(ASTDR, 2018). Os metais apresentam carater cumulativo, ou seja, sdo acumulados
nos tecidos, e uma vez no organismo humano, dificilmente sdo eliminados pelo
organismo (GONGCALVES et al., 2014) (Fig. 2).

Figura 2- Diagrama das rotas de entrada dos metais no organismo (Adaptado de
SHARMA et al., 2017).

A agricultura é uma das praticas antropogénicas que representa uma

importante fonte de exposicdo ambiental aos metais (ANNANGI et al., 2015). Esta
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exposi¢do pode ocorrer através da inalacdo, contato dérmico ou oral, por meio da
ingestdo de aguas e/ou alimentos contaminados (LOSKA et al., 2004). Deste modo,
podendo resultar em alteracdes de funcionamento dos sistemas nervoso central,
hematopoiético, reprodutivo e renal (AUSTIN et al., 2016; CAO et al., 2016). A longo
prazo, essa exposicdo pode progredir para processos degenerativos fisicos,
musculares e neuroldgicos, podendo também causar cancer (PRUSS-USTUN et al.
2011).

Estudos toxicologicos tém demonstrado os efeitos das exposi¢cdes a metais
através de diversos mecanismos. A exposi¢cdo ocupacional ao Hg e As em taxistas,
por exemplo, pode ser considerado como contribuinte adicional para o
desenvolvimento de doencas cardiovasculares através de processos inflamatérios e
estresse oxidativo (BRUCKER et al., 2015). Assim como a exposi¢cao ambiental
infantil ao Mn tem sido associada com efeitos cognitivos, dano oxidativo e disfungéo
renal (NASCIMENTO et al., 2016).

1.6 Biomonitoramento de populacfes expostas

A avaliacao e interpretacdo de parametros biolégicos € determinada através
do monitoramento, realizado com a finalidade de detectar possiveis riscos a saude
(WHO 1996; DOUGHERTY 1998). Atualmente, define-se como biomonitoramento
humano (BH) a mensuracao de concentracdes de compostos e elementos quimicos
ou de seus metabdlitos em matrizes biolégicas (PEREZ-GOMEZ et al., 2013). As
amostras mais comuns utilizadas sdo sangue, urina, leite materno e ar exalado,
sendo 0 sangue a amostra que esta em maior contato com todos os 6rgaos e a
urina, a mais acessivel em maiores quantidades (ANGERER et al., 2007). No
entanto, cabelos, unhas, gordura, 0ssos e outros tecidos também podem ser
utilizados (SMOLDERS et al., 2008). Assim, amostras de sangue e urina possibilitam
a determinagéo de concentragdes muito baixas decorrentes da exposicdo ambiental
a substancias quimicas, quando comparadas as outras matrizes que por diversas

razdes de obtencéo e interpretacdo sao menos utilizadas (ANGERER et al., 2007).

Com o avanco das tecnologias, técnicas analiticas mais robustas foram sendo
empregadas, nesse contexto, tornou-se possivel determinar um grande numero de

substancias quimicas ou seus metabdlitos em concentracbes muito baixas,
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presentes nos fluidos biolégicos (ANGERER et al., 2007; PANTOROTO, 2007;
CANAS et al., 2014). Essas andalises podem ser utilizadas em diferentes areas da
saude (ambiental e ocupacional), auxiliando a toxicologia e a epidemiologia (BEVAN
et al.,, 2012). Entretanto, para tal, critérios devem ser considerados para sua
aplicacdo, como protocolo de coleta e analise das amostras, vias de exposicao,
informacdes toxicolégicas da substancia de interesse e os dados epidemiolégicos
(ALBERTINI et al., 2006).

Estes critérios auxiliam a aplicacdo do BH em medidas preventivas e na
avaliacdo, ou identificacdo de vias de contaminacdo. Tais informacdes possibilitam
definir medidas de prevencédo, gerenciamento e atenuacdo de danos, além disso,
acompanhar a eficacia de medidas preventivas (ANGERER et al.,, 2006). Um
exemplo para isso é o biomonitoramento de elementos traco frequentemente usados
em amostras de sangue, o qual se tornou uma ferramenta importante para a saude
ocupacional e ambiental (PERHARIC e VRACKO, 2012).

A determinacdo qualitativa ou quantitativa de uma substancia exdgena no
organismo humano € feita através de biomarcadores. Segundo Strimbu e Tavel
(2010), biomarcadores sé&o substancias, estrutura ou processos observados de fora
do paciente, que podem ser mensurados e reproduzidos com precisdo. Os
biomarcadores tem como objetivo avaliar os riscos a salde ocasionados pela
exposicdo a um agente téxico, quando comparada a uma referéncia apropriada
(SAKALI, 2000). Além disso, séo classificados em trés categorias: biomarcadores de
exposicao, biomarcadores de efeito e biomarcadores de susceptibilidade (PEREZ-
GOMEZ et al., 2013).

Compreende-se como biomarcador de exposicdo, a mensuracfes da
distribuicdo de dada substancia quimica, seu metabdlito ou produto deste apos
interacdo no organismo. Permitindo assim, estimar o nivel das substancias quimicas
a que um individuo esta exposto (AMORIN, 2003). Na legislacdo brasileira NR-7
(BRASIL, 1978), apenas os metais, tais como As, Cd, Cr, Pb, Hg apresentam
biomarcadores de exposi¢cdo, sendo a exposicdo aos agrotoxicos avaliada através

de biomarcadores de efeito.
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Os biomarcadores de efeito, por sua vez, refletem as alteragcdes qualitativas
ou quantitativas das fun¢des bioquimicas, fisioldégicas ou outras alteracdes organicas
mensuraveis reconhecidamente associadas com um risco a saude. No caso dos
agrotoxicos, a avaliacdo da exposicao é restrita duas classes, OPs e CBs, sendo
realizada através da mensuracdo da atividade da acetilcolinesterase eritrocitéria
(AChE) e/ou butirilcolinesterase plasmatica (BuChE) (KAPKA-SKRZYPCZAK et al.,
2011), comparando os valores de exposicdo pré e pdéds-ocupacional. Outros
exemplos desta categoria sdo a determinacdo de marcadores hematoldgicos,
bioguimicos, adutos de DNA ou de proteinas, biomarcadores -citogenéticos
(aberragbes cromossdmicas, micronucleos e quebras de DNA) entre outros (SAKAI,
2000).

Salines (2012) classifica os marcadores de suscetibilidade como fatores
capazes de modificarem a acdo de agentes toxicos sobre os organismos tornando-
0S mais susceptiveis a sua toxicidade. Tais alteracdes ocorrem em genes que
codificam enzimas metabolizadoras, as quais sé&o alteradas em diversas pessoas,
como por exemplo, o polimorfismo genético que permite aumentar ou diminuir a
atividade destas enzimas (BUDNIK e BAUER, 2009; GOMEZ-MARTIN et al., 2015).

Os biomarcadores de suscetibilidade representam assim, o0 modo como o
organismo reage ao agente toxico e a habilidade inerente ou adquirida de um
organismo responder a exposicdo de uma substancia especifica (SMOLDERS et al.,
2008). Encontram-se disponiveis varios marcadores para avaliar um agente toxico e
sua escolha depende de fatores que compreendem sua toxicocinética, o
conhecimento do mecanismo de toxicidade e de seus efeitos adversos (MANINI et
al., 2007).
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Abstract

In developing countries, farmers are exposed to a complex mixture of
pesticides and toxic elements resulting of the application of pesticides and fertilizers
in the soil. In the present study, the effects of the exposure to pesticides was
evaluated through haematological, biochemical, and immunological parameters,
which were related to pesticides and toxic elements exposure. A total of 116
individuals, 62 farmers from Agudo (RS, Brazil) and 54 non-exposed subjects from
Porto Alegre (RS, Brazil) were evaluated. Our findings indicated that farmers present
a significant inhibition of erythrocytes AChE activity compared to the non-exposed
group. Additionally, farmers also presented significantly increased levels of glucose,
urea, LDH, total proteins, IgM, complement C3, and expression of LFA1 and ICAM-1
in lymphocytes and monocytes compared to non-exposed individuals. A negative
partial correlation was observed between BuChE activity and 1gG, while positive
partial correlation was observed between AChE activity and expression of LFA-1 and
ICAM-1 in monocytes and L-selectin in lymphocytes and monocytes. Therefore,
health alterations were observed in exposed farmers, among them, it was evident
that pesticides interact with the immune system, which might lead to chronic

disorders such as asthma.

Keywords: Pesticides; cholinesterase activity; immunoglobulins; toxic elements;

adhesion molecules.
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1. Introduction

In developing countries, pesticides are extensively used in agriculture to Kill
pests that harm crops, as well as in public health to kill vectors of diseases.
Pesticides are considered as potentially toxic to some organisms, including humans,
and need to be safely used and properly disposed (WHO, 2016). Brazil has been the
major consumer of pesticides in the world since 2008 (CARNEIRO et al., 2015).
Among pesticides, the organophosphates (OPs) and carbamates (CBs) insecticides
have a low persistence and high effectiveness and they are widely employed in
agriculture, although, exhibit high acute toxicity in humans. They represent the main
classes involved in cases from mild to severe intoxications, acting as
acetylcholinesterase (AChE) activity inhibitors. AChE is essential for the functioning
of the central nervous system (CNS) of humans and causes the accumulation of the
acetylcholine (ACh) neurotransmitter, which interferes with muscular responses and
causes respiratory and myocardial malfunctions and even death (LIONETTO et al.,
2013). Therefore, the understanding of pesticides as a relevant environmental and
public health problem has been growing in parallel to the increase in their use and
the evidence of the impacts they may cause in health and environment (ERVILHA,
2014).

Agriculture is one of the main activities that deserve special attention in
relation to workers health, since most farmers manipulate pesticides with highly
dangerous compounds (ADAD et al., 2015). They are exposed to a complex mixture
of these xenobiotics, including herbicides, fungicides, and insecticides (BENEDETTI
et al., 2013; DA SILVA et al., 2016). In humans, exposure to pesticides can occur
through different routes, which can impair health and disrupt various functions of the
body, depending on the degree of poisoning, absorption route, specific
characteristics of pesticides or cultivation practices, and individual factors, such as
age, gender, nutritional status, and general health (HODGSON, 1999; ANGERER et
al., 2007; DA SILVA et al., 2008).

In addition, metals represent another type of xenobiotics that might be present
as environmental contaminants in agricultural communities. This occur due to the
application of pesticides, that may contain toxic elements in their composition,
irrigation waters and fertilizers on the soil, which may threat the quality of agricultural
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land (NICOLA, 1997). Therefore, metals are dispersed in the environment and they
can be very toxic to humans at excessive levels (JARUP, 2003). The main sources of
exposure to toxic elements released to the environment by human activities are the
air, soil, water and food (MEMOM et al., 2001). The main elements present in the
pesticides formulations include arsenic (As), cadmium (Cd), chromium (Cr), lead
(Pb), manganese (Mn), and nickel (Ni) (GORMAN et al., 2011; JIAO et al., 2012).

According to the Agency for Toxic Substances and Disease Registry
(ATSDR), human exposure to elements such as As, Pb and, Cd has serious health
implications (ATSDR, 2007; CSAVINA et al., 2012; SHARMA et al., 2014; GUPTA et
al., 2015). They act similarly to endogen biochemical electrolytes and produce
toxicity by forming complexes with cellular compounds, inactivating or modulate the
enzymes or protein structures leading to cellular dysfunction and necrosis
(AGUILERA et al., 2017; KUMAR et al., 2017; TROST and TRACY, 2017; SHARMA
et al., 2014).

Due to such complex mixtures of products, acute and chronic exposure at low
concentrations of pesticides and toxic elements may lead to irreversible damage to
farmers health (HERNANDEZ et al., 2005; MARTINEZ-VALENZUELA et al., 2009;
BENEDETTI et al., 2013). Exposure to pesticides are associated with several human
diseases, such as cancer, neurodegenerative and reproductive disorders, lung
alterations (MOSTAFALOU and ABDOLLAHI, 2017), endocrine disruption
(MAQBOOL et al., 2016), inflammatory responses, immune dysregulation, among
others (ABDOLLAHI et al.,, 2004, KARAMI-MOHAJERI and ABDOLLAHI, 2013;
MOKARIZADEH et al., 2015). Human exposure to metals may cause many types of
cancers (skin, liver, kidney, lung, and bladder), cardiovascular disease, diabetes,
anemia as well as dermatological, reproductive, developmental, neurological and
immunological diseases (ZODAPE and TAYADE, 2016).

Biomonitoring is the preferred approach to assess human exposure to
chemicals through several biological media, such as blood and urine (NASCIMENTO
et al., 2017). The most widely used biomarkers include determination of the presence
of xenobiotic metabolites, measurements of the activity of specific enzymes, and
damage to macromolecules (KAPKA-SKRZYPCZAK et al. 2015). In this context,
human biomonitoring studies are needed to evaluate the exposure to multiple
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chemicals in people living in many regions located near to urban industrial zones,
mining, and agricultural areas (OCHOA-MARTINEZ et al., 2016). Therefore, the aim
of this study was to access the effects of simultaneous occupational exposure to
pesticides and toxic elements in haematological, biochemical, and immunological

parameters in rural workers from the Southern Brazil.

2. Material and Methods
2.1. Subjects

Prior to the study, individuals were invited to participate in a face-to-face
interview, a written informed consent was obtained and each individual completed a
detailed questionnaire (Portuguese version of International Commission for
Protection against Environmental Mutagens and Carcinogens) (CARRANO and
NATARAJAN, 1988), covering standard demographic data (age, gender, etc.),
lifestyle (consumption of tobacco, coffee and alcohol, diet, etc.), as well as
occupational (number of hours of work per day, personal protective equipment (PPE)
usage, duration of application of the pesticides, and kind of pesticides), medical

problems (exposure to x-rays, vaccines, medication, etc.), and family history.

Took part of the research 67 farmers from both gender, aged 18-70 years and
living in the rural area of Agudo (city located in the central region of the state of Rio
Grande do Sul, Southern Brazil). The most predominant economic activity in the
studied area is agriculture, with intense use of several types of pesticides. A non-
exposed group, comprising 54 healthy individuals from both gender working in
administrative offices from Porto Alegre (capital of Rio Grande do Sul, Southern
Brazil) was also included in the study. This group had no history of exposure to
pesticides as well as no previous occupational exposure to pesticides. All individuals
with chronic diseases (diabetes, hepatitis, tuberculosis and previous cancer history)

were excluded of the study.

This study was approved by the Research Ethics Committee of the
Universidade Federal do Rio Grande do Sul (CAAE 59461816.2.0000.5347). All

participants were informed about the study and signed an informed consent.

2.2. Blood and urine collection
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An EDTA tube (4 mL) was collected for blood and aliquots of 250 uL were
separated to determine concentrations of red blood cells AChE. A blood vacuum tube
with trace element heparin (6 mL) was collected and aliquots of 500 pL were
separated to determine concentrations of toxic elements. Aliquots of sodium-EDTA
vacuum tubes (4 mL) were immediately used for hemograms and L-selectin, LFA-1
and ICAM-1 surface protein expressions. A tube without anticoagulant (4 mL) was
collected and immediately centrifuged at 1500xg for 10 min at room temperature to
obtain the serum, which was used for biochemical and immunological analysis. Blood
samples were transported to the laboratory below 8 °C and processed within 20 h of
collection.

Approximately 10 mL of urine samples were collected in polyethylene bottles.
Urinary creatinine levels were determined immediately after collection by
spectrophotometry according to Jaffé (1886), with commercial kits (Bioclin®, Belo
Horizonte, MG, Brazil). The samples were then stored at -80 °C for further

determination of kidney dysfunction biomarker (microalbuminuria (mALB) levels).
2.3. Blood pressure measurements and body mass index

A single person performed all height, weight and blood pressure
measurements. For weight, in both groups, measurements were taken without shoes
but with body clothing. These measurements were carried out using an upright scale
(Plenna Sport® MEA07420, Plenna digital and analog scales, Sao Paulo, SP, Brazil),
with a capacity to weigh 150 kg in 100 g increments. Height was measured using a
measuring board. Body mass index (BMI) was calculated by dividing the weight, in
kilograms, by the square of the height, in meters. Blood pressure was measured
using an automatic digital blood pressure monitor (Geratherm®, Wristwatch 993, Séo
Paulo, SP, Brazil).

2.4. Biomarkers of exposure

2.4.1. Cholinesterases activities

Red blood cells AChE activity was determined following the visible
spectrophotometry methodology. The method used was proposed by Ellmann and
modified by Harlin and Ross (1990), based on the colorimetric measurement of the

rate of hydrolysis of acetylcholine by erythrocyte AChE. Released thiocholine react
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with 5,5’-dithio-2-nitrobenzoic acid (DTNB) to liberate a yellow compound which is
quantified spectrophotometrically at 412 nm. The variation of absorbance per minute
during 4 minutes is directly proportional to the enzymatic activity (SILVA, 2008). The
enzyme activity was determined by the following equation: AChE activity (kU/L) = AA
x 132.35, where AA is the mean absorbance. Considering that 1 kU L-1=1000 U L-1.
AChE activity was expressed as U L-1.

Serum BuChE was determined by spectrophotometry, using commercial
laboratory kits (Bioclin®, Belo Horizonte, MG, Brazil). The reaction is based in the
hydrolysis of butyrylthiocholine by plasmatic cholinesterase (BuChE) with the release
of thiocoline and butyrate levels. Thiocholine reduces the yellow hexacianoferrate (lll)
pigment to colorless hexacianoferrate (lI). The decrease in absorbance is measured

at 405 nm. BuChE activity was expressed as Ul L-1.
2.4.2. Blood toxic elements measurement

For the measurement of toxic elements (As, Cd, Cr, Mn, Ni, and Pb) in blood
samples, 1 mL of 65% ultrapure nitric acid was added to 500 uL of whole blood in a
polypropylene digestion tube. Afterwards, the mixture was processed by heating at
95 °C for 4 h. Extracts were cooled at room temperature and the volume was made
up to 10 mL with ultrapure water. Toxic element concentrations were determined by
inductively coupled plasma-mass spectrometry (ICP-MS) using a Nexlon 300X
spectrometer (PerkinElmer-Sciex, USA) (MATEUS et al., 2013). A Rh (400 pyg L-1)
acidified aqueous solution (1% HNO3) was added in line as internal standard and the
calibration curve ranged from 5 to 80 ug L—-1. Calibration solutions were prepared

using a 10 mg L-1 stock solution (PerkinElmer 29).

The LOD and LOQ were calculated based on the standard deviation of the
calibration blanks (n = 10): three times the standard deviation for the LOD (or ten
times for the LOQ) divided by the slope of the calibration curve. Precision and
accuracy of the analytical method were monitored with reference standards that were
analyzed in intervals of 15 samples. For differences greater than 10%, a new
calibration was applied. The average measured, in triplicate, and certified

concentrations (in parenthesis) were, in pug L-1, as follows: As: 0.023 (0.024); Cd:
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0.008 (0.009); Cr: 0.011 (0.013); Mn: 0.019 (0.025); Ni: 0.019 (0.025); Pb: 0.330
(0.357).

2.5. Haematological parameters

Analyses were carried out using an ABX Pentra XL 80 Hematology analyzer
(ABX Horiba®, Montpellier, France) was performed in whole blood collected with
EDTA. Red blood parameters (number of red blood cells (RBC), hemoglobin (Hb),
and hematocrit (Ht)), white blood parameters (total number of leukocytes, total
number and percentage of neutrophils, lymphocytes, eosinophils, monocytes, and
basophils) and platelet counts were determined.

2.6. Biochemical parameters

Biochemical parameters were measured on fresh fasting serum samples and
carried out on automated equipment Mindray® BS-120 Chemistry Analyzer
(Shenzhen Mindray Bio-Medical Electronics Co Ltd, Shenzhen, China), following
standard procedures for clinical biochemistry, using commercial kits (Bioclin®, Belo
Horizonte, MG, Brazil). The measured parameters included glucose, alanine
aminotransferase (ALT), aspartate aminotransferase (AST), y-glutamyl transferase
(GGT), total (BT) and direct (BD) bilirubins, alkaline phosphatase (ALP), urea,

creatinine, lactate dehydrogenase (LDH) and C-reactive protein (PCR).
2.7. Immunological parameters
2.7.1. Immunoglobulins and complement

Immunological parameters were measured on fresh fasting serum samples
and carried out on automated equipment BS-120 Mindray® BS-120 Chemistry
Analyzer (Shenzhen Mindray Bio-Medical Electronics Co Ltd, Shenzhen, China), by
immunoturbidimetric method with commercial kits (BioClin®, Belo Horizonte, MG,
Brazil). The measured parameters included complement C3, complement C4, and

total immunoglobulins IgA, IgM, IgG.
2.7.2. Adhesion molecules

EDTA-blood was used to determination of LFA-1, ICAM-1 and L-selectin

surface protein expression (%) in lymphocytes and monocytes, through flow
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cytometry. L-selectin surface expression was performed incubating samples, blood
with FITC-conjugated anti-L-selectin (BD Biosciences ™, San Jose, CA, EUA). To
analyze LFA-1 and ICAM-1 surface protein expression, samples were incubated
simultaneously, with FITC-conjugated LFA-1 antibody and phycoerythrin (PE)-
conjugated ICAM-1 antibody (BD Biosciences™, San Jose, CA, USA).

The BD® Facs Lysing solution was used following the manufacturer's
instructions. The cells were immediately analyzed at Attune® Acoustic Focusing
Cytometer (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) using the Attune® Cytometric
Software (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). Lymphocytes and monocytes
were identified according to manual gating, considering the parameters of side
scatter and size. Results are expressed as the percentage of L-selectin surface, LFA-
1 or ICAM-1 protein expression in lymphocytes or monocytes.

2.8. Early kidney dysfunction biomarker: microalbuminuria (mALB)

The determination of mALB levels was performed by the immunoturbidimetric
method using the Mindray® BS-120 Chemistry Analyzer (Shenzhen Mindray Bio-
Medical Electronics Co Ltd, Shenzhen, China), automated analyzer, through
commercial kit (Bioclin®, Belo Horizonte, MG, Brazil). Results were expressed as mg

g-1 creatinine.
2.9. Statistical analysis

Data were analyzed using the IBM SPSS Statistics software (version 22). A
normality test was used to verify the distribution of data and each variable was
assessed using the Shapiro-Wilk test. Comparisons between the groups were carried
out using the Student t-test and Mann—-Whitney U-test and the results are expressed
as mean * standard error of the mean (SEM). Covariance analyzes (ANCOVA) were
used to evaluate differences between groups and to examine the influence of
confounding factors (sex, body mass index, smoking habits and alcohol
consumption), followed by the Bonferroni's post hoc test. Partial correlation was
performed to evaluate the associations between pairs of variables with control by
confounding factors, such as sex, body mass index, smoking habits and alcohol

consumption. Values of p < 0.05 were considered significant.
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3. Results
3.1. Characteristics of the studied groups

Personal characteristics of the study population are shown in Table 1. The
samples were collected between winter and spring in the south hemisphere in the
same year (2017), when farmers are at a high pesticide exposure. The study
population consisted of a hon-exposed group of 54 individuals, 53.7% (29) males and
46.3% (25) females. The group of farmers included 62 individuals, 35.5% (22) males
and 64.5% (40) females, directly involved in the preparation and application of
pesticides and exposed simultaneously to a complex mixture of pesticides and toxic
elements since childhood. No significant differences were observed between the
groups regarding age, working time and blood pressure measurements (one-way
ANCOVA). According to the International Classification of obesity based on BMI,
divided by adiposity degrees or classes (slim or light weight, less than 18.5 kg m-2;
normal between 18.5 — 24.9 kg m-2; overweight or pre-obese between 25 — 29.9 kg
m-2; obesity | between 30 - 34.9 kg m-2; obesity Il between 30 — 39.9 kg m-2 and
severe obesity above 40 kg m-2?), and disease risk (World Health Organization),
women from both groups presented overweight. Differently, men farmers presented
normal BMI, while non-exposed men presented a significant overweight (one-way
ANCOVA).

Analysis of questionnaires revealed that the farmers had a lower educational
level compared to the non-exposed group (p< 0.001; one-way ANCOVA). The
smoking habit was higher among farmers than non-exposed individuals, however
non-exposed group reported a higher alcohol consumption (beer, wine and others)
than farmers. Additionally, farmers reported alterations in health conditions, as well
as the desire to stop working in agriculture and a lower income (minimum wage) by
month. Comparing workload (8 hours/day) during the week, non-exposed group
works more than farmers, but when compared workload (8 hours/day) every day,
farmers work more. The non-exposed group and farmers were similar regarding

contribution of work income to family support (one-way ANCOVA).

The farmers habits are depicted in Table 2. The cultivation of tobacco, corn,

beans, rice, manioc, milk and potatoes were reported among the rural activities. The
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main tasks carried out by the farmers in relation to pesticides involved preparation of
the crop and beware of seedlings, planting, harvest and preparation of the tobacco
leaves and pesticides. The prevalence of use of household pesticides was 17.7%
(11) and the storage of pesticides was mainly in cupboard 98.3% (58). Additionally,
87.1% (54) farmers use personal protective equipment (PPE), being the gloves the
most used 79% (49). The contaminated work clothes were washed by machine as

well as by hand, separately.

The most common pesticides used in the crops of the region are shown in
Table 3. The farmers included in this study were exposed to a complex mixtures of
pesticides, including three products containing active ingredients classified as
extremely toxic, one as highly toxic, seven as moderately toxic, and two as slightly
toxic according to the Brazilian Health Regulatory Agency (Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria - ANVISA) (ANVISA 2016), being two of them cholinesterase
(ChE) inhibitors.

3.2. Biomarkers of exposure
3.2.1. Cholinesterase activities

The results of AChE activities in farmers and non-exposed group are depicted
in figure 1. It was observed a significant 22% inhibition in farmers AChE activity
compared to non-exposed group (p<0.01; one-way ANCOVA). For BuChE, no
significant differences were found neither between the groups nor between the

sexes.
3.2.2. Blood toxic elements measurement

Concentrations of blood elements are present in Table 4. Farmers presented a
significant increase in blood levels of Cd (p<0.01; one-way ANCOVA) and Pb
(p<0.05; one-way ANCOVA) compared to the non-exposed group. Interestingly, the
levels of Ni and Cr were significantly increased (p<0.01; one-way ANCOVA) in the
non-exposed group. No significant differences were found in As and Mn. Moreover,
Cr and Ni levels in non-exposed group and As levels in both groups, were above the
recommended limits by ATSDR ToxGuides™ (2015) and WHO (1996).

3.3. Biomarkers of effect
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3.3.1. Haematological parameters

Haematological parameters are described in Table 5. Farmers presented a
significant decrease (p<0.05; one-way ANCOVA) in MCHC, platelets, lymphocytes,
monocytes, and basophils, however all within the reference values. In male farmers,
a significant decrease (p<0.01; one-way ANCOVA) in haemoglobin was observed
compared to non-exposed males, which was also within the reference value.
Besides, farmers presented a significant increase (p<0.01; one-way ANCOVA) in the
percentage of neutrophils in relation to non-exposed group.

3.3.2. Biochemical parameters

Results for biochemical parameters are demonstrated in Table 6. The farmers
had significantly higher levels of glucose, urea, LDH and total proteins compared to
the non-exposed group, however all parameters were within the reference values
(p<0.05; one-way ANCOVA). Furthermore, farmers showed a significant decrease in
ALT (p<0.05; one-way ANCOVA) and serum creatinine (p<0.01; one-way ANCOVA)

levels when compared to non-exposed group, also within the reference values.
3.4. Immunological parameters
3.4.1. Immunoglobulins and complement

Immunoglobulins and complement parameters are demonstrated in Table 7.
The farmers had significantly higher IgM levels compared to the non-exposed group,
however all within the reference values (p<0.05; one-way ANCOVA). Additionally,
farmers presented a significant increase in complement C3 compared to the non-
exposed group (p<0.01; one-way ANCOVA), which was slightly above the reference

value.
3.4.2. Adhesion molecules

The results obtained in the expression of LFA-1, ICAM-1 and L-selectin in
monocytes and lymphocytes are presented in Figure 2. In monocytes it was
observed a significant decrease in LFA-1 and ICAM-1 in farmers compared to non-
exposed group (p<0.01; one-way ANCOVA). Interestingly, a significant increase in
expression of LFA-1 (p<0.05; one-way ANCOVA) and ICAM-1 (p<0.01; one-way

ANCOVA) was observed in lymphocytes of farmers when compared to non-exposed
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group. No alterations were observed in the expression of L-selectin in both
monocytes and lymphocytes.

3.5. Early kidney dysfunction biomarker: microalbuminuria (mMALB)
No significant differences were observed for mALB levels.

3.6. Correlations among biomarkers of exposure and biochemical,

immunological and haematological parametrs

Partial correlations among biomarkers of exposure and effect are showed in
Table 8. Serum BuChE activity was negatively correlated with immunoglobulin 1gG (r
= -0.197; p<0.05). Additionally, AChE activity in red blood cells was negatively
correlated with blood levels of Cd (r = -0.198; p<0.05) and Mn (r = -0.199; p<0.05), as
well as positively correlated with L-selectin expression in lymphocytes (r = 0.218;
p<0.05). Interestingly, AChE activity was positively correlated with LFA-1 (r = 0.223;
p<0.05), ICAM-1 (r = 0.222; p<0.05) and L-selectin (r = 0.218; p<0.05) expression in

monocytes.

Moreover, Cr was positively correlated with total bilirrubin (r = 0.257; p< 0.01)
and urea (r = 0.192; p<0.05). Pb was positively correlated with neutrophils (r = 0.214;
p<0.05). Cd was positively correlated with RBC (r = 0.238; p < 0.05). Ni presented a

positive correlation with lymphocytes (r = 0.256; p<0.05) and Mn blood levels (r
0.352; p<0.01). As was positively correlated with Cd (r = 0.312; p<0.01), Ni (r
0.445; p<0.01), RBC (r = 0.330; p<0.01), Hb (r = 0.341; p<0.01), and Hct (r = 0.333;
p<0.01).

4. Discussion

Workers are exposed to various types of occupational hazards, in agriculture,
farmers are also environmentally exposed to a combination of chemicals. In the
present study, the toxic elements were included in the biomarkers of exposure
because they may potentiate the effects of pesticides and their presence in the
environment is inevitable. In this context, many farmers are vulnerable to the toxic
effects of pesticides and metals and the exposure in adulthood is still a worrisome
threat. The effects resulting from long-term exposure to low doses are difficult to

assess and the clinical and epidemiological studies are of crucial importance to
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understand the changes related to clinical outcomes. Therefore, the aim of our study
was to perform a health assessment in farmers from Southern Brazil, more
specifically in the rural area of Agudo, a city located in the central region of the state
of Rio Grande do Sul. This city was selected because most of farmers houses are

located near to the field, which increases the exposure of these individuals.

Moreover, according to the answers obtained in the questionnaire and
observed in Table 3, farmers are in contact with many pesticides. In our study, we
were unable to precise when the exposure began and for how many years they are
exposed to these compounds. For this reason, we were not able to associate the
changes with a specific product or chemical class, as well as a toxic element.
Considering the presence of metals in pesticide formulations, it was observed that
farmers presented significantly increased levels of Cd and Pb in relation to non-
exposed group. The presence of toxic elements, such as As, Cr, Co, Pb and Ni, has
been reported in technical products (DEFARGE et al., 2017). Additionally, the
fungicide mancozeb is highly used by farmers in the area of study, and it contains
approximately 20% Mn by weight (MORA et al., 2014), suggesting a co-exposure of

pesticides and toxic elements in rural workers.

During the sampling, the farmers were at the beginning of the period of
pesticide application. Our study demonstrated that long-term occupational exposure
to pesticides OPs and CBs resulted in a greater inhibition in AChE activity. AChE
inhibition is more sensitive and preferred than BuChE, since it reflects the biological
effects on the nervous system and shows a lower recovery rate, providing a better
representation of the inhibition of the neural AChE (KAMEL and HOPPIN, 2004;
LIONETTO et al., 2013). In the present study, AChE activity was correlated with
blood Cd levels, indicating that OPs and CBs could be a source of both elements.
Furthermore, this correlation indicates the potential of Cd to induce neurotoxicity,
which was previously studied by Grupta et al. (2015). The exact mechanism of Cd
neurotoxicity is not well known, but low Cd levels were found to inhibit AChE activity
in the rat brain, indicating thereby its strong neurotoxic potential to the mammals
(GRUPTA et al., 2015). The element Cd, was also correlated to RBC levels, which
could be related to the accumulation of Cd in erythrocytes and the presence of
severe anemia in exposed populations (HORIGUCHI et al., 2010; GLUHCHEVA et
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al., 2011). Chronic exposures to Cd besides being neurotoxic, are also highly
nephrotoxic (PROZIALECK et al., 2012). The mechanism of toxicity is due to the
tendency of Cd to accumulate in tissues such as liver and kidney. The epithelial cells
of the proximal tubule accumulate Cd and may involve relatively specific changes in
cell adhesion and cascades of cell signaling, resulting in a generalized dysfunction of
reabsorption characterized by polyuria and low molecular weight proteinuria, causing
functional impairment (PROZIALECK et al., 2012). In this way, exposure to
cholinesterase-inhibiting pesticides containing the toxic element Cd may cause
possible neurotoxic effects and exposure to this element may also cause possible
nephrotoxic effects in these individuals.

Regarding to haematological parameters, our study demonstrated that long-
term occupational exposure to pesticides resulted in a decrease of haemoglobin in
farmers. Similar results, which were also within the reference values realized in
farmers exposed to pesticides were reported by Mourad (2005) and Wafa et al.
(2013). Haemoglobin has a vital role in the transportation of oxygen and carbon
dioxide and it is the main component of red blood cells. Moreover, it was possible to
observe an increase in the levels of Pb in farmers, which could be related to its
presence as contaminant in technical products. After absorption, Pb is carried
through the circulatory system by erythrocytes, leading to an inhibition of hemoglobin
synthesis (ASTDR, 2007; YARTIREH and HASHEMIAN, 2013). In the present study,
the number of lymphocytes, monocytes, basophiles, platelet and the mean volume of
platelet (MPV) were significantly lower in farmers than those of non-exposed group. It
is believed that a cytotoxic effect at cellular levels might occur in chronic low dose
exposure before evident clinical signs and symptoms (VAROL et al., 2014). Contrary
to our findings, Garcia-Garcia et al. (2016) observed higher values of neutrophils and
lymphocytes in greenhouse workers than in the control group. According to the
authors, these haematological findings indicate potential haematotoxic effects of
pesticides. The findings observed herein might be due to the disorderly action of the
pesticides on the erythropoietic tissue or, also, an adaptive reaction of bone marrow
to a reduced viability of circulating cells because of oxidative damage, however these

effects are related to the type of pesticide used.
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In our study, a positive correlation was observed between AChE and mean
platelet volume. The platelets exhibit a time-dependent swelling when blood samples
are anticoagulated with ethylenediaminetetracetic acid (EDTA) and for reliable MPV
measurement, the influence of anticoagulant on the MPV must be carefully
controlled, either using an alternative anticoagulant (such as citrate) or standardizing
the time delay between sampling and analysis (less than 2 h) (DASTJERDI et al.,
2006). Additionally, there are reports of a significant association of MPV and age,
obesity, smoking, chronic diseases and use of some drugs (VIZIOLI et al., 2009).
Herein, no difference between the two groups with respect to age, BMI index, and
smoking were observed, individuals with chronic diseases were excluded from this
study. Moreover, Varol et al. (2014) reported that platelet number, MPV and platelet
distribution width (PDW) were significantly decreased in blood samples of farm
workers compared to controls. Similarly, Nassar et al. (2016) reported a significant
decrease in platelet number as well as monocytes and basophils levels in spray
workers from Egypt compared to the control group. Similarly, our study demonstrated

that exposure to pesticides (inhibitors of AChE) might impair platelet indexes.

In this study, there was a significant correlation between Pb and neutrophils.
The adverse effects of Pb on the immune system are already well explained
(VALENTINO et al. 1991; SINGH et al. 2003; DI LORENZO et al. 2006), and the
increase of circulating neutrophils has been well reported as an acute response to
various stress situations such as acute infections (KAMINSKY et al., 2002) and
occupational exposure as demonstrated here. In the current study, blood
concentrations of As were significantly correlated with red blood cells, haemoglobin,
and haematocrit. Chronic exposure to low doses of As seems to cause a decrease in
red blood cells, haematocrit and haemoglobin, altering the haematopoietic system
(KEIL et al., 2015). Following absorption by red blood cells, As can lead to
haematological changes such as macrocytic anemia. However, this response is
dependent on the amount of absorbed dose (LEE et al., 2004). As is naturally
present at low concentrations in the environment and it is an important carcinogen.
Continuous application of contaminated fertilizers may contribute to increase of As in
the soil and groundwater (JAYASUMANA et al., 2015). As observed by Caciari et al.
(2012), chronic exposure to low doses of As in workers exposed seems to cause a
decrease in red blood cells, haematocrit and haemoglobin. Also, a positive
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correlation was observed for blood Ni and lymphocytes. Indeed, a relationship
between human lymphocyte antigens and Ni sensitivity exists (MOZZANICA et al.,
1990), concentration of Ni can cause cell death in human lymphocytes, suppressing
the immune system (ZAREI et al., 2017).

A significant increase in the serum levels of LDH, total protein, glucose and
urea was observed in farmers compared to the non-exposed group, however, the
means for all groups lay within the reference range. Another study also observed
significant LDH and total protein levels slightly higher in farmers than in the non-
exposed group (DEMOS et al. 2013). Impairment of liver function has been
previously reported in those occupationally involved with farming (PATIL et al., 2003;
PATIL et al., 2009; KHAN et al., 2010; DEMOS et al., 2013), either by simultaneous
alterations of all biomarkers (HERNANDEZ et al., 2006) or slight increases of certain
biomarkers (AL-SARAR et al., 2009).

In addition, the partial correlation analysis demonstrated that Cr levels were
positively correlated with total bilirubin. This is the first time that the association
between chromium and total bilirubin is described. Herein, the metals speciation was
not performed, but it is widely recognized that environmental and occupational
exposure to chromium compounds, especially hexavalent chromium (Cr (VI)), is
widely recognized as potentially hepatotoxic in humans and animals (SOUDANI et
al.,, 2011; BEN HAMIDA et al., 2016; ZHONG et al.,, 2017). More studies and
research are needed to confirm the effects of chromium on total bilirubin and to what

extent they provide a toxic effect.

Farmers from the current study presented glycemic levels higher than the non-
exposed group, in spite of being within the reference values. Our results were similar
to Sungur and Given (2001), who reported that 15 patients exposed to OPs had mild
hyperglycemia. The OPs may affect glucose homeostasis, impairing the hormonal
control and causing hyperglycemia in exposed individuals (RAHIMI and ABDOLLAHI,
2007). Previous experimental studies revealed that exposure to OPs can induce
insulin resistance in animal models (POURNOURMOHAMMADI et al., 2005; PANAHI
et al.,, 2006; RAHIMI and ABDOLLAHI, 2007; MOSTAFALOU et al., 2012). The
progressive installation of insulin resistance occurs through the dysfunction of

pancreatic cells, or the decrease of insulin action in target tissues (DUTTARQY et al.,
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2004). Therefore, the slight increase in glucose levels of farmers could point to a
trend in the pesticide exposure to induce hyperglycemia, as previously reported.

The significant increase in urea levels in farmers observed in our study is
similar to a previous study by Hassanin et al. (2017). Furthermore, Cr levels were
positively correlated with urea levels. Parveen et al. (2009) reported that Cr-treated
rats showed significant increases in markers of renal injury in serum, including blood
urea nitrogen. Similarly, Balakrishnan et al. (2013) evaluating the protective action of
a-tocopherol in Cr-induced oxidative stress in female reproductive system of rats,
also observed significant increases in blood urea nitrogen levels compared to those
of the control group, pointing to a relationship between exposure to Cr and renal

injury.

Additionally, our study also evaluated the Igs A, G and M levels. The
concentration of the levels of Igs were within the reference range and, the levels of
IgA and IgG were not significantly different from those of the non-exposed group.
However, there was a significant increase in IgM of farmers when compared to the
non-exposed group, while Undeger and Basaran (2001) and Aroonvilairat et al.
(2015), detected no changes in serum IgG, IgA, IgM different from those of the non-
exposed group. The serum Ig levels provide key information on the humoral immune
status. When Ig levels are low, they define some humoral immunodeficiencies
(BUCKLEY, 1987). However, elevated levels of Igs are observed in liver and
haematological diseases, chronic inflammations, infections and malignancies
(DISPENZIERI et al., 2001).

Interestingly, a significant negative correlation between BuChE activity and
IgG levels was found, suggesting a direct effect of pesticide exposure in the immune
system. IgM and subsequently IgG are produced predominantly in the first exposure
to an allergen. Most people habitually have an immunoglobulin reaction to allergenic
substances, mainly in the form of IgG antibodies, and only a few undergo a process
of B cell differentiation (SCOTT-TAYLOR et al., 2017). IgGs are induced as part of
the natural exposure to allergens every day, and its antibodies play a role in the
induction of allergic symptoms, pathology of allergy and other autoimmune diseases
(SCOTT-TAYLOR et al., 2017).
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The components of the complement system C3 and C4 were evaluated in
serum and a significant increase in C3 levels was observed in farmers compared to
the non-exposed group. This was similar to the study of Wysocki et al. (1985), who
observed an increase in C3 levels of men occupationally exposed to chlorinated
pesticides. It is known that the complement system is composed of plasma proteins
produced mainly by the liver or membrane proteins expressed on the cell surface
(KOLEV et al. 2014). Complement proteins help the activation cascade of the
complement system to opsonize pathogens and induce a series of inflammatory
responses, helping immune cells to fight infection and maintain homeostasis (MERLE
et al., 2015). On the other hand, the components and their cleavage products may
act as mediators in certain inflammatory diseases as asthma (HAFNER et al.,1981;
THOMAS L, 1998; NAJAM et al., 2005; SJOHOLM et al., 2006; MARKIEWSKI and
LAMBRIS, 2007). Najam and collaborates (2005) analyzed 64 children, ranging in
age from 1 to 12 years, with moderate to severe asthma and verified a higher serum
C3 values, which was related to the action of cytokines involved in the pathogenesis
of asthma. The overproduction of C3 in the present study seems to be indicative of
the contribution of immunological complexes to the pathogenesis of asthma.
Associations between pesticide exposure and asthma in occupational groups have
been reported (HERNANDEZ et al., 2011), however these facts remain unclear due
to the association with other mechanisms or a combination of these, such as irritation
(BENNER et al, 1999), inflammation (MICHELSON et al., 2002),
immunosuppression (REPETTO and BALIGA, 1997), and endocrine disruption
(KJELDSEN et al., 2013).

In the adhesion molecules, farmers showed a significant decrease in
monocytes and an increase in lymphocytes expression for both LFA-1 and ICAM-1. A
positive correlation was observed between the AChE activity and the expression of
LFA-1 and ICAM-1 in monocytes, as well as a positive correlation between AChE
activity and L-selectin expression in lymphocytes and monocytes. Few data are yet
available concerning the importance of LFA-1-ICAM-1 interaction, as well as
involving pesticides and farmers exposure and as far as we know, this is the first
study evaluating this adhesion molecules in farmers exposed to pesticides.
Moreover, many studies have already reported damaging effects on the immune
system after exposure to pesticides (COSTA et al., 2013; MOKARIZADEH et al.,
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2015), especially in patients with impaired immune function which makes them more
likely to develop allergies and asthma, as well as contribute to the induction of cancer
(SKOLARCZYK et al., 2017). HOFFMAN et al. (2006) studied in vitro exposure of
human T cell lines (Jurkat and H9) to bifenthrin demonstrating an increase in cell
aggregation due to upregulation of ICAM and LFA-1 expression. Considering that
bifenthrin is a pyrethroid used by farmers of this study, this suggests its
immunotoxicity potential (HADNAGY et al, 2003; EMARA et al, 2007
SKOLARCZYK et al., 2017).

The immune system has close and mutual interaction with the various body
organs and any perturbation of the immune system consequently leads to changes in
the function of other systems (MOKARIZADEH et al., 2015). Evidences from
experimental and epidemiological studies indicate that pesticide exposure may affect
the immune system itself (MORETTO and COLOSIO, 2013) or disrupt the cytokine
balance and cause other chronic diseases (WEICHENTHAL et al., 2014; DHOUIB et
al., 2016; RATHISH et al.,, 2016), including Parkinson and Alzheimer's disease
(CAMPDELACREU, 2014) and neurodevelopmental and reproductive system
disorders (DEN HOND et al., 2015).

In our study, the results are insufficient to draw conclusions about the effect
that pesticide exposure has on health of farmers. Moreover, the study participants
have been exposed to a complex mixture of pesticides, making difficult to point out a
specific pesticide or active ingredient, their concentrations, and the time of exposure
responsible for this effect. Our study has certain limitations, the most relevant was
the small number of men farmers participating in the biological sample collection,
which could be due to the extensive work in the fields. Besides, the measurement of
biomarkers for other pesticides used in the rural area than cholinesterase inhibitors,
inflammatory mediators, and evaluation of lung function and bronchial
responsiveness could be of great value in these population. Nevertheless, all these

limitations will be considered for future research.
5. Conclusions

In summary, our study showed that farmers were exposed to both pesticides

and toxic metals. Farmers presented significant alterations in health, such as slight

70



biochemical and hematological changes, which were within the reference values, and
immunological changes, possibly associated with the co-exposure to these
compounds. This study evaluated, for the first time, adhesion molecules and farmers,
and as can be seen, many are the changes involving the pesticide exposure and
their effects on health. Therefore, only these results are insufficient to draw
conclusions. Our data revealed the importance to perform a biomonitoring in farmers.
To understand the mechanisms related to the interaction of pesticides and toxic
elements to the immune system will help to prevent farmers health and improve the

life quality in rural workers.
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TABLES

Table 1. Characteristics of the study population.

Non-exposure (n=54)

Farmers (n=62)

Mean+SEM Mean+SEM
N (%) (Min:Max) N (%) (Min:Max)
Gender Male 29 (53.7%) 22 (35.5 %)
Female 25 (46.3%) 40 (64.5 %)
Age (years) 43.02+1.57 39.96+1.27
(26:62) (23:71)
_— 18.47+1.15
Working time (years) 14.79+1.65 (1:39) (3.4:40)
18.88+0.41 5.71+0.31
Study (years) (11:30) (1:15)
Body mass index (kg m ?) Male 27.45+0.76 24.67£0.71
Female 25.37+0.81 27.04+0.85
Blood pressure Systolic 112.62+2.06 115.16+2.08
measurements (mmHg) (84:147) (80:164)
Diastolic 70.33+1.28 70.46+1.13
(53:92) (51:93)
Smoking habits Smoker 12 (22.2%) 20 (32.3%)
Non-smoking 42 (77.8%) 42 (67.7%)
Alcool consumption
Yes 47 (87.0%)* 37 (59.7%)
No 7 (13.0%)* 25 (40.3%)
Health condition Very good 25 (46.3%)* 2 (3.4%)
Good 24 (44.4%) 31 (53.4%)
Reasonable 5 (9.3%)* 25 (43.1%)
Desire to stop 9 (17.0%) 19 (33.3%)
Job satisfaction Satisfied 43 (81.1%) 46 (80.7%)
Not ery satisfied 10 (18.9%) 11 (19.3%)
Workload D“v”v’;g;he 8 hours/day 46 (88.5%)* 20 (35.7%)
6 hours/day 6 (11.5%)* 1(1.8%)
4 hours/day 1(1.8%)
Every day 8 hours/day 29 (51.8%)*
6 hours/day 2 (3.6%)
4 hours/day 3 (5.4%)
Income (minimum wage) One to two 1(1.9%) 36 (62.1%)*
Two to three 1(1.9%) 11 (19.0%)*
Three to four 3 (5.6%) 6 (10.3%)
More than four 49 (90.7%) 5 (8.6%)*
Coqtnbunon of income to 250 5 (9.4%) 7 (12.3%)
family support
50% 13 (24.5%) 8 (14.0%)
75% 9 (17.0%) 6 (10.5%)
100% 26 (49.1%) 36 (58.1%)

* Significant different from non-exposed group p < 0.05 by ANCOVA one-way.
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Table 2. Farmer habits in the region of Agudo, Rio Grande do Sul, Brazil.

Farmers (n=62) N (%)

Rural activty
Tobacco Corn Bean Rice Manioc Milk Potatoes
57 (48.1%) 8 (6.9%) 3 (2.6%) 3 (2.6%) 2 (1.7%) 2 (1.7%) 1 (0.9%)

Attribution
Preparation  Preparation

Prepare of Beware of _ Household

the crop seedlings Planting Hanvest of tobacco  of . pesticides
leaves pesticides

44 (37.9%) 48 (41.4%) 54 (46.6%) 52 (44.8%) 46 (39.7%) 22 (19.0%) 11 (17.7%)

Storage

Cupboard  Home

58 (98.3%) 1 (1.7%)

PPE use

Yes No

54 (87.1%) 8 (12.9%)

Type of PPE

Mask Gloves Glasses Apron Shoes

33 (53.2%) 49 (79%) 33 (53.2%) 44 (71.0%) 45 (72.6%)

Washing work clothes
Machine Hand
separately  separately
25 (45.5%) 30 (54.5%)
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Table 3. Pesticides used by farmers in the region of Agudo, Rio Grande do Sul,

Brazil.
Pesticides Commercial name Active ingredient  Chemical class H.azarc_i
classificationa

Herbicides Boral® 500SC Sulfentrazone  Triazolone Class |
Gramoxone® 200 Paraquat Bipyridylium Class |
Roundup® Glyphosate Glycine replaced Class IV
Gamit® 360CS Clomazone Isoxazolidinone Class Il

Inseticides Confidor® S Imidacloprid Neonicotinoid Class il
Decis® 25EC Deltamethrin Pyrethroid Class lli
Evidence® 700WG  Imidacloprid Neonicotinoid Class il
Orthene® 750BR Acephato * Organophosphate Class I
Talstar® 100EC Bifenthrin Pyrethroid Class |l

Fungicides Dithane® NT Mancozeb Dithiocarbamate  Class |
Rowral® Iprodione Dicarboximide Class IV
Infinito® Propamocarb/  Cabarmate/benza oo

fluopicolide * mide pyridine
Growth regulator Primeplus® BR Flumetralin Dinitroaniline Class |

* ChE inibition

a According to Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA): extremely toxic (Class 1),
highly toxic (Class II), moderately toxic (Class Ill), and slightly toxic (Class IV) (ANVISA 2016).

Table 4. Concentrations of toxic elements in blood.

Recommended limits

Non-exposed (n=54) Farmers (n=62)
Male (n=29) Female (n=25) Male (n=22) Female (n=40)

As (ug L-") @ 34.07+0.91 32.30+0.72
Cd (ugL-")a 0.14+0.12 0.91+0.09**
Cr(ugL-")p 10.61+0.49 0.84+0.38**
Ni (ug L-") b 5.34+0.20 4.58+0.16**
Pb (ugdL™)a 0.71+0.07 0.91+0.05*
Mn (ug L=") b 6.73+1.11 6.48+0.87

<1
<0.315
<5
1-5
1.5
4-15

Results are expressed as mean + SEM.

a According to ATSDR ToxGuides™ (2015).

b According to WHO (1996).

* Significant different from non-exposed group p < 0.05 by
**Significant different from non-exposed group p < 0.01 by
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Table 5. Biochemical parameters.

Non-exposed (n=54)
Male (n=29) Female (n=25)

Farmers (n=62)

Male (n=22) Female (n=40) Reference Value

RBC (million mm™3) 4.86+0.06 4.81+0.05 45-6.1
Hb (g dL ™) Male 15.790.27 14.74+0.27% 12.8-17.8
Female 13.69+0.23 13.91+0.18 11.6 - 15.6
Hct (%) Male 46.86+0.80 45.19+0.79 39.0-53.0
Female 41.41+0.66 42.45+0.53 36.0—48.0
MCV (um3) 90.91+0.74 90.89+0.68 80 - 100
MCH (pg) 30.33+0.23 30.03+0.21 26-32
MCHC (g/dL) 33.31+0.08 32.84+0.07** 31-37
Platelets (10%mm®) 256.81+10.22 190.19+9.58** 140.0 — 400.0
VPM (um?3) 8,99+0.59 6.87+0.48* 9.0-12.7
Leukocytes (x103 mm3) 7111.23+298.27 7168.43+274.22 3600 — 11000
Neutrophils (x103 mm 3) 3917.15+235.04 4366.65+216.09 1500 — 7000
Neutrophils (%) 54.00£1.51 60.50+1.39**
Lymphocytes (x10® mm 3) 2387.91499.19 2054.40+91.19** 1000 — 4500
Lymphocytes (%) 34.55+1.28 29.21+1.18**
Monocytes (x103 mm 3) 539.64+24.31 468.78+22.35* 100 — 1000
Monocytes (%) 7.71+0.27 6.63+0.25**
Eosinophils (x103 mm3) 212.69+39.28 259.87+40.99 100 — 1000
Eosinophils (%) 3.62+0.55 3.58+0.50
Basophils (x103 mm 3) 6.81+0.61 4.76+0.57** 0-200
Basophils (%) 0.09+0.00 0.05+0.00**

Hb hemoglobin, Hct hematocrit, RBC red blood cell count, MCV mean corpuscular volume, MHC mean corpuscular hemoglobin

a According Failace R, et al., 2009.

* Significant different from non-exposed group p < 0.05 by ANCOVA one-way.
**Significant different from non-exposed group p < 0.01 by ANCOVA one-way.

Table 6. Haematological parameters.

Non-exposed (n=54)

Male (n=29) Female (n=25)

Farmers (n=62)

Male (h=22) Female (n=40) Reference Value 2

Glucose (mg dL™?) 84.66+1.32 90.70+1.07** 65-99
AST (ULY)

Male 30.04+1.44 28.13+1.26 11-39

Female 29.36+1.21 28.12+0.87 10-37
ALT (UL 26.59+1.41 22.60+1.15* 05-38
GGT (UL™Y

Male 37.13+4.13 28.72453.64 <55

Female 37.18+7.58 43.2145.49 <38
Total bilirubin (mg dL™?) 0.68+0.04 0.66+0.03 0.1-1.2
Direct bilirubin (mg dL ™) 0.21+0.01 0.22+0.01 <04
Urea (mg dL ) 21.87+1.05 26.78+0.85** 15-40
Serum creatinine (mg dL™ %) 0.93+0.01 0.84+0.01** 04-14
Alkaline phosphate (UL ™?) 73.244£3.79 71.23£3.08 12-43
LDH (UL 286.56+8.07 291.55+6.56* 200 -480
C-reactive protein (mg L™ 2) 3.42+0.66 2.90+0.60 <8
Total protein (g dL 1) 6.80+0.07 7.12+0.05** 6.0 —8.0

Results are expressed as mean + SEM.
a According to the manufactor Bioclin.

* Significant different from non-exposed group p < 0.05 by ANCOVA one-way.
**Significant different from non-exposed group p < 0.01 by ANCOVA one-way.
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Table 7. Immunologlobulins and complement parameters.

Non-exposed (n=54) Farmers (n=62)
Male (n=29) Female (n=25) Male (n=22) Female (n=40) Reference Value 2
IgA (mg dL 1) 215.63+11.38 226.34%9.22 70 — 380
IgG (mg dL %) 1179.07+38.25 1235.36+31.09 650 — 1.500
IgM (mg dL™?) 105.4348.29 135.84+6.74** 38 — 280
C3 (mgdL?) 137.48+3.85 155.82+3.13** 75-135
C4 (mg dL ) 32.79+1.63 31.95+1.33 9—36

Results are expressed as mean + SEM

a According to the manufactor Bioclin

* Significant different from non-exposed group p < 0.05 by ANCOVA one-way.
** Significant different from non-exposed group p < 0.01 by ANCOVA one-way.

Table 8. Partial correlations among biomarkers of exposure and biochemical,

immunological, and haematological parameters.

R P
BuChE Immunoglobulin IgG -0.197 0.038
VPM 0.243 0.010
Cd -0.198 0.042
Mn -0.199 0.042
AChE % lymphocytes expressin L-selectin  0.218 0.029
% monocytes expressin L-selectin -~ 0.218 0.028
% monocytes expressin LFA-1 0.223 0.023
% monocytes expressin ICAM-1 0.222 0.024
Cr Total bilirrubin 0.257 0.008
Urea 0.192 0.048
Pb Neutrophilis 0.214 0.044
Cd RBC 0.238 0.025
Ni Lymohocytes 0.256 0.015
Mn 0.352 0.000
As Cd 0.312 0.001
Ni 0.445 0.000
RBC 0.330 0.002
Hb 0.341 0.001
Hct 0.333 0.001

Abbreviations: Hb hemoglobin, Hct hematocrit, RBC red blood cell

count.

Partial correlations adjusted by sex, body mass index, smoking

habits and alcohol consumption.
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FIGURE LEGENDS

Fig. 1. AChE (U L-1) and BuChE (U L-1) activity in non-exposed and farmers group.
Data are expressed as mean + SEM. ** p< 0.01 (ANCOVA one-way).

Fig. 2. Expression of LFA-1, ICAM-1 and L-selectin on monocytes and lymphochytes
in the non-exposed group. Data are expressed as mean + SEM. *p< 0.05 **p< 0.01
(ANCOVA one-way).
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DISCUSSAO






A seguinte dissertacdo avaliou um grupo de agricultores do municipio de
Agudo (RS), segundo dados disponibilizados pelo IBGE (2010), Agudo apresenta
uma populacéo residente de 16.722 habitantes, destes, 9.833 pessoas constituem
uma situacdo domiciliar rural e, 6.889 urbana. Destes habitantes, 50,1%
corresponde a populagao do sexo feminino e 49,1% do sexo masculino. Este dado
corrobora como que foi observado no presente estudo, uma maior proporgéo do
sexo feminino no grupo exposto, entretanto, estatisticamente nao significativa. Entre
as raz0es para isto estdo a propria composicao da populacdo brasileira, onde os
dados apresentados pela PNAD (Pesquisa Nacional por Amostra de Domicilios,
2015) mostram que no Brasil o numero de mulheres (51,48%) € superior ao de
homens (48,52%).

A andlise dos questionarios revelou também que os agricultores tém uma
baixa escolaridade, corroborando com os dados publicados pelo IBGE (2010), que
indicam uma taxa de analfabetismo de 6,78% em pessoas com 15 anos ou mais.
Aliado a isso, outra dificuldade presente € a linguagem presentes nos bulérios dos
agrotoxicos, uma vez que € elaborada de forma técnica e inadequada aos usuarios.
Acredita-se que a baixa escolaridade possa contribuir para o0 aumento dos riscos de
intoxicacdes por agrotoéxicos, levando a nao ler as instru¢des dos fabricantes antes
de usar ou, ler mas apresentar dificuldades de interpretar os rétulos destes produtos
e, consequentemente, a uma menor conscientizacao sobre seus riscos. Por isso, se
faz importante que as instru¢cdes estejam em uma linguagem que possa ser lida e
compreendida (NALWANGA et al., 2011).

Os agricultores apresentam um maior habito de fumar (32,3%) em relacdo ao
grupo ndo exposto (22,2%), o que também foi observado por Faria et al. (2009),
avaliando as intoxicacdes por agrotdxicos entre trabalhadores rurais de fruticultura
de Bento Goncalves (RS) em que agricultores apresentaram o mesmo padrao de
comportamento em relacdo ao habito de fumar apresentado neste estudo. Além
disso, 48,1% dos agricultores relataram a fumicultura como pratica agricola, a qual
pode estimular o consumo do produto (ANDERSON, 2006). O habito de fumar
também pode ser associado a baixa escolaridade (FARIA et al., 2004; CARGNIN et
al., 2016). Um estudo realizado por CAl et al., (2012) destaca que pessoas de baixa

escolaridade, com menor poder aquisitivo e que estdo desempregadas mostram
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maiores probabilidades de se tornarem fumantes, enquanto individuos com niveis
mais elevados de educacao apresentam menor probabilidade de fumar. Além disso,
0 manuseio da planta na rotina diaria com a plantacdo de tabaco, pode levar os
fumicultores a apresentarem riscos associados a exposicdo ao tabaco por via

dérmica, conhecido como doenca do tabaco verde (CAl et al., 2012).

Por outro lado, o grupo ndo exposto apresentou um maior consumo de
bebidas alcoodlicas que os agricultores. Isto pode estar relacionado ao fato de que,
entre os individuos ndo expostos, por morarem em uma cidade maior e com mais
oportunidades, o habito de beber seja mais “‘comum” do que comparado aos

agricultores.

Outro dado que se destacou foi que quase metade dos agricultores relatou
apresentar um estado geral de saude razoavel (43,2%). Este dado pode estar
relacionado a dificuldades no acesso a servigcos de saude especializados (ADAMI et
al., 2011) e a um acompanhamento periddico realizado por profissionais da saude.
Apesar da existéncia de servicos de salude em area rurais, através da Estratégia de
Saude da Familia (ESF), é necessério capacitar as equipes de ESF, em especial as
que atendem em éarea rural, afim de reconhecer e realizar o manejo correto em
casos de intoxicacdes por agrotéxicos. Além disso, difundir o conhecimento visando
a prevencdo e reducdo dos efeitos da exposicdo aos agrotoxicos, uma vez que
existe essa escassez de informacdes toxicolégicas para profissionais da saude,
devido a rapidez com que a industria de agrotoxicos produz novos produtos. Assim,
boa parte das informacdes disponiveis versam sobre as classes tradicionais de
agrotoxicos (inseticidas inibidores da colinesterase) e, como observado neste
estudo, os agricultores relataram utilizar uma variedade de agrotoxicos (FARIA et al.,
2011).

De modo geral, a maior parte dos agricultores (80,7%) relatou estar satisfeita
com o trabalho, ou seja, quanto mais arrecadam com as culturas, mais satisfeitos
ficam, o que impulsiona a produzir cada vez mais, uma vez que eles diversificam a
producdo ao longo do ano. Consequentemente, apenas 33,3% dos agricultores
relataram ter vontade de parar de trabalhar com a lavoura. Isso, de certa forma, esta
relacionado ao fato da lavoura ser uma fonte significativa de contribuicdo na renda
da familia. De modo semelhante, Heemann (2009) observou que apenas 4,8% dos
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trabalhadores rurais tinham vontade de parar. O autor acredita que esta baixa
prevaléncia se da devido a influéncia da indlstria e as estratégias de marketing

envolvidas nas populacdes mais vulneraveis.

Quando comparada a carga de trabalho (8 h/dia) durante a semana, o grupo
nao exposto trabalha mais horas do que os agricultores, mas quando comparada a
carga horaria de trabalho (8 h/dia) todos os dias, os agricultores trabalham mais,
dado que a demanda de trabalho na lavoura € alta e o trabalho é diario. Em 2015,
segundo os dados divulgados pelo IBGE o salario médio mensal era de 2,1 salarios
minimos (R$ 788,00) para a cidade de Agudo (RS). Considerando domicilios com
rendimentos mensais de até meio salario minimo por pessoa, 25.5% da populacéo
estava nestas condi¢cdes. Esse resultado € similar ao obtido em nosso estudo,
mesmo havendo aumento anual do salario, o perfil relatado pelos agricultores, de
receber de um a dois salarios minimos, com base no salario minimo nacional de
2017 (R$ 937,00) continua o mesmo. Nossos resultados vao de encontro ao
realizado por Bonato (2009), onde 38% dos agricultores que plantam tabaco ganham
com seu plantio uma renda inferior a dois salarios minimos e apenas 17% ganham
menos de um salario minimo mensal. Em relacdo a contribuicdo da renda do
trabalho para o apoio familiar, os resultados entre os grupos foram semelhantes,

ambos apresentaram que a maior parte de sua renda vai para o apoio familiar.

Como mencionado anteriormente, a agricultura € a principal forgca motriz da
economia do municipio de Agudo (RS). Apesar do relato de outras atividades
agropecuarias, o cultivo do tabaco € o mais realizado pelos agricultores e também a
maior fonte de renda. Devido aos riscos associados ao cultivo do tabaco,
principalmente o alto uso de agrotoxicos, é valido ressaltar que existe uma tentativa,
ainda que por uma pequena parte dos agricultores, de migracao para a producédo de
leite. Tal atividade tem sido intensificada na area rural de Agudo (RS) em virtude da
geracdo continua de renda ao longo do ano e da compatibilizagdo com outras
atividades sazonais ou permanentes no mesmo periodo. Atividades rurais nao
agricolas podem estar relacionadas com a necessidade da diversificagéo de renda,
embora algumas condicdes como capital inicial, garantia de crédito, educacdo e
infraestrutura constituam limitagdes encontradas (NEY & HOFFMANN, 2008).
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Devido ao extenso uso de agrotoxicos, o armazenamento dos mesmos
costuma se dar em armarios para este fim como € possivel observar neste estudo
(98,3%). Estando de acordo com a Norma da ABNT/NBR 9843/2013, de 31/07/2013,
a qual estabelece os requisitos para o armazenamento de agrotoxicos e afins, de
modo a garantir a seguranca e a saude das pessoas e preservar o meio ambiente e

0 produto.

O uso de EPIs durante a aplicacdo de agrotoxicos pode reduzir
consideravelmente a incidéncia de doencas relacionadas a exposi¢cdo. Mais da
metade dos agricultores (87,1%) relataram utilizar EPIs, sendo mais utilizadas as
luvas (79%). Este dado difere do observado por Garcia-Garcia et al. (2015) que
verificaram que quase 60% dos trabalhadores de estufa de plastico no sudeste da
Espanha envolvidos na aplicacdo de agrotoxicos ndo utilizavam EPIs durante a
pulverizacdo e uma maior proporcéo (quase 80%) nao fazia uso de EPIs durante a
mistura/carregamento dos agrotoxicos. Em outro estudo realizado com produtores
de laranjas da regido do Vale do Cai (RS), apenas 38% dos agricultores usavam
EPIs completos (LERMEN et al.,2018). Cabe ressaltar que, apenas o uso de alguns
EPIs, ndo protege totalmente os agricultores quanto aos riscos de intoxicacdes, mas
sim o uso adequado de todos os EPIs garante uma maior protecdo. A lavagem das
roupas de trabalho pode ser outra forma de contato com agrotdxicos. Neste sentido,
a maior parte dos agricultores entrevistados (54,5%) lavam suas roupas a méao, sem
luvas e separadamente e, enquanto 45,4% lavam suas roupas separadamente na

maquina.

Como mencionado, os agricultores incluidos neste estudo manuseiam uma
variedade de produtos. Dentre estes, trés produtos contém ingredientes ativos
classificados como extremamente téxicos, um altamente toéxico, sete como
moderadamente téxico e dois como ligeiramente toxicos de acordo com a Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) (ANVISA, 2016). Dos produtos
classificados como moderadamente toxicos, dois deles sdo inibidores da ChE. No
estudo realizado por Garcia-Garcia et al. (2015), os autores também observaram
que os trabalhadores de estufa de plastico estavam expostos a poucos agrotoxicos

inibidores da ChE, assim como observado neste estudo.
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Muitos estudos relataram a alta exposicdo a agrotoxicos e seus efeitos nos
trabalhadores rurais do estado do Rio Grande do Sul (DO NASCIMENTO et al.,
2015; ALVES et al., 2016; NASCIMENTO et al., 2017; BENEDETTI et al., 2017;
LERMEN et al.,, 2018). Neste contexto, muitos agricultores sdo vulneraveis aos
efeitos dos agrotoxicos e a exposicdo na idade adulta ainda é uma ameaca
preocupante. A maior parte do conhecimento em relagdo aos agrotoxicos se da para
os inseticidas inibidores da ChE. Os OPs sdo produtos amplamente utilizados para o
controle de pragas agricolas em todo o mundo (FARIA et al., 2009) e muitos estudos
demonstraram seus efeitos toxicos na saude humana (STRONG et al., 2004; TERRY
JR, 2012; SURATMAN et al., 2015), tais como, efeitos neurolégicos (BLAIN, 2001),
cognitivos (MUNOZ-QUEZADA et al., 2016) e cardiacos (HUNG et al., 2015). Ja os
CBs apresentam efeitos em modelos in vitro, animais de laboratério e em seres
humanos, tais como indugéo de estresse oxidativo, alteracdo do sistema imune e

disfuncdo dos sistemas colinérgico e endécrino (DHOUIB et al. 2016).

Portanto, as atividades da AChE eritrocitaria e de BUuChE plasmatica foram
medidas como forma de avaliar a exposi¢cado aos inseticidas inibidores da ChE. As
diretrizes brasileiras NR-7 (Ultima atualizacdo em 9 de dezembro de 2013) e NR-31
(ltima atualizacdo em 9 de dezembro de 2013) estabeleceram que os agricultores
devem ser submetidos a exames médicos ocupacionais, incluindo medidas das
atividades da AChE e BUChE. A atividade pré-ocupacional é considerada como o
valor de referéncia para atividades ocupacionais. No entanto, como observado por
Nascimento et al. (2015, 2016, 2017), os trabalhadores rurais crescem e vivem no

local de trabalho, o que torna impossivel definir os limites da exposi¢cdo ocupacional.

Apesar disso, as medidas das atividades da AChE e BUuChE continuam sendo
o indicador mais utilizado do efeito da exposicdo a agrotoxicos em avaliacdes
laboratoriais. Nossos achados mostraram que os agricultores expostos a agrotoxicos
apresentaram uma inibi¢cdo da atividade de AChE, que esta relacionada a exposi¢ao
aos inseticidas OPs e CBs. Esses dados corroboram outros estudos, em que a
atividade da colinesterase foi inibida em populagdes expostas a agrotoxicos (VON
OSTEN et al., 2004; JINTANA et al., 2009; NERILO et al., 2014). A inibicdo da AChE
é refletida através de efeitos bioldgicos no sistema nervoso. Ela também mostra uma

menor taxa de recuperacdo, o que produz um efeito inibitério cumulativo sobre a
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atividade da enzima. A AChE se mostra mais sensivel em relagdo a BUChE quando
se pretende avaliar exposi¢des crénicas a OPs e CBs (KAMEL e HOPPIN, 2004).
Portanto, as medidas de AChE sao geralmente preferidas em relacdo ao BuChE
porque podem fornecer uma melhor representacdo da inibicdo da AChE neural
(LIONETTO et al., 2013), como foi observado neste estudo.

Os metais estdo presentes no solo, nos fertilizantes e na composicao de
agrotoxicos como mencionado anteriormente. A combinacgéo de agrotdxicos e metais
pode potencializar os efeitos desses produtos. No presente estudo, a atividade de
AChE foi correlacionada com niveis de Cd e Mn no sangue, indicando que OPs e
CBs poderiam ser uma fonte exposicdo de ambos os elementos. Tal correlacédo
também aponta um potencial neurotdxico destes elementos, a qual foi previamente

estudada por Grupta et al. (2015).

No que se refere aos limites recomendados de metais, o relatério da WHO
(1996), apresenta valores sob a forma de intervalos seguros. Estes intervalos nao
representam requisitos individuais, mas sim, limites de uma adequacéo e seguranca
para uma populagéo. Entretanto, o ATSDR ToxGuides™ (2015), apresenta um guia
de referéncia rapido e fornece informacdes como fontes de exposicdo, rotas de
exposicao, niveis minimos de risco, entre outros. No entanto, ndo apresenta 0s
niveis minimos de risco para todas as possiveis amostras analisadas. Também é
necessario destacar o fato de que tais limites sdo recomendados, mas a presenca

elevada de dado elemento ja proporciona um risco téxico.

Algumas alteracdes hematoldgicas foram observadas, no entanto todos os
resultados estavam dentro dos valores de referéncia. Resultados semelhantes em
agricultores expostos a agrotoxicos foram relatados por Mourad (2005) e Wafa et al.
(2013), os autores também relataram que a exposicdo ocupacional a agrotoxicos
resultou em alteracfes de alguns parametros hematoldgicos, como a diminuicdo da
hemoglobina, assim como observado neste trabalho. Acredita-se que a exposi¢ao
cronica a baixas doses pode se acumular em sistemas biolégicos e pode ter um
efeito citotdxico em niveis celulares antes de ocorrer sinais e sintomas clinicos

evidentes.
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Os agricultores apresentaram maior glicemia quando comparados ao grupo
nao exposto, apesar de estar dentro dos valores de referéncia. Nossos resultados
foram semelhantes a Sungur e Guven (2001), que relataram que 15 individuos
expostos a OPs apresentavam hiperglicemia leve. Como ja descrito na literatura, 0s
OPs podem afetar a homeostasia da glicose, causando hiperglicemia em individuos
expostos (RAHIMI e ABDOLLAHI, 2007). Alteragdes em biomarcadores de funcéo
hepatica também foram encontradas nos agricultores. Tal achado é semelhante a
hepatotoxicidade induzida por diversos agrotéxicos ja relatos em modelos animais
(REZG et al., 2008; BINUKUMAR et al., 2010; KARAMI-MOHAJERI e ABDOLLAHI,
2011) e em agricultores expostos por longo periodo (EL-DEMERDASH et al., 2001;
MICHALEK et al., 2001; PATIL et al., 2009; HERNANDEZ et al., 2013; WAFA et al.,
2013). Alteracdes semelhantes também foram encontrados para biomarcadores de
funcdo renal, que também ja foi observada em agricultores expostos (Hassanin et al.
2017).

Os resultados também evidenciam que o sistema imune dos agricultores
apresenta alteracdes devido a exposi¢cdo a agrotoxicos. Os efeitos nocivos sobre o
sistema imunologico apds exposicdes a agrotoxicos ja foram relatados na literatura
(MORETTO & COLOSIO, 2013; COSTA et al., 2013; MOKARIZADEH et al., 2015).
Uma correlacdo negativa significativa entre a atividade da BUuChE e os niveis de 1gG
foi encontrada. Um aumento dos niveis de 1gG proporcional a inibicdo da BuChE
pode estar relacionada a sindromes inflamatérias auto-imunes ou processos
alérgicos, ambos observados anteriormente em agricultores (SCOTT-TAYLOR et al.,
2017).

Além disso, os agricultores apresentaram um aumento significativo no
complemento C3 em relagcdo ao grupo néo exposto, que foi ligeiramente acima do
valor de referéncia. Este resultado € semelhante ao que também foi observado por
Wysocki et al. (1985), onde os autores relataram um aumento nos niveis de
complemento de IgM e C3 no soro de homens ocupacionalmente expostos a

agrotoxicos clorados.

Entretanto, divergéncias com outros estudos da literatura foram observadas
(AROONVILAIRAT et al.,, 2015, UNDEGER e BASARAN, 2001), o que pode ser
resultado dos diferentes compostos em questdo, ou das misturas de xenobidticos
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que os individuos foram expostos, portanto, apenas uma determinada classe de
imunoglobulina pode ser afetada.

Verificou-se também uma correlacdo positiva entre a atividade de AChE e a
expressao de L-selectina em linfocitos e mondcitos, bem como com a expressao de
LFA-1 e ICAM-1 em mondcitos. Em um estudo in vitro, realizado em células T
(Jurkat e H9) avaliou a exposicao a bifentrina. O estudo demonstrou um aumento na
agregacdo celular devido a regulacédo positiva da expressdo de ICAM-1 e LFA-1
(HOFFMAN et al.,, 2006). A bifentrina é um agrotoxico pertencente a classe dos
piretréides e, estudos sugerem que 0s piretroides sdo toxicos para 0 sistema
imunologico (HADNAGY et al.,, 2003; EMARA et al., 2007; SKOLARCZYK et al.,
2017). Mesmo em limites aceitaveis, a exposicdo a bifentrina pode aumentar o risco
e a frequéncia de respostas e doencas inflamatérias, como a asma, bem como pode
causar alergias e contribuir para a inducdo de cancer, especialmente em pacientes

com funcdo imune prejudicada (SKOLARCZYK et al., 2017).

Até onde sabemos, este é 0 primeiro estudo a avaliar essa molécula de
adesdo em agricultores expostos a agrotoxicos. Entretanto, os resultados séo
insuficientes para tirar conclusdes sobre o efeito que a exposicdo a agrotoxicos tem

sobre estas moléculas de adesao.

Considera-se como limitacdo do estudo ter uma diferenca em relacdo ao sexo
entre 0s grupos. Bem como por ter um delineamento transversal, impossibilitando a
identificacdo de causalidade (ingestdo de alcool e tabaco). Acredita-se que a
pesquisa deveria ser realizada a todos os adultos integrantes do nacleo familiar, e
ndo apenas a um individuo a fim de ter resultados mais representativos, entretanto,
devido a demanda de trabalho, isso ndo se fez possivel. Outra limitacdo é o dificil
acesso aos locais mais afastados, no interior do estado, impossibilitando visitas mais

rotineiras.

Com os avancos e a busca implacavel da industria de agrotoxicos por novos
ingredientes ativos e novas formulagdes, a busca por indicadores de exposicao se
torna um problema para estudos epidemiolégicos. A existéncia de um Unico
biomarcador de exposicéo a agrotoxicos (por exemplo, AChE para exposi¢cado a OPs

e CBs) torna dificil a compreensdo dos mecanismos por tras dos potenciais efeitos
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dos agrotoxicos. Considerando que os agricultores utilizam uma mistura complexa
de produtos, faz-se necesséario um conjunto de biomarcadores para os xenobiéticos
presentes no meio rural. A identificacdo das interacdes dos xenobioticos presentes
no meio rural com o organismo ajudara na compreensao do papel dos agrotoxicos
no desenvolvimento de véarias doencas e complicacdes apresentadas por individuos
expostos, além de melhorar a qualidade de vida destes individuos.
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CONCLUSAO






Ha uma associacdo entre a exposicdo ocupacional a agrotoxicos e metais em

areas rurais;

N&o houve associacdo entre a exposicdo ocupacional a agrotoxicos e metais

sobre a presséo arterial;

Observou-se uma diminuicdo nos valores de Hb nos agricultores quando

comparado ao grupo nao exposto, mas dentro dos valores de referéncia;

Observou-se alteracfes significativas em marcadores de perfil glicémico, funcao
hepética e funcao renal nos agricultores, mas quando comparado ao grupo nao

exposto, mas dentro dos valores de referéncia;

A exposicdo a agrotoxicos e metais pode estar relacionada a um estado pro-

inflamatério em individuos expostos;

Alteracdes dos niveis de imunoglobulinas e na expressdo de moléculas de

adesao estédo relacionadas a imunotoxicidade dos agrotoxicos e metais.
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ANEXO 1l

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) - Expostos

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Vocé esta sendo convidado a participar da pesquisa “Avaliagdo dos potenciais efeitos toxicos
sistémicos em individuos ocupacionalmente expostos a diferentes classes de agrotéxicos”. Este
trabalho tem como pesquisadora responsavel a professora Dr2. Solange Cristina Garcia da Faculdade
de Farméacia da UFRGS.

Agricultores representam um importante grupo de risco especialmente devido aos efeitos sobre a
saude decorrentes do uso continuo de diversos agrotdxicos assim como, contato com agua contendo
metais toxicos. O uso intensivo de agrotoxicos pode afetar a salde dos agricultores, estando
associado ao desenvolvimento de cancer, além de afetar o ambiente. Este trabalho pretende avaliar a
saude de agricultores expostos simultaneamente a diferentes classes de agrotéxicos.

Se vocé aceitar participar desse estudo, sera realizada uma entrevista com questionario sobre o uso
de medicamentos, seus hébitos de vida, seu histérico familiar de doencas e seu estado de saude
atual, assim como serdo coletadas amostras de urina, sangue, cabelo e saliva. Sabendo que no seu
ambiente trabalho ndo h& presenca de nenhum desses compostos, vocé estd sendo convidado a
participar do grupo controle (sem exposi¢c&o) para que possamos comparar os resultados obtidos dos
individuos expostos com individuos néo expostos.

Em uma sala separada, sera realizado no dia da coleta, um questionério que deve necessitar de
aproximadamente 20 minutos para ser preenchido. Além do questionario, vocé passara também por
uma avaliacdo fonoaudiolégica através da aplicagdo de um questionéario, assim como de avaliacdes
auditivas e vocal (por meio de gravacéo), necessitando de aproximadamente 20 minutos para serem
realizadas. Por fim, serd realizada uma avaliagdo neuropsicolégica, por psicdlogos, através da
aplicacdo de trés questionéarios, com duragéo de aproximadamente uma hora.

Esta coleta sera realizada na escola em que seu filho estuda, em um Unico dia e que sera agendado
com antecedéncia e sera realizada em uma sala onde estard equipada para a realizacdo destas
coletas, com duracdo de aproximadamente 30 minutos. Realizaremos alguns exames que sao de
rotina em laboratério de analises clinicas, como hemograma, exames de avaliagdo dos rins e figado,
e alguns outros relativos a presenca de metais, marcadores de exposi¢cao a agrotéxicos, alteracdes
preditivas de cancer (mutagfes) e do sistema imunolégico, que realizamos no laboratdrio de
Toxicologia na Faculdade de Farmécia da UFRGS.

Para a coleta de sangue, o material utilizado € Gnico para cada individuo. Sera coletada uma amostra
de 40 mL de sangue, cerca de oito colheres de cha. No momento da coleta de sangue podera haver
alguma dor leve decorrente da perfuracdo da pele. Complica¢gfes da coleta de sangue séo raras, mas
€ possivel que ocorra algum tipo de mal-estar e até mesmo desmaios. Podera aparecer hematoma no
local da puncéo de sangue, o qual desaparece em alguns dias. Todos os cuidados necessarios serao
tomados para minimizar esses riscos. Em caso de desmaios ou hematomas, o paciente tera
assisténcia técnica por parte do coletador, treinado para este tipo de atendimento.

Quanto ao procedimento para coleta de urina (coleta ndo assistida), o individuo participante terd que
urinar em um pequeno frasco coletor de urina e este é o Unico desconforto que pode vir a ocorrer.
Vocé deverd urinar apenas a quantidade que for capaz no momento da coleta, desprezando o
primeiro jato de urina para ndo ocorrer contamina¢do microbioldgica, e o volume n&o precisa exceder
a metade do frasco de coleta. Com as amostras de urina, avaliaremos se ha alteragdes nos rins.

Quanto a coleta de células da mucosa da boca, os individuos participantes poderdo sofrer de algum
desconforto do procedimento e ha o risco eventual, embora pequeno, de lesdo da mucosa, uma vez
gue se constitui de uma coleta simples, realizada com uma pequena escova de coleta de células
bucais (semelhante a uma escova de dente) através de movimentos circulares contra o interior de
cada bochecha. Anteriormente a coleta de células da mucosa, o individuo sera orientado a realizar
bochecho com &gua mineral disponibilizada pela equipe de pesquisa, minimizando os riscos de
contaminacdo. Esta coleta sera utilizada para a analise de alteracdo genética. Vocé ira receber os
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resultados dos exames realizados. Entraremos em contato para agendarmos a entrega dos mesmos.
Caso seja observada alguma alteragdo significativa nos resultados de seus exames, vocé sera
encaminhado ao CEREST Santa Maria, para um devido atendimento médico.

O participante podera se beneficiar por receber exames clinicos e psicologicos, os resultados irdo
auxiliar na tomada de medidas preventivas para a melhoria da qualidade de vida dos mesmos, como
também contribuir para 0 aumento do conhecimento sobre este assunto. O material bioldgico
coletado serd armazenado de forma codificada. Apds a realizacdo das andlises previstas neste
projeto, as amostras serdo armazenadas. Este material, além de ser utilizado neste estudo, podera
ser utilizado em outros estudos futuros do nosso grupo. Neste caso, um novo projeto de pesquisa
ser4 submetido para apreciacdo do Comité de Etica em Pesquisa e vocé serd chamado para
reconsentir com o uso do material.

Sua participacdo na pesquisa é totalmente voluntaria, ou seja, ndo € obrigatoria. Caso vocé decida
ndo participar, ou ainda, desistir de participar e retirar seu consentimento, ndo havera nenhum
prejuizo ao atendimento que vocé recebe ou possa vir a receber nas instituicdes envolvidas. Vocé
podera solicitar a retirada das informagbes e do material biolégico a qualquer momento, bastando
solicitar por escrito ao responsavel pelo projeto. Nao esta previsto nenhum tipo de pagamento pela
sua participacdo na pesquisa e vocé ndo terd nenhum custo com respeito aos procedimentos
envolvidos. Caso ocorra alguma intercorréncia, vocé recebera o atendimento necessario, sem
nenhum custo pessoal. Em caso de dano, comprovadamente resultante de sua participagdo na
pesquisa, os pesquisadores se responsabilizam pela indenizacdo. Garantimos a sua néo identificacao
e o carater confidencial dos resultados. Os resultados serdo divulgados de forma agrupada, sem a
identificacdo dos individuos que participaram do estudo.

Vocé tera garantia de acesso, em qualquer etapa da pesquisa, aos profissionais responsaveis pela
mesma, para esclarecimentos de eventuais duvidas, contatando a Prof2 Dr2 Solange Cristina Garcia
pelo telefone (51) 3308-5297. A pesquisadora Larissa Vivan Cestonaro também poderé ser contatada
pelo telefone (51) 3308-5297 ou pelo e-mail larissavivanc@gmail.com. Também podera contatar os
comités de ética em pesquisa, que aprovaram este projeto, para esclarecimento de duvidas.

Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Av. Paulo Gama,
namero 110, sala 317, no Anexo 1 da Reitoria, ou através do telefone (51) 3308-3738 das 10 as 16
horas, de segunda a sexta. Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal de Ciéncias da
Saude de Porto Alegre, Rua Sarmento leite, 245, ou através do telefone (51) 3303-8804 das 08 as 17
horas, de segunda a sexta.

Esse Termo é assinado em duas vias, sendo uma para o participante e outra para os pesquisadores.
() Aceito que minhas amostras sejam armazenadas para pesquisas futuras.
( ) N&o aceito que minhas amostras sejam armazenadas para pesquisas futuras.

Nome do Participante: N° da Identificacéo:

Assinatura:

Nome do Pesquisador:

Assinatura: (pesquisador que aplicou o Termo)
Local e data: , de de 2017.
Pesquisadora Mestranda Pesquisadora responsavel
Larissa Vivan Cestonaro Profa. Dra. Solange Cristina Garcia
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ANEXO 1l

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) - Controles

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Vocé esta sendo convidado a participar da pesquisa “Avaliagdo dos potenciais efeitos toxicos
sistémicos em individuos ocupacionalmente expostos a diferentes classes de agrotoxicos”. Este
trabalho tem como pesquisadora responsavel a professora Dr2. Solange Cristina Garcia da Faculdade
de Farméacia da UFRGS.

Agricultores representam um importante grupo de risco especialmente devido aos efeitos sobre a
saude decorrentes do uso continuo de diversos agrotdxicos assim como, contato com agua contendo
metais toxicos. O uso intensivo de agrotoxicos pode afetar a salde dos agricultores, estando
associado ao desenvolvimento de cancer, além de afetar o ambiente.

Este trabalho pretende avaliar a satde de agricultores expostos simultaneamente a diferentes classes
de agrotéxicos. Se vocé aceitar participar desse estudo, sera realizada uma entrevista com
guestionario sobre o uso de medicamentos, seus habitos de vida, seu histérico familiar de doengas e
seu estado de saude atual, assim como serdo coletadas amostras de urina, sangue, cabelo e saliva.
Sabendo que no seu ambiente trabalho ndo h& presen¢ca de nenhum desses compostos, vocé esta
sendo convidado a participar do grupo controle (sem exposi¢do) para que possamos comparar 0s
resultados obtidos dos individuos expostos com individuos n&o expostos.

Este questionario seré realizado no dia da coleta e deve necessitar de aproximadamente 20 minutos
para ser preenchido. Além do questionario, vocé passara também por uma avaliagdo fonoaudiolégica
através da aplicacdo de um questionéario, assim como de avaliac6es auditivas e vocal (por meio de
gravagdo), necessitando de aproximadamente 20 minutos para serem realizadas. Por fim, sera
realizada uma avaliacao neuropsicoldgica, por psicélogos, através da aplicagdo de trés questionarios,
com duracéo de aproximadamente uma hora.

A coleta de amostras biolégicas sera realizada no CEREST Santa Maria, em um Unico dia que sera
agendado com vocé com antecedéncia e serd realizada em uma sala onde estara equipada para a
realizacdo destas coletas, com duracdo de aproximadamente 30 minutos. Realizaremos alguns
exames que sdo de rotina em laboratorio de andlises clinicas, como hemograma, exames de
avaliacdo dos rins e figado, e alguns outros relativos a presenca de metais, marcadores de exposicao
a agrotoxicos, alteracbes preditivas de cancer (mutacdes) e do sistema imunolégico, que realizamos
no laboratdrio de Toxicologia na Faculdade de Farmécia da UFRGS.

Para a coleta de sangue, o material utilizado € Gnico para cada individuo. Seréa coletada uma amostra
de 40 mL de sangue, cerca de oito colheres de cha. No momento da coleta de sangue podera haver
alguma dor leve decorrente da perfuracdo da pele. Complicagdes da coleta de sangue sado raras, mas
€ possivel que ocorra algum tipo de mal-estar e até mesmo desmaios. Poderd aparecer hematoma no
local da puncéo de sangue, o qual desaparece em alguns dias. Todos os cuidados necessarios serao
tomados para minimizar esses riscos. Em caso de desmaios ou hematomas, o paciente tera
assisténcia técnica por parte do coletador, treinado para este tipo de atendimento.

Quanto ao procedimento para coleta de urina (coleta ndo assistida), o individuo participante tera que
urinar em um pequeno frasco coletor de urina e este é o Unico desconforto que pode vir a ocorrer.
Vocé deverd urinar apenas a quantidade que for capaz no momento da coleta, desprezando o
primeiro jato de urina para ndo ocorrer contamina¢@o microbioldgica, e o volume néo precisa exceder
a metade do frasco de coleta. Com as amostras de urina, avaliaremos se ha altera¢des nos rins.

Quanto a coleta de células da mucosa da boca, os individuos participantes poderdo sofrer de algum
desconforto do procedimento e ha o risco eventual, embora pequeno, de lesdo da mucosa, uma vez
gue se constitui de uma coleta simples, realizada com uma pequena escova de coleta de células
bucais (semelhante a uma escova de dente) através de movimentos circulares contra o interior de
cada bochecha. Anteriormente a coleta de células da mucosa, o individuo sera orientado a realizar
bochecho com &agua mineral disponibilizada pela equipe de pesquisa, minimizando os riscos de
contaminagdo. Esta coleta serd utilizada para a analise de alteragéo genética.
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Vocé ira receber os resultados dos exames realizados. Entraremos em contato para agendarmos a
entrega dos mesmos. Caso seja observada alguma alteracdo significativa nos resultados de seus
exames, vocé sera encaminhado ao CEREST Santa Maria, para um devido atendimento médico.

O participante podera se beneficiar por receber exames clinicos e psicolégicos, os resultados irdo
auxiliar na tomada de medidas preventivas para a melhoria da qualidade de vida dos mesmos, como
também contribuir para o aumento do conhecimento sobre este assunto. O material biolégico
coletado serd armazenado de forma codificada. ApOs a realizacdo das analises previstas neste
projeto, as amostras serdo armazenadas. Este material, além de ser utilizado neste estudo, podera
ser utilizado em outros estudos futuros do nosso grupo. Neste caso, um novo projeto de pesquisa
ser4 submetido para apreciacdo do Comité de Etica em Pesquisa e vocé serd chamado para
reconsentir com o uso do material.

Sua participacdo na pesquisa € totalmente voluntaria, ou seja, ndo é obrigatéria. Caso vocé decida
ndo participar, ou ainda, desistir de participar e retirar seu consentimento, ndo havera nenhum
prejuizo ao atendimento que vocé recebe ou possa vir a receber nas instituicdes envolvidas. Vocé
podera solicitar a retirada das informagbes e do material biolégico a qualquer momento, bastando
solicitar por escrito ao responsavel pelo projeto. Nao esta previsto nenhum tipo de pagamento pela
sua participacdo na pesquisa e vocé ndo terd nenhum custo com respeito aos procedimentos
envolvidos. Caso ocorra alguma intercorréncia, vocé recebera o atendimento necessario, sem
nenhum custo pessoal. Em caso de dano, comprovadamente resultante de sua participagdo na
pesquisa, os pesquisadores se responsabilizam pela indenizagdo. Garantimos a sua néo identificacéo
e o carater confidencial dos resultados. Os resultados serdo divulgados de forma agrupada, sem a
identificacdo dos individuos que participaram do estudo.

Vocé tera garantia de acesso, em qualquer etapa da pesquisa, aos profissionais responsaveis pela
mesma, para esclarecimentos de eventuais duvidas, contatando a Prof2 Dr2 Solange Cristina Garcia
pelo telefone (51) 3308-5297. A pesquisadora Larissa Vivan Cestonaro também poderé ser contatada
pelo telefone (51) 3308-5297 ou pelo e-mail larissavivanc@gmail.com. Também podera contatar os
comités de ética em pesquisa, que aprovaram este projeto, para esclarecimento de duvidas.

Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Av. Paulo Gama,
namero 110, sala 317, no Anexo 1 da Reitoria, ou através do telefone (51) 3308-3738 das 10 as 16
horas, de segunda a sexta. Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal de Ciéncias da
Saude de Porto Alegre, Rua Sarmento leite, 245, ou através do telefone (51) 3303-8804 das 08 as 17
horas, de segunda a sexta.

Esse Termo é assinado em duas vias, sendo uma para o participante e outra para 0s pesquisadores.
() Aceito que minhas amostras sejam armazenadas para pesquisas futuras.
( ) N&o aceito que minhas amostras sejam armazenadas para pesquisas futuras.

Nome do Participante: N° da Identificacéo:

Assinatura:

Nome do Pesquisador:

Assinatura: (pesquisador que aplicou 0 Termo)

Local e data: , de de 2017.
Pesquisadora Mestranda Pesquisadora responsavel
Larissa Vivan Cestonaro Prof2. Dr2. Solange Cristina Garcia
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ANEXO IV
Questionario de Avaliacao

QUESTIONARIO DE AVALIACAO

(Com base no modelo recomendado por: International Comission for Protection against Enviromental
Mutagens and Carcinogens (ICPEMC) Mutation Research, 204:379- 406, 1988.)

Entrevistador: N° da Identificacao:

Cidade:

Local da entrevista:

Estacdo do ano:
1( )Inverno 3( ) Veréo

2 () Primavera 4 () Outono

HISTORIA PESSOAL

Data de Nascimento: /| Idade: anos.
Sexo:
1 ( ) Masculino 2 () Feminino

Qual é a sua cor ou etnia?

1( )Branca 4 () Parda

2 ( ) Preta 5( ) Indigena

3 ( ) Amarelada

Qual a sua descendéncia?

1( )Alema 2 () ltaliana 3 ( ) Brasileira

Vocé tem filhos? De quantos filhos vocé é pai/mée natural (isto €, ndo inclua filhos adotados e de
criacdo)?

1( ) Sim Numero de filhos:

2( )Nao

Qual o seu estado conjugal?

1 ( ) Casado (a) ou com companheiro (a) 3 ( ) Viavo (a)

2 () Separado (a), desquitado (a), sem 4 () Solteiro (a)
companheiro (a)

Quantos anos vocé estudou? anos.
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VARIAVEIS SOCIOECONOMICAS DA FAMILIA
Qual é a condicao de moradia da familia?
1( ) Propria
2 () Alugada

3 () Outro — Especificar:

O domicilio da familia possui energia elétrica?
1( )Sim 2( )Nao
Que tipo de abastecimento de agua o domicilio da familia possui?

1( ) Rede geral 2 () Poco/nascente 3 (

) Outro — Especificar:

Qual é o destino do lixo do domicilio da familia?

1( ) Coletado 3 ( ) Céu aberto
2 () Queimado/enterrado 4 ( ) Outro —
Especificar:

Qual é o destino de fezes e urina do domicilio da familia?

1 ( ) Sistema de esgoto (rede geral) 4 ( ) Casinha

2 ( ) Fossa 5( ) Outro -

3 ( ) Céu aberto Especificar:

Ha quanto tempo a familia trabalha com praticas agricolas? em anos.

A sua familia exerce outra atividade com praticas agricolas?

1 ( ) Sim - Especificar:

2 () N&o

Vocé esta satisfeito com o cultivo da lavoura?

1( ) Satisfeito 2 () Pouco satisfeito 3 () Néo satisfeito

Vocé tem vontade de parar com o cultivo da lavoura?

1( ) Sim - Por qué:

2 () Nao — Por qué:

VARIAVEIS DE EXPOSICAO
Qual o tipo de cultivo vocé trabalha?

1( )Fumo 2( )Arroz 3(

) Outro — Especificar:
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Qual a sua atribuicdo no momento da cultura?

1( ) Preparo da lavoura 3 ( ) Plantio 5 ( ) Preparo das folhas
2 ( ) Cuidado com as 4 () Colheita 6 ( ) Preparo dos
mudas agrotoxicos

Ha quanto tempo vocé trabalha neste local?

Qual é a carga horaria semanal de trabalho?

1( ) 8horas/dia 4 () Todos os dias

2 () 6 horas/dia 5 ( ) Apenas durante a semana
3 ( ) 4 horas/dia

Se ha menos de dez anos, onde vocé trabalhou previamente?

Que tipo de trabalho vocé fez?

Por quanto tempo? ( )anos ( ) meses

Vocé utiliza ou utilizou agrotéxicos no uso doméstico?

1 ( ) Sim — Especificar:

2( ) Néo

Quando foi a dltima vez que vocé utilizou e quantas vezes utilizou?

Onde vocé armazena 0s agrotoxicos?
1( )Casa

2 () Outro local — Especificar:

Como vocé descarta as embalagens?

1 ( ) Coletado pela 2 () Queimado/enterrado 3 () Outro — Especificar:
cooperativa

Quais destes agentes quimicos a que vocé esteve exposto nos ultimos dez anos:

1 ( ) Gases toxicos 2 () Benzeno (gasolina) 5 ( ) Agrotoxicos

(amonia, cianeto de

hidrogénio,  diéxido de 3 ( ) Chumbo 6 ( ) Radiacéo
carbono/enxofre, gas cloro, -
monoéxido de  carbono, 4 () Farmacos 7 () Outros — Especificar:

sulfeto de hidrogénio)

E fora do seu trabalho, vocé esteve exposto a algum dos itens anteriores?

1 ( ) Sim — Especificar conforme numeracéo anterior:

2 ( ) N&o
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Vocé e sua familia utilizam algum tipo de equipamento de protecéo individual (EPI)?

1( )Sim 2 ( ) Nao

Se sim, quais EPI's vocé e sua familia tem o habito de utilizar?

1( ) Mascara respiradora 3 () Oculos de seguranca 5 () Calcados de Seguranca

2 ( ) Luvas 4 () Aventais impermeaveis

Vocé aplica produtos agrotoxicos na lavoura?
1( )Sim 2( )Nao

Quais destes agrotoxicos voceé utiliza?

Herbicidas:

1( ) Boral® 500SC 2 () Gramoxone® 200 3( ) Roundup®
Inseticidas:

4 ( ) Rovral® 7 () Evidence® 700WG 10 ( ) Talstar® 100EC
5( ) Confidor® S 8 ( ) Gamit® 360CS

6 ( ) Decis® 25EC 9 () Orthene® 750BR

Fungicidas:

11 ( ) Dithane® NT 12 () Infinito®

Antibrotante:

13 ( ) Primeplus® BR 14 ( ) Outros -
Especificar:

As roupas que vocé e sua familia utilizam na lavoura séo lavadas em casa:
1( ) Méaquina 3 (' ) Junto com outras roupas

2( )Améo 4 () Separadamente

VARIAVEIS DE SAUDE
Na sua opinido, como esta seu estado de saude?
1( ) Muito bom 4 ( ) Ruim
2( )Bom 5 ( ) Muito ruim
3 ( ) Razoavel

Se ruim ou muito ruim, qual o motivo?
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Vocé tem alguma doenga?

1( )Sim 2 ( ) Nao 3 ( ) N&o sabe
Para mulheres:

Vocé esta gravida?

1()Sim 2 ( ) Néo

Vocé toma contraceptivo oral?

1( )Sim 2( ) Nao

Se nao, utiliza algum outro método contraceptivo?

Faz uso continuo de anti-inflamatérios (ibuprofeno, diclofenaco, nimesulida, prednisona,
dexametasona..) ou fez uso deles?

1()Sim 2 ( ) Nao

Se sim, por favor, indique o tipo de medicamento:

Periodo: () més ( )ano(s)

Vocé tem tomado algum medicamento ndo prescrito por médico no ultimo ano (por exemplo, aspirina,
anti-acidos, anti-histaminas, sedativos ou outras drogas)?

1()Sim 2 () N&o

Se sim, por favor, indique o tipo de medicamento:
Periodo:_ () més ( )ano(s)

Vocé tomou alguma vitamina nos ultimos 6 meses?

1()Sim 2 () Nao

Se sim, por favor, indique qual:
Periodo: () més( )ano(s)

Qual destes sintomas vocé ja sentiu?

Dermatologicos:

1 ( ) Sudorese

2 () Prurido

3 () Rash (rupgfes cutaneas vermelhas em um regido especifica ou por todo o corpo)
4 () Cianose

Neuroldgicos:

5( ) Tonturas 8 ( ) Depresséao de consciéncia
6 ( ) Dor de cabeca 9 () Perda de consciéncia
7 () Tremor 10 ( ) Nervosismo
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11 ( ) Convulsdes

12 () Sincope

Oculares:

15 ( ) Viséo turva

Cardiorrespiratorios:
18 ( ) Palpitacdo
19 ( ) Dispneia

20 ( ) Tosse

21 ( ) Aumentar a
expectoracéo

Digestivos:
30 () Hipersalivacéo
31 ( ) Desconforto faringe

32 () Nauseas

Outros:
38 ( ) Dor pernas
39 () Dor coluna

40 () Cansaco

13 ( ) Fasciculacdes

14 () Paralisia

16 ( ) Tearin (olhos secos
ou lacrimejamento)

22 ( ) Dor q peito

23 () Pieira (ruido tipo
assobio que se ouve ao
respirar)

24 () Roncus (sons que se
assemelham ao ronco)

33 () Vomitos
34 () Dor abdominal

35 () Diarreia

41 ( ) Problemas auditivos
42 () Dor muscular

43 () Sonoléncia

Outros sintomas (especificar abaixo):

17 ( ) Irritacdo nos olhos

25 () Irritac&o nariz
26 () Irritacdo pele
27 ( ) Bronquite

28 ( ) Faltade ar

29 () Rinite alérgica

36 ( ) Tenesmo retal

37 () Constipacéo

44 ( ) Alteracdo na
salivagéo

45 () Insbénia

46 () Alteracdo de humor

Durante a cultura do tabaco, vocé ja apresentou/apresenta algum (ns) dos seguintes sintomas?

1 ( ) Nausea
2 () Vomito
3 () Fraqueza
4 () Tontura

5 () Cefaleia

6 () Tristeza
7 () Codlicas abdominais
8 ( ) Aumento da salivacéo

9 () Calafrios
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10 ( ) Alteracbes da
pressao arterial e frequéncia
cardiaca

11( ) Nunca apresentou

12 ( ) Outro(s) -
Especificar:




Em que momento da cultura vocé sentiu esses sintomas?

1 ( ) Preparo da lavoura
2 () Cuidado com as mudas

3 () Plantio

4 () Colheita

5 () Preparo das folhas

Quais das doencas vocé acredita serem causadas pelo uso do tabaco?

1( ) Céncer

2 () Problemas respiratérios
3 () Problemas cardiacos

4 () Problemas circulatérios
5 () Problemas renais

6 ( ) Problemas gastrintestinais

Vocé teve ou tem alguma dessas doengas?

7 () Problemas neurologicos
8 () Impoténcia/infertilidade
9 () Depresséo

10 ( ) Outra(s)
Especificar:

1( ) Céncer

2 () Hepatite

3 ( ) Mononucleose

4 ( ) Herpes

5 (') Meningite

6 () Infeccdo bacteriana
7 ( ) Diabetes

8 ( ) Talassemia

9 () Leucemia

Quais?

10 ( ) Desnutri¢éo

11 ( ) Necrose

12 ( ) AIDS

13 ( ) Doenca cardiaca
14 ( ) Hipertenséao arterial
15 () Colesterol

16 ( ) Reumatismo

17 ( ) Ulcera géstrica

18 ( ) Gastrite

19 ( ) Falta de ar

20 ( ) Asma

21 ( ) Bronquite

22 () Enfisema pulmonar
23 ( ) Problemas de coluna
24 () Doencas intestinais
25 () Doencas de pele
26 ( ) Depresséo

27 () Outra(s) doenca(s)

Apresenta ou ja apresentou anemia?

1()Sim

Caquexia (perda de peso e apetite, fraqueza)?

1()Sim

2 () N&o

2 () N&o



Apatia (falta de motivacdo, entusiasmo)?

1()Sim

Em relacéo ao cigarro, vocé é?
1( ) Fumante

2 ( ) Fumante em abstinéncia

Com que idade comegou a fumar?
Ha quantos anos vocé é fumante?
Qual o tipo de cigarro vocé consome?
1( ) Cigarro

2 () Charuto

3 ( ) Cachimbo

Vocé utiliza cigarro com filtro?

1( )Sim

Vocé mastiga tabaco?

1( )Sim

Reside préximo a lavouras de fumo?

1( )Sim

HISTORIA DE FUMO

2 () N&o

3 () Nao fumante

4 () Ex-fumante

anos.

anos.

4 ( ) Cigarro de palha

5 (
fumo)

) Cigarrilha (envolvidas em folhas de

2 ( )Néo

2 ( )Néo

2 ( ) Néo

DIETAS (deve refletir apenas os hébitos frequentes)

Com que frequéncia consome 0s seguintes alimentos:

Sucos

1 ( ) Menos de 1x na semana
2 ( ) Ix na semana

3 ( ) 2-3x na semana

Frutas

1 ( ) Menos de 1x na semana
2 () 1x na semana

3 () 2-3x na semana
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4 ( ) 4-6x na semana

5( ) 7x na semana

6 ( ) Naoingere

4 () 4-6x na semana

5( ) 7x na semana

6 () Nao ingere



Batatas
1 ( ) Menos de 1x na semana
2 () 1x na semana

3 () 2-3x na semana

Feijao
1 ( ) Menos de 1x na semana
2 () 1x na semana

3 () 2-3x na semana

Adocante
1 ( ) Menos de 1x na semana
2 () 1x na semana

3 () 2-3x na semana

Refrigerante
1 ( ) Menos de 1x na semana
2 ( ) Ix na semana

3 () 2-3x na semana

Cha
1 ( ) Menos de 1x na semana
2 ( ) Ix na semana

3 ( ) 2-3x na semana

Café
1 ( ) Menos de 1x na semana
2 ( ) Ix na semana

3 () 2-3x na semana
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4 () 4-6x na semana
5( ) 7x na semana

6 () Nao ingere

4 () 4-6x na semana
5( ) 7x na semana

6 () N&o ingere

4 ( ) 4-6x na semana
5( ) 7x na semana

6 () Nao ingere

4 ( ) 4-6x na semana
5( ) 7x na semana

6 () Nao ingere

4 ( ) 4-6x na semana
5( ) 7x na semana

6 ( ) Nao ingere

4 ( ) 4-6x na semana
5( ) 7x na semana

6 () Nao ingere



Chimarrao
1 ( ) Menos de 1x na semana
2 () 1x na semana

3 () 2-3x na semana

Vinho
1 ( ) Menos de 1x na semana
2 () 1x na semana

3 () 2-3x na semana

Cerveja
1 ( ) Menos de 1x na semana
2 () 1x na semana

3 () 2-3x na semana

P&o branco, biscoito, bolos
1 ( ) Menos de 1x na semana
2 ( ) Ix na semana

3 () 2-3x na semana

P&o preto/integral
1 ( ) Menos de 1x na semana
2 ( ) Ix na semana

3 ( ) 2-3x na semana

Salada verde (vegetais crus)
1 ( ) Menos de 1x na semana
2 ( ) Ix na semana

3 () 2-3x na semana
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4 () 4-6x na semana
5( ) 7x na semana

6 () Nao ingere

4 () 4-6x na semana
5( ) 7x na semana

6 ( ) N&o ingere

4 ( ) 4-6x na semana
5( ) 7x na semana

6 () Nao ingere

4 ( ) 4-6x na semana
5( ) 7x na semana

6 ( ) Nao ingere

4 ( ) 4-6x na semana
5( ) 7x na semana

6 ( ) Nao ingere

4 ( ) 4-6x na semana
5( ) 7x na semana

6 ( ) N&o ingere



Alimentos gordurosos (carne gorda, fritura, salgados)

1 ( ) Menos de 1x na semana 4 () 4-6x na semana
2 () 1x na semana 5( ) 7x na semana
3 () 2-3x na semana 6 ( ) N&o ingere

Cereais com fibras ou farelos

1 ( ) Menos de 1x na semana 4 () 4-6x na semana
2 () 1x na semana 5( ) 7x na semana

3 () 2-3x na semana 6 ( ) N&o ingere
Carne

1 ( ) Menos de 1x na semana 4 ( ) 4-6x na semana
2 () 1x na semana 5( ) 7x na semana

3 () 2-3x na semana 6 ( ) Nao ingere

Como vocé prefere sua carne?
1 ( ) Mal passada 2( )Noponto 3( )Bem passada
Vocé bebe outras bebidas alcodlicas (excluindo cerveja e vinho)?

1()Sim 2( )Nao Quais?

1 ( ) Menos de 1x na semana 4 ( ) 4-6x na semana
2 ( ) Ix na semana 5( ) 7x na semana
3 ( ) 2-3x na semana 6 ( ) Nao ingere

HISTORIA GENETICA

Vocé tem conhecimento de algum defeito de nascimento ou outra desordem genética ou doenga
hereditaria que tenha afetado seus pais, tios, irmaos, ou seus filhos?

1( ) Sim 2( ) N&o

Se sim, por favor, especifique:

Vocé tem conhecimento de alguma doenca familiar que seja relevante na sua familia que tenha
afetado seus pais, tios ou irméos? (Ex: Hipertensdo arterial, Infarto agudo do miocardio, Derrame
cerebral (AVC), Diabetes mellitus, etc?

1( )Av0s:

2 () Tios:

3 () Irméos:
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Vocé tem conhecimento se algum familiar seu tem ou ja teve cancer?
1( )Sim 2( ) N&o

Se sim, por favor, especifique qual o grau de parentesco e tipo
cancer:

de

Sobre seus pais:

Pai

1( ) Estavivo 2 () Falecido
Idade _ anos

Doenca: Causa da Morte:

Mée

1( ) Estavivo 2 () Falecido
Idade _ anos

Doenca: Causa da Morte:

Vocé ou sua esposa (0) teve ou tem dificuldade para engravidar?
1()Sim 2 () Nao

Se sim, por favor, especifique:

Vocé ja teve um filho (a) que tenha nascido prematuramente ou que tenha sido abortado?

1()Sim 2 () N&o

Vocé tem um gémeo idéntico vivo?

1( ) Sim 2( ) N&o
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