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RESUMO

Ao longo dos anos, vem sendo registrado mundialmente o aumento do uso de
agrotoxicos nas atividades antropicas. Dentre estes, o agrotéxico utilizado em
campanhas de saude publica no combate aos vetores da dengue (Aedes Aegypti) é o
diflubenzuron, classificado como inseticida e acaricida pertencente ao grupo quimico
das benzoiluréias, tendo como acgao principal a inibicdo da sintese de quitina. O
principal efeito da exposi¢do nos seres vivos é a formagao de um pigmento sanguineo,
a metemoglobina. Esta tem a caracteristica de nao se ligar a molécula do oxigénio,
levando a hipoxia nos 6rgdos em casos de exposicao. Neste contexto, o objetivo
desse trabalho foi avaliar a exposicdo ao diflubenzuron e seus efeitos sobre os
guardas de endemias atuantes no Estado do Rio de Janeiro através da analise dos
niveis de metemoglobina no sangue venoso por espectrofotometria no visivel no
comprimento de onda de 630 nm. Além disso, foi possivel delinear o perfil quanto aos
habitos de vida e condigdes de trabalho destes trabalhadores através da aplicacao de
um questionario semi-estruturado. Como resultados foi obtido que esta populacao de
estudo eram preferencialmente do género masculino, com faixa etaria entre 41 a 50
anos, na grande maioria tinha a fungdo de tratamento e nao fazia uso de EPI. Quanto
a variagao dos niveis do percentual de metemoglobina, foi possivel observar uma
discreta relacao entre a exposicado ao agrotéxico e a formacao de metemoglobina e a
existéncia de uma forte correlacao inversa entre o habito de fumar e a variacdo dos

niveis de metemoglobina.

Palavras-chave: Diflubenzuron. Metemoglobina. Guardas de Endemia. Dengue.



ABSTRACT

Over the years, it has been reported globally increased use of pesticides
on human activities. Among these, the pesticides used in public health
campaigns to combat the dengue vector (Aedes aegypti) is diflubenzuron,
insecticide and acaricide classified as belonging to the chemical group
benzoylureas, with the main action the inhibition of chitin synthesis. The main
effect of exposure in human beings is the formation of a blood pigment,
methemoglobin. This has the characteristic of not bind to the oxygen molecule,
leading to organ hypoxia in display cases. In this context, the aim of this study
was to assess exposure to diflubenzuron and its effects on endemic guards
working in the State of Rio de Janeiro through the analysis of methemoglobin
levels in venous blood by visible spectrophotometry at a wavelength of 630 nm.
Furthermore, it was possible to define the profile as to lifestyle and working
conditions of these workers through the application of a semi-structured
questionnaire. As results obtained the study population were mainly of males,
aged between 41 to 50 years, the vast majority had the function of treatment
and did not use EPI. As the variation in the percentage of methemoglobin
levels, we observed a slight relationship between exposure to pesticides and
the formation of methemoglobin and the existence of a strong inverse

correlation between smoking and varying levels of methemoglobin.

Keyword: Diflubenzuron. Methemoglobin. Guards Endemic. Dengue.
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CAPITULO I: INTRODUGAO



I.1- Introducgao:

1.1.1- Saude do Trabalhador:

A Saude do Trabalhador enquanto campo de estudo teve seu
surgimento com o advento da Revolugcdo Industrial, periodo no qual os
trabalhadores eram submetidos a condi¢cbes precarias de trabalho e longas
jornadas, gerando assim maior lucro para os empresarios que, com menor
investimento, obtinham altas produtividades. O ambiente hostil propiciou, com o
tempo, o surgimento e proliferagdo de doencas ocupacionais que requeriam o
afastamento do trabalhador, o que causava prejuizos para o sistema industrial
e econbmico. Assim, viu-se a necessidade, por parte do empresario, da
implementagdo do médico no ambiente de trabalho, ndo para garantir a saude
do trabalhador, mas sim para evitar prejuizos com o afastamento da mao de
obra. E desta forma, o médico do trabalho se tornou figura essencial para o

funcionamento da cadeia produtiva’.

Com o passar do tempo, esta visao e pratica foi sendo modificada e, no
Brasil, a partir da Carta Constitucional de 1988 e a regulamentacdo da Lei
8080, a preservacdo da saude do trabalhador se torna obrigatoria e
assegurada pela atuagao de fiscais do Ministério do Trabalho. Este ministério
tem como érgédos locais de atuagédo as Delegacias do Trabalho, que utilizam
fiscais para a averiguacdo das condigbes em que se encontra o trabalhador no
exercicio de sua funcdo. Porém, essa atividade é recente e necessita de

intensos investimentos em recursos humanos e financeiros>.



Desta forma, o trabalhador se tornou, ao longo do tempo, objeto de
estudo dentro das academias e ganhou grande espago no atendimento dos
Centros de Saude. Esta evolugao ocorreu devido ao grande numero de
acidentes e doencas decorrentes das mas condicbes de trabalho e da

exposicdo as substancias quimicas’.

Assim, a atual visdo dado campo da Saude do Trabalhador sofreu uma
transformacao, objetivando a preservagao principalmente do individuo, com a
manutengao do seu estado fisico e mental integro, para que sua vida néo seja
afetada negativamente devido a fungdo exercida durante sua jornada de
trabalho. Desta forma, mesmo que o ambiente ocupacional contenha
substancias quimicas comprovadamente téxicas para a saude humana, como
por exemplo, o agrotoxico, a saude do trabalhador deveria estar sendo
preservada com o uso de equipamentos de protecao e o correto treinamento de

manuseio e aplicagao destas substancias.

1.1.2- Histérico da utilizacao de agrotoxicos:

Na Antiguidade, substéncias de origem natural eram utilizadas com a
finalidade de afastar pragas de plantagdes e de domicilios. Estas eram usadas
sem ter o conhecimento técnico-cientifico do principio ativo, mas era uma
forma histoérico-cultural passada entre geragdes. Folha de fumo ou piretro foram

largamente utilizadas de forma eficiente por longo periodo®.



A atividade agricola ao longo da historia sempre exerceu papel essencial
para o desenvolvimento tecnologico, pois a necessidade de aumentar a
produgcao fez com que investimentos fossem direcionados para tal atividade.
Juntamente com o desenvolvimento da tecnologia instrumental, novas
substancias quimicas foram sintetizadas, denominadas de agrotdxicos, para
serem utilizadas no combate de pragas que comprometiam a producgao
agricola. Assim, milhares de agrotéxicos foram e ainda sao utilizados em larga

escala para tal finalidade em nosso pais € no mundo.

Agrotoxicos s&o definidos classicamente como: substancias ou
mistura de substancias utilizadas na producéao, colheita ou no armazenamento
de alimentos. Eles sdo bioativos e capazes de prevenir, destruir ou combater
espécies indesejaveis que, de alguma maneira, possam interferir na producéo,
no processamento, armazenamento, transporte e estocagem de alimentos,
produtos agricolas em geral, madeira e produtos derivados de madeira. Esta
definigdo também compreende substancias utilizadas no combate a insetos
domésticos ou quaisquer agentes preventivos a agao de vetores de doencas
que possam ser transmitidas ao homem ou animais domésticos como, por
exemplo, febre amarela, dengue, doenca de Chagas, malaria, entre outras.

Substancias usadas como reguladoras no crescimento de plantas, agentes

desfolhantes e dessecantes também sdo denominadas agrotéxicos™.

Somente no século passado, com o crescimento da agricultura e o
desenvolvimento tecnoldégico das industrias, houve o interesse em investir e

utilizar substancias que tivessem acado mais rapida e ampla no combate a



pragas e preservacao das culturas plantadas. Desta forma, a industria quimica
sintetizou substancias inorganicas, tais como arsénio branco, fluoreto de calcio,
aceto arsenito de sédio (“verde Paris”), entre outras, que foram largamente

utilizadas®.

Ao longo do tempo diversas outras substancias foram formuladas, porém
o grande marco na histéria do agrotoxico foi o desenvolvimento, durante a
Segunda Guerra Mundial (1939), de uma substancia com alto poder inseticida
e que foi aplicada sobre plantacbées a fim de preservar o alimento cultivado e
evitar o surgimento de pragas entre os soldados durante este periodo. Sua
denominagdgo €& DDT [1,1,1-tricloro-2-bis-(p’-clorofenila)- etano], um
organoclorado que possui um longo tempo de meia vida devido sua alta
lipofilicidade e que atualmente esta banido devido aos resultados de diversos

estudos que comprovaram a alta toxicidade atrelada ao seu uso®.

Atualmente estima-se que, para uso exclusivo da agricultura, cerca de
600 principios ativos estdo sendo utilizados nas formulacbes vendidas
mundialmente. Destes principios registrados, aproximadamente 350
contribuem com 98% das composi¢cdes mais utilizadas, sendo que o Brasil € o
pais que ocupa o primeiro lugar no ranking de consumo mundial de tais
produtos, consumindo cerca de 5,4 bilhdes de dolares nessas substancias®,
que possuem estruturas, modo de acgado, biotransformacdo e eliminacao

distintas®.



1.1.3- Diflubenzuron:

O diflubenzuron é caracterizado como um agrotdéxico pertencente ao
grupo quimico das benzoiluréias e sua nomenclatura quimica é N-[[(4-
clorofenil)amino]carbonil]-2,6-difluorobenzamida  ou  1-(4-clorofenil)-3-(2,6-
difluorobenzoil) uréia®. Sua férmula e estrutura quimica estdo representadas na

Figura 1.
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FIGURA 1. Estrutura e férmula quimica do diflubenzuron

Sua acéo efetiva principal é a regulacao do crescimento dos insetos que
normalmente acometem a produtividade da agricultura, horticultura e
silvicultura. Atualmente, sua efetividade é conhecida sobre as larvas dos

insetos: Lepidoptera, Coleoptera, Diptera, Hymenoptera, dentre outros’.

Diflubenzuron ou Dimilin®, como é comercialmente conhecido, obteve o
registro reconhecido em 1985, com a finalidade de agir como inseticida e
acaricida em plantacbes de algodao, cogumelos, florestas e em plantas

ornamentais®. A partir desta data, este agrotdxico vem sendo utilizado



amplamente e novos estudos toxicoldgicos tém sido realizados para definir o

perigo e o risco que tal substancia pode causar para as populagdes expostas.

O efeito inseticida se deve a inibicao da sintese de quitina que é
essencial para a formacado do citoesqueleto do inseto. Assim, inibindo esse
processo de sintese, o desenvolvimento da larva para mosquito fica
comprometido e ocorre a paralisagao do crescimento do inseto, levando desta

forma, a morte do mesmo®.

1.1.3.1- Utilizacao:

Atualmente, no Brasil, o diflubenzuron é amplamente utilizado em
campanhas de saude publica para o controle de vetores de doencga,
principalmente do mosquito transmissor do virus da dengue, o Aedes aegypti.
Esta substancia quimica veio a ser utilizada em substituicdo do larvicida
Temephos e do adulticida Cipermetrina, que possuem uma toxicidade maior
em exposi¢des cronicas para os trabalhadores que os manipulavam, quando
comparado ao diflubenzuron. A formulagao utilizada do diflubenzuron é sob a
forma de p6 na concentragédo de 25% e aplicado em containers ou pequenos
recipientes residenciais que armazenam agua'''?. Porém, na agricultura, a
aplicacao do diflubenzuron é realizada sob a forma de pequenas goticulas

geradas através de sprays ou diretamente na agua sob a forma de pd"".

Existem registros também da utilizagcdo do diflubenzuron em psiculturas

continentais amplamente desenvolvidas no sul e sudeste brasileiro. A finalidade



de tal substancia aplicada tanto na ragdo alimentar como no meio aquatico é
evitar o desenvolvimento de parasitos de peixe, que comprometem a criagao e

a qualidade dos pescados™.

1.1.3.2- Rotas de exposigcao:

Para a populacdo em geral, os residuos de diflubenzuron presentes na
agua, alimentos e na residéncia apos a aplicagdo estdo em quantidade n&o
significativa, logo apresentam baixo risco'®. Porém, para os trabalhadores que
manipulam rotineiramente o diflubenzuron, os cenarios sédo diferentes devido
ao fracionamento do produto concentrado, a aplicacdo do produto diluido,
sendo que a forma de spray € a mais perigosa, € a convivéncia com 0s
depdsitos com pouca circulagédo de ar que armazenam tal substancia. Desta
forma, o risco é elevado e diferenciado, devendo assim ser avaliado de forma

especifica e rigorosa'®.

A importancia de analisar a exposi¢cao ocupacional se faz presente para
toda e qualquer substancia quimica utilizada no desenvolvimento do trabalho
ou gerada por tal, sendo esta uma das principais causas de ocorréncia de

diversas patologias em trabalhadores®.



1.1.3.3- Toxicocinética:

A toxicocinética do diflubenzuron como absorgcdo, distribuigcao,
biotransformacédo e excrecao foi estudado em ratos através da analise do
percurso desta substancia marcada com carbono 14 (C44), que foi administrada
em doses Unicas (exposicdo aguda) ou em doses multiplas (exposicéo
cronica). A avaliagdo permitiu a observagdo que a absorgéo parcial ocorre a
partir do trato gastrointestinal e a excregédo ocorre preferencialmente pela bile,
quando a exposi¢ao for considerada aguda. Quando a exposi¢cao € crénica,
encontra-se uma pequena parte desta substancia e metabdlitos na urina e

cerca de 80 % nas fezes®.

Quanto ao processo de bioacumulacao, tal substancia nao fica retida
nos tecidos devido sua baixa lipofilicidade, sendo que sua maior persisténcia,

cerca de 48 horas, foi encontrada nos eritrocitos e figado®.

No processo de biotransformagao, dez metabdlitos foram identificados,
sendo a p-cloroanilina (PCA) e p-clorofeniluréia (CPU) (Figura 2) os de maior
importdncia quanto a toxicidade e juntos representam 2% da dose

administrada®.
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FIGURA 2. Estrutura quimica dos metabdlitos CPU e PCA

A excrecdo da substancia inalterada ocorre através das fezes enquanto
que os seus metabdlitos sdo eliminados pela via urinaria. Assim, a analise para
a detecgao de tais substancias tende a ser diferenciada conforme o objetivo do

que se deseja detectar®.

1.1.3.4- Toxicidade:

Segundo estudos, a toxicidade aguda pela via oral, dérmica ou inalatéria
do diflubenzuron é baixa, logo, sua classificagédo toxicoldgica é classe 1V, isto é,
referente a substancias pouco ou muito pouco toxicas''. Porém, ndo existe
relato de classificagdo pela Agéncia Internacional para Pesquisa sobre Cancer

(IARC).

Porém, com o atual uso intenso dos agrotdxicos, somente é possivel
observar seus possiveis efeitos carcinogénicos e mutagénicos apdés uma
exposi¢ao ocorrida por um longo periodo a baixas doses, denominada de

exposicdo cronica'’. Com relacdo a exposicdo cronica, ndo ha estudos



11

publicados na literatura com o diflubenzuron que gera o enfraquecimento na
confiabilidade da classificagdo deste frente aos seus possiveis efeitos a longos
periodos de exposicao. Sendo assim, tal categorizacdo pode ser considerada
falha uma vez que se desconhece o real efeito do agrotdxico sobre o ser

humano.

O principal efeito toxico do diflubenzuron relatado na literatura em
animais de experimentagao € a formagao de sulfemoglobina e metemoglobina,
que sao utilizados como indicativos de alteragédo da homeostasia do organismo
em estudo. Estudos sugerem que a formacado de metemoglobina ocorre devido
a presengca do metabdlito p-cloroanilina (PCA), principalmente quando a
exposicdo ocorre pela via inalatéria e oral'®. Desta forma, este pigmento
sanguineo (MHb) pode ser utilizado como um biomarcador de efeito, isto €&, ela
age como um indicador biolégico que permite inferir uma correlagdo entre a
intensidade da exposi¢cao e/ou o efeito biolégico do diflubenzuron sobre o ser

humano'®.

1.1.4- Metemoglobina:

A metemoglobina (MHb) é um pigmento da hemoglobina resultante da
acao de substancias que induzem a oxidagao de um dos atomos de ferro que
estd na composicdo da hemoglobina, do estado ferroso (Fe*?) para o férrico
(Fe*®), conforme a reagdo mostrada na Figura 3. Sob esta forma, o transporte

gasoso no sangue fica comprometido, pois a MHb n&o consegue se ligar ao



12

oxigénio, ao gas carbdnico ou ao monodxido de carbono devido ao estado de
oxidagao +3. Além disso, ha a formagédo de um subproduto, o superéxido (Oy’)
que é uma especie reativa de oxigénio, tendo grande importancia em diversos

processos fisiopatoldgicos'®.

Hb-Fe?* + O, — > MHb-Fe3' + 0O,

FIGURA 3. Reacdo de formacédo natural de metemoglobina (MHb) no

organismo

Este pigmento é produzido naturalmente no organismo durante o
processo de auto-oxidacdo, de forma lenta e consistente, presente em
quantidades iguais ou inferiores a 2% de hemoglobina total’’. Em alguns
individuos, esses valores basais de metemoglobina podem se apresentar de

forma elevada, devido a°:

e Problema hereditario que leva a formagdo de hemoglobinas
anormais com formacao de eritrocitos reatores que promovem
mais oxidagcdo do que reducédo e que se rompe mais facilmente
devido ao acumulo de metemoglobina em seu interior;

e Deficiéncia na enzima metemoglobina redutase;

e Exposicdo a algumas substancias exdgenas que promovem o
aumento da porcentagem de metemoglobina no organismo

humano, como por exemplo, analgésicos, quimioterapicos,
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nitratos e nitritos, anilinas, naftaleno, nitrobenzenos,

nitroglicerinas, entre outros?'.

Assim, com os niveis basais elevados, o sistema de reducido presente

no organismo (o do acido ascorbico, o da glutationa reduzida e da

metemoglobina redutase)20 ndo € capaz de reduzir a metemoglobina em

hemoglobina, levando a desfechos relacionados com a porcentagem de

metemoglobina formada, conforme demonstrado na Tabela 1%2.

TABELA 1. Relacdo da concentracdo da Metemoglobina com os sintomas em

seres humanos (Adaptadozs)

Concentragao de

Sintomas
MHb

10-20 % Geralmente bem toleradas, mas ja com coloragdo ciandtica visivel.

Podem causar com cefaléia, dispnéia, fotofobia, cansago, confusao
20-25 %

mental, taquicardia, palpitagdes e dor toracica.
Provocam deterioragdo acentuada do estado de consciéncia, arritmias

>55%

cardiacas, acidose, isquemia neuroldgica e choque cardiogénico.

>70 % Geralmente fatais.
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|.2- Referencial Teorico:

Na literatura, estudos cientificos buscando a relagdo da exposicao
ocupacional com os desfechos em saude nido foram encontrados e, devido a
isso, somente estudos realizados em animais quanto a exposi¢ao foram

utilizados para fundamentar o presente estudo.

Segundo o Memorandum USA-EPA (2007), os estudos realizados
demonstram que este agrotoxico e seus metabdlitos ndo aumentam a
suscetibilidade de ratos e coelhos quando a exposicdo ocorre no periodo
gestacional ou pés natal, informando assim, um baixo risco para lactentes e
criangas. Ja em estudos subcrdnico e crénico em animais, a toxicidade se deve
a formacéo de metemoglobina promovida provavelmente pelo metabdlito PCA,

principalmente pela via inalatéria e oral™.

Quanto a alteragdo do desenvolvimento e reprodugdo em ratos e
coelhos, indicam que o diflubenzuron possui um risco de efeito adverso muito
baixo ou inexistente. Em um dos estudos, uma dose limite de 1000 mg.kg™".dia
' foi administrada e nao foram observadas alteragdes nas duas espécies, mas
foi possivel concluir que os efeitos reprodutivos na prole ocorreram em doses
mais elevadas do que as doses necessarias para produzir efeitos sobre a

reproducdo e desenvolvimento dos pais™.

Realizando um estudo de exposi¢ao aguda via dérmica em ratos em um
periodo de 21 dias foi calculado o NOAEL para tal substancia, que é de

500mg.Kg".dia”' e o LOAEL de 1000 mg.Kg'.dia™”. Para um periodo de médio
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prazo de 91 dias outro estudo foi realizado com caes avaliando outra via de
exposicao, a oral, e os resultados permitiram um calculo de NOAEL de 2
mg.Kg'.dia™ e LOAEL 6,24 mg.Kg'.dia” e para uma exposicéo crdnica por via
oral esses valores passam a para 2 mg.Kg'.dia' e 10 mg.Kg™'.dia™,
respectivamente. Assim, definiu-se a dose de referéncia (DRf) como sendo
0,02 mg.Kg™'.dia™. J& para a andlise da via inalatdria, um estudo utilizou ratos
por um periodo de curto e médio prazo de 28 dias e obteve NOAEL de 0,109

mg.L™" e LOAEL de 0,12 mg.L™".

A margem de segurangca € um indice que relaciona NOAEL com a
exposicao real (NOAEL/Exposicdo real) e para exposigdo ocupacional
analisada nesse estudo no qual os fatores de incerteza utilizados para a
ponderacado foi 100 (resultado da multiplicacdo de um fator 10 oriundo da
extrapolacao interespécie e outro fator 10 oriundo da variabilidade existente
entre os animais). A margem de seguranga possui valores menores de 100,
isto €, sdo valores preocupantes, pois a exposicdo esta a acima da dose de
referéncia. Todos esses resultados tomaram como parametro de efeito adverso

a alteragao significativa de metemoglobina™.

As tabelas 2 e 3 abaixo apresentam alguns estudos realizados e
publicados pela USA-EPA, que foram utilizados para a estruturagdao do
Memorandum USA-EPA 2007 Estas tabelas apresentam os estudos voltados

para a toxicidade aguda a crénica realizada em mamiferos.
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TABELA 2. Estudos do perfil toxicologico do diflubenzuron com base na

exposi¢cao aguda, irritacédo e sensibilizagéo

Referéncia
Espécie Teste Resultado
(apud™)
Rato (macho e fémea) Oral DLso > 5000 KOOPMAN 1984a
mg.Kg™
Rato e camundongo Oral DLsy > 4640 ELDIK, VAN 1973
(macho e fémea) mg.Kg™
Camundongo (macho e  Oral DLso > 4640 KOOPMAN 1977
fémea) mg.Kg”
Rato (macho e fémea) Dérmico DLso > 2000 KOOPMAN 1984b
mg.Kg'1
Rato Dérmico DLs, > 10000 KEET 1976
mg.Kg™
Rato (macho e fémea) Inalacao ClLss > 2490 GREENOUGH,
mg.m™ MCDONALD 1986
Rato Inalacao ClLss > 2900 BERCZY etal 1973
mg.m'3
Coelho (macho e lrritagdo cutdnea  Sem irritacado KOOPMAN, 1984c
fémea)
Coelho (macho e lrritagdo ocular Leve irritagcao KOOPMAN, 1984d
fémea)
Porco Sensibilizacao Sem PRINSEN, 1992

cutanea

sensibilizagc&o

Fonte: MEMORANDUM USA-EPA, 2007
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TABELA 3. Estudos do perfil toxicologico do diflubenzuron com base na

exposi¢cao subaguda a crbnica

Referéncia
Espécie Teste Resultado
(apud™)
HUNTER et al.,
Camundongo Oral 6 semanas NOAEL= 2,0 mg.kg™.dia™
1974
BURDOCK et al.,
Camundongo Oral 90 dias NOAEL= 7,1 mg.kg™.dia™
19802
COLLEY et al,,
Camundongo Oral 14 semanas NOAEL= 10,4 mg.kg™.dia™
1981
PALMER et al.,
Rato Oral 28 dias LOEL= 84 mg.kg™ .dia™
1977
KKEMP et al.,
Rato Oral 90 dias NOAEL= 21,6 mg.kg™.dia™
1973 a,b
BURDOCK et al.,
Rato Oral 90 dias NOAEL= 12,6 mg.kg™.dia™
1980b
HUNTER et al.,
Rato Oral 9 semanas LOEL= 1000 mg.kg™.dia™
1979
CHESTERMAN et
Cachorro Oral 90 dias NOAEL= 0,84 mg.kg™.dia™
al., 1974
VERSENDAAL et
Cachorro Oral 90 dias NOAEL= 4 mg.kg™.dia™
al., 1983
GREENOUGH et
Cachorro Oral 1 ano NOAEL= 2 mg.kg™.dia™
al., 1985
Inalagéo 28 dias (1 BERCZY et al.,
Rato NOAEL= 0,12 mg.L™ (real)

hr.dia™)

1975a
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Referéncia
Espécie Teste Resultado
(apud™)
Inalagéo 21 dias (1 BERCZY et al,,
Coelho NOAEL= 0,15 mg.L™ (real)
hr.dia™) 1975b
Inalagéo 28 dias (6
Rato NOAEL= 34 mg.m™ (real) NEWTON, 1999
hr.dia™)
DAVIES et
Coelho Percutanea 21 dias NOAEL= 150 mg.kg™.dia™
al.,19752
DAVIES et
Coelho Percuténea 21 dias N&o estabelecido
al.,1975b
GOLDENTHAL,
Rato Percutanea 21 dias NOAEL= 20 mg.Kg™
1996
NOAEL = 1,43 mg.Kg™
Alimentar 104 semanas, HUNTER et al.,
Rato (machos) e 1,73 mg.Kg™
carcinogenicidade 1976
(fémeas)
Alimentar 104 semanas, BURDOCK et al.,
Rato LOAEL= 7,8 mg.Kg™
carcinogenicidade 1984
Alimentar 80 semanas, HUNTER et al.,
Camundongo > 7,4 mg.Kg
carcinogenicidade 1975
— -1
Alimentar 91 semanas, NOAEL =2,4 mg Kg COLLEY et al,,
Camundongo
carcinogenicidade 1984
3 geracdes parental e PALMER & HILL,
Rato NOAEL = 8 mg.Kg™
toxicidade reprodutiva 1975a
1 geragao toxicidade PALMER et al.,
Rato NOAEL = 50 mg.Kg™

reprodutiva 1978
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Referéncia
Espécie Teste Resultado
(apud™)
2 geragoes toxicidade NOAEL para fungéo BROOKER, 1995
Rato
reprodutiva reprodutiva = 2500 mg.Kg™ a,b
Taxa de gravidez sem PALMER & HILL,
Rato Teratogenicidade
alteracéo 1975b
Sem alteragéo para a mae
Rato Teratogenicidade KAVANAGH, 1987
e o feto para 1000 mg.Kg™
Taxa de gravidez sem PALMER & HILL,
Coelho Teratogenicidade
alteracéo 1975¢
NOAEL para mée e feto = KAVANAGH,
Coelho Teratogenicidade
1000 mg.Kg™ 1987b

Fonte: MEMORANDUM USA-EPA, 2007

A classificagdo toxicolégica do diflubenzuron (Classe V) se deve a

estudos realizados em animais resultantes de uma exposi¢do aguda. Logo, tal

classificagcao nao representa os efeitos reais quando a exposi¢ao passa a ser

crbnica, como é o0 caso da exposicdo ocupacional.

Sendo assim, o

desenvolvimento de novos estudos em humanos, que relacionem os possiveis

desfechos oriundos da exposigao crénica ao diflubenzuron, se faz necessario

devido ao aumento da utilizagcdo deste agrotoxico em campanhas de saude

publica.

Além disso, esses estudos poderao contribuir como uma ferramenta

analitica, visto que servirdo como suporte para a implementacdo desta
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metodologia nos laboratorios publicos que atualmente sdo carentes de
procedimentos que realizam a avaliagdao de formacdo de metemoglobina por

exposicao a diversas substancias.



CAPITULO II: OBJETIVOS
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II.1- Objetivo Geral

Avaliar a exposicao ao diflubenzuron através da analise do biomarcador
(metemoglobina no sangue) nos trabalhadores de campanhas publicas ao

combate da dengue (FUNASA).

1.2 — Objetivos Especificos

o Otimizar a técnica de dosagem de metemoglobina;

. Caracterizar a exposi¢dao ao Diflubenzuron, assim como as principais
vias de introdug¢ao do xenobidbtico;

o Avaliar a aplicabilidade da analise da metemoglobina como biomarcador
de efeito na exposicdo ocupacional ao diflubenzuron em trabalhadores

de campanhas publicas ao combate da dengue (FUNASA).



CAPITULO Ill: METODOLOGIA
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lll.1- Metodologia do estudo:

Este estudo faz parte do projeto “Doengas neuroldgicas nos
trabalhadores expostos cronicamente a agrotoxicos no estado do Rio de
Janeiro: o estudo dos guardas de endemias”, que esta sendo realizado no
CESTEH e obteve aprovacdo pelo Comité de Etica da ENSP (Parecer n°
333/11, CAAE: 0351.0.031.000-1). A identificagcao e quantificagado da exposigéao
ao diflubenzuron através da analise de metemoglobina no sangue, proposta
nesta dissertagcdo, € um dos objetivos especificos do projeto citado acima, e a

metodologia a ser utilizada ocorreu em dois momentos distintos:

1. A captacao de informagdes importantes sobre a populagao de estudo
através da utilizacdo de um questionario aplicado no momento da consulta

realizada pelo médico neurologista do setor de neurotoxicologia do CESTEH,;

2. A realizagdo de uma segunda entrevista mais especifica juntamente
com a coleta de sangue para analise laboratorial, com o objetivo de dosagem

do nivel de metemoglobina de cada individuo antes e depois da exposi¢ao.

111.1.1 - Desenho do estudo:

O desenho utilizado para o estudo é seccional do tipo “case crossover’,
no qual os trabalhadores que obtiverem niveis de metemoglobina elevado
(casos) terao como controle eles mesmos, antes do periodo critico da
exposi¢ao, no caso a jornada de trabalho diaria. As informagdes analisadas sé&o
correspondentes ao especifico momento da intervengdo, sem ter a

possibilidade de afirmar ocorréncias anteriores e nem de promover previsdes
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de desfechos futuros. O estudo tentara promover a associagao da exposicao
ocupacional atual com os desfechos que serao quantificados e os que sao

relatados.

lll.1.2- Populagao alvo:

Para o desenvolvimento da pesquisa, a populacdo de estudo
selecionada foi composta por guardas de endemias da Fundagao Nacional de
Saude (FUNASA) que exercem suas fungdes na regido metropolitana do

Estado do Rio de Janeiro.

Os individuos pertencentes a esse grupo aptos a participar do estudo
foram aqueles que atenderam ao critério de elegibilidade de estar em contato
com o Diflubenzuron durante a execucado das suas atividades ocupacionais,

independentemente da via de introdugdo do mesmo.

Foram considerados inaptos para a participagao no estudo os individuos
que nao tiveram contato com o Diflubenzuron e os trabalhadores que no
momento da entrevista ndo tiveram condigcdes de responder ao questionario
aplicado. Além desses, também foram excluidos os individuos com doencas
hematoldgicas que possam comprometer a quantificacdo e a interpretagao do
indicador de efeito e os individuos que estavam fazendo uso de medicamentos

sabidamente metemoglobinizantes.
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lll.2- Coleta de informacgoes:

No momento da consulta, o trabalhador respondeu um questionario semi
estruturado, elaborado pelo médico-neurologista e aplicado pelo tal, com o
objetivo de obtencéo de informagbes essenciais para caracterizar a exposigao
e obter associagdes com o minimo de influéncia das variaveis de
confundimento; promover a definicdo do perfil de utilizagdo de equipamentos
de protecao indiviual (EPI) durante a jornada de trabalho; obter com precisao e
qualidade sintomas relevantes para ser possivel uma futura associacao
exposi¢cao-desfecho; e por fim, caracterizar o risco em que estes trabalhadores

estio submetidos no ambiente de trabalho.

No segundo contato, o trabalhador respondeu outro questionario semi
estruturado mais especifico, com informagdes essenciais para a completa e
correta analise da metemoglobina, como por exemplo, alimentagdo e uso de
medicamentos. Juntamente com a obtencio dessas informacgdes, uma aliquota

de aproximadamente 4 mL de sangue foi coletada para analise laboratorial.

lll.3- Amostra biolégica e sua coleta:

As amostras de sangue para a dosagem de metemoglobina foram
coletadas por pungdo venosa com seringa ou vacuntainer em tubos
heparinizados. E recomendado realizar a analise no periodo de até duas horas,
pois passado esse periodo os resultados podem n&o corresponder ao valor
real, visto que a metemoglobina presente nos eritrécitos sofre acdo da

metemoglobina redutase e retorna para a forma de hemoglobina®*. Porém, um
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estudo que buscou investigar a estabilidade da MHb observou que se o sangue
hemolisado e tamponado fosse armazenado sob uma temperatura de 2T por
no maximo 24 horas, o processo de auto-oxidacdo da hemoglobina seria
praticamente zero, logo o valor medido da MHb era o mesmo do que o sangue

analisado apos a coleta, sem comprometer a fidedignidade do resultado®.

A coleta ocorreu em dois momentos: antes da exposicdo, isto &, pela
manha antes do inicio das atividades diarias, a fim de estabelecer o nivel basal
de metemoglobina de cada individuo, e a segunda realizada no mesmo dia,
apo6s a jornada de trabalho (p6s-exposi¢cao) para a verificagdo se houve ou néo
alteracdo desses niveis. Assim, € possivel testar a hipétese de associacio
entre exposicdo e desfecho e afastar possiveis efeitos das variaveis de
confundimento nessa associagcdo, como a alteracdo do nivel basal devido ao

contato com substancias metemoglobinizantes.

lll.4- Metodologia de analise:

A metodologia empregada para analise de metemoglobina foi
descrita primeiramente por Evelyn-Malloy (1938)%*, posteriormente foi
modificada por J. Meunier (1972) e atualizada por Carrazza (1998)%, na qual a
dosagem de metemoglobina no sangue venoso € realizada através do

espectrofotdmetro no visivel.

Essa técnica se fundamenta no principio que os pigmentos sanguineos
oxiemoglobina, deoxiemoglobina, metemoglobina e cianometemoglobina,

possuem absorcdo maxima em comprimentos de ondas semelhantes, mas



28

cada pigmento tém picos de absorgdo menores, porém significativos em

diferentes comprimentos de onda, conforme representado na Figura 4.
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FIGURA 4. Representacdo da absor¢dao dos pigmentos sanguineos nos
diferentes comprimentos de onda®’

A metemoglobina possui uma absor¢édo pequena, porém exclusiva no
comprimento de onda de 630 nm, obtendo-se neste A uma absorvancia

proporcional a concentragdo de metemoglobina na amostra.

Na tentativa de anular a agdo de outros pigmentos interferentes

presentes no sangue, como por exemplo, carboxiemoglobina e sulfemoglobina,

quatro leituras sao realizadas.
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A primeira leitura (A1) a ser efetuada na amostra que foi tratada (Solugéo
de Triton-X 1% v/v e Solucdo de Tampdo Fosfato Dibasico de Sadio
0,01mol.L™" pH 6,80 e posterior centrifugagcao) é sem alteragédo da composicao
dos pigmentos sanguineos presentes na amostra. A segunda leitura (Az) é
realizada na amostra anteriormente descrita com adicdo de cianeto de
potassio, que levara a transformagdo da  metemoglobina a
cianometemoglobina, que nesse comprimento de onda possui uma absorvancia
minima. Desta forma, o valor observado é resultante dos pigmentos residuais
da hemoglobina, e a diferenga da primeira leitura com a segunda fornecera a

real propor¢ao da concentracdo de metemoglobina presente na amostra.

A terceira leitura (A3z) a ser realizada sera de uma aliquota da amostra
tratada com uma solucado de ferricianeto de potassio, que ao contato com a
hemoglobina promove a oxidacdao do ferro levando a formacdo de
metemoglobina que fornecera um valor de absorvancia. A esta é acrescida
uma solugido de cianeto de potassio para novamente promover a leitura
residual de outros pigmentos da hemoglobina, que sera denominada como
quarta leitura (A4). A diferencga entre a terceira e quarta leitura é proporcional a

concentracdo da metemoglobina gerada “in vitro”.

Assim, com a obtencdo desses valores, € possivel aplicar a férmula
representada pela Figura 5 para estimar a porcentagem de metemoglobina
presente na amostra de cada trabalhador e concluir se tais niveis estao

conformes ou ndo com o preconizado pela NR-07 (< 2%)?.
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Porcentagem de Metemoglobina= A;—A, x 100

Az — Ay

FIGURA 5. Calculo da porcentagem de metemoglobina presente na amostra

Para obter a real alteragdo do indicador de efeito frente a exposigao, foi
realizado um calculo no qual o valor percentual da metemoglobina encontrado
na amostra coletada antes a exposicao foi subtraido do valor encontrado da
amostra adquirida apos a exposi¢éo (% MHDpepois - %0MHDantes). Este calculo se
faz necessario, uma vez que o controle adotado para o estabelecimento da
exposicao foi a taxa basal do trabalhador no periodo anterior a realizagao de

suas atividades ocupacionais.

lll.4.1- Otimizacao da metodologia de analise:

Na etapa de otimizacdo da metodologia, diversas condigdes de
armazenamento e analise foram testadas a fim de facilitar a execucédo do

processo.

A primeira condigéo testada foi na etapa de hemdlise dos eritrocitos e

sedimentacdo de fragmentos que interferem na leitura, realizada através da
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centrifugagdo durante o preparo da amostra. A rotagdo por minuto (rpm)

preconizada na metodologia®®?’

€ de 10000 rpm, mas nesta etapa foram
testadas rotagbes de 3000 rpm (“centrifuga clinica”) e de 6000 rpm. Foi

mantido o tempo de rotagdo de 15 minutos para as trés condigdes analisadas.

A proposta de mudanca acima se justifica pelo fato de que a
probabilidade de que um laboratdrio de analises clinicas tenha acesso a uma
centrifuga com capacidade de rotagdo por minuto de 10000 é pequena devido
ao seu alto custo e o espaco elevado ocupado por ela.. Assim, possibilitando a
utilizacado de outras centrifugas sem comprometer o resultado, a metodologia
se torna mais facilmente aplicavel na rotina laboral para analise de exposicao a

substancias quimicas.

A outra condigdo a ser otimizada é o tempo entre a coleta de sangue e a
leitura da amostra para a determinagdo de metemoglobina, que segundo a

%6.27 n3o poderia exceder duas horas.

metodologia utilizada como referéncia
Porém, outro estudo® descrito na literatura possibilitou a analise em até 24
horas apos a coleta, quando a amostra é mantida a 2T até o momento da

analise.

Assim, um estudo foi elaborado para testar as condicdes de
armazenamento e o tempo entre a coleta e a analise. Foram testados a
armazenagem do sangue sob forma coletada, ou seja, com apenas heparina e
do sangue processado na centrifuga com a solugdo hemolisante (Solugao de
Triton-X 1% v/v e Solugdo de Tampdo Fosfato Dibasico de Sédio 0,01mol.L™

pH 6,80) em temperatura ambiente (média de 20TC) e sob refrigeracao (média
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de 4 C). Para as amostras descritas acima foram te stados os tempos de 0, 2,

4, 6, 24, 48 horas entre a coleta e a leitura no espectrofotdmetro.

A justificativa para alterar esse parametro na metodologia se deve a
limitagdo operacional com relacdo ao tempo, visto que entre a coleta,
processamento e a leitura da amostra é recomendado nao ultrapassar o tempo
de duas horas. Assim, para promover uma avaliagdo de um quantitativo
elevado de amostras ou se o local de coleta de amostra estiver a uma certa
distancia do laboratério em que a metemoglobina sera dosada, a metodologia
de referéncia preconizada se torna limitada e de dificil aplicagao, visto que nao

contempla o escopo que objetiva realizar.

Para promover a comparacao dos resultados obtidos nos experimentos
acima descritos foi utilizado ANOVA: fator unico com nivel de significancia de
95%. Essa analise € uma ferramenta presente no pacote de analises de dados

disponibilizados pelo Microsoft Office Excel 2007°.

Para avaliar a influéncia de outros parametros sobre a aplicabilidade da
metodologia, foi planejada uma sequéncia de experimentos que alteravam
duas variaveis ao mesmo tempo, analise multivariada - DCCR (Delineamento
Composto Central Rotacional)®®*em cinco niveis, sendo elas os volumes das
solugdes (entre 5 e 25 pL) de cianeto de potassio a 5% e ferricianeto de
potassio a 5% que sao utilizadas no momento das leituras para a formagao de

cianometemoglobina e 100% de metemoglobina, respectivamente.



33

Para a construcdo do plano fatorial, todas as combinagdes
experimentais foram implementadas pela variagao entre as condi¢cdes definidas
pelos valores normalizados de cada uma das duas variaveis, entre -1 e +1, que
permitem identificar efeitos lineares e interacao das variaveis sobre a resposta,
incluindo condigdes nos pontos estrela (-1,41 e +1,41), que permitem avaliagcao
de efeitos quadraticos, e adicao de repeticdes do valor zero, relativo a condigéo
do ponto central (0), que corresponde ao valor intermediario entre os niveis
superior e inferior”. Através da utilizagdo de varidveis normalizadas, seus
efeitos podem ser comparados sem que sofram influéncia da amplitude dos
valores reais correspondentes aos niveis superior e inferior, permitindo, desta
forma, identificar aqueles com maior influéncia sobre a resposta avaliada. Os
ensaios relativos a condicdo do ponto central foram realizados de forma a
determinar o erro experimental e avaliar a linearidade dos efeitos das variaveis
independentes sobre a resposta, sendo sua triplicata utilizada para calcular as
médias e desvio padrao. Este planejamento foi estruturado com o auxilio do

programa estatistico denominado STATISTICA 9.1 (Statsoft, USA).

Para a realizacdo de tais experimentos foi utilizado como material de
referéncia o sangue de um voluntario, do qual os valores de metemoglobina ja
sao conhecidos devido a uma sequéncia de analises de seu material bioldgico,

em dias variados.
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lll.4.2- Validagao da metodologia de analise:

Para a realizacdo da validacdo, primeiramente foram buscados guias
normativos que orientassem a realizagdo da mesma, visto que a presente

metodologia € um ensaio bioanalitico.

Foram buscados tanto em &ambito nacional quanto internacional
documentos que definam parametros e critérios especificos para validagao de
meétodos bioanaliticos, uma vez que os parametros classicos existentes para

validagao de ensaios analiticos ndo se aplicam nesta metodologia.

Além disso, para a realizacédo da validagao foram buscados materiais de
referéncia certificados da matriz biolégica, que neste caso € sangue, para que
se trabalhasse durante tal processo com material de composicéo

garantidamente conhecida e livre de qualquer interferente.

111.4.3- Analises Estatisticas:

Para a avaliagdo dos resultados obtidos foram utilizados programas e
meétodos estatisticos que tem por objetivo auxiliar a interpretagdo dos valores
gerados em cada anadlise. Desta forma, para promover a comparagao dos
dados obtidos nos experimentos da otimizagdo da metodologia foi utilizado

ANOVA: fator unico com nivel de significancia de 95%. Essa analise € uma
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ferramenta presente no pacote de analises de dados disponibilizados pelo

Microsoft Office Excel 2007°.

Ja para a realizagdo do planejamento experimental que propbés a
variagdo dos volumes das solug¢des segundo a construgdo de um plano fatorial
com as variaveis normalizadas foi utilizado o programa estatistico denominado

STATISTICA 9.1 (Statsoft, USA).

Quanto o calculo para a determinacdo de valores aberrantes como
outliers, foi realizado através do calculo abaixo e a partir dos valores obtidos foi
possivel estabelecer um intervalo de confianga a 95% e os valores que nao

estavam compreendidos nestes limites ndo foram incluidos nas analises

[ ix2x SD }

Com os resultados finais das analises na populagdo exposta, o grupo

estatisticas dos resultados finais.

que apresentou variagdo positiva dos niveis de metemoglobina foram
selecionados e analisados a fim de obter com maior detalhamento o
comportamento somente desta variavel e também a sua relagdo com as outras
que poderiam exercer influéncia sobre o nivel deste pigmento sanguineo.
Primeiramente foi investigado qual era a distribuicao dos resultados através do
teste Shapiro-Wilk e estes apresentaram uma distribuicdo normal, o que
permitiu aplicacdo de testes paramétricos. Desta forma, foi promovido o teste

estatistico descritivo denominado Correlagdo de Pearson que mede o grau da
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correlagao entre duas variaveis e a diregdo desta com significancia estatistica

de 95%.
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IV.1- Otimizagao da metodologia de analise:

IV.1.1- Avaliacao da velocidade de centrifugacao:

O estudo de comparacgéao entre as rotacdes utilizadas no processamento
da amostra foi realizado em dois momentos distintos. No primeiro momento, o
estudo visou comparar a eficacia da centrifuga clinica frente a esta anadlise, de
mais facil acesso em diversos laboratdrios de analises clinicas, que permite
obter 3000 rotagao por minuto, com a centrifuga de grande porte que possibilita
alcangar uma rotagcdao de 10000 rpm e normalmente possui a opgédo de
refrigeragcdo, que neste experimento nao foi utilizada. Os resultados estao

descritos na Tabela 4.
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TABELA 4. Resultados da centrifugacao de aliquotas de uma mesma amostra

submetidas a 3000 e 10000 rpm durante 15 minutos.

Percentual de Metemoglobina

N2 de Réplicas 3000 rpm 10000 rpm
12 0,84 0,35
22 0,90 0,12
32 1,30 0,24

Anova: fator unico

RESUMO
[ Desvio
Grupo Contagem Soma Meédia Padréo
3000 rpm 3 3,04 1,01 0,06
10000 rpm 3 0,71 0,24 0,01
ANOVA
Fonte da variagdo sQ gl MQ F valor-P  F critico
Entre grupos 0,90 3 0,30 3,98 0,21 19,16
Dentro dos grupos 0,15 2 0,08
Total 1,05 5

SQ= Soma dos Quadrados. gl= Graus de Liberdade. MQ= Média dos quadrados

(Variancia)

Foi possivel observar que nao houve uma diferenca significativa entre os

resultados obtidos, mostrando que a utilizagéo da rotagao por minuto de 3000
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gera valores de absorvancias estatisticamente semelhantes aos valores de

10000 rpm .

O segundo teste realizado teve como objetivo comparar a utilizagao da
centrifuga de 6000 rpm com a de 10000 rpm, visto que a centrifuga de
6000rpm é de mais facil acesso e manipulacao do que a de 10000 rpm, no
ambiente laboratorial onde o experimento descrito foi realizado. Os resultados

obtidos nesta etapa do experimento estdo apresentados na Tabela 5.

TABELA 5. Resultados da centrifugacao de aliquotas de uma mesma amostra

submetidas a 6000 e 10000 rpm durante 15 minutos.

Percentual de Metemoglobina

N2 de Réplicas 6000 rpm 10000 rpm
12 0,50 0,57
22 1,23 0,52
32 0,61 0,22

Anova: fator unico

RESUMO
Desvio
Grupo Contagem Soma Média Padrdo
6000 rpm 3 234 0,78 0,15
10000 rpm 3 1,31 0,44 0,04
ANOVA
Fonte da variagdo sQ gl MQ F valor-P  F critico
Entre grupos 0,18 3 0,06 0,31 0,82 19,16
Dentro dos grupos 0,38 2 0,19

Total 0,56 5
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Os resultados gerados apods a analise estatistica dos dados permitiram a
inferéncia de que o percentual de metemoglobina obtido n&o sofre mudancga
significativa do seu valor quando a rotagdo por minuto de 10000 é substituida

pelo de 6000 rpm permanecendo com o tempo de centrifugacao de 15 minutos.

Essa etapa de desenvolvimento permite alteragao na metodologia para a
utilizacdo da centrifuga com menor capacidade rotacional. Desta forma, a
analise pode ser executada em uma ampla faixa de laboratérios, visto que nao

exige equipamentos especificos.
IV.1.2- Tempo e condi¢coes de armazenagem da amostra:

Para avaliar o comportamento da amostra frente ao tempo entre a coleta
e a analise e as condicbes de armazenagem, os outros parametros do
experimento, como o tempo de centrifugacao e a rotacdo, permaneceram como
o preconizado na metodologia de referéncia® ', de 15 minutos e 10000 rpm,

respectivamente.

Os resultados deste conjunto de experimentos estdo resumidos na
Tabela 6, na qual sdo descritas as condicbes de armazenamento testadas-
temperatura ambiente e sob refrigeracdo- e o tempo entre a coleta e a analise-

0, 2,4, 6, 24, 48 horas.
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TABELA 6. Resultados da analise de aliquotas de uma mesma amostra

submetidas a condigcbes de armazenamento distintas e analisadas em

diferentes momentos.

Percentual de Metemoglobina

- o -
. Apds 2 horas Apos 4 Apds 6 horas Apos 24 Apos 48
N2 de Apbds a da coleta horas da da coleta horas da horas da

Replicatas coleta coleta coleta coleta

A B A B A B A B A B

12 0,57 0,85 0,54 035 065 058 0,71 0,44 0,27 0,34 049

28 0,52 1,08 031 041 088 0,79 064 04 049 05 0,61

32 0,22 0,38 057 03 074 042 044 035 0,72 034 0,21

A = Temperatura ambiente
B = Sob refrigeragao

Anova: fator unico

RESUMO
Grupo Contagem Soma Média  Desvio Padrdo

Coluna 1l 3 1,31 0,44 0,04
Coluna 2 3 231 0,77 0,13
Coluna 3 3 1,42 0,47 0,02
Coluna 4 3 1,06 0,35 0,00
Coluna s 3 2,27 0,76 0,01
Coluna 6 3 1,79 0,60 0,03
Coluna 7 3 1,79 0,60 0,02
Coluna 8 3 1,19 0,40 0,00
Coluna 9 3 1,48 0,49 0,05
Coluna 10 3 1,18 0,39 0,01
Coluna 11 3 1,31 0,44 0,04
ANOVA

Fonte da variagdo sQ gl mMQ F valor-P F critico
Entre grupos 0,62 10 0,06 1,90 0,10 2,30
Dentro dos grupos 0,71 22 0,03
Total 1,33 32
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Através deste conjunto de experimentos foi possivel observar e concluir
que as diferentes condi¢gdes de armazenamento testadas ndo geram resultados
com diferenca significativa no percentual de metemoglobina presente no

individuo testado.

Os resultados gerados permitem que a metodologia seja modificada, ,
tornando a técnica menos laboriosa e menos custosa, visto que o tempo

preconizado na metodologia de referéncia?®?’

(2 horas) limitava a logistica do
processo de coleta de amostra e analise desta no estudo descrito. Com isso,
foi possivel comprovar que a analise da amostra pode ser realizada em até 48

horas apdés a coleta sendo esta armazenada sob refrigeragdo ou sob

temperatura ambiente.

IV.1.3- Avaliagao de outros parametros da metodologia de analise:

Para avaliar os resultados de metemoglobina quando €& promovida
alteracdo de duas variaveis essenciais para a metodologia de analise, um
conjunto de experimentos foi realizado promovendo a combinagdo destas em
diferentes volumes, levando a diferentes concentragbes, conforme o

estabelecido pelo planejamento experimental DCCR em cinco niveis.

Desta forma, a Tabela 7 represente os volumes das solugdes de cianeto
de potassio e ferricianeto de potassio, a normatizacdo das variaveis e o0s

valores obtidos nesse experimento.
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TABELA 7. Planejamento de experimentos de analise da metemoglobina
variando os volumes das solucdes de cianeto de potassio e de ferricianeto de
potassio (usando valores reais e valores normalizados segundo representagao

estatistica).

' KCN (pL %MHb
Experimento (ML) X1 K3Fe(CN) ¢ (uL) X5 %

1 8 -1 8 -1 1,27
2 8 -1 22 1 0,59
3 22 1 8 -1 0,80
4 22 1 22 1 0,76
5 15 0 15 0 0,86
6 15 0 15 0 1,15
7 15 0 15 0 0,84
8 15 0 15 0 1,07
9 5 -1,41 15 0 0,64
10 15 0 5 -1,41 0,83
11 25 1,41 15 0 0,97
12 15 0 25 1,41 0,65

Para a realizacao de tais experimentos foi utilizado como material de
referéncia o sangue de um voluntario, do qual os valores de metemoglobina ja
sdo conhecidos devido a uma sequéncia de analises de seu material bioldgico,

em dias variados.

Para tais resultados a média geral foi de 0,87 com desvio padrdo de 15
%, podendo-se afirmar que as variaveis testadas ndo causam efeitos sobre a

porcentagem de metemoglobina, pois todos os niveis testados de diferentes
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volumes apresentam resultados similares considerando o erro experimental em

torno de 15% e um intervalo de confianga de 95%.

A analise estatistica dos efeitos da variacdo de cianeto de potassio e de
ferricianeto de potassio sobre o percentual de metemoglobina mostrou baixo
efeito da variagdo da metemoglobina em relagéo aos volumes das solugbes de
analise, como descrito no resultado acima. A fungao central do planejamento é
de projetar o comportamento do experimento frente as possiveis combinag¢des
das variaveis avaliadas e gerar as melhores condigbes de anadlise apos a
insercao dos resultados dos experimentos propostos pelo programa frente as

variaveis a serem analisadas.

Os resultados indicam que nao ha diferengca estatisticamente
significativa (com 95% de confianca) entre os volumes de reagentes testados,
ou seja, os resultados para volume de KCN e de K;Fe(CN)s variando de 8 a
25 L sao similares, indicando que o percentual de metemoglobina formada é
similar em toda esta faixa de reacdo. Mediante tais resultados foi possivel
observar que o volume a ser adicionado das respectivas solugdes, preconizado
na metodologia oficial (25 uL) , ultrapassa o volume necessario para promover
as reacbes. Porém, esse excesso de reagente adicionado garante que o
rendimento da reagao seja 100%, evitando assim uma reagdo incompleta que

podera gerar um falso resultado.

Além disso, esse conjunto de experimentos permitiu a observagao da
robustez do método utilizado frente a variagdo na velocidade de rotagdo da

centrifuga, tempo entre a coleta e analise da amostra e a variagao dos volumes
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das solucbes de analise, pois independente dessas alteracbes, o valor
permaneceu estatisticamente similar, mostrando assim que tal metodologia &
forte o suficiente para gerar resultados verdadeiros frente a pequenas

alteracdes que possivelmente possam ocorrer.

IV.2- Validagao da metodologia de analise:

Para a determinacédo dos parametros de validagdo da metodologia a ser
utilizada para a analise de metemoglobina foi realizada uma ampla busca de
normas e/ou legislagdes nacionais e internacionais que norteiam o processo de
validacdao de meétodos bioanaliticos, ou seja, métodos que utilizem reativos
biolégicos, como por exemplo, enzima, ou tenha como matriz um composto de

origem bioldgica.

A ANVISA publicou um documento denominado “Guia para Validacao de
Meétodos Analiticos e Bioanaliticos” que a priori abrangeria o método em
questdo devido a este se tratar de um método bioanalitico; porém o texto
apenas contempla técnicas que objetivam a quantificagdo de farmacos ou
metabdlitos em sangue, urina e saliva, tais como cromatografia gasosa (CG),
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) e estas combinadas com
espectrometria de massa (MS). Os outros documentos ndo contemplavam este
tipo de ensaio que utiliza a matriz biolégica para a determinagao de parametros

fisiolégicos e nem tinham como escopo a validacdo deste tipo de analise®.

No ambito internacional, também nao foram encontrados guias, normas

ou resolugdes que direcionassem como o procedimento de validagdo fosse
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executado. Apenas observou-se a existéncia de protocolos que definem a
forma de aplicagdo de metodologias que utilizem reativos bioldgicos ou

matrizes biologicas.

Seguindo no esforgo de obter informacdes sobre a validagdo de tal
metodologia, foi realizada uma busca para a aquisigdo de material de
referéncia certificado para a matriz sangue. O objetivo era de se trabalhar com
material sem interferentes e com a garantia do conhecimento de sua
composi¢cdo. No Brasil, existe um grande esforgo cientifico para que se
estimule o desenvolvimento tecnolégico e a comercializagdo desses materiais,
porém até o atual momento a unica matriz que se tem registro desse avango &
a urina, que dentre as matrizes bioldgicas é a considerada a mais livre de

interferentes.

Diante dos resultados obtidos nas revisdes bibliograficas, os
experimentos realizados foram baseados em parametros utilizados em
procedimentos de validagdo para métodos analiticos®!, tais como:
especificidade e seletividade, precisdo e exatiddo. Porém, para a presente
metodologia de analise, estes parametros estabelecidos n&o seriam
necessarios, visto que em analises clinicas o resultado do exame laboratorial
de um indicador de efeito ndo é o determinante para o fechamento do
diagnodstico, e sim o conjunto de sinais e sintomas avaliados pelo médico.
Logo, os resultados obtidos nestes exames possuem uma ampla faixa de
aceitabilidade, n&do sendo necessario o rigor acentuado para a obtencdo do

valor exato.
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o Especifidade e Seletividade

A especificidade e seletividade foram obtidas através da correta selegao
do comprimento de onda (630 nm), pois apenas a metemoglobina absorve
significativamente a luz emitida nesse comprimento do espectro, enquanto os
outros pigmentos sanguineos como a oxiemoglobina, deoxiemoglobina e
cianometemoglobina nao possuem absorcao representativa no
espectrofotograma. Desta forma, a metodologia utilizada cumpre com seu
objetivo de quantificar apenas o que € proposto em seu fundamento, ou seja, a

metemoglobina.

e Preciséo
A precisdao do método é composta de trés de niveis: repetibilidade,
precisdo intermediaria e reprodutibilidade.
A repetibilidade ou precisdo intra-corrida teve como objetivo a
observacdo dos resultados obtidos em experimentos realizados em uma
mesma amostra em um curto espago de tempo, que no caso foi em um mesmo

dia, conforme demonstrado na Tabela 8.
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TABELA 8. Resultados das diferentes analises de metemoglobina realizada

em momentos distintos em um dia de trabalho utilizando uma amostra unica.

Experimentos %MHb
1 0,44

0,77

0,47

0,35
0,76
0,60
0,60

Média= 0,53
Desvio Padrdao= 0,15
Coeficiente de Variagdo= 28,3%

0,40
0,49
0,39

O 00 N O U1 A W N

=
o

Observando os resultados acima nao é possivel afirmar que o método
possui repetibilidade como preconizado na literatura®, pois o coeficiente de
variagao € superior a 20%. Porém, realizando o calculo de outlier com um
intervalo de confianca de 95%, foi possivel observar que os resultados obtidos
no experimento 2 e 5 sdo valores que estdo fora da faixa determinada no
intervalo de confiangca e a exclusao deles ndo compromete a avaliagao dos
resultados restantes, mas o coeficiente de variacdo tem uma redugado para o
valor de 19,8% o que é considerado aceitavel dentro dos critérios de validacao

adotados.>?

Ja a precisdo intermediaria ou precisao inter-corrida objetivou a
avaliagdo do comportamento dos resultados quando as analises foram

executadas em dias diferentes utilizando a amostra colhida do mesmo
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voluntario a cada dia. Assim, a analise foi realizada em quinze (15) dias

diferentes, como descrito na Tabela 9.

TABELA 9. Resultados das diferentes analises de metemoglobina realizada

em dias diferentes de trabalho utilizando amostras coletadas do mesmo

individuo.

Experimentos (dias) %MHb
1 0,44
2 0,55
3 0,78
4 0,35
5 0,60
6 0,24
7 0,39
8 0,47
9 0,55

10 0,49
11 0,44
12 0,77
13 0,60
14 0,40
15 0,76

Média= 0,52

Desvio Padrdo=0,16

Coeficiente
Varia¢ao= 30,8%

de

Através do calculo de outlier foi determinado uma faixa de valores dentro

de um intervalo de confianca de 95% e foi possivel observar que os valores

obtidos no experimento 3, 6, 12 e 15 podem ser considerados pontos foras

dessa faixa, ou seja, a exclusdo destes ndo comprometera na fidedignidade
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dos resultados obtidos, somente ira diminuir o erro dos meus dados

experimentais.

O ultimo nivel avaliado foi a da reprodutibilidade ou precisao inter-
laboratorial, cujo objetivo é observar a concordancia dos resultados obtidos nos
experimentos realizados em laboratérios distintos utilizando aliquotas de uma
mesma amostra. Para isso, uma amostra de sangue foi dividida em dois
frascos com volumes semelhantes. A primeira aliquota denominada como “A”
foi analisada no Laboratério de Toxicologia no Setor de Agrotoxico do Centro
de Saude do Trabalhador e Ecologia Humana (CESTEH) localizada na
Fundacdo Oswaldo Cruz (FIOCRUZ-RJ). A segunda aliquota, “B”, foi
devidamente acondicionada e transportada em até duas horas para o
Laboratorio de Toxicologia da Universidade Federal Fluminense (UFF) onde foi
realizada a analise. A Tabela 10 descreve os resultados obtidos nas triplicatas
de leitura geradas em cada laboratorio, considerando que as aliquotas tiveram
tratamentos iguais e cada laboratério preparou as solugdes necessarias para a

execucgao da analise.
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TABELA 10. Resultados das analises realizadas em dois diferentes
laboratérios utilizando aliquotas de uma mesma amostra.
% MHb
A B
12 Réplica 0,54 0,58
22 Réplica 0,55 0,56
32 Réplica 0,57 0,57
Média 0,55 0,57
A= Laboratoério de Toxicologia- FIOCRUZ
B= Laboratério de Toxicologia- UFF
Anova: fator tnico
RESUMO
Desvio
Grupo Contagem  Soma Média  Padrdo
A 3 1,66 0,55 0,00
B 3 1,71 0,57 1E-04
ANOVA
Fonte da
variagdo 5Q gl MQ F valor-P  F critico
Entre grupos 0,000417 1 0,000417 2,5 0,19 7,71
Dentro dos
grupos 0,000667 4 0,000167
Total 0,001083 5

A partir dos resultados apresentados na Tabela acima é possivel

observar que os valores obtidos ndo possuem uma diferenca estatisticamente

significativa. Desta forma, a reprodutibilidade do método foi comprovada e os

resultados gerados em diferentes laboratérios que utilizarem corretamente a

metodologia proposta gerardo resultados semelhantes, o que se espera de
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qualquer metodologia, ou seja, a aplicabilidade em qualquer ambiente

laboratorial.

IV.3 — Estudo na populagao alvo:

A populacéo selecionada para a efetivagdo deste estudo foi oriunda de
um banco de prontuarios de pacientes atendidos no Ambulatério do CESTEH,
de forma espontanea. Este atendimento teve seu inicio ha dois (02) anos e
cerca de 400 trabalhadores ja passaram pela consulta com o médico

neurologista.

Dentre este quantitativo, um grupo menor foi recrutado segundo a
localidade de moradia, que a priori seria 0 municipio do Rio de Janeiro. Desta
forma, foram obtidos um conjunto integrante de 49 trabalhadores. Porém, ao
entrar em contato e obter a disponibilidade em participar do estudo, este

numero foi reduzido para 28 trabalhadores.

Os encontros para a coleta foram organizados para se obter a melhor
logistica de analise, ou seja, os trabalhadores foram organizados em grupos
segundo a localidade de trabalho e cada dia marcado teria concentrado

trabalhadores atuantes de uma mesma regiao, conforme descrito na Tabela 11.
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TABELA 11. Distribuicdo dos trabalhadores segundo a regido de atuagéo.

Bairros N° de Trabalhadores

Nova lguacu

Mesquita

Nilépolis

Caxias

S3o Jodo de Meriti

Realengo

Rocha

Penha

Santa Cruz

N WP WRLR|WOIN|[R|D>

Jararepagua
TOTAL

N
(o]

Porém, devido a problemas burocraticos quanto a obtencdo de
autorizagédo da chefia dos guardas de endemia para a realizagdo deste estudo
nos locais de trabalho, a complicada logistica de analise e o reduzido tempo
para finalizar o presente trabalho, a coleta e a analise das amostras biolégicas
foram realizadas somente nos municipios de Nova Iguagu e Duque de Caxias,
onde tivemos a macigca aceitacdo dos trabalhadores e o apoio dos

supervisores.

Dentre os trabalhadores recrutados também foram incluidos aqueles que
atuavam nessas regides e que ainda ndo haviam sido consultados pelo médico
neurologista, mas que demonstraram interesse em participar deste estudo ao
saber da analise com os colegas de profissdo. Porém, para estes trabalhadores

incluidos neste estudo, um questionario amplo foi aplicado contemplando
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informacdes sobre exposicdo ocupacional e social e sobre interferentes
alimentares e/ou medicamentosos. Além disso, houve uma orientagdo de que
cada trabalhador iniciasse o processo de intervengdo junto ao meédico
neurologista para a obtengdo de um resultado mais amplo do efeito da

exposi¢cao ocupacional sobre a sua saude.

Ao final, tivemos um grupo amostral de conveniéncia de 22
trabalhadores (N=22), visto que o presente trabalho foi tratado como um estudo
piloto para aplicar a metodologia adaptada, e observar o real funcionamento da

logistica de coleta e analise no cotidiano de um laboratério.

IV.3.1- Perfil social da populagao:

A populacédo alvo deste trabalho em sua grande maioria reside na regiao
da Baixada Fluminense (55%). Avaliando a distribuicdo populacional por
municipio, o Rio de Janeiro € o que detém a maior frequéncia (45%), seguido

pelo de Duque de Caxias (41%), conforme representado na Figura 6.
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Distribuicdao geografica da populagao
de estudo

9% 5%

B Nova lguacu

M Dugue de Caxias
41%
M Rio de Janeiro

45% ® Belford Roxo

FIGURA 6. Distribuigdo geografica da populagao de estudo segundo a cidade

de sua residéncia.

Tragando um perfil quanto ao género e idade da populagao, foi possivel
inferir que a predominancia masculina se faz presente na execugao de tal
atividade, como representado na Figura 7. Ja analisando a idade do grupo de
estudo, obteve-se uma média de 46 anos. A Figura 8 representa graficamente

a distribuicdo de faixa etaria desta populagao.
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FIGURA 7. Representacgao grafica da distribuigdo do grupo populacional

segundo o género.
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Distribuicao da populac¢ao por faixa
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FIGURA 8. Representacgao grafica da distribuigdo da populacéo alvo em faixas

etarias.

Nos dois municipios da baixada fluminense analisados, Nova Iguacu e

Duque de Caxias, foram observados diferengas entre os trabalhadores, dentre
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estas vale destacar a discrepancia de conhecimento do exercicio de sua

atividade e sobre a manipulagao do agrotoxico.

No municipio de Nova Iguagu, os trabalhadores ao serem indagados
sobre qual era a sua fungao atual respondiam claramente sobre o papel que
exerciam, sendo possivel observar que tinham pleno conhecimento e estava
bem definido o seu papel dentro do sistema de combate a endemias, sendo

preferencialmente a de pulverizagao.

Ja no municipio de Duque de Caxias, foi possivel observar que um
grande quantitativo de trabalhadores desconhecia a sua real atividade no ramo
da intoxicagao atual e ndo omitiram a informacao de que tal esclarecimento néo
foi claramente transmitido por seus supervisores e na maioria das vezes

responderam que era de tratamento.

Como ja descrito na literatura®, o baixo nivel educacional pode agravar
a exposicao devido ao fato do desconhecimento do uso adequado de tais
substancias e a forma correta de se proteger ao maximo da exposi¢cao. Sendo
assim, foi possivel observar que os trabalhadores atuantes no municipio de
Duque de Caxias estdo mais susceptiveis a exposicao aos agrotoxicos por eles

aplicados.

Em relagdo ao conhecimento do agrotoxico utilizado, foi possivel concluir
que os trabalhadores atuantes no municipio de Nova Iguagu tinham mais
informagdes sobre os agrotoxicos utilizados, como por exemplo, o nome das

substancias e o tipo de exame que eles sdao submetidos para a avaliagao
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peridédica de exposi¢cao ocupacional (Avalicdo de Atividade de Colinesterase),
além de solicitarem uma especifica explicacdo sobre o porqué do exame e qual
a contribuicdo da pesquisa para a sua saude. O oposto deste cenario foi
verificado no municipio de Duque de Caxias, onde se tinha o desconhecimento
do nome do agrotdxico utilizado e foi observada a falta de interesse dos
participantes no esclarecimento da proposta de analise oferecida no presente

estudo.

Com as respostas obtidas nos questionarios, foi possivel tragar um perfil
dos habitos sociais dessa populacdo. Um dos quesitos importantes e com
plausibilidade de ser explorado € o habito de fumar, como ja descrito na
literatura, que a interacdo do uso com a atividade exercida promove um
aumento na exposigdo ao agente tdxico, podendo ser explicado pelo o
aumento da frequéncia respiratoria ocorrida em individuos fumantes®. Sendo
assim, foi possivel observar que o consumo de cigarro é reduzido nesta
populacdo, conforme demonstrado na Figura 9. E importante ressaltar que
dentro do grupo que se declarou fumante, metade afirmou que as vezes fuma
durante a execucgao de suas atividades e a outra metade informou que nunca

pratica tal ato.
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Distribuicdao da populagao quanto ao uso de tabaco

77%

Fumantes
N3o Fumantes

N3o Respondeu

FIGURA 9. Representacgao grafica da distribuigdo da populagéo quanto ao

consumo de tabaco.

Também foi avaliado o consumo de bebida alcodlica, uma vez que esta
compromete significativamente a fungcao hepatica dependendo da frequéncia e
quantidade de uso, e desta forma, a metabolizagdo de substancias fica
comprometida podendo aumentar ou diminuir a toxicidade do agente toxico'’.
O grupo amostral pesquisado tem em sua maioria o relato de nao ingerir
bebidas alcbolicas, como representado na Figura 10. A totalidade dos
trabalhadores que afirmaram consumir bebida alcéolica relatou que este
consumo € eventual e quando consome a quantidade ingerida é inferior a

quatro (04) drinques.
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Distribuicao populacional quanto ao consumode bebida
alcoolica
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FIGURA 10. Representacgao grafica da distribuicao populacional quanto ao

consumo de bebida alcdolica.

Quanto ao uso de entorpecentes ilicitos, como maconha, cocaina, crack,
ectasy e LSD, todos os trabalhadores afirmaram n&o serem usuarios dessas

substancias.

Na tentativa de construir um real cenario de exposicdo a que O
pesquisado estava submetido em seu cotidiano, foi perguntado se havia ou ndo
contato com substaéncias sabidamente metemoglobinizantes, como por
exemplo, nitrato de aménio e anilina, e a sua frequéncia. Os trabalhadores que
se recordavam desse historico relataram que tiveram contato com diversas
substancias quimicas, sem serem as que estavam relacionadas no
questionario, como por exemplo, graxa, cloro e produtos quimicos de beleza.
Porém, até o presente momento ndo se tem o conhecimento que estas
possuem efeito direto sobre a formacdo de metemoglobina, e as substancias
metemoglobinizantes na maioria dos casos (95%) ndo se fazem presentes no

cotidiano de cada trabalhador.
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IV.3.2- Perfil ocupacional:

A fim de obter uma informagdo fidedigna a cerca do ambiente
ocupacional a que os trabalhadores estdo submetidos e suas possiveis
consequéncias, o questionario aplicado contemplou uma sequéncia de
perguntas que permitiram delinear um perfil ocupacional e verificar as possiveis

fontes de exposicao geradas in loco.

Um dos pontos importantes considerado foi o tempo de servigo exercido
nesta fungdo, pois a gravidade da exposigdo cronica esta diretamente
relacionada com o tempo e a concentracdo da substancia que o individuo
esteve exposto. Desta forma, foi observado que a faixa predominante de tempo
de servico foi de 11 a 20 anos (55%), seguida da faixa 21 a 30 anos (27%),

como representado na Figura 11.

Distribuicao da populac¢ao pelo
tempo de servi¢o na fungao

5% 14%

m 1-10 anos
m 11-20anos
m 21-30anos

B Nio respondeu

FIGURA 11. Representagao grafica da distribuigdo populacional quanto ao

tempo de servico na funcéo.
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Este resultado permite inferir que o grupo pesquisado possui uma larga
carga de exposigao a agentes exogenos, pois manipulam de forma direta ou
indireta os agrotoxicos de diferentes familias, visto que a classe escolhida para

a aplicacao depende do vetor a ser combatido.

Quanto ao tipo de contato dos agrotoxicos durante a jornada de trabalho,
100% dos trabalhadores afirmaram que era um contato direto. Ou seja, que no
decorrer da execugao da funcdo havia a necessidade de manipulagdo da

substancia, seja no processo de dilui¢do, de fracionamento ou de aplicagéo.

Foi possivel, através do questionario, identificar a atividade do
trabalhador com ocorréncia da intoxicagao atual. Dentre as opc¢des descritas no
questionario, a que apresentou maior percentual foi a de outros (67%), sendo
especificada como aplicador (13%) e tratamento (87%). As outras opg¢des
citadas pelo restante dos trabalhadores foram a de pulverizacédo (27%) e

diluicdo (5%), como descrito na Tabela 12.
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TABELA 12. Distribuigdo dos trabalhadores segundo a atividade na ocorréncia

da intoxicagao atual.

Atividade no ramo da intoxicacdo atual %

Diluicao 5

Tratamento de semente -

Armazenamento -
Colheita -
Pulverizagdo 27

Transporte -

Nenhuma das alternativas -

Outros 68
Total 100
Atividade no ramo da intoxicagao atual %
Aplicador 13
Outros
Tratamento 87
Total 100

Para a execucao das tarefas, os trabalhadores utilizam equipamentos
como, por exemplo, espatulas e bombas de pulverizagao, que necessitam de
limpeza. Esse procedimento € realizado pelos proprios trabalhadores,

aumentando assim a exposi¢ao a substancia quimica.

Os trabalhadores relataram que a limpeza é efetuada preferencialmente
em local préprio para a execugao de tal tarefa (68%). No entanto, cerca de 14%
dos trabalhadores afirmaram que nao lavam seus equipamentos, podendo ser

entendido que o equipamento nunca € limpo ou que outras pessoas realizam
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esta atividade ao invés do trabalhador. A Figura 12 demonstra graficamente a
distribuicdo dos trabalhadores quanto ao relato do local de limpeza de seus

equipamentos.

Distribuicdo populacional quanto ao

local de lavagem dos equipamentos
68%

FIGURA 12. Representagao da distribuicao populacional quanto ao local de

lavagem dos equipamentos.

O uso de Equipamento de Protegao Individual (EPI) é um dos principais
requisitos para a minimizacdo da exposicdo individual do trabalhador no
ambiente ocupacional. Sendo assim, foram introduzidas no questionario

perguntas a respeito do uso e manutengao de EPI.

35,36

Como ja observado em outros estudos , 0 resultado encontrado foi

que a maioria dos entrevistados (64%) nao utilizava equipamentos de protecao
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individual na rotina ocupacional, seja pela auséncia deste no ambiente de
trabalho ou por falta de adaptagdo ao equipamento, como ja constatado em
outro estudo®. A Figura 13 representa graficamente essa distribuicdo dos

entrevistados quanto ao uso ou nio de EPI.

Uso de EPI
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FIGURA 13. Representacgao da distribuicao populacional quanto ao uso de EPI.

Para os trabalhadores que afirmaram o frequente uso de EPIl em sua
rotina ocupacional foi solicitada a especificacdo dos mesmos dentre uma lista
pré- definida no questionario. Como resultado, os selecionados foram luvas,

mascara de vapores, 6culos de protecao, botas e macacao.

Porém, o questionamento referido acima nédo objetivou a aquisi¢gao da
informagéo quanto ao uso do EPI no dia em que foi realizada a analise. Desta
forma, originou uma limitagdo da possivel inferéncia do uso de EPI e a
exposi¢cao naquele dia, visto que a informacéo obtida foi de uma forma geral de

uso e ndo apenas para o dia de analise.
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Outra informacéao pertinente ao estudo foi o conhecimento da presenca
de Equipamentos de Protegdo Coletiva (EPC) no ambiente em que os
trabalhadores exercem suas fungbes, como por exemplo, exaustores e
extintores de incéndio. Todos os trabalhadores informaram através do
questionario a auséncia EPC em seus locais de trabalho. Tal informagao condiz
com as condi¢cdes observadas pelos entrevistadores, que relataram que o local
onde ha a reunido dos trabalhadores para a distribuicdo das tarefas diarias e
dos agrotdxicos, os chamados “ponto de apoio”, possuem estruturas precarias
e improvisadas, podendo ser localizadas em postos de saude, igrejas ou até

mesmo em casas abandonadas apropriadas pelo governo.

A vestimenta utilizada durante a execucgédo do trabalho é considerada
uma protecao individual, pois ela age como uma primeira barreira fisica ao
contato da substancia com a pele do individuo exposto. Logo, parte da
substancia que iria diretamente para o tecido cutaneo fica retida na roupa. O
uso prolongado da mesma roupa pode acarretar no acumulo de substancias de
forma mais préoxima ao individuo exposto, acentuando assim, a exposi¢ao

ocorrida ao longo do tempo.

Assim, foi questionado a cada entrevistado quantos dias da semana ele
usava a mesma roupa durante o trabalho. Os trabalhadores responderam que,
em média, utilizam a mesma roupa durante trés (03) dias e que a lavagem
desta é realizada na maioria dos casos pelo proprio (50%). Quando relatado
que a lavagem da roupa era efetuada por outra pessoa, foi perguntado se esta

pessoa teve relato de alguma intoxicagéo, pois como ja descrito na literatura,
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as pessoas encarregadas por tal atividade, na maioria das vezes estdo mais
expostas do que os proprios trabalhadores devido ao fato destes utilizarem
equipamentos de protecdo no momento da aplicacdo da substancia®’. Do
quantitativo de dez (10) trabalhadores que responderam que outras pessoas
lavavam suas roupas de trabalho, apenas dois (02) relataram que suas

esposas haviam apresentado processo alérgico e mal estar.

Outra informagao necessaria foi a de onde tal procedimento de lavagem
€ realizado, pois o local de limpeza selecionado informa se outras pessoas,
como por exemplo, os familiares, estiveram em contato e a forma de exposigéo
as substancias quimicas presentes no ambiente de trabalho dos entrevistados.
Assim, 77% dos trabalhadores informaram que as suas roupas de trabalho sao
lavadas na maquina de lavar da sua residéncia, conforme representado na
Figura 14. Mas nao foi relatado se tal procedimento é realizado separadamente
do restante da rouparia da casa, o que acentua a exposi¢gao dos familiares
residentes com os trabalhadores as mesmas substancias a que estes estéo

expostos.
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FIGURA 14. Representacao da distribuicdo populacional quanto ao local de

lavagem da roupa de trabalho.

O conhecimento de procedimentos de protecdo e os habitos adotados
no ambiente de trabalho pode minimizar a exposi¢do do trabalhador ao
produto®. Assim, para obter com maior fidedignidade possivel a exposico,
foram inseridas no questionario perguntas relativas ao habito de lavar as maos
durante e apos a jornada de trabalho e se o ato de tomar banho apds a jornada

de trabalho era adotado pelos entrevistados.

O resultado obtido foi que cerca de 41% dos trabalhadores, as vezes,
tém o habito de lavar as maos durante a execugao de seus trabalhos. Em
contrapartida, 41% dos trabalhadores afirmaram que lavam a mao
frequentemente apos a jornada de trabalho. Quanto ao ato de tomar banho
apés o periodo trabalhado, 50% dos entrevistados relataram que
frequentemente adotam essa medida. A Figura 15 apresenta graficamente

essa distribuicéo.
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FIGURA 15. Representacao da distribuicdo populacional quanto ao relato dos

habitos dos trabalhadores.

IV.3.3- Perfil alimentar e de uso de medicamentos:

O questionario especifico aplicado a populacao de estudo contemplava
questdes relacionadas ao tipo de alimentagao ingerida frequentemente e a
rotina de uso de medicamentos, além de remeter a um histérico recente de

realizagao de procedimentos cirurgicos.

A principal justificativa para a obtengao dessas informagdes se baseia no
conhecimento de que a presenca de certos conservantes alimentares, como
por exemplo, nitrato e nitrito, certos medicamentos, como por exemplo,
dapsona e anestésico, e certas substancias quimicas, como por exemplo,

anilinas, induzem a formacdo de metemoglobina’’2%%!

. Desta forma, a ingesta
direta ou indireta dessas substancias pode influenciar os resultados obtidos na

avaliagao do indicador de efeito na exposi¢ao ao Diflubenzuron.



71

Para a descricdo do histérico alimentar foi questionado qual era o
alimento ingerido nas refeigbes com maior frequéncia, podendo ser
selecionada mais de uma opg¢do. Sendo assim, o alimento com maior
frequéncia de consumo relatado foi o arroz e feijao (23%) seguido da carne
(20%), como representado na Figura 16. Tal achado corrobora o resultado do
estudo promovido pelo Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica®®, no qual
o arroz representou cerca de 84% e o feijao 72% da alimentacgao diaria de cada

individuo.

Distribuicao de frequéncia alimentar

6%

16%
20% m Verduras

W Legumes

M Arroz e feijao

20%

B Massas
16% H Carne

® Embutidos e enlatados

23%

FIGURA 16. Representagao grafica da distribuicdo de frequéncia alimentar

relatada pelos trabalhadores.

Os trabalhadores também foram questionados quanto ao habito de se
alimentar com comidas industrializadas e com qual frequéncia, uma vez que

estas possuem em sua composicdo maior concentragdo de conservantes
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quando comparadas com comida in natura. Como resultado, foi obtido que 45%
dos trabalhadores se alimentavam de comida industrializada. E o consumo de
uma vez por semana foi o mais frequente (50%) seguido por duas vezes na
semana (30%) e trés vezes ou mais representaram, cada um, 10% dos

individuos que declararam o consumo deste tipo de alimento.

Uma pergunta especifica a cerca do habito de consumir linguiga foi
necessario, visto que ja é sabido que os conservantes utilizados no processo
de fabricagdo da linguigca, nitrato e  nitrito, s&o substancias
metemoglobinizantes®**°. Além disso, foi avaliada a frequéncia de consumo e
se 0 entrevistado tinha o conhecimento da origem da linguica, se era de
fabricacdo caseira ou industrializada. A maioria dos trabalhadores afirmaram
que consomem linguica (82%), pelo menos uma vez na semana (67%) e a
origem de fabricagao desta é preferencialmente industrial (83%). As Figuras 17

e 18 retratam essas distribuicbes dentro da populacéo de estudo.
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FIGURA 17. Representacgao grafica da distribuigdo de frequéncia de ingesta de

linguica relatada pelos trabalhadores.
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FIGURA 18. Representacao grafica da distribuigdo percentual da origem da

linguica ingerida pelos trabalhadores.

Foi observado que 50% dos trabalhadores entrevistados utilizam algum

tipo de medicamento diariamente. Sendo que a familia de medicamentos que
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possui como mecanismo de agao a diminuicdo da pressao arterial foi a que

obteve o maior numero de relatos (67%).

Com o resultado do historico recente de realizagdo de procedimento
cirurgico foi possivel inferir que a analise de metemoglobina tera baixa
interferéncia quanto a presenca de anestésicos, uma vez que a maioria dos
trabalhadores (95%) afirmou nao terem sido submetidos a qualquer

procedimento médico desta natureza no ultimo ano.

IV.3.4- Resultados das coletas e analise de Metemoglobina:

Nos dois municipios da baixada fluminense pesquisados, Nova Iguagu e
Duque de Caxias, 22 trabalhadores aceitaram voluntariamente participar do
estudo, desde o fornecimento de informacbes até a doagdo de uma pequena

aliquota, cerca de 10 mL, para a analise de metemoglobina.

A andlise de metemoglobina foi realizada no Setor de Agrotoxicos do
Laboratdério de Toxicologia do Centro de Estudos da Saude do Trabalhador e
Ecologia Humana- FIOCRUZ, e a metodologia adotada foi a adaptada e

avaliada no presente trabalho.

Os trabalhadores relataram que a jornada de trabalho € moldada
conforme a demanda de servigo diaria, ou seja, eles possuem uma atividade
determinada para ser executada e ao término destas é considerada finalizada a

jornada de trabalho diario, independentemente do horario. Desta forma, os



75

individuos recrutados, no momento da segunda coleta de sangue, encontrava-

se no final das suas atividades ocupacionais daquele dia.

Outra informacgao relevante é o tempo de aplicacdo ou manipulagdo do
agrotoxico, pois este permite conhecer de forma mais realista o periodo de
contato com a substancia, para uma futura inferéncia do grau de exposi¢cao que
o individuo esteve submetido no dia da anélise. Sendo assim, no momento da
segunda coleta, foi perguntado a cada trabalhador por quanto tempo foi

realizada a atividade que promoveu este contato com o agrotéxico.

Segundo os relatos dos trabalhadores, o tempo médio de aplicagao do
agrotoxico no dia da analise foi de 93 minutos, sendo que tais valores se
distribuem entre 60 a 120 minutos. Mesmo informando a necessidade da
execugao do trabalho normalmente, trés (03) trabalhadores que néao aplicaram
o diflubenzuron no dia da analise, mas afirmaram que manipularam tal
substancia e o tempo de contato n&o foi informado. A Figura 19 representa, em
um grafico de dispersao, a distribuicdo das respostas quanto ao tempo de

aplicacao.
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Distribuicdo das respostas quanto ao tempo de
contato ao diflubenzuron diario (min)
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FIGURA 19. Representagdo grafica da distribuicao das respostas quanto ao

tempo de aplicacéo realizado por cada trabalhador.

Nos dias em que foi realizado o estudo, os pesquisados relataram que
apenas aplicaram o agrotéxico e nao realizaram a atividade de fracionamento.
Desta forma, o contato realizado com a substancia foi na forma mais diluida,
logo a exposicao foi menor em relacao a atividade de fracionamento, no qual o
agrotoxico encontra-se sob a forma mais concentrada e em maior quantidade,
podendo gerar elevado numero de particulas dispersas no ambiente,

acentuando assim a exposicao.

No processo de quantificacdo do percentual da metemoglobina
analisada antes e apds a exposicao, esperava-se ter como achado o aumento
dessa porcentagem, visto que o metabdlito do diflubenzuron, denominado PCA,
é conhecidamente uma substancia metemoglobinizante. Porém, algumas das

amostras da totalidade dos resultados n&o tiveram tal comportamento,
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conforme apresentado na Tabela 13. Vale ressaltar que todos os resultados

ficaram abaixo do nivel tolerado e determinado pela legislagao que é de 2%,

TABELA 13. Resultado da variagdo do percentual de metemoglobina apos a

exposi¢ao ao diflubenzuron com as caracteristicas de cada trabalhador

Trabalhador Idade Tempo de servico  Tempo de aplicagdo (min) Fuma %MHb
1 49 17 90 Ndo 0,21
2 51 18 90 Sim 0,54
3 50 18 120 Nao -0,50
4 46 - 90 - 0,10
5 59 16 120 Sim -0,59
6 45 16 120 Nao -0,71
7 47 17 Nao Aplicou Nao -0,23
8 45 26 90 Nao -0,44
9 29 1 120 Nao -1,24
10 47 22 Nao Aplicou N3o 0,10
11 38 11 90 Nao 0,04
12 43 22 Ndo Aplicou Sim -1,07
13 26 1 60 Nao -0,11
14 31 11 120 Nao -0,14
15 35 11 60 Nao 0,08
16 50 22 - Nao -0,53
17 55 21 100 Nao -0,32
18 37 18 110 Nao 0,41
19 62 20 90 Nao -0,03

20 47 22 90 Nao -0,43
21 40 9 80 Nao 0,33
22 39 12 60 Sim 0,46
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Para uma melhor Vvisualizagdo, os resultados obtidos foram
categorizados em faixas de valores em percentual de metemoglobina. Desta
forma, foi possivel observar que a maioria dos resultados calculados (59%)
apresentam valores inferiores a zero, ou seja, o nivel de metemoglobina
presente no sangue apos a exposicao era inferior ao nivel basal determinado

para cada trabalhador, como apresentado na Tabela 14.

TABELA 14. Resultado da variagdo do percentual de metemoglobina

distribuido em faixas.

Faixas %

< 0% 59
0,01-0,10% 18
0,11-0,20%
0,21-0,30%
0,31-0,40%
0,41-0,50%
0,51-0,60%

Total 100

Lo uniulo

O aumento de 0,01 a 0,10% foi a segunda faixa com maior percentual de
distribuicdo dos resultados. Este achado confirma a teoria de que por ser uma
reacao de equilibrio, para haver a formagdo de metemoglobina em niveis
elevados tem que ocorrer exposicdo, em altas concentragdes, a substancias
metemoglobinizantes. Nao sendo assim, exposi¢des brandas levam a um

discreto aumento no nivel deste indicador de efeito, como o observado acima??,
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A predominancia do resultado encontrado pode ser justificada pelo fato
da coleta ter sido realizada no momento seguinte ao término da jornada de
trabalho, sem possibilitar a metabolizagdo do diflubenzuron ao seu principal
metabdlito PCA, que é substadncia sabidamente oxidante, pois o tempo

necessario para a ocorréncia desta biotransformacéao ainda é desconhecido.

Além disso, os trabalhadores que apresentaram valores da diferenca
inferiores a 0% podem ter utilizado ou ter tido contato, concomitantemente com
o diflubenzuron, com substancias redutoras, como a Vitamina C e as
substancias que possuem grupamentos chamados como tios, que promovem a
retirada de um (01) elétron do ferro (Fe) presente na estrutura do pigmento
sanguineo e consequentemente alteraram o equilibrio para o retorno da

metemoglobina & forma de hemoglobina'"°.

Dentre os resultados obtidos na analise de metemoglobina, foram
selecionados somente os casos em que se teve uma variagdo positiva da
metemoglobina. Esta selecdo se deve a intengcdo de obter maiores informagdes
sobre o grupo e com isso delinear um perfil destes trabalhadores quanto as
variaveis analisadas. Desta forma, apenas nove (09) trabalhadores estava
dentro do critério estabelecido, ou seja, MHb > 0. Deste grupo, 67% representa
0 género masculino e a distribuigao etaria dos trabalhadores varia entre 35 a 51

anos.

Quanto ao uso de Equipamento de Protecdo Individual (EPI), cerca de
56% dos trabalhadores relataram que ndo tém o habito de utilizar tal

equipamento durante a realizagédo de suas atividades. Foi observado em outros
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estudos que a falta desta prote¢cdo proporciona o aumento do risco de ter

alteracdo nos niveis de metemoglobina®®

, mas nao foi possivel avaliar
estatisticamente devido ao tamanho da amostragem.

Em relacdo a adocdo de atitudes que permitem a minimizagdo da
exposi¢ao, a maioria dos entrevistados que tiveram alteracao positiva da MHb

afirmaram que as vezes tem o habito de lavar as maos no trabalho (56%) e

apos o trabalho (44%) e também de tomar banho apds o trabalho (23%).

Avaliando especificamente o comportamento alimentar deste grupo foi
possivel observar que 67% tem o habito de ingerir comida industrializada e
89% consome linguiga pelo menos uma vez por semana. Vale ressaltar que
tais alimentos s&o os que possuem em sua composigao elevada concentragao
de conservantes que normalmente sd&o substancias metemoglobinizantes,

como ja descrito anteriormente.

Outras variaveis avaliadas neste grupo foram o consumo de bebidas
alcdolicas e o habito de fumar. Cerca de 57% dos entrevistados responderam
que possui 0 habito de ingerir bebidas alcéolicas em uma frequéncia de uma
vez por semana. Ja para variavel fumo, 67% dos trabalhadores afirmaram que

nao sao fumantes.

O tempo de aplicacédo do agrotéxico no dia de analise neste grupo variou
entre 60 a 110 minutos, indicando assim que o contato direto com a substancia
quimica se fez presente na execucdo do trabalho naquele dia em que foi

realizada a analise. Apenas um trabalhador relatou que nao aplicou a
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substancia, mas afirmou ter tido contato com esta e outro que nao informou o

tempo de aplicacédo, conforme descrito na Tabela 15.

TABELA 15. Resultado da distribuicdo dos trabalhadores com alteracao

positiva da MHb quanto ao tempo de aplicagdo do agrotoxico no dia da analise.

Tempo de aplicagdo (min) n %
0 1 12,5
60 1 12,5
80 1 12,5
90 4 50
110 1 12,5
Total 8 100

ApOs a andlise descritiva das variaveis, foram realizadas teste
estatistico de Shapiro- Wilk no qual observou-se que os resultados possuiam
distribuicdo normal. Sendo assim, testes paramétricos foram realizados como a
Correlagado de Pearson realizada entre a variavel percentual de metemoglobina
com as diversas outras variaveis que possivelmente poderiam ter efeito sobre a
oscilacdo destes niveis. A variavel nivel percentual de metemoglobina
apresentou curva de distribuicdo normal e, portanto, foram realizados testes
estatisticos paramétricos. Dentre todas as correlacbes realizadas, a Unica
variavel que obteve uma correlagdo com variagao da MHb foi a do fumo. Os

resultados estatisticos mostram uma forte correlacédo inversa, ou seja, os
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individuos que tem o habito de fumar possuem os maiores valores de variagao

de metemoglobina comparando os niveis antes e apds a exposicao.

A Figura 20 representa graficamente a distribuicdo dos resultados de

metemoglobina quanto ao fato do trabalhador ser fumante ou nao.

0,60

0,507

0,407

fe]
L 0,30

0,20

0,107

0,007
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Legenda: 1-Fumantes e 2- Nao Fumantes
FIGURA 20. Representacdo grafica da distribuicdo dos niveis de MHb por

categoria de consumo de tabaco.

Dado o numero reduzido da amostra analisada, isto poderia explicar

porque outras variaveis nao apresentaram correcido estatistica, mas o fato de
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ter sido verificada entre % MHb e fumo confirma a grande influéncia desta

variavel sobre os processos de formagao de metemoglobina.

O resultado observado acima pode ser corroborado pela informacao de
que O cigarro possui em sua composigcao substancias sabidamente oxidantes,
como por exemplo, as nitrosaminas. Sendo assim, é possivel afirmar que os
fumantes estdo expostos a maiores concentracbes de substancias
metemoglobinizantes, tendo desta forma a maior formacado de metemoglobina
quando comparados com os nao fumantes. Logo, o habito de fumar pode ser
considerado um fator de risco para os guardas de endemias que diariamente

estao expostos ao diflubenzuron.
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Com o presente trabalho, foi possivel concluir que a proposta de
adaptacdo da metodologia de analise se mostrou eficaz para o objetivo do
estudo, que no caso é a quantificacdo do pigmento sanguineo denominado
metemoglobina, através do Espectrofotbmetro UV-VIS. Esta modificacao
permitiu a utilizagcdo de uma menor rotagdo por minuto na etapa de
centrifugacao e possibilitou uma maior margem de tempo para a realizacdo da

analise apos a coleta sanguinea.

Porém, o problema quanto a complexa logistica de analise nao foi
solucionado, visto que o indicador de efeito aferido necessita que o préprio
trabalhador seja o controle dele mesmo, uma vez que o comportamento da
metemoglobina € especifico para cada individuo. Desta forma, se faz
necessario manter as duas coletas em momentos distintos, antes e depois da

jornada de trabalho.

Os resultados apresentados possibilitaram tracar com detalhamento o
perfil geral do grupo de estudo, desde os habitos sociais até o ocupacional.
Quanto a avaliacdo do biomarcador de efeito, houve uma relagao discreta entre
a exposigao ao diflubenzuron e a formagdo de metemoglobina, mas outros
estudos sao necessarios, visto que este foi um estudo preliminar e norteador
para trabalhos futuros. Entretanto, um numero consideravel de resultados
negativos foi observado, seja pelo baixo numero amostral recrutado, ou a
precoce coleta sem haver a metabolizacdo do diflubenzuron em PCA ou pela
baixa dose que o trabalhador esteve em contato durante a referida jornada de

trabalho. Vale ressaltar que nosso estudo indicou que os EPIs ndo sao



86

utilizados por falta do fornecimento pelos gestores municipais ou que quando
fornecido ndo sdo adequados para o seu devido fim, como por exemplo, uso de
mascaras com filtros ndo trocados que acabam atenuando a exposi¢ao que o
trabalhador esta submetido. Além disso, foi observado que as condi¢cbes de
trabalho eram insalubres e que os trabalhadores ndo possuiam treinamento
adequado para exercer tal fungdo, agravando ainda mais o risco ocupacional

ao qual estdo expostos os guardas de endemias.

Com a execucao da correlagao entre as variaveis foi possivel afirmar
que o habito de fumar, além de causar outros danos aqui nao verificados, € um
fator de risco para os trabalhadores que atuam no combate a endemias, visto
que aumenta a concentracdo de exposicdo a  substancias

metemoglobinizantes.

Para estudos futuros, faz-se necessario consorciar a presente
metodologia com outras técnicas que atualmente ja séo utilizadas para auxiliar
no diagnostico das concentragdes dos diferentes pigmentos sanguineos, como
por exemplo, a técnica do co-oximetro e a oximetro de pulso. Além disso,
também ha a necessidade de desenvolver um estudo que contemple uma
ampla verificagdo dos fatores enddgenos que levam a auto-formacédo de
metemoglobina e que faz com que tais individuos se tornem mais susceptiveis
a exposicdo a agentes oxidantes devido ao fato de portarem patologias
hereditarias, como a deficiéncia da enzima da metemoglobina redutase
(citocromo b5), que tem como coenzima NADH (nicotinamida-adenina

dinucleotideo), que promove a redu¢ao da metemoglobina a hemoglobina.
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ANEXO A: Protocolo Operacional Padrao
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3. DEFINIGOES

3.1- Metemogiobing (MHb )

Figmento ca hemogioking resultania da aglo de subsidncas que nduzem a oxdagio
e U dos stomos da fers gue 88td na composico da hamogiobina, 4o estads fasmoes
(Fe™) para o rico (Fe™). Sob esta forma o fransporte gasoso no sangue fica
compromatido, poig a MHE ndo conzegue =6 ligar ao oxigénio, ao gas carbbnico ou an
manaxico da carbono dewdo ao estado ce oxdacao <3 Aldm disso, hd a formacso ce
ufrr subpradaio, o superdxido (O; ) gue'é uma esodcie reativa da cwegénia, tendo grande
|importadncia am dwersos oroceseos fisopatohdgicos.

32— Agentez Matemoglobinzartes:

Substdncas exdoenas gue promovern aumento da porcanagen de metemoagicting ra
ISrgarisma MuMmand, eame por exampld, analgésrcos, guinioterApicos: nitratss 8 ritritos,
anilnas. naftalers, nitrbanzanog, nitroghocerinas, antra aulres

33— Popuiagtes Expostas Ocupacioraiments;

Grupag da incividuos gue atuam dirgla ou ndiretarente no controse o8 oragas tanto na

Em:u Itura, guarta am ma urbang, utiizands & ingaticida difiubenzuran. Também estda
%

postos frabathadores gue duramie 3 sua jormada da rababa esifo am comats som
linas naftaiens, nitrobanzanos, nitraghoernas, entra outrss

3.4-Solucac Estogue:

Solucao qua deva sor armazanada em condigfes adaguacas azlando semore disponval
NaIMAanto Ca realizacdo de wima analize

4. SIGLAS

San usacas no exto ceste POF ag seguinies si5as:

Mk Matermogiobing

Bl Pags Malezular

mi [ ]

a Grama

pl Meerahirs

KON Cianeto o Polassio
K:FeiCNi: [ Fericanets da Poldssio
mg Miligramma

L Lifre

B Parcanto

M Nandmetro

L Compiomanto Ga onda

REVEADT FAGNAE
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. FUNDAMENTO DO METODO

223 1bcnica sa funcamenta No prNcipie gue o8 DIgMEentos SEanguiness ooamaogiabing,
wenoglooma, metemogicbing @ canometemaglobing. possuem absorcao maxima
m eampamentas da andas samelhantas, mas cada pigmenio Bm pieas da abeorgds
mendres, pordm significativoe em diferentes comprimantos de onda, No cass, a
etemadomng pOSSw uma 3D80MCA0 peguena, povém axclusva no comprments ce
nda ce §303 nm, asmim nesse A a absorvancia obfida serd prooodcional a concantragia
metamoglaina na amostra,
a tenfativa ce anuar a acao de outros pigmentos ntadferenias presenta Ao sangue,
no por exempla, carboxiemoglobing & sulfemogliobina, guaro leduras  serdc
raalizacas.
priraira leitusa (A a ser efetuada na amasira ratada & sem alleragdo da composcao
pigmentss 2anguinans prasentes na amaosira. A sagunda latura (Az) 4 readzada ra
mostia antéromments descrita com adigao de ciarety de potasso, Que l@vard a
ranaformacdo da metamagobing 4 canamel@mogloning, que nazse comprimeants da
da pogsw uma absorvdnoia minima Desta forma, o valor obsarvado é resuliante dos
mantas resduas da hemoglobinag, & a diferenca da orimara latura oo a segunda
sinacérd a real propofcdn da concentraclo oe metemagiobing présenis ra amostra
weeseira eitura (Ag) a ser realizada sard de uma aliguola da amostra tratada com uma
ucac de ferncianetn de potdsso, que ag contalo com a hamogiobna promova a
widacia do fero levande a formaglo de meemogiobina que formecard um valor de
orvancia. A esla @ acrascida uma S0ugas ce canels fe DOlASs0 Data novarmente
promoves a ledtura resicual de outros pgmentos da hemogicbina, que serd denominaca
como quarta l@tura (A,) A dferanca entre a ferceira @ quarta laifura & proporcional 8
concantracds da matemoglobina garada Yn wirs”

{6, CONDIGGES DE BIOSSEGURANGA

O ensain ceva sar realizadc ublizands alecos, uvas descarlavers a doulos de
isenuranca, @ que ha mamputagio da matenal moldgico

s wbos contands sangue, anes de seram dascariados, devam ser descontaminasos
cor ggua sanitédna somercial

7. MATERIAL

whboe Falcon de 15 mL;

pioata automatica ajustiavel do 100ul
Dig@ta autorrdtca ajustdvel de 1 000ul
pizeta autoratica a ustavel de 5 000ul;
DoRteIras para Jupalas automaticas

REVEAD FAGINAE
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L. EQUIPAMENTOSINSTRUMENTOS DE MEDICAD
« canrifuna com capacidade e 6300 ipm

v aspactrafotdmetro UW-Visival

A, PROCEDIMENTO

5.1 — Reagertes:

£.1.1- Tampao Fosfato Dibdsico de Sodio 0.01M pH 6.8
9.1.1.1- Praparo de solucdo estoque’

3.1.1.1.1- Sal de fosfaip cibdzico oe sbdio (PW= 141 6p) a 0.01M. Formececorss
lsugendos: Merck @ Sigma Esta soluclo possu estabildade de 2 1 da

Liuninr o oF da rotugdis de forjais de rodio dehanen pare § 8 conr HET I e Nt 1M

G.1.2- Bolucao de KON 5% P

§.1.2.1- Praparo de solucdo estagua

6.1.2.1.1- Sal de KCN (PM= 5 12g0) Fomecedores sugandos: Merck e Sigma. Esta
tsolugas possul estadidade ce £ 1 semana Armazenar e Bmperalura ammeanta.

6.1.3- Solugdo de KaFe{TM|:5% PN

8.1.3.1- Praparo de solugao aslodue

5.1.3.11- 832 de KsFa;CNje (PM= 328 24q). Fornecedores sugendos: Mesck & Sigma.
£1a =olucls possul eslablidacde ca + | zamana. Armazenar e frasco dmbar em
mpecauta ambenie

5:1.4- Socan de Trton-K 1% WA

5.1.4.1- Pracaro de solugao estogue:

.41 Triton-X 100, Fomecedores sugeridos: Acros Orgarvcs. Esa solugdo possul
gtabiicada da-+ 3 meses ArmaZenar en mperatura ambanta

[P zrn mefhntr dierslugda do Tritan ne solupdo uttlizor o wfrasod for [ 5 min
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5.2 - Preparo da Amostras:

£ 2.1- Amosiras ce zangue [aprowidaments 4ml coetados em oresenga de hepanina)
devem sar homogeneizadas suavementa Loy nvarsao continua do tuba

8 2.2- Coletar em tube falcon da 15 mL, 1004l oe sangus fotal, identdicar e adicionar 2
mbL de solucio lampao & 3 mL de solucio datarganta. Certrfugar a 6000 rom por
15 min.

|8.2.3- Desprezar o rezlante do sangue em dgua gantana comercal

53— Dozagem de Metemagiching (em guplicatal
[5.3.1- Em cada cubata:

«  Leitura Aq 1.5 mbL do sobrenacanrts 4o 2anguea processado;

e Laitura Az 1.5 mL do sobranadanta do sangue processads descnts
acima com 25 b da soluclo da KCN 5% apds leve agiacao & repauss
da 1 minuio;

o Leitura Az: 1.5 mi do sobreradanta o sangjue pioCcessado adicionaco
25 L da solugdo de K;Fe(CNjs 5%, apds ieve agitacao @ repouso por 5
TTHRUTSE:

« Leitura Ay 1.5 mi do sobrenadante do sangue processado descrilc
ackma com 25 pl da solucls de KCM 5% apds lave agitaclo & rapouss
o 1 ninuln:

8.3.1.1 Programacac do Espectrofotéimetra

Dave-ga programar o Espactrofotbmato para atuia am mods Folomaco da
b da G30nm

10. GCALCULOS:

Og caculos sa0 realzados com nas absorvaAncas obbdas em caca ledura para oDler o
perceniual de melemogiobina sem a gresenca da imedferdncia dos oultros pigmentos
lsanguiress ra letura. Daszta forma, a fdrmula abaixe ceve ser UliZada para 8 obter o
percentdal da MHb na amesta

REVEAD FAGMNAE
=y
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Porceniagem ce Metemaglooma = A —&; x 100
A= Al

13.1- WVaomes da Referénoa!

10.1. 1At HD:

» madia da uma populacdo nds axposta: ag 2%

10.2 = Controre de Quahdace Analibes

Az amostras 880 analisadas e duplcata & caso haj@a variacso de maig de 15%
lantra 08 valoras encontracos, d repedda a andlse.

11, RESPONSABILIDADES
Técnicos & analsias do Salor da Agrotdwicos do Laboratdno da Toxicslogia oo CERTEM
12. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS
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ANEXO B: Consentimento do Conselho de Etica em Pesquisa

Mmistirio di S .. .
FISCRUZ :
DL L A, O S AR,
TG LA
EMGE
R

.'EBI:HI‘W di Sadde Publica Sergio Arosca
Comiti de Flica em Posgniza

Rio de Janeiro, 15 de fevereiro de 2012

0 Comibld de Elica em Pesguise da Bscola Nacional de Sande Pablica Sergio Arowca —
CEFENSP, constituido nos Termos da Resolugio UNS 6 19990 ¢, devidamente reaistrado
fin Comisslo Naclonal de Etica em Pesquiza - COMEP, recebeu, analisou ¢ emitiu pareser
sobre g documentagio reforente ao Protocols de Pesguise, conforme abaixo, discriminado:

PROTOCOLO DE FESQULISA CEMENSE - N* 333711
CAAE: B3510L031.000-11

Titule do Projeto: "Dosngss newroldgicas nos trabalhadores expostes cronicamente 2

agrotdaiens no estade do Hio de Jancin: o estudo dos guardas de
endemis”

Classificagiio no Fluxograma: 111

Serd encaminhado 8 Conep (dreas temditicas especiais) e, portanto, deve aguardar 2
apreciagin final desta para inicio da execugin? MNao

Pesquisadira Responsdvel: Bita de Chussia Oliveirs da Costa Marws

Instituicie Propomente:. Escoln  Macional de  Salde Piblica Sergie  Asouca
ENSFFIDCRLIZ

Data de recehimento no CEP-ENSP: 19/ 1272011

Ihata de apreciagio: O8 /(02 /2012

Parecer do CEFENSE; Aprovade,

Fessaliamos que a pesquisadors  responsivel por este Protocolo de Pesquisa devera
apresentar 4 este Comité de Bica um relatdrio das atividades desenvalvidas no peripdo de 12
meses @ contar da data de sua aprovacio (vem VI 1 3d, do resolagdo CNEMS N 19690) de
georde com o modele disponivel na phging do CEFENSE na internet.

Esclarecemos, gue o CERVENEP devest ser informade de quaisguer fates relevanies
tincluinde mudonca: dé método) que alterern o curso nommal do esiudo, devendo a
pesguisadors justificar caso o mesmo venha a ser interrompido.

piate hnget2 B2
ey e PSS
H £k H&pllﬁ'::?



ANEXO C: Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

L
(Lo T W
FICCRUT =T Awsrin

Fursbanis Dresise Grud S

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

(¥ Bria) esta sendo convidado(a) & participar da pesquisa intitulada " Avallagio
de exposichio ap Diffubensuron em guardas de endemios da regids metropolitana
do Estado do Rio de Janeira™, a ser realizada pela mesranda Crsuane Basata, sob
orientaclio da prof? Dra. Paula de Novazs Sarcinetli,

0 Sr.{a} foi selecionado porque trabalha como guarda de éndemia, na regilio
metropohizang do Rio de Janewe, splicando o diflubsenzuron no combate a dengue. Suz
partictpacio ndo & obrpatdrie. A qualguer momento pode desistic de participar e reticar
o seu consentimenio. Sua recusa néo iward prejuizo em sua relacdo com os pesquisadores

o oot @ Institaig o,

0 objetive desse estude & desenvolver uma metodologia para avalisr o afeilo
hematelégies do diflehenzuron, oo sea, sud acko no sangue de mdividues expostos a
esta substincia quando exercem suas atividades de trabalho, Sua participacio nesta
pesguisa congistrd em résponder & um questiondrie @ fornecer wnd amestra de sangue,
que serd coletada por um profissional tremade, ne mdcie e no fingl da jomads de
trabalho. O sangue sérd colstade em tubes vacusmainer heparinizados com agulfas
descarraveis, num fotal de [0 ml (aproximadamente uma colher de sobremesa). Um
ligeiro desconforto aconteerd nz coletn de sengue (semelhante 4 picada de um inseto),
com pequena grdéneia mo lugar onde este foi coletado. As amostras de angs serlo
utilizadas exclusivamente para as andlises do prajeto, sendo descarladas apos o rmmng
das andlises.

2 risces relacionados & sua participacdo na pesquiza — além do desconforw provocado
pela coleta de sangue — referem-2e A sua wlentificagle como informante. Para évitar esta
sitvaglo, as informagbes obtidas aravés dessa pesquisa serlip confidenciais e
asseguramos o sigilo sobre sua parucipacdio. O Sria) sers identificado apenas pela sua
idade, sexo e profissfio. O seu depoimento serd usade pam que melhar possamos
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entender & realidade do seu webalho e o3 dados ndio serfo divulgados de forma a
passibilitar sua rdentificachio,

0 heneficie relacionado 4 sua participaglo nessa etaps refere-se 4 possihilsdade
de contstbwr para o desenvolvimento de um nove méwdo de indicacda de exposigio
ocornda ne ambsente de trabalhe. Apos as andlises os leudos analincos produzidos
serde remetides em envelopes lacrades parz cada parucipante. Este procedimento
deverd ser acomnpanhado de criertagdes ¢ encaminhamento ao Servige de Ambulatério
da CESTENENSP FIOCRUZ, se necessdrio. Ao final da pesquisz os dados coletivos
serdo spresentades dos participantes da pesyuisa e gestores da instituiclo executorz do
prajeto (CESTEH ENSP FIOCRUZ),

Sria} receberd uma copia deste ternio onde consta o telefone ¢ o enderego do
pesquisador principal, e do CEP, podende trar suss dividas sobre o projefo e sue
participacio, agora ou a gualquer momenta.

Assinatura do Pesguisador Responsdvel

Contate com a pesguisadorn responsivel:

Centro de Estudos da Saude do Trabalhador e Ecologia Humana
Fundaglo Oswalde Cruz

Rua Leopolde Bulhdes, 1480 - CEP: 22610-142
ctistianebaratafl hotmail com fone: (21)25098-2991/ (21) 2598-29K2

Declaro que entendi os objetivos e condighes de minha participaclo na pesquisa e
concordo em participar.

P da

Assinatura do sujeito da pesguiza

Erm caso de divida entre em contalo com o Comité de Etica em Pesquisa da ENSP:
Rua Leapolde Bulhdes, 1480 - Térreo ~ Manguinhos — Rio de Janeiso — RJ.

CEP: 71.041-210

Tel e Fax - (21) 25982863

e-mail: cepiensp fiocruz br

htpe wwew enap fiocruz be etica
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ANEXO D: Questionario Especifico Com Consulta e Sem Consulta

Miristéno da Sadde

FIOCRUZ ESCOLA NACIONAL DE SALIDE PUBLICA
. SERGIO ARDUCA
Fundagdo Oswaldo Gruz EMNSE

CUESTIONARID ESPECIFICD (Com consulta)

METEMOGLOBINA

Nome:

ldade:

S=xo: 1 | Feminina 2 ) Masculing

Cargo funcional:

L. Masrefeigdes, gue t'po o= slimerto & corsumido com fregdéncis?
L | Verduras 2| | Llegumes 3i | Arroz, feijc

A | Nisssas 3| | Carmes frescas 5| | Embutigos = enlatados

2. Tem costume de se siimenter de comrdas industrizlizadas?

2 | Nas

+
-III
E |

3. Sesim, com qual frequéncia?
5 | 1= por semanz 20 ) Zx por semens 3| | 3% por semana

4 ) Mais

4, Tem hébito de comer linguica?

Li }5im 21 | Naa

5. Se sim, com qual freguéncia?
1y | Ix por semana 2 | 2x por semans 3| | 3= por semana

43 | Maiz

5. Qua' &3 origem da linglica consumida #

1 ) industrial 2| | Caseira




7. Fazusode s gum medicamento deriaments?

L ] 5im 2l | N3g

g Sesim, qual?

9. Fezalgum tioo de procedimernta cirdrgico he pouco tempa?

1 JSim 3| | Msa

10, 5esim , guai? E a guarta tempo?

11. Dentre o5 medicamentos listados aoaig, slgum foi consurmido stualmente & guandeo
CESSOU O tratamento?

5. AnssiEsicos

t jRenzocsins {Samiin’, AMIDALN®, X¥LESTESIN 5% PESADA-SOet. 2mi(SFR)", SOLARCAINE,
GINGILONE", ALBICON, Andolba”, EMLA DISCO", SILENCILIM PASTILHA)

2 Ilidocsing IF‘%‘E-TM‘\.D_', Ceftrianona sédica , Cesn ﬁ‘:-

3 |Pritocaina (EMILA Crame’, EMLA DISCDT, CITOCAINA IH+FEL FRESSWA-B:I-:H'p'
CLORIDRATO DE FR-_DCP-I-"M',I

o. COuwmicterapicos
4 | Subfonarmidss |ASSEPIUM BALSAMICD' ASSERHIN, BACFAR BALSAMICO®, BACEAR'
Racris’, BACTRIM, BACTRIM BALSAMICD", DIENTRIN', INFECTRIN', Giftrim’, SEPTIOLAN
SEPTIOLAN BALSAMICO®, TRIMEXAZOL, PARACUEIMOL", NAZOBIO", AZULEIN', SALATOPRIN')

5| |Cioroguina (RELGQUINGL", DICLORIDRATO DE CLORDQUINA", CLORDQUINA", DIFOSFATO
DE CLORDOQUINA"

5 iDapsona

7l JPrimaguina

8 [Trmetropima (ASSEPIUM, BACFAR BALSAMICO” BACFAR" Bacris', BACTRIM', BACTRIM
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gALSAMICO”, DIENTRIN', INFECTRIN', Qiftrirn, SEFTIOLAN", SEPTIOLAN BALSAMICT

TRIMEXAZDL'|

9 Jsolotenur

. Anz gesicos

10| |Fenazopiriding (PYR DM

11| [Fenacetns

12| lAntipirina

12, Tewe cortsto cor algura das substanciss sbeixs stua'mente? Cnds = quardo?

1 INttrato de amonio
2| INetrito de isobutils
3 jAnlinas

40 ) Metoclopramiaa
2| Mitroetano

8l |Polidores de sapatos

i

|Mitrito ge amila

8, 1 Mitrato de sadio
5! | Bromstos
10 iMaftaleno

1Li (Mitrogiicering

12 Propanila

i INitrto de butia
i, ) Amincfena

| ICloratos

18l Nirobenzeno

( J0widas de nitrogénio
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- -
hinistério da Sadde
FIODCRUZ ESCOLA HSAEE:J;:E ?J.EHE;'UE_‘:E FUBLICA
A
Fundagio Oswaldo Cruz EMER

QUESTIONARID ESPECIFICO [Sem consultal

METEMDGLOBINA

Nome:
1. Sexg: 1 jFeminino 21 ) Masculina
2. ldade:
3. Bairro
4. Vincula

5. Regme detraos'ho: 1] jrurne 2{ Jdiurme { jregime | | veridvel

B. Fungdo

.'.l: | Administrativa 2i ) Tec. Agricula_-"agrénar"c- 3, | Aplicador/preparador de carda 4 )
ap'icador ha pecuariz 50 )MNA B | Outros. Quais?

7. Tempo na fungdo lem anos)?

i

Tipo de contsta: L [Dirsto 21 ] Indireto 3 iserm conteto 46 Jignorado

5. Ativgsde no remo d= intoxicacdc atua

Li jdiluicdo I | tratamento de semeante 3| | armazensmento 4] | colhesta 5| [Pulverizacio E|

| transporte 7| [MA B | Outros. Quais?

10, Lavsgem dos eguipamsrtos:

1 ) lacal progria 2{ ) rioftage 3 | no campo 4] | ndo lava 5 JNA 6, lignorado 7|
1Cutras; Quais?

11.. Em seu taroahao atuzl 22 uso de equipamentos de protecdo individual [EFT L Sim
Ij MEa

12, Qua:s? 1| | mascara de vapores 2| | mazcara de partioutas 3i ) oculos de protecéo 4] )
protetor suricular 5| Jluvas & | botas 7|

ental B| | macacdo 5 | outros.
Ezpacificar

13, Em s2u tarbelne stua 132 uso de eguipamentos de orotegSo coletvs (EFC)Y 1 ) Sim 20

109



iNEo

14, Quass? 1l | exsustor 2| ) redes de protecSe 3) | singlizacores de segurangz 41 )
ext:rtores de incéngio 3| Jlava-clhos B ) chuveircs de seguranca 7| It ce prmeiros
sgcorros 8 | outros. Especificar

15, Quantos dias da semana Usa 3 mesms roups dursrte o traoslho?_dias

1B, Vocd 'ava a sus roups de trebalho? L | Bim 2| IN8o 3| | outras pessoss 4 | NA

17, Mo cazo de ser “cutros® houve slgum caso de intoxicagdc? 1) | Sim 2| jMaa.
Especificar

LE&. Onde vocé lavs 2 sua roupa detraoatho? 1 ) lavandera (o trabslno) 20 ) e sus
residénpiz 3| | maguinag de lavar 4 | tangue 5| Jlava-o'hos 81 ) outros. Especificar:

18, “pcé lava a5 suas midos no trabiatho? 1) | frequentemente 21 ) 35 wezes 3| nunca

20. Voce lava as suas maos spds o transtho? 1] | treguentemente 2] | a2 vezes 3| | nunca

21. Voce toms bannic 2pos o trabalhio? 1) ]f.'eqqente-nente 2l ) dswezes 3} | runica

22. Vocé fuma? 1] | Sim 2{ Nao

23. Costuma fumer dursnte o traoatho? 1) | frequentemente 2| | asvezes 30 | runce

24. Quantos cigerros fuma par dia?

L ) i0oumenos 2()11a20 3 )21 230 &) 31 oumais

25, Costuma beber ou cormer dursnte o srabaing? L | frequercemente 2 ) sswvezes 31 )
nunCa

2E. “océ ingere bebidas sicodlicas? 1] | Sim 2{ )NSo

27, Cue tipo de bebidas slcoolicas voog costuma beber?

1 Jeerveja 2| | vinhe 3{)destilzdos 4| foutros

28

. Com que freguéncis vocé ingere oebicas aicoolicas?

L) Ix/zermana 2| | 3x/semana 3( | 3 ou mais vezes semans

23

. Cuantos dringues por dis vocé ingere?

1i | =4 dringues 2{ | »d dringquss

30. Quantos dringues por semana vole ingere?

if ) <14 drinques 2{ | =14 dringues

110



31. Faz uso oe slguma substdncia ertarpecenca iicita? 1 | Sim 2{ |N3o

32, Qual? i} | maconha 2| | cocainag 3 ) orack 4( j ectasy 5{ JLSD & ) outros. Especificar:

4 |

33. Was refeigdes, gue tpo de aliments 8 corsumido com fregléncis?

| werduras 2\ | Legumes 3y | Arroz, teijio

Wassas S | Carmes frescas S } Embutidos = enlatados

34, Tem costurme de se slimentsr de comidas industrishizadas?l] j5im 2] | Mo

-

35, Se sim, cor gual frequénciz?l| | Iz por semana 2| ) 2dpor semana 3 | 3% por

semang 4] ) Mais

3&: Tem habito de comer ngwiga?1] | 5im 2l | NEo

37. 5e sim, com gual frequéncie?l| ) 1x por semana Zi ) lupaorssmsanz 3|

| 3z porsemana 4| | Mais

3. Qual & 2 origem da lingliga consumida 2L | industrial 2| | Caseirs

39, Faz uso de gigum medicamente disriamente?l] | Sim 2] | NEc

40. 5e sim |, gual?

41. Fez a'gum tipo d= procedimento cirurgico ha powcoo tempo? 1) 1 5im 20 | NEa

A2.5e sim, gqual? € 5 quante tempo ¥
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43. Dertrs o5 medicamentos istados soaixo, slgum toi consumida stuslmeante e quanoo
cessol o tratamento?

5. Anestesicos

il |Bentocsing (Saritin’, AMIDALIN, XYLESTESIN 5% PESADA-SOeti. 2miSP) ", SOLARCAINE,
GINGILONE®, ALBICON', Andalba’, EMLA DISCO", SILENCILIM PASTILHA)

# Lidecaina [PROTANDL, Ceftrianans sodica” , Ceznlin’)

3| )Prilacaina (EMLA Creme’, EMLA DISCO", CITOCAINA 39%-+FELIPRESSINA-SOcarp
CLDRIDRATO DE PRILOCAINA")

o. Quimicterapicos

4] | suffdnamides |ASSEFIUM BAISANMCO® ASSERIUN, BACFAR BALSAMICO', BACFAR"
Bagris, BACTRIM', BACTRIM BALSAMICO', DIENTRIN', INFECTRIN, Qiftrim, SEPTIOLAN',
SEPTIOLAN BALSAMICO®, TRIMEXAZOL', PARAQUEIMOL", NAZOBIO", AZULFIN', SALAZOPRIN')

5l JClaroguina [REUQLINGL", DICLORIDRATO DE CLOROQUINA", CLOROQUINA", DIFOSFATO
OE CLORDOLIMA')

&l 1Dapsona

Tl IPrimaguing

8 jTrimetropima [ASSEPHIN', BACFAR BALSANICO", BACFAR®, Bacris , BACTRIM®, BACTRIM
BALSANMICO", DIENTRIN®, INFECTRIN®, Qftrim . SEFTIOLAN', SEPTICLAN BALSAMICD'
TRIMEXAZOL")

& i1Soloferur

z. Anslgesicos
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10| JFenazapitiding (PYRIDIUM'|
11| |Fenaceting
12| Antipiring

44, Teve contasto com alguma das substancias shaixo stua'mente? Onde e guanda?

IMitrato de smidrio
INitrito de isabutils
Janilinzs

| Metoclopramida
iMitrogtano

|Polidores de sapatos

10
1L

12

iNitrito de amita

| Mitrato de sodio

| Bromatos
iMaftaleno
IMitrog icering

|Propanils

130 Mitrito de butits
140 ) Amincfena

15| Cloratos

15| Mitrobenzeno

17| Owidos de nitrogénio
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