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RESUMO 

 

 

Alterações toxicológicas em agricultores expostos a agroquímicos: efeitos do 
tratamento “in vitro” com a infusão de Cymbopogom citratus 

 

 

O uso de pesticidas é essencial para o manejo de lavouras e controle de 
pragas, de forma a permitir o aproveitamento máximo dos resultados obtidos no 
plantio. Apesar disso, o uso inadequado de agroquímicos é preocupante, visto que a 
exposição a tais produtos desencadeia alterações agudas e crônicas nos 
agricultores. Sendo assim, o objetivo deste estudo foi analisar os parâmetros 
toxicológicos no plasma e eritrócitos dos agricultores familiares do COREDE Alto 
Jacuí, bem como correlacionar a alteração na atividade da enzima 
acetilcolinesterase (AChE) nos eritrócitos destes agricultores, com0 a ocorrência de 
danos oxidativos e consumo da glutationa reduzida (GSH) nos mesmos. Foi 
realizado o tratamento “in vitro” dos eritrócitos desses produtores rurais com a 
infusão de Cymbopogon citratus, a fim de avaliar o efeito desta planta sobre a 
atividade AChE e/ou sobre os marcadores de estresse oxidativo. Os resultados 
mostram que, os agricultores não apresentaram alterações hepáticas e renais, mas 
observou-se inibição da atividade da colinesterase plasmática (butirilcolinesterase) e 
indicativos de ocorrência de estresse oxidativo. Além disso, verificou-se uma 
correlação negativa da inibição da AChE com a ocorrência dos danos proteicos e 
lipídios, bem como uma relação positiva, da inibição desta enzima com os níveis de 
GSH dos eritrócitos, demonstrando que a alteração na atividade da AChE pode levar 
a ocorrência de estresse oxidativo nos agricultores. Após o tratamento in vitro dos 
eritrócitos com a infusão de Cymbopogom citratus (5;10;25;50 g/L) pelo período de 1 
hora, não foram observadas alterações na atividade da AChE, nem nos níveis de 
TBARS e PCs. Por outro lado, os níveis de GSH mostraram-se diminuídos. Assim, 
os resultados encontrados, demonstraram que os agricultores familiares estudados 
estavam intoxicados pela exposição a agrotóxicos e, que tal intoxicação pode ser a 
causa do aumento das substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico (TBARS) e das 
proteínas carboniladas (PCs), juntamente com o estímulo da GSH. Além disso, fio 
possível perceber que a infusão de Cymbopogom citratus (5;10;25;50 g/L) não foi 
capaz de reverter os danos lipídicos e proteicos, provavelmente devido ao capim-
limão também não ter revertido a inibição da AChE, no entanto, a infusão da planta 
aumentou os níveis de GSH, o que indica um efeito antioxidante da mesma nas 
concentrações testadas. 

 

. 

Palavras-chave: Alterações Bioquímicas; Alterações oxidativas; AChE; Agricultores; 
Cymbopogon citratus

 



 

 

ABSTRACT 

 

The use of pesticides is essential for management and control of crop pests in 
order to better utilization of the results obtained in cultivation. Nevertheless, the 
inapropriate use of pesticides is worrying, since the exposure to such products 
triggers acute and chronic changes in farmers. Thus, the aim of this study was to 
analyze toxicological parameters in plasma and erythrocytes of family farmers 
“COREDE Alto Jacuí” region and correlate the changes in the activity of the enzyme 
acetylcholinesterase (AChE) in erythrocytes of these farmers, with the occurrence of 
oxidative damage and consumption of reduced glutathione (GSH). Treatment of 
erythrocytes "in vitro" with the infusion of Cymbopogon citratus was realized to 
assess the effect of AChE activity in the plant and/or on the markers of oxidative 
stress. The results show that farmers no present hepatic and renal changes, but we 
observed inhibition of plasma cholinesterase activity (butyrylcholinesterase) and 
indicative of the occurrence of oxidative stress. Furthermore, there was a negative 
correlation between inhibition of AChE with the occurrence of protein and lipid 
damage, as well a positive correlation between inhibition of this enzyme with GSH 
levels, demonstrating that the change in the AChE activity can lead the occurrence of 
oxidative stress in farmers. After “in vitro” treatment of erythrocytes with the infusion 
of Cymbopogom citratus. (5; 10; 25; 50 g/L) for 1 hour period, no were observed 
changes in the AChE activity, or in the levels of TBARS and PCs, however GSH 
levels were increased. Thus, the results showed that family farmers studied were 
poisoned by exposure to pesticides and that such poisoning could be the cause of 
increased thiobarbituric acid reactive substances (TBARS) and protein carbonyls 
(PCs) along with the increased GSH. Moreover, can realize that the infusion 
Cymbopogom citratus (5; 10; 25; 50 g/L) was not able to reverse the lipid and protein 
damage, probably due to lemongrass also have not reversed the inhibition of AChE, 
However, infusion from plant increased the levels of GSH, which indicates an 
antioxidant effect of the same in the tested concentrations. 

 

Keywords: Biochemical alterations; Oxidative alterations; AChE; Farmers; 
Cymbopogon citratus.
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APRESENTAÇÃO 

 

 

Esta dissertação apresenta os resultados na forma de manuscritos, os quais 

se encontram nos itens MANUSCRITOS CIENTÍFICOS. As seções Materiais e 

Métodos, Resultados, Discussão dos Resultados e Referências Bibliográficas, 

encontram-se nos próprios manuscritos e representam a íntegra deste trabalho.   No 

final desta dissertação encontra-se o item CONSIDERAÇÕES FINAIS, no qual há 

interpretações e comentários gerais sobre os manuscritos científicos contidos nesta 

dissertação. O item REFERÊNCIAS BIBLIOGRÁFICAS referem-se somente às 

citações que aparecem nos itens INTRODUÇÃO e REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

desta dissertação. 
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1 INTRODUÇÃO  
 

A agricultura é praticada pela humanidade há mais de dez mil anos, contudo o 

uso intensivo de agrotóxicos para o controle de pragas e doenças das lavouras 

existe há pouco mais de meio século. No Brasil, os agroquímicos passaram a 

receber maior destaque na década de 1960, marcada pela modernização no 

processo agrícola (RECENA, 2006; SILVA et al., 2015). 

Assim, em consequência à ampla utilização de pesticidas para a produção de 

alimentos houve também uma elevação nos casos de intoxicação por estes agentes. 

De acordo com o Sistema Nacional de Informações tóxico farmacológicas (SINITOX, 

2015), 33,86% dos óbitos por intoxicações registrados no Brasil no ano de 2012 

foram decorrentes do contato com agrotóxicos. Este fato pode ser atribuído 

especialmente ao uso inadequado e à toxicidade elevada destes produtos, à não 

utilização e/ou utilização incorreta de equipamentos de proteção individual e à 

deficiência estrutural da vigilância em saúde (MELLO; SILVA, 2013). Neste contexto, 

torna-se indispensável a realização de estudos que permitam avaliar a saúde dos 

trabalhadores rurais, tendo em vista que a falta de acompanhamento das questões 

de saúde dos trabalhadores rurais reflete diretamente no desenvolvimento agrícola, 

onde uma abordagem integradora têm sido cada vez mais necessária. 

Alterações bioquímicas são consideradas indicadores biológicos de efeito no 

caso de exposição a agrotóxicos (AMORIM, 2003), visto que alterações nestes 

parâmetros podem evidenciar possíveis efeitos nocivos da exposição inadequada 

aos agroquímicos. As enzimas hepáticas aspartato transferase (AST), alanina 

transferase (ALT) têm sido utilizadas como parâmetro biológico de exposição aos 

pesticidas agrícolas, uma vez que as substâncias químicas são absorvidas pela via 

digestiva, transportadas pela veia hepática para o fígado e metabolizadas pelo 

sistema citocromo P450, que dentre outras funções, atua apreendendo e inativando 

vários xenobióticos que entram no organismo (MURUSSI et al., 2014). Cabe 

considerar ainda, a avaliação de biomarcadores da função renal, visto que o rim é 

um dos principais órgãos de biotransformação e excreção de substâncias tóxicas 

(SANTOS; AREAS; REYS, 2007).  

 



17 

 

  

A quantificação da atividade das colinesterases sangüíneas também é 

reconhecida como um importante marcador biológico humano de intoxicações por 

agrotóxicos (LIONETTO et al., 2013). Estas enzimas são divididas em 

acetilcolinesterase (AChE) ou colinesterase eritrocitária e butirilcolinesterase 

(BuChE) ou colinesterase plasmática (CARTER et al., 2014). A avaliação das 

intoxicações por agrotóxicos é comumente realizada através da quantificação da 

atividade da BuChE, no entanto, de acordo com Oga (2008), a acetilcolinesterase 

constitui um indicador mais específico e sensível que a butirilcolinesterase nas 

intoxicações crônicas, pois esta enzima é inibida de forma mais lenta e menos 

intensa que a buritilcolinesterase. 

Os agroquímicos inibem a AChE causando acúmulo de acetilcolina (Ach) na 

fenda sináptica e consequente síndrome colinérgica aguda, o que leva ao 

desenvolvimento de diversos sintomas, como rigidez muscular, fadiga, cansaço, 

cefaléia, entre outros (CÁRDENAS et al., 2005; BAYRAMI et al., 2012). Quando a 

exposição aos pesticidas é de caráter crônico, ocorrem ainda alterações 

imunológicas, neurológicas, na reprodução e no desenvolvimento em diversos níveis 

(SIMONIELLO; KLEINSORGE; CARBALLO, 2010). 

Em consequência à inibição da AChE, os agroquímicos levam à redução da 

fosforilação oxidativa no sistema nervoso central (SNC) comprometendo a 

capacidade da célula para manter os seus níveis de energia e elevando as 

quantidades de Espécies reativas de Oxigênio (EROs) e Espécies Reativas de 

Nitrogênio (ERNs) no organismo, o que caracteriza a condição de estresse oxidativo 

(MILATOVIC; GUPTA; ASCHNER, 2006). Este mecanismo também tem sido 

apontado como relevante para justificar os efeitos adversos na saúde de agricultores 

expostos a pesticidas agrícolas (SURAJUDEEN et al., 2014). 

O estresse oxidativo decorre da existência de um desequilíbrio entre 

compostos oxidantes e antioxidantes, em favor da geração excessiva de espécies 

reativas ou em detrimento da velocidade de remoção destas. Tal processo conduz à 

oxidação de biomoléculas com consequente perda de suas funções biológicas e/ou 

desequilíbrio homeostático, cuja manifestação é o dano oxidativo potencial contra 

células e tecidos (BARBOSA et al., 2010). As espécies reativas promovem a quebra 

da cadeia do DNA, peroxidação lipídica da membrana celular e ainda degradação 

proteica. Em sistemas biológicos, estes danos são refletidos pela quantificação de 
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marcadores de estado redox. Efeitos sobre o DNA são avaliados comumente com a 

realização do teste cometa e determinação de micronúcleo, peroxidação lipídica 

através da determinação dos níveis de substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico 

(TBARS) e os danos proteicos são medidos pela quantificação dos níveis de 

proteínas carboniladas (PCs) (VASCONCELLOS et al., 2007). 

O excesso de EROs no organismo é combatido por antioxidantes produzidos 

pelo corpo ou absorvidos da dieta. Os antioxidantes endógenos se dividem entre os 

que agem enzimaticamente, a exemplo da glutationa peroxidase (GPx), glutationa S 

transferase (GST), catalase (CAT) e superóxido dismutase (SOD) ou, não 

enzimaticamente a exemplo de GSH, peptídeos de histidina, proteínas ligadas ao 

ferro (transferrina e ferritina) e ácido diidrolipóico. Cabe destacar ainda, os 

antioxidantes provenientes da dieta como o alfa-tocoferol (vitamina-E), beta-caroteno 

(pro-vitamina-A), ácido ascórbico (vitamina-C) e compostos fenólicos (BARREIROS; 

DAVID; DAVID, 2006).  

As plantas constituem uma importante fonte de compostos fenólicos (NEVES; 

CUNHA, 2006). Estes são originados do metabolismo secundário das plantas, sendo 

essenciais para o seu crescimento. Dentre os antioxidantes naturais mais comuns 

sobressaem-se os flavonóides, os ácidos fenólicos, os taninos e os tocoferóis. Os 

compostos fenólicos são incluídos na categoria de interruptores de radicais livres, 

sendo muito eficientes na prevenção da autoxidação (SHAHIDI; JANITHA; 

WANASUNDARA, 1992; ANGELO; JORGE, 2007). 

Nos países em desenvolvimento, assim como, nos mais desenvolvidos, os 

apelos da mídia para o consumo de produtos à base de produtos naturais aumentam 

a cada dia. Os ervanários prometem saúde e vida longa, com base no argumento de 

que plantas usadas há milênios são seguras para a população (VEIGA; PINTO; 

MACIEL, 2005). Entretanto, deve-se considerar que o uso milenar 

de plantas medicinais mostrou ao longo dos anos que determinadas 

plantas apresentam substâncias potencialmente perigosas (RODRIGUES et al., 

2011), o que torna imprescindível maiores investigações acerca da utilidade dos 

recursos naturais que nos rodeiam, visto que muitas 

vezes ajudam a combater, tratar ou prevenir doenças (MELO et al., 2012).  

O Cymbopogon citratus conhecido popularmente como capim limão ou capim 

cidreira, destaca-se nesse contexto, pois conforme levantamentos etnobotânicos 
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realizados esta planta é usada empiricamente em tratamentos gastrointestinais e 

sedativos (MOREIRA et al., 2002). Estas propriedades medicinais podem ser 

atribuídas ao seu elevado teor de óleo essencial, o citral, que além de eficácia 

terapêutica, parece ser um potente captador de EROs, promovendo redução das 

mesmas (HALABI; SHEIKH, 2014).  

Soares et al. (2013) avaliaram a composição fitoquímica e atividade 

antioxidante do extrato de folhas de Cymbopogon citratus preparadas com diferentes 

solventes (água, metanol e etanol) e detectaram uma atividade de eliminação de 

espécies reativas em todos estes extratos. Contudo, é importante salientar que 

embora componentes fitoquímicos do extrato do capim limão já tenham sido 

descritos, a infusão desta planta foi pouco estudada, tanto com relação aos 

componentes quanto à atividade nos sistemas biológicos. 

Sendo assim, considerando que o contato com os agroquímicos promovem 

alterações toxicológicas e da atividade das colinesterases, com possível geração de 

estresse oxidativo e, que a falta de acompanhamento das questões de saúde dos 

trabalhadores rurais reflete diretamente no desenvolvimento agrícola, torna-se 

indispensável a realização de estudos que analisem as condições de saúde dos 

trabalhadores rurais. Além disso, a busca de alternativas terapêuticas que tenham a 

capacidade de minimizar os danos ocasionados pelos pesticidas à saúde dos 

agricultores é fundamental, tendo em vista os números alarmantes das intoxicações 

relacionadas a estes produtos. 
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2 OBJETIVOS 
 

 

2.1 Objetivo Geral 

 

Investigar a ocorrência de intoxicações por pesticidas em agricultores 

familiares pertencentes à região do Corede Alto Jacuí e, avaliar “in vitro” o efeito da 

infusão de Cymbopogon citratus sobre a atividade da enzima AChE e marcadores 

de estresse oxidativo nos eritrócitos destes produtores rurais. 

 
2.2 Objetivos específicos 

 

 Avaliar os marcadores renais (creatinina, uréia e ácido úrico) e hepáticos 

(AST e ALT) no plasma de agricultores; 

 Determinar a atividade da enzima butiricolinesterase (BuChE) em plasma de 

agricultores; 

 Avaliar os níveis das substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico (TBARS), 

das proteínas carboniladas (PCs) e da glutationa reduzida (GSH) em plasma 

de agricultores;  

 Preparar o extrato e a infusão da Cymbopogon citratus; 

 Avaliar o teor de polifenóis totais, flavonóides e taninos no extrato etanólico e 

na infusão de Cymbopogon citratus; 

 Analisar a atividade da enzima aceticolinesterase (AChE) em eritrócitos de 

agricultores, antes e depois do tratamento “in vitro” com a infusão de 

Cymbopogon citratus; 

 Analisar os níveis de TBARS em eritrócitos de agricultores, antes e depois do 

tratamento “in vitro” com a infusão de Cymbopogon citratus; 

 Avaliar os níveis de PCs em eritrócitos de agricultores, antes e depois do 

tratamento “in vitro” com a infusão de Cymbopogon citratus; 

 Determinar os níveis de GSH em eritrócitos de agricultores, antes e depois do 

tratamento “in vitro” com a infusão de Cymbopogon citratus; 
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 Correlacionar a atividade da AChE com os níveis de TBARS, PCs e GSH em 

eritrócitos de agricultores. 
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3 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 
 

3.1 Pesticidas Agrícolas e Monitoramento Ocupacional 

 

O Brasil alcançou em 2009 o primeiro lugar no ranking mundial de consumo 

de agrotóxicos. Entre 2001 e 2008 a venda de pesticidas agrícolas no país saltou de 

pouco mais de US$ 2 bilhões para mais de US$ 7 bilhões. A região Sul do Brasil se 

encontra em segundo lugar na utilização destes produtos perdendo apenas para a 

região sudeste (EMBRAPA, 2013). Existem 366 ingredientes ativos registrados no 

Brasil para uso agrícola, pertencentes a mais de 200 grupos químicos diferentes, 

que dão origem a 1.458 produtos formulados para venda no mercado. Os herbicidas 

sozinhos representam 48% deste mercado, seguidos pelos inseticidas (25%) e pelos 

fungicidas (22%) (LONDRES, 2011; PELAEZ; TERRA; SILVA, 2011).  

No entanto, a exposição humana a agrotóxicos constitui um grave problema 

de saúde pública em todo o mundo, principalmente nos países em desenvolvimento. 

O desconhecimento dos riscos e das normas de segurança, a falta de fiscalização e 

a livre comercialização dos agroquímicos têm contribuído para o agravamento dos 

quadros de doenças relacionadas a estes produtos. A Organização Mundial da 

Saúde (OMS) estima que o uso indiscriminado dos agrotóxicos no mundo causa, 

anualmente, 70 mil intoxicações agudas e crônicas nos trabalhadores do campo 

(SIQUEIRA et al., 2013). No Brasil, conforme o último relatório divulgado pelo 

SINITOX, no ano de 2012 foram registrados 4.657 casos de intoxicações por 

agrotóxicos (FIOCRUZ, 2015). 

De acordo com Faria, Fassa & Facchini (2007) existe uma clara associação 

entre intoxicação por agrotóxicos e problemas de saúde de evolução prolongada. Os 

resultados deste estudo fortalecem a hipótese de que, além do quadro agudo, as 

intoxicações pelos pesticidas agrícolas afetam a saúde a médio e à longo prazo. 

Dentre as comorbidades mais comuns associadas ao uso destes produtos 

encontram-se o câncer, incidência de doenças mentais, malformações e alterações 

na reprodução (SIQUEIRA; KRUSE, 2008). 

Além disso, evidências científicas tem demonstrado que os agroquímicos 

levam ao desenvolvimento de estresse oxidativo. Murussi et al. (2014), verificaram a 
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ocorrência de estresse oxidativo em agricultores expostos à pesticidas em 

comparação com o grupo controle e, Reis et al. (2012), avaliaram o perfil oxidativo 

de agricultores e observaram redução da atividade da CAT e aumento dos níveis de 

PCs, o que pode caracterizar a ocorrência de estresse oxidativo. Da mesma forma, 

os estudos de Sivapiriya, Jayanthisakthisekaran e Venkatraman (2006), Sulak et al. 

(2005), Selmi, El-fazaa e Gharbi, (2012) demostraram a formação EROs em 

diferentes tecidos de ratos expostos à agroquímicos. 

O estresse oxidativo desencadeia distúrbios metabólicos celulares que podem 

levar a mudanças permanentes na estrutura do DNA, RNA, proteínas, lipídios e 

açúcares, com consequente perda das funções biológicas mais comuns e um maior 

desenvolvimento de doenças como aterosclerose, diabetes, catarata, doenças 

neurodegenerativas, doenças auto-imunes e câncer (ETEMADI-ALEAGHA; 

AKHGARI; ABDOLLAHI, 2002; ABDOLLAHI et al., 2004; VALKO et al., 2006; 

MACIAG, 2011).  

Tendo em vista o risco da exposição aos agrotóxicos torna-se imprescindível 

o monitoramento ocupacional de agricultores. O monitoramento da exposição 

humana aos agroquímicos tem por objetivo primordial identificar precocemente o 

potencial de agravo à saúde de determinado agente. Esse processo é realizado 

através de diversas metodologias analíticas e de diagnóstico, em que é possível 

identificar situações, indivíduos ou grupos com maior probabilidade de desenvolver 

processos patológicos derivados da exposição a determinados agrotóxicos, como 

também identificar alterações patológicas em estágio inicial de desenvolvimento 

(PERES et al., 2005). Além disso, segundo Figueiredo; Trape; Alonzo (2011), 

identificar possíveis efeitos à saúde decorrente da exposição a agentes químicos, 

torna possível a criação de novos protocolos de atendimento, novos marcadores de 

exposição e efeito e de políticas públicas que possam contribuir para a prevenção 

das doenças relacionadas à esta exposição.  

 

3.2 Marcadores Toxicológicos 

 

Biomarcador compreende toda substância ou seu produto de 

biotransformação, assim como qualquer alteração bioquímica precoce, cuja 

determinação nos fluidos biológicos, tecidos ou ar exalado avalie a intensidade da 
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exposição e o risco à saúde.  A importância da utilização de marcadores biológicos 

como parâmetros biológicos de exposição às substâncias químicas deve-se ao fato 

de eles estarem diretamente relacionados aos efeitos na saúde (AMORIM, 2003). 

Os efeitos das substâncias químicas no fígado têm sido estimados 

tradicionalmente por determinação da atividade de enzimas hepáticas. O fígado é 

potencialmente suscetível às substâncias químicas por três fatores. Primeiramente 

devido ao efeito de primeira passagem, pois a maioria dos xenobióticos é absorvida 

pela via digestiva e transportada pela veia hepática para o fígado, sendo assim o 

primeiro órgão a entrar em contato com as substâncias tóxicas. Em segundo lugar, a 

grande maioria dos xenobióticos são metabolizados pelo sistema citocromo P450. A 

terceira razão é o fato de que a formação da bile e a sua movimentação pelo trato 

gastrointestinal podem concentrar os xenobióticos, muitos deles sendo reabsorvidos 

e transportados novamente para o fígado, pela circulação hepática. Todos estes 

fatores podem elevar a concentração desses xenobióticos no fígado e como 

consequência promover lesão nos hepatócitos, aumentando assim as concentrações 

plasmáticas das enzimas hepáticas. Dessa forma, especialmente as enzimas AST e 

ALT têm sido utilizadas como parâmetro biológico de exposição aos pesticidas 

agrícolas (AMORIM, 2003; HODGSON, 2010; BAHIA; GUIMARÃES; ASMUS, 2014). 

Cabe considerar ainda, a avaliação da exposição aos agroquímicos por meio 

de biomarcadores da função renal, tendo em vista que o rim é um dos principais 

órgãos de biotransformação e excreção de substâncias tóxicas (SANTOS; AREAS; 

REYS, 2007). Figueiredo, Trapé e Alonzo (2011), avaliaram em seus estudos a 

exposição à pesticidas a longo prazo e detectaram que 21,8% dos agricultores 

avaliados apresentavam alterações renais. 

 

3.2.1 Enzima Acetilcolinesterase (AChE) 

 

As colinesterases sangüíneas são enzimas que atuam no organismo humano 

como mediadores químicos. Podem ser divididas em acetilcolinesterase (AChE) ou 

colinesterase eritrocitária e pseudocolinesterase, também conhecida como 

butirilcolinesterase (BuChE) ou colinesterase plasmática (CARTER et al., 2014). De 

acordo com Oga (2008), a acetilcolinesterase constitui um indicador mais específico 
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e sensível que a butirilcolinesterase nas intoxicações crônicas, pois esta enzima é 

inibida de forma mais lenta e menos intensa que a colinesterase plasmática. 

A Acetilcolinesterase é uma glicoproteína que está presente nos mamíferos 

em três isoformas, G1 (monomérica), G2 (dimérica) e G4 (tetramérica), sendo que a 

mais abundante no cérebro e sistema nervoso autônomo é a G4. A Figura 1 

representa as formas moleculares da acetilcolinesterase (MARTINS E SILVA; 

SALDANHA, 2010). 

  

 

Figura 1. Formas moleculares da AchE (MARTINS E SILVA; SALDANHA, 2010) 

 

A AChE é responsável pela finalização da transmissão dos impulsos nervosos 

nas sinapses colinérgicas através da hidrólise do neurotransmissor acetilcolina 

(RANG, 2001). Esta enzima, uma vez inibida, torna-se incapaz de hidrolisar a ACh, 

ocorrendo o acúmulo desse neurotransmissor no Sistema nervoso central 

(DOMINGOS; LONGHINOTTI; MACHADO, 2003; ORDENTLICH et al., 2004). Os 

sintomas decorrentes da exposição aos agroquímicos estão ligados a este acúmulo 

de Ach nas sinapses e à hiperestimulação colinérgica (PRIETO, 2013). A AChE é 

encontrada principalmente em junções neuromusculares e sinapses colinérgicas 

cerebrais (ČOLOVIĆ, 2013), o que justifica a sintomatologia relatada nas 

intoxicações pelos pesticidas agrícolas que inibem esta enzima, tais como: o 

eczema, a respiração fraqueza muscular, náuseas, e a secreção de saliva 

(BAYRAMI et al., 2012). 
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Figura 2. Hidrólise da acetilcolina em colina e acetato pela AChE (Adaptado de JUNIOR et al., 

2004).  

 

Organofosforados e carbamatos são as classes de agroquímicos mais 

conhecidas por serem inibidores específicos da atividade catalítica da AChE 

(HOBBIGER, 1961; LIONETTO et al., 2013). Os organofosforados são amplamente 

utilizados devido ao seu baixo índice de toxicidade aguda em mamíferos, em 

comparação com outros tipos de pesticidas, contudo relatos sobre os efeitos nocivos 

desses produtos químicos em diferentes órgãos têm aumentado nos últimos anos. A 

ação clássica destes compostos é a inibição irreversível da AChE (PRIETO, 2013). 

No caso dos carbamatos a inibição da AChE é reversível, entretanto, os sinais e 

sintomas característicos de uma hiperestimulação colinérgica não diferem daquelas 

de envenenamento por organofosforados (WILLE et al., 2013). Após a exposição por 

agrotóxicos destas classes, a atividade colinesterásica é diminuída quantitativa e 

proporcionalmente à intensidade da exposição, uma das razões pelas quais este 

indicador de efeito é amplamente utilizado no monitoramento humano a estes 

agentes agrotóxicos (PERES et al., 2005). 

Além disso, no decurso destes processos excitatórios e de inibição de AChE, 

uma alta taxa de consumo de ATP, juntamente com a inibição da fosforilação 

oxidativa, compromete a capacidade da célula para manter os seus níveis de 

energia podendo gerar quantidades excessivas de EROs e ERNs. Cabe salientar 

ainda, que os organofosforados e os carbamatos promovem a formação excessiva 

de F2 isoprostanos e F4-neuroprostanos e de citrulina, biomarcadores de 



27 

 

  

peroxidação lipídica e de geração de ERNs, respectivamente (MILATOVIC; GUPTA; 

ASCHNER, 2006). 

 

3.3 Estresse Oxidativo  

 

Radical livre é definido como qualquer átomo, molécula ou fragmento de 

molécula contendo um ou mais elétrons desemparelhados nas suas camadas de 

valência, o que confere a estas moléculas uma alta reatividade, podem doar ou 

receber elétrons (HALLIWELL, B.; GUTTERIDGE, 1999; DRÖGE, 2002; URSO; 

CLARKSON, 2003). Estes radicais livres, bem como as demais moléculas que 

surgem em função das suas ações oxidativas nos sistemas biológicos e, embora 

não tenham elétrons desemparelhados são altamente reativas, são denominados de 

espécies reativas de oxigênio (EROs) (RIBEIRO et al., 2006). Também é importante 

salientar que existem radicais que contêm Nitrogênio e, portanto, são designadas 

espécies reativas de nitrogênio (ERNs). A principal ERN é o óxido nítrico (NO•) 

(FERREIRA; ABREU, 2007). 

As EROs podem ser originadas tanto exógena quanto endogenamente. As 

fontes exógenas incluem exemplos como, luz ultravioleta (UV) e exposição aos 

agentes químicos. Intracelularmente podem ser originadas como consequência do 

próprio metabolismo celular, uma vez que elétrons provenientes da cadeia de 

transportes de elétrons, localizada na mitocôndria, podem interagir com várias 

moléculas intracelulares. Além disso, é importante salientar que endogenamente as 

EROs também podem ser geradas pelas oxidases (enzimas específicas da 

membrana plasmática) como resposta a fatores de crescimento e citocinas e, 

consequentemente, podem servir como segundo mensageiro em alguns processos 

específicos de sinalização celular (BARZILAI; YAMAMOTO, 2004; BERRA; MENCK; 

DI MASCIO, 2006).  

Os EROs encontram-se envolvidos em processos fundamentais no organismo 

humano, como por exemplo, na produção de energia, fagocitose, regulação do 

crescimento celular, sinalização intercelular e síntese de substâncias biológicas 

importantes. No entanto, o excesso destas espécies no organismo, caracterizado 

como estresse oxidativo, apresenta efeitos prejudiciais, tais como a peroxidação dos 
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lipídios de membrana e agressão às proteínas dos tecidos e das membranas, às 

enzimas, carboidratos e DNA (BARREIROS; DAVID; DAVID, 2006).   

O estresse oxidativo é resultado de um desequilíbrio entre a produção de 

EROs e a capacidade do sistema de defesa antioxidante para eliminar 

intermediários reativos, em favor dos primeiros, o que conduz a danos de 

macromoléculas biológicas e a desregulação do metabolismo (SIES, 

1997; NORDBERG; ARNER, 2001; SPIERS et al., 2015). 

Muitos xenobióticos como pesticidas podem produzir EROs através de vários 

mecanismos, tais como interferência no transporte de elétrons na membrana 

mitocondrial e subsequente acumulação de intermediários reativos, a inativação de 

enzimas antioxidantes, esgotamento de antioxidantes não enzimáticos e 

peroxidação lipídica (WINSTON; DI GIULIO, 1991; MODESTO; MARTINEZ, 2010).  

 

3.3.1 Lipoperoxidação 

 

As EROs possuem ação bem definida em todos os componentes celulares, 

entretanto, a membrana plasmática é um dos mais atingidos em decorrência da 

peroxidação lipídica ou lipoperoxidação (LPO). Em consequência à este fenômeno, 

ocorre perda da seletividade na troca iônica e formação de produtos citotóxicos 

culminando com a morte celular (FERREIRA; MATSUBARA, 1997; BAGIS et al., 

2005; AUDY; MOROSINI, 2009). 

Conforme Negre-Salvayre et al. (2010) o acúmulo de LPO no organismo 

humano é uma das principais causas de disfunção tecidual e celular 

desempenhando um papel importante no envelhecimento e na maioria das doenças 

relacionadas com a idade e o estresse oxidativo, tais como: aterosclerose, diabetes, 

doenças neurodegenerativas e inflamação. Além disso, Wafa et al. (2013), avaliou 

marcadores de peroxidação lipídica em agricultores expostos à pesticidas, e 

evidenciou um aumento deste parâmetro na população estudada. 

O processo da LPO pode ser dividido em três etapas: iniciação, propagação e 

terminação. Durante a primeira etapa ocorre a reação de um radical livre com um 

ácido graxo insaturado. Tal reação é propagada por radicais peroxilas (Propagação), 

resultando na formação de hidroperóxidos lipídicos e aldeídos, tais como o 

http://journal.frontiersin.org/Journal/10.3389/fnins.2014.00456/full#B55
http://journal.frontiersin.org/Journal/10.3389/fnins.2014.00456/full#B55
http://journal.frontiersin.org/Journal/10.3389/fnins.2014.00456/full#B42
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malondialdeído, 4-hidroxinonenal e isoprostanos. A terceira etapa dá-se pela 

aniquilação dos radicais formados originando produtos não radicalares (GARDNER, 

1989; HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1999; LIMA; ABDALLA, 2001).  

 

Figura 3. Principais reações que ocorrem durante o processo de lipoperoxidação 

(LIMA; ABDALLA, 2001). 

O Malonaldeído, produto formado durante a etapa de propagação da 

lipoperoxidação das membranas, é usualmente utilizado para quantificar o grau 

deste processo no organismo, visto que este composto reage com o ácido 

tiobarbitúrico (TBA) formando um pigmento rosado (Método TBARS) (SUCUPIRA et 

al., 2014). 

 

3.3.2 Oxidação Proteica 

 

As EROs também podem atuar sobre os grupamentos amino, carbóxilo ou 

sobre as várias cadeias laterais dos aminoácidos. Estas alterações afetam 

diretamente a sinalização celular, estrutura da célula e processos enzimáticos, o que 

consequentemente pode levar à degradação de proteínas pelas proteases (IWAI et 

al., 1998; CECARINI et al., 2007; BAR-OR et al., 2015). 

O principal produto da degradação proteica são as proteínas carboniladas 

(PCs). Estas são amplamente distribuídas em organismos vivos e conhecidas 



30 

 

  

principalmente por seus efeitos nocivos, visto que a modificação de biomoléculas por 

PCs dá origem a uma multidão de adutos e ligações cruzadas que são cada vez 

mais implicados no envelhecimento e na patologia de uma ampla gama de doenças 

humanas, tais como: a doença de Alzheimer e esclerose lateral amiotrófica (ELA) 

(SEMCHYSHYN, 2014; BAR-OR et al., 2015). 

Tendo em vista que as PCs estão presentes nas principais mudanças 

estruturais das proteínas e, que possuem formação relativamente rápida, grande 

estabilidade e longo tempo de vida, tornaram-se um dos principais marcadores da 

avaliação de estresse oxidativo (SILVA et al., 2011). 

 
3.4 Sistema de defesa antioxidante 

 

Para se defender da toxicidade das EROs o organismo apresenta 

mecanismos de defesa em três níveis distintos: prevenção da sua formação, o 

reparo de moléculas danificadas pelas EROs e a eliminação destas moléculas. A 

prevenção da formação de EROs inclui diversos mecanismos antioxidantes, dentre 

eles a restrição de spin do oxigênio (reduz a reatividade com biomoléculas), o 

transporte de oxigênio de forma ligada ao invés de forma livre, a quelação de metais 

durante o transporte e armazenamento, a eficiência da cadeia de transporte de 

elétrons na mitocôndria e a organização estrutural do DNA em cromatina (RIBEIRO 

et al., 2006). O mecanismo de reparo de danos causados pelas EROs mais 

estabelecido é o sistema de reparo do DNA. Lunec et al. (2002), citam o reparo de 

excisão das bases, reparo de excisão do nucleotídeo e reparo de erro de 

pareamento como mecanismos básicos para tal reparo. Já a eliminação de EROs é 

realizada através de mecanismos enzimáticos e não-enzimáticos (BARBOSA et al., 

2010). 

As principais enzimas envolvidas nos mecanismos antioxidantes enzimáticos 

são superóxido dismutase (SOD), catalase (CAT), glutationa transferase (GST) e 

glutationa peroxidase (GPX) (ORUÇ; USTA, 2007; BALLESTEROS; WUNDERLIN; 

BISTONI, 2009).  

A SOD é encontrada dentro das mitocôndrias e no citosol. A principal função 

desta enzima é a inativação do ânion superóxido, gerando oxigênio e peróxido de 
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hidrogênio. Embora o superóxido (O2-•) isoladamente, seja pouco reativo e, 

portanto, não seja altamente citotóxico, este radical possui a habilidade de gerar 

radicais secundários extremamente tóxicos como o radical hidroxila (OH•) 

(CAMPOS; YOSHIDA, 2004; LODISH et al., 2014). 

A CAT possui estrutura centrada em torno de um grupamento ferro-heme, em 

que o ferro atua como o metal de transição durante o seu mecanismo de ação. A 

principal função desta enzima é a inativação do peróxido de hidrogênio (H2O2), que é 

uma ERO capaz de se difundir facilmente através das membranas e reagir com 

inúmeras moléculas. Além disso, este radical pode ser convertido por determinados 

metais, tais como o Fe2+, em um radical hidroxila ainda mais perigoso 

(NORDBERG; ARNER, 2001; FRIDOVICH et al., 2007; LODISH et al., 2014). 

As GSTs compreendem uma família de enzimas multifuncionais que 

catalisam o ataque nucleofílico da forma reduzida da glutationa (GSH) a compostos 

que apresentam um carbono, um nitrogênio ou um átomo de enxofre eletrofílico 

(HAYES; FLANAGAN; JOWSEY, 2005; HUBER; ALMEIDA; FATIMA, 2008; TEW et 

al., 2011). Assim, por meio deste mecanismo, a GST participa no processo de 

biotransformação, catalisando a conjugação de uma variedade de metabólitos, 

incluindo xenobióticos e produtos de lipoperoxidação com GSH, facilitando a 

excreção dos compostos tóxicos (MODESTO; MARTINEZ, 2010). 

 

Figura 4.  Enzimas antioxidantes e danos oxidantes (TREVISAN, 2008). 

 

Já o mecanismo antioxidante não enzimático, relaciona-se a um grupo de 

antioxidantes que pode ser dividido em compostos produzidos “in vivo”, como é o 
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caso da glutationa (GSH), da ubiquinona e do ácido úrico e, compostos provenientes 

da dieta, onde se destacam α-tocoferol, o ácido L-ascórbico, os carotenóides, 

flavonóides, polifenóis, furanóides e tióis (JUNIOR et al., 2001; VASCONCELOS et 

al., 2007; OLIVEIRA, 2009). 

Dentre os antioxidantes não enzimáticos endógenos, cabe destacar o papel 

da GSH. Esta é um tripeptídeo composto por ácido glutâmico, cisteína e glicina 

(SIES, 1985; RIBEIRO et al., 2006). É sintetizada nos eritrócitos pelas enzimas γ-

glutamilcisteína-sintetase e glutationa sintetase com consumo de ATP, sendo 

considerada o mais abundante antioxidante à base de tiol intracelular (MACHADO et 

al., 2009; SPIERS et al., 2015). A combinação de sua abundância nos organismos 

aeróbicos e das propriedades químicas do grupo sulfidrila suporta a proposta de que 

a GSH surgiu na evolução bioquímica como uma proteção contra espécies reativas 

de oxigênio e compostos eletrofílicos gerados por processos oxidativos (HUBER; 

ALMEIDA; FATIMA, 2008). A GSH exerce funções essenciais na célula, destacando-

se na função de cofator da família de enzimas glutationa peroxidases, em que 

desempenha papel protetor contra o estresse oxidativo. O seu papel intracelular 

como antioxidante inclui ainda, a desintoxicação de xenobióticos e de EROs 

(VASCONCELOS et al., 2007). 

 

3.5 Antioxidantes naturais  

 

Os compostos naturais têm se apresentado como importantes alternativas 

terapêuticas, visto que vários estudos epidemiológicos indicaram que a alta ingestão 

de produtos vegetais está associada com uma redução no risco de uma variedade 

de doenças crônicas. Estes efeitos têm sido particularmente atribuídos aos 

componentes que possuem atividade antioxidante. Dentre os principais 

antioxidantes nos vegetais estão os compostos fenólicos (MORAIS et al., 2009; 

SILVA et al., 2010). 

Os compostos fenólicos são antioxidantes naturais frequentemente 

encontrados nas plantas e sua ação decorre principalmente das suas propriedades 

de óxido-redução, as quais podem desempenhar um importante papel na absorção e 

neutralização de radicais livres, quelando o oxigênio triplete e singlete ou 

decompondo peróxidos (DEGÁSPARI; WASZCZYNSKYJ, 2004). Entre os 
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compostos fenólicos com uma reconhecida atividade antioxidante, estão as 

chalconas, cumarinas, os ácidos fenólicos, flavonóides e taninos (MARTÍNEZ-

VALVERDE et al., 2000; GIADA; MANCINI-FILHO, 2006). 

Muitos mecanismos antioxidantes têm sido propostos para os flavonoides, tais 

como: a) opressão da formação de EROs pela inibição do sistema enzimático 

responsável pela geração de radicais livres (ciclooxigenase, lipoxigenase ou xantina 

oxidase); b) quelação de íons metálicos que podem iniciar a produção de radicais 

hidroxil pela Reação de Fenton ou Harber-Weis; c) sequestro de radicais livres; d) 

regulação positiva ou proteção das defesas antioxidantes por induzir a fase II de 

enzimas como glutationa transferase que aumenta a excreção de espécies oxidadas 

ou e) indução de enzimas antioxidantes como a metalotioneína que é uma proteína 

queladora de metais, com propriedades antioxidantes (PIETTA, 2000; MIDDLETON; 

KANDASWAMI; THEOHARIDES, 2000; BEHLING, 2000). 

Os taninos, por sua vez, são importantes componentes gustativos, sendo 

responsáveis pela adstringência de muitos frutos e produtos vegetais que possuem 

seus mecanismos de ação no organismo relacionados a três propriedades: a) a 

complexação com íons metálicos; b) a atividade antioxidante e sequestradora de 

radicais livres; c) a habilidade de complexar com macromoléculas, tais como 

proteínas e polissacarídeos (NIEMETZ; GROSS, 2005; SIMÕES et al., 2007; 

PEREIRA; CARDOSO, 2012). 

 

3.6 Cymbopogon citratus 

 

O gênero Cymbopogon pertence à família Poaceae, uma das mais 

importantes famílias de óleos essenciais. Esta compreende cerca de 140 espécies 

que são amplamente distribuídas nas regiões tropicais da Ásia, África e América 

(ANAL, 2014).  

O Cymbopogon citratus (DC) Stapf é uma gramínea tropical perene com 

folhas longas e finas cultivada principalmente em regiões tropicais e subtropicais da 

Ásia, América do Sul e África (ÁKHILA, 2010; BOUKHATEM et al., 2014). Esta 

planta, vulgarmente conhecida como erva-cidreira ou capim-limão, é reconhecida 

como uma das plantas medicinais mais utilizadas na América Latina, por seus 
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muitos usos terapêuticos e agradável aroma de limão. Na medicina tradicional é 

utilizada como um anti-espasmódico, hipotensor, hepatoprotetor, anticonvulsivante, 

analgésico, anti-emético, antitussígeno, anti-reumático, anti-séptico e para 

tratamento para distúrbios gastrointestinais, febres e distúrbios do sistema nervoso. 

Além disso, existem relatos da sua utilização como agente antibacteriano, 

antidiarréico e antioxidante. Entretanto, apenas algumas propriedades biológicas 

relacionadas ao capim-limão foram estudadas em detalhe (PARANAGANA et al., 

2003; SHAH et al., 2011; KOH et al., 2012). 

Adeneye e Agbaje (2007) demonstraram efeitos hipoglicemiantes e 

hipolipemiantes do extrato aquoso da folha fresca de Cymbopogon citratus em ratos 

Wistar normais. Costa et al. (2011a) também observaram redução dos níveis de 

colesterol em ratos tratados com o óleo essencial do capim-limão. Thangam et al. 

(2014) identificaram em seus estudos “in vitro” potencial citotóxico e efeitos 

apoptóticos de polissacarídeos extraídos de Cymbopogon citratus, relacionando sua 

utilização como anticancerígeno.  Adaramoye e Azeez (2014) observaram efeito 

antioxidante do extrato metanólico desta planta. Hanifah et al. (2011) demonstrou 

atividade acaricida e Costa et al. (2011b) atividade biológica no SNC do óleo 

essencial obtido do extrato de Cymbopogon citratus. 

 

Figura 5. Planta Capim-Limão (Cymbopogon citratus). (Adaptado de BALAKRISHNAN; 

PARAMASIVAM; ARULKUMAR, 2014) 

As propriedades medicinais do capim-limão podem ser atribuídas ao seu 

elevado teor de óleos essenciais. Neral, geranial, limoneno, citronelal, mirceno, e 

geraniol (Figura 7) foram identificados como principais compostos dos óleos 
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essenciais do capim limão e, consequentemente responsáveis pelas inúmeras 

atividades biológicas desta planta (BARBOSA et al., 2008). A atividade antioxidante, 

em especial, parece estar relacionada ao citral, citado como principal óleo essencial 

do capim-limão e, que parece ser um potente captador de espécies reativas de 

oxigênio (EROs) (HALABI; SHEIKH, 2014).  

 

 

Figura 6. Estrutura do Citral. (Adaptado de LEE et al., 2008) 

 

 

Figura 7. Principais compostos do Óleo essencial de Cymbopogon citratus (Adaptado de 

BARBOSA et al., 2008) 

 

Soares et al. (2013), realizaram uma triagem dos componentes fitoquímicos 

em extratos das folhas de Cymbopogon citratus e revelaram a presença de 

compostos antioxidantes, tais como: taninos, flavonóides e terpenóides. Da mesma 

forma, Alvis; Martinez; Arrazola (2012) evidenciaram que o extrato do capim-limão 

apresenta um alto conteúdo de compostos fenólicos e um agente alto poder de 

redução. Já, Cheel et al. (2005) identificaram ação do extrato desta planta na 

eliminação do radical superóxido e na peroxidação lipídica em eritrócitos humanos. 

Segundo Figueirinha et al. (2008) as frações de taninos e flavonóides são os 

componentes de Cymbopogon citratus com maior atividade frente aos processos 



36 

 

  

oxidativos. Proestos et. al. (2006) e Balakrishnan, Paramasivam e Arulkumar (2014) 

também relacionaram em seus estudos esta atividade à presença de flavonóides e 

compostos fenólicos no capim-limão. Segundo estes mesmos autores, os 

metabólitos citados agem como eliminadores de radicais livres, agentes redutores e 

doadores de hidrogênio. 

Estudos com relação à toxicidade do Cymbopogon citratus (DC) Stapf, apesar 

de escassos, indicam que tanto seu óleo natural, quanto o chá e o extrato são 

inócuos (LEITE et al., 1986; DUBEY; TAKEDA; ITOKAWA, 2000; MISRHA et al. 

2001; NEGRELLE; GOMES, 2007; COSTA et al.; 2011a). 
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4 MANUSCRITO(S) 

 

Os resultados apresentados nesta dissertação estão sob a forma de 

manuscritos científicos, os quais se encontram aqui estruturados. Os itens Materiais 

e Métodos, Resultados, Discussão dos Resultados e Referências Bibliográficas, 

encontram-se nos próprios manuscritos. 
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Resumo 

 

A exposição ocupacional inadequada aos pesticidas agrícolas pode levar a 

situações patológicas em longo prazo. Alterações bioquímicas são consideradas 

indicadores biológicos de efeito no caso de exposição a agrotóxicos. Sendo assim, o 

objetivo do presente estudo foi analisar as condições de saúde de agricultores 

familiares expostos ocupacionalmente à agrotóxicos. Participaram da pesquisa 106 

agricultores expostos à pesticidas agrícolas e 103 indivíduos sem exposição à 

agroquímicos (Grupo controle). Foram realizadas dosagens da atividade das 

enzimas Aspartato Amino transaminase (AST), Alanina Amino transaminase (ALT), 

Butirilcolinesterase (BuChE), além dos níveis de uréia, creatinina e ácido úrico, 

através de metodologias colorimétricas e de parâmetros de estresse oxidativo, tais 

como: níveis de Substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico (TBARS), Proteínas 

carboniladas (PCs) e Glutationa reduzida (GSH). Os parâmetros bioquímicos 

avaliados encontravam-se dentro dos valores de referência. Todavia, os agricultores 

estavam sob a condição de estresse oxidativo, tenho em vista que demostraram 



42 

 

  

elevação nos níveis de TBARS, PCs e GSH. Além disso, a atividade da enzima 

butirilcolinesterase encontrava-se diminuída (4338 UI/mL). Dessa forma, conclui-se 

que os pesticidas agrícolas alteram não só a atividade da enzima 

butirilcolinesterase, como também o status oxidativo dos trabalhadores rurais, 

evidenciando a importância do monitoramento das condições de saúde dos 

mesmos, bem como o incentivo à utilização de equipamentos de proteção individual. 

 

Palavras-chave: Agricultura; Intoxicação; Monitoramento.  

 

 

INTRODUÇÃO  

 

A utilização de pesticidas agrícolas é essencial para o manejo de lavouras e 

controle de pragas, de forma a permitir o aproveitamento máximo dos resultados 

obtidos no plantio. No Brasil, são consumidas anualmente cerca de 130 mil 

toneladas de agroquímicos. A região Sul do Brasil se encontra em segundo lugar na 

utilização destes produtos perdendo apenas para a região sudeste.1  

Os trabalhadores rurais se encontram vulneráveis aos agroquímicos durante 

os procedimentos de preparo de misturas, lavagem de equipamentos e aplicação na 

lavoura, bem como através do consumo de alimentos com resíduos ou pelo contato 

com os EPIs no momento da higienização dos materiais.  Esta exposição 

inadequada aos agentes químicos pode causar alterações reversíveis ou 

irreversíveis e levar a situações patológicas em longo prazo, dependendo da 

concentração e período de contato a qual o trabalhador foi exposto. Quando esta 

exposição é de caráter crônico, ocorrem alterações imunológicas, neurológicas, na 

reprodução e no desenvolvimento em diversos níveis.2 É importante salientar que no 

Brasil no ano de 2011, o Sistema Nacional de Informações Tóxico Farmacológicas, 

registrou 129 óbitos devido a acidentes com agrotóxicos3. 

Alterações bioquímicas são consideradas indicadores biológicos de efeito no 

caso de exposição a agrotóxicos4, visto que alterações nestes parâmetros podem 
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indicar possíveis efeitos nocivos da exposição inadequada aos agroquímicos. As 

enzimas hepáticas aspartato transferase (AST), alanina transferase (ALT) têm sido 

utilizadas como parâmetro biológico de efeitos da exposição aos pesticidas 

agrícolas, uma vez que as substâncias químicas são absorvidas pela via digestiva, 

transportadas pela veia hepática para o fígado e metabolizadas pelo sistema 

citocromo P450, que dentre outras funções, atua apreendendo e inativando vários 

xenobióticos que entram no organismo.5 Cabe considerar ainda, a avaliação de 

biomarcadores da função renal, visto que o rim é um dos principais órgãos de 

biotransformação e excreção de substâncias tóxicas.6  

Além disso, a entrada de substâncias tóxicas no organismo induz a 

produção de espécies reativas (ERs) que quando não neutralizadas pelo sistema de 

defesa antioxidante (SDA) acabam gerando danos celulares. Assim, a partir do 

momento que há uma produção exagerada dessas ERs ocorre um desequilíbrio 

entre a produção de substâncias oxidantes e da ação do SDA, instalando-se o 

estresse oxidativo propriamente dito.7,8 Durante o processo de instalação do 

estresse oxidativo são gerados os marcadores biológicos que permitem identificar e 

quantificar os danos sofridos no organismo. Os marcadores irão provir da oxidação 

de lipídeos, proteínas e ácido desoxirribonucleico.8 Para quantificar a oxidação de 

lipídeos aplica-se o teste do Ácido Tiobarbitúrico (TBA), permitindo analisar a 

liberação de malondialdeído (MDA), produto final da peroxidação lipídica.9 Como 

marcador de estresse oxidativo a nível proteico utiliza-se o método de Proteína 

Carbonilada. Tendo em vista que durante o estresse oxidativo ocorre a 

fragmentação das cadeias proteicas e oxidação de aminoácidos, devido os vários 

sítios reativos das proteínas, produzindo então compostos carbonilados como 

produto final da reação.7 

Dessa forma, visando um maior entendimento dos eventos biológicos frente 

à exposição crônica de pesticidas e considerando que a falta de acompanhamento 

das questões de saúde dos trabalhadores familiares reflete diretamente no 

desenvolvimento agrícola, torna-se indispensável à realização de estudos que 

permitam avaliar a saúde dos trabalhadores rurais. Sendo assim, o objetivo do 

presente estudo foi analisar biomarcadores hepáticos, renais e de estresse oxidativo 

em agricultores familiares. 
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MATERIAIS E MÉTODOS 

 

A pesquisa teve como universo de estudo a região do COREDE Alto Jacuí, 

cuja localização é a região noroeste do estado do Rio Grande do Sul, que abrange 

quatorze municípios, sendo eles: Boa Vista do Cadeado, Boa Vista do Incra, 

Colorado, Cruz Alta,  Fortaleza dos Valos, Ibirubá, Lagoa dos Três Cantos, Não-Me-

Toque, Quinze de Novembro, Saldanha Marinho, Salto do Jacuí, Selbach, Santa 

Bárbara do Sul e Tapera. A região do COREDE Alto Jacuí possui como base 

econômica a atividade agrícola, o que torna imprescindível uma caracterização da 

saúde dos trabalhadores rurais pertencentes à mesma. 

Participaram do estudo 106 agricultores com exposição a pesticidas à mais 

de 5 anos e 103 indivíduos saudáveis sem contato com agrotóxicos (Grupo 

controle), todos pertencentes à região do COREDE Alto Jacuí. Os participantes 

assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) e responderam 

um questionário sobre saúde ocupacional com perguntas estruturadas: nome, idade, 

sexo, uso ou não de medicamentos que interfiram nos resultados do estudo, 

utilização de suplemento vitamínico, ingesta de água tratada ou não, tempo de 

trabalho no meio agrícola, agrotóxicos mais manuseados, formas de aplicações dos 

mesmos, utilização de equipamentos de proteção individual (EPIs) ao manipular os 

agroquímicos, entre outras perguntas. Estes dados foram utilizados nas discussões 

dos resultados encontrados neste estudo, como também na seleção dos 

participantes da pesquisa respeitando os critérios de exclusão. Foram excluídos da 

pesquisa os indivíduos que possuíam alguma doença crônica como: sífilis, síndrome 

da imunodeficiência adquirida (AIDS), hepatites B ou C, câncer.  

O presente estudo foi submetido e aprovado pelo comitê de ética em 

pesquisa (CEP) sob o protocolo: 0071.0.417.000-11.  

 

Coleta das Amostras 

 

A coleta das amostras sanguíneas dos participantes foram realizadas nas 

propriedades dos agricultores, bem como em eventos organizados pelos municípios 

do COREDE Alto Jacuí no período de Maio a Outubro de 2014. Em seguida, o 
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material foi levado ao laboratório de análises toxicológicas e centrifugado a 3.000 

rpm durante 10 minutos. Os plasmas foram coletados em tubos Vacutainers 

contendo ácido etilenodiamino tetra-acético (EDTA), separados e mantidos sob 

refrigeração a -20ºC para realização das determinações analíticas. 

 

Determinações Bioquímicas 

 

Foram realizadas as dosagens da atividade das enzimas AST e ALT e dos 

níveis de uréia, creatinina e ácido úrico através de metodologias colorimétricas 

utilizando kits comerciais da marca Labtest®.  

 

Determinações da Atividade da Enzima Colinesterase  

 

A análise da atividade da enzima colinesterase plasmática foi realizada 

utilizando metodologia cinética utilizando kits comerciais da marca Doles®.  

 

Determinações dos Marcadores de Estresse Oxidativo 

 

Substâncias Reativas ao Ácido Tiobarbitúrico (TBARS) 

 

Foi realizada conforme metodologia descrita por Jentzsch11 (1996). Que é 

baseada na reação do MDA com ácido ortofosfórico 1% e ácido tiobarbitúrico (TBA), 

em alta temperatura. As leituras foram realizadas espectrofotômetro visível a 532 nm 

e os resultados foram expressos por nmol MDA/mL. 

 

Proteínas Carboniladas 

 

Foi realizada conforme metodologia descrita por Levine et al.10 (1990) cujo 

método consiste na dosagem de proteínas carboniladas através da reação com 2,4-

dinitrofenilhidrazina (DNPH) 10 mM, após o acréscimo de ácido clorídrico 2 M e 
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tampão desnaturante dodecil sulfato de sódio (SDS) a 3%,  pH 8,0. As leituras foram 

realizadas em espectrofotômetro visível a 370 nm e os resultados expressos por 

nmol carbonil/mg de proteína total. As proteínas totais foram realizadas utilizando kit 

da marca Labtest®. 

 

Glutationa reduzida (GSH) 

 

Foram determinadas a partir da técnica descrita por de Ellman12 (1959). Em 

que se utiliza tampão fosfato de potássio (TFK) 1M em pH 7,4 e ácido 5,5'-ditiobis-

(2-nitrobenzóico) (DTNB). O procedimento foi realizado em espectrofotômetro 

visível, e as leituras feitas em 412 nm. Os resultados foram expressos por µmol 

GSH/mL 

 

Análise Estatística 

 

 A análise estatística foi realizada utilizando o programa Graphpad Prism 5. 

Os resultados das determinações bioquímicas e da atividade da enzima 

colinesterase foram comparados com os valores de referência dos kits comerciais 

utilizados. Os resultados dos marcadores de estresse oxidativo, foram expressos por 

médias ± erro padrão (SEM) e analisados pelo teste t-student.  Foram considerados 

valores significativamente diferentes quando entre os grupos estudados foi 

encontrado um P<0,05. 

 

RESULTADOS  

 

A idade média dos participantes da pesquisa foi de 49 anos, sendo 11,33% 

do sexo feminino e 88,67% do sexo masculino. 

A partir do questionário avaliado verificou-se que o tempo médio de serviço na 

área agrícola foi de 27 anos, sendo que a última exposição aos pesticidas teve uma 

média de 122 dias. Quanto à utilização de Equipamentos de Proteção Individual 

(EPIs), verificou-se que 51,62% utilizavam equipamentos, como luvas e máscara de 
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proteção, 8,06 % faziam uso eventual e 40,32 % não faziam uso de nenhum tipo de 

proteção.  

Os resultados das determinações bioquímicas deste estudo encontravam-se 

normais quando comparados com os valores de referência (Tabela 1). Também foi 

avaliada a atividade da colinesterase plasmática, a qual apresentou uma diminuição 

da sua atividade, quando comparada aos valores de referência (Tabela 1). 

Os níveis de TBARS (Figura 1) e os de PCs (Figura 2) dos agricultores 

avaliados encontravam-se aumentados quando estes foram comparados ao grupo 

controle. Da mesma forma, os níveis de GSH (Figura 3), que é um importante 

antioxidante, também estavam elevados. 

 

DISCUSSÃO 

 

A avaliação do perfil dos agricultores participantes do estudo chama a 

atenção à pouca utilização de EPIs pelos mesmos. Neste contexto, Gregolis, Jesus-

Pinto e Peres13 (2012), questionaram em seus estudos os motivos da falta de uso de 

EPIs por agricultores familiares da região de Rio Branco-AC, e obtiveram como 

principais respostas, a falta de necessidade da utilização de EPIs, o não 

fornecimento dos mesmos pelos responsáveis das propriedades dais quais eram 

funcionários; e o desconforto na utilização destes equipamentos.  

As enzimas AST e ALT, são enzimas intracelulares presentes em grande 

quantidade no citoplasma dos hepatócitos. Lesões ou destruição das células 

hepáticas liberam essas enzimas para a circulação.14 Os resultados encontrados 

para a dosagem da atividade destas enzimas estão de acordo com os valores de 

referência para as mesmas (Tabela 1). Estes achados indicam que a função 

hepática dos agricultores avaliados neste estudo encontra-se normal. Contrariando o 

que a literatura indica, tendo em vista que segundo Oga15 (2008), a exposição a 

agrotóxicos induz lesões hepáticas significativas, com o aumento da liberação da 

AST e ALT para o sangue. Assim, o resultado encontrado neste estudo pode estar 

relacionado com o tempo da última exposição direta aos agroquímicos, que foi de 

122 dias anteriores à coleta e, à possibilidade de regeneração do tecido hepático.  

Da mesma forma, no presente estudo os resultados encontrados para as dosagens 
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de creatinina, uréia e ácido úrico (Tabela 1), encontram-se dentro dos valores de 

referência para os mesmos, indicando que os agricultores avaliados estavam com 

suas funções renais normais. Por outro lado, em estudo semelhante, Figueiredo, 

Trape e Alonzo16 (2011), encontraram alterações renais em 370 agricultores da 

região de Campinas – SP. Assim, baseado nestes achados, sugere-se que seja 

realizada uma avaliação mais detalhada no tempo de exposição dos agricultores aos 

pesticidas agrícolas. 

As colinesterases são alvos moleculares específicos de pesticidas 

organofosforados e carbamatos. Dessa forma, a medição da sua atividade é 

reconhecida como um marcador biológico humano de intoxicações por agrotóxicos.17 

O presente estudo evidenciou uma redução da atividade da enzima colinesterase 

plasmática nos trabalhadores rurais (Tabela 1). A família das colinesterases é 

composta pela acetilcolinesterase e butirilcolinesterase (BuChE), também 

conhecidas como colinesterase eritrocitária e plasmática, respectivamente. 

Organofosforados ou carbamatos de ésteres são potentes inibidores destas 

enzimas.18 O mecanismo de ação e os efeitos tóxicos são determinados pela 

inibição da enzima colinesterase, resultando no acúmulo de acetilcolina ou 

butirilcolina nas sinapses colinérgicas do sistema nervoso central, periférico e 

autônomo, e no aparecimento das manifestações clínicas da síndrome colinérgica.15 

A inibição máxima da atividade das colinesterases é geralmente obtida 3 h pós-

exposição, dura mais de 72 horas, e em seguida recupera dentro de poucos dias, no 

caso de intoxicação à carbamatos.19 Esse fato pode indicar que além da exposição à 

carbamatos os indivíduos estavam expostos aos organofosforados, uma vez que 

estes causam uma inibição irreversível da atividade da enzima colinesterase.15 Esta 

inibição pode estar relacionada com a não utilização dos EPIs. 

A peroxidação lipídica é caracterizada pela reação das ERs com ácidos 

graxos poli-insaturados presentes nas membranas celulares e nas lipoproteínas, 

podendo ser avaliada e utilizada como um indicador do estresse oxidativo celular.20 

Na figura 1, pode ser observado um aumento dos níveis de lipoperoxidação no 

plasma dos agricultores estudados quando comparados à lipoperoxidação 

observada no grupo controle, o que pode levar a uma série de consequências, como 

por exemplo, o desencadeamento da aterogênese, diabetes e doenças 

neurodegenerativas.21,22,23,24  
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As proteínas plasmáticas realizam uma série de funções fisiológicas 

importantes, dentre elas a manutenção do volume de sangue homeostático.25 Danos 

diretos à modificação química dessas proteínas ou de seus aminoácidos durante 

condições de estresse oxidativo originam proteínas carboniladas26,que por sua vez, 

são consideradas como importantes biomarcadores na avaliação de efeitos tóxicos 

em nível proteico. Considerando que a figura 2, mostra uma elevação dos níveis de 

proteínas carboniladas nos agricultores estudados em comparação aos indivíduos 

não expostos a pesticidas agrícolas, e que a modificação oxidativa destas proteínas 

tem sido demonstrada como um dos mecanismos relacionados a processos 

patológicos, como o câncer e doenças inflamatórias,27,28 estes resultados podem 

indicar a possível ocorrência de oxidação proteica nos agricultores expostos aos 

agroquímicos.  

Por outro lado, em virtude dos danos causados pelas ERs, o organismo 

lança mão dos antioxidantes que podem ser produzidos pelo próprio organismo, ou 

serem adquiridos pela dieta, tendo em vista, que estas moléculas, mesmo em 

pequenas concentrações, ajudam a neutralizar e reparar os danos causados pelo 

estresse oxidativo.29 Neste estudo, de acordo com a figura 3, os níveis de GSH 

mostraram-se mais elevados nos produtores rurais quando comparados aos 

controles. A elevação das concentrações deste importantíssimo antioxidante pode 

ter ocorrido em resposta a uma produção acentuada de ERs no organismo 

provocada pela exposição aos agroquímicos, a fim de manter o balanço redox, já 

que de acordo com Júnior et al.30 (2001), o estresse oxidativo pode causar 

mudanças no estado redox da GSH, aumentando a liberação de glutationa oxidada 

(dissulfeto) no organismo. 

De modo geral, os resultados mostram que, embora não tenham sido 

encontradas alterações nos marcadores de função hepática e renal nos agricultores 

familiares avaliados, foram encontradas significativas alterações em lipídios e 

proteínas nestes indivíduos, evidenciando a ocorrência de estresse oxidativo nos 

mesmos. Em contraponto aos danos lipídicos e proteicos observados, o organismo 

parece estar aumentando a produção de seu principal agente antioxidante, a GSH, a 

fim de manter a homeostasia celular. Portanto, conclui-se que os pesticidas 

agrícolas alteram o status oxidativo dos trabalhadores rurais, evidenciando a 
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importância do monitoramento das condições de saúde dos mesmos, bem como o 

incentivo à utilização de equipamentos de proteção individual. 
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TABELAS 

 

Tabela 1 - Resultados das determinações bioquímicas e da atividade da enzima 
colinesterase plasmática. Os valores de referência estão de acordo o Kit comercial 
da marca Labtest® 

 

Parâmetros Resultados ± Erro 
Padrão 

Valores de referência 

 

ALT (mg/dL) 

 

26,89 ± 1,33 

 

5 a 38 

AST (mg/dL) 34,85 ± 1,01 4 a 36 

Creatinina (mg/dL) 1,14 ± 0,04 0,7 a 1,2 

Uréia (mg/dL) 33,4 ± 1,15 15 a 40 

Ácido úrico (mg/dL) 3,65 ± 0,20 2,5 a 7,0 

Colinesterase 
Plasmática (U/L) 

4338 ± 0,33 4620 a 11500 
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Figura 1. Níveis de Substâncias Reativas ao ácido tiobarbitúrico (TBARS) (nmol MDA/ml 
plasma) no plasma de 103 indivíduos sem exposição à agrotóxicos (Grupo controle) e de 
106 trabalhadores rurais pertencentes ao COREDE Alto Jacuí.  

*resultados diferentes significativamente em comparação ao controle (P<0,05). 
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Figura 2. Níveis de Proteínas Carboniladas (PCs) (nmol carbonil/mg proteína) no plasma de 
103 indivíduos sem exposição à agrotóxicos (Grupo controle) e de 106 trabalhadores rurais 
pertencentes ao COREDE Alto Jacuí.  

*resultados diferentes significativamente em comparação ao controle (P<0,05).  
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Figura 3. Níveis de Glutationa reduzida (GSH) (µmol GSH/mL) no plasma de 103 indivíduos 
sem exposição à agrotóxicos (Grupo controle) e de 106 trabalhadores rurais pertencentes 
ao COREDE Alto Jacuí.  

***resultados diferentes significativamente em comparação ao controle (P<0,0001). 
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4.2. Alterations in the activity of enzyme AChE and in the redox response of 

farmers treated "in vitro" with infusion of Cymbopogom citratus. O manuscrito 

foi submetido ao periódico Basic & Clinical Pharmacology & Toxicology 

(Print); ISSN: 1742-7835; Estrato: A2; Área de Avaliação: interdisciplinar. 
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Abstract 

Agrochemicals have received more highlights in 1960s, marked by the agricultural 

modernization process. As a result of this widespread use for food production there 

was also an increase in cases of intoxication by these agents made necessary to 

search for alternative therapies for agricultural workers exposed to pesticides. Thus, 

considering that phytochemical characterization revealed the presence of 

antioxidants in Cymbopogon citratus extract, the objective of this study was to 

evaluate in vitro the effect of infusion of this plant on the activity of the enzyme 

acetylcholinesterase (AChE) and on the redox response in erythrocyte of the 

farmers. This red blood cells were processed and subjected to treatment with the 

infusion of Cymbopogon citratus (5, 10, 25 and 50 g/L). In these samples were 

determined the AChE enzyme activity, the levels of thiobarbituric acid reactive 

substances (TBARS), protein carbonyls (PCs) and reduced glutathione (GSH). In 

general, it was found that the inhibition of AChE activity in the studied farmers is 

negative correlated to increased protein carbonyl levels and positive correlated with 

GSH levels. Also, Cymbopogon citratus infusions could not reverse this inhibition and 
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nor the high levels of TBARS and PCs. On the other hand, levels of GSH were 

increased by infusions demonstrating the increased antioxidant activity in 

erythrocytes of rural workers. 

 

Keywords: Farmworkers; Pesticides; Treatment; Cymbopogon citratus. 

 

INTRODUCTION 

Agriculture is practiced by humans for over ten thousand years, however, the 

intensive use of pesticides to control pests and diseases of crops has existed for just 

over half a century. In Brazil, agrochemicals have received greater prominence in the 

1960s, marked by the agricultural modernization process[1,2]. Thus, due to the 

widespread use of pesticides to food production there is also an increase in cases of 

poisoning by these agents. According to the National System of Toxic-

Pharmacological Information[3], 33.86% of deaths from poisoning registered in Brazil 

in 2012 were caused by contact with pesticides. 

The agrochemicals promote inhibition of the enzyme acetylcholinesterase 

(AChE), causing accumulation of acetylcholine in the synaptic cleft and consequent 

acute cholinergic syndrome, which leads to the development of various symptoms 

such as stiffness, fatigue, tiredness, headache, among others[4,5]. Moreover, many 

studies "in vitro" indicate that several blood markers are negatively affected by an 

increased oxidative stress, wherein the AChE activity is also inhibited by the 

increased reactive oxygen species (ROs)[6]. According Milatović, Gupta and 

Aschner[7] agricultural pesticides promote inhibition of oxidative phosphorylation in 

the central nervous system (CNS), compromising the ability of the cell to keep your 

energy levels, which possibly increases the amount of reactive oxygen species 
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(ROS) and Reactive Nitrogen Species (RNSs) in the body, characterizing the 

condition of oxidative stress. This mechanism has also been identified as relevant to 

justify the adverse health effects of farmers exposed to agricultural pesticides[8]. 

Nevertheless, the biological role of AChE present in the erythrocyte membrane is not 

well understood, it is known that this enzyme only present in red blood cells have 

many properties similar to those obtained in purified form from brain tissues[9]. Thus, 

AChE activity in erythrocytes can be considered a marker of central cholinergic 

state[10]. 

Oxidative stress is a result from an imbalance between oxidants and 

antioxidants compounds in favor excessive generation of reactive species or to the 

detriment of the removal rate thereof. This process leads to the oxidation of 

biomolecules with consequent loss of its biological functions and/or homeostatic 

imbalances, whose manifestation is the potential oxidative damage to cells and 

tissues[11]. The reactive species promote the breaking of the DNA chain, lipid 

peroxidation of the cell membrane and protein degradation. In biological systems this 

damage is reflected by the completion of the comet assay and micronucleus 

determination, determination of levels of thiobarbituric acid reactive substances 

(TBARS) and the quantification of levels of protein carbonyls, respectively[12]. 

The excess of ROS in the body is countered by antioxidants produced by the 

body or absorbed from the diet. Endogenous antioxidants are divided between those 

that act enzymatically, such as glutathione peroxidase (GPx), Catalase (CAT) and 

superoxide dismutase (SOD) or non-enzymatically, for example the reduced 

glutathione (GSH), histidine peptides, linked proteins to the iron (ferritin and 

transferrin), diidrolipoic acid and CoQH. It should be noted still the function of 

antioxidant compounds from the feed, such as alpha-tocopherol (vitamin-E), beta 
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carotene (pro-vitamin A), ascorbic acid (vitamin-C) and phenolic compounds[13]. 

According to Barbosa et al.[11], despite the effects from dietary antioxidants on 

oxidative stress are not conclusive, the diet is a factor of great importance in the 

modulation of the oxidative stress. 

Plants are a valuable source of phenolic compounds, such as flavonoids, 

phenolic acids, tannins and tocopherols[14-15-16]. Studies of Alvis, Martinez and 

Arrazola[17] and Smith et al.[18]revealed the presence of these same phytochemical 

constituents in extracts of the leaves Cymbopogon citratus. However, it should be 

considered that certain plants have potentially hazardous substances[19], which 

makes it imperative further investigation about the use of natural resources that 

surround us[20]. 

The Cymbopogon citratus popularly known as lemon grass, stands out in this 

context, because according ethnobotanical surveys this plant is used empirically in 

gastrointestinal treatments and as sedative[21]. These medicinal properties may be 

attributed to its high essential oil content, the citral, which in addition to therapeutic 

efficacy, appears to be a potent collector of reactive oxygen species (ROS)[22]. In 

addition, Soares et al.[18] evaluated the total antioxidant capacity of the extract of 

Cymbopogon citratus leaves prepared with different solvents (water, methanol and 

ethanol) and detected the collecting activity of reactive species in all them. However, 

it is important to note that although phytochemical constituents of lemon grass extract 

have been described, the infusion of this plant, which is the form of popular 

consumption, has been little studied, both with respect to the components as the 

activity in biological systems. 

Thus, considering that phytochemical characterization of Cymbopogon citratus 

revealed the presence of antioxidants in the extract of this plant and that contact and 
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agrochemicals causes changes in the activity of AChE with possible generation of 

oxidative stress, it is important to evaluate the effect of same about the activity of the 

enzyme acetylcholinesterase (AChE) and on the response redox in erythrocyte from 

farmers, since the lemon grass can be presented as a future alternative therapy for 

workers exposed to pesticides. 

 

 MATERIALS AND METHODS 

 

This present research work was accepted by the Ethics Committee in 

Research (ECR) of the Cruz Alta University - UNICRUZ under protocol: 

0071.0.417.000-11. The study participants were asked about the feasibility of 

participation in the research and signed a free and informed consent form (ICF). 

Samples from rural farmers used in the study were from municipalities in the 

COREDE Alto Jacuí Region - RS, Brazil, that signed the free and consent form, had 

aged between 18 and 59 years and worked at least three years in the agriculture 

area (inclusion criteria). To group control composition were selected healthy 

individuals with age and gender similar to the group of farmers. All volunteers 

answered a questionnaire on occupational health with structured questions aiming to 

use this data to select survey participants respecting the exclusion criteria, such as 

not smoking, not drink alcoholic and not having chronic disease. Therefore, of the 40 

farmers who agreed to participate in the study, 30 were selected and randomly 

divided into five groups: 

• Group 0 (basal): samples without treatment with lemon grass; 

• Group 5: samples treated with infusion of 5 g/L of lemon grass; 



65 

 

  

• Group 10: samples treated with infusion of 10g/L of lemon grass; 

• Group 25: samples treated with infusion of 25 g/L of lemon grass; 

• Group 50: samples treated with infusion of 50 g/L of lemon grass. 

 

The control group (Group S) was composed of samples from 30 healthy 

subjects that did not receive treatment with the infusion of Cymbopogom citratus.  

Blood samples of the participants were performed using vacutainers 

containing ethylene diamine tetraacetic acid (EDTA), were excluded hemolyzed 

samples or lipemic samples with insufficient volume to the determinations. Then, the 

samples were immediately centrifuged at 3000 rpm for 10 min and the plasma was 

removed. The erythrocytes were washed three times with cold saline isotonic solution 

and centrifuged again. After the final washing erythrocytes were resuspended in 

saline, then diluted to achieve a 5% hematocrit according to the technique described 

by Catalgol et al.[23], with minor adaptations. After dilution of erythrocytes was 

performed the treating of samples with plant infusion in the concentrations (5-50 g/L) 

closer to those by population. Then, the samples were incubated for 1 hour in a water 

bath at 37°C, after this period the samples were hemolyzed by vortexing for 30 

seconds and centrifuged at 3600 rpm by 15 minutes. The supernatant was stored at -

20°C for later realization of analytical determinations. 

The Cymbopogon citratus extract was prepared aiming to compare the 

concentrations of phytochemicals present in it with the concentrations of the infusion. 

To this was followed by the methodology described Simões et al.[24], which 

recommends the use of water and ethanol (70:30) as solvent extractors. The plant 

material was submitted to manual shake daily for fourteen days, filtered and 
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concentrated in a rotary evaporator. This extract was lyophilized to remove water, 

thereby obtaining the hydro ethanolic crude extract. 

The leaves of Cymbopogon citratus came from the garden of the Cruz Alta 

University- UNICRUZ, Rio Grande do Sul. The infusion was prepared pouring boiling 

water on plant leaves and then closed the container for 10 minutes. According the 

Brazilian Pharmacopoeia[25], this method is suitable for parts of  drugs plants less 

rigid consistency such as leaves, flowers, inflorescences and fruits, or containing 

volatile active substances. 

The determination of total polyphenols was carried according the method 

Folin-Ciocalteau described by Chandra and Mejia[26], with modifications. The sample 

was diluted to concentration of 0.150 mg / mL, added with sodium carbonate solution 

at 20% and Folin-Ciocalteau 2N reagent. The solution was incubated for 10 minutes 

and absorbance measurements were realized in triplicate using a spectrophotometer 

(730nm). The total polyphenol content was expressed in milligrams of gallic acid 

equivalents per ml of the infusion, based on the calibration curve of gallic acid. 

The content of Total flavonoids was determined according to the method 

described by Woisky and Salatino[27]. The sample was diluted to one a concentration 

of 1 mg/mL and added of aluminum chloride and methanol. The absorbance read at 

420nm. The tests were performed in triplicate and for dosing calculation we used a 

quercetin standard curve. The flavonoid content were expressed in mg quercetin per 

ml of infusion. 

The determination of tannins was carried out using the method described by 

Morrison et al.[28] with some modifications. The sample was diluted to one a 

concentration of 25 mg/mL in methanol. Subsequently was added to the sample, 

vanillin solution (1g vanillin diluted in 100 mL of methanol) and hydrochloric acid 
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solution concentrated diluted in methanol. The absorbances were read to 500 nm. 

The analyses were performed in triplicate and the total tannin content will be 

expressed in milligrams of catechin equivalents per miligrams of infusion, based on 

the pattern of catechin curve. 

Analysis of the AChE enzyme activity was performed by the method described 

by Ellman et al.[29] that is used for the mixture of 100 mM potassium phosphate 

reaction buffer (pH 7.5), 10 mM DTNB, and substrate acetylthiocholine 1mM. 

Readings were taken in spectrophotometer 20 in 20 seconds for 2 minutes. The 

results are expressed in IU/ml. 

Lipid peroxidation was determined according to the formation method of 

thiobarbituric acid reactive species (TBARS) according Stocks and Dormandy 

Protocols[30]. The supernatant (0.2 mL) was added to the reaction mixture containing 

trichloroacetic acid 28% (v/v); alkaline solution of thiobarbituric acid (TBA) (0.1 mol/L) 

followed by heating at 95°C. After cooling readings were performed at 532 nm. The 

results were expressed as nmol MDA/g Hb. The total hemoglobin levels were 

determined from methodology described by the manufacturers of the kit Labtest®. 

The analyzes were carried out using the technique described by Levine[31] 

adapted to erythrocytes, wherein it is used trichloroacetic acid (TCA) to 10% (v/v), 2N 

hydrochloric acid; 2,4-dinitrophenylhydrazine (DNPH) and 10 mM sodium dodecyl 

sulfate (SDS), 3% (w/v) to the reaction mixture. Readings were taken in visible 

spectrophotometer at 370 nm. The results were expressed as nmol/carbonyl/mg 

protein. 

They were determined from the technique described by Ellman[32]adapted to 

erythrocytes, which uses potassium phosphate buffer (TFK) 1M at pH 7.4 and 5,5'-

dithiobis acid (2-nitrobenzoic acid) (DTNB). The procedure was performed in an ice 
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bath and readings made in a visible spectrophotometer at 412 nm. The results were 

expressed as µmol GSH/mL plasma. 

 The characterizations of phytochemicals extract and lemon grass infusion 

were performed in triplicate and the results expressed as mean ± standard deviation. 

Data were submitted to student-t test for parametric data considering the significantly 

different means with a P <0.001. 

The analytical determinations of all samples were performed in triplicate and 

the results thereof were expressed as mean ± SEM (standard error). The distribution 

of variables was tested using the Kolmogorov-Smirnov test. Data from all groups 

studied for the same parameter, were submitted to analysis of variance (ANOVA) of a 

path followed by the Tukey-Kramer test for parametric data, or Kruskal-Wallis 

followed by Dunn's Multiple Comparison or Mann Whitney test for nonparametric 

data. The results of AChE, PCs and GSH were processed for parametric analysis, 

where Y = log (Y) and the results of TBARS were analyzed with non-parametric tests. 

Significantly different means were considered a P <0.05.  

For the correlation, it was performed the Spearman test (nonparametric data) 

or Pearson teste (parametric data), followed by linear regression. 

 

RESULTS AND DISCUSSION 

 

Table 1 shows the characteristics of the study participants. Both healthy 

individuals and farmers were men (100%) and sedentary (90 ± 6; 83.3 ± 3). The 

average age of the control group was 38 ± 9 years, while that of rural workers was 41 

± 12 years. Participants farmers in this study had an average time of exposure to 
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pesticides of 21.9 ± 12.2 years, and the last show was on average 58.9 ± 10.4 days. 

Only 40% of rural workers use personal protective equipment (PPE). 

 Table 2 describes the total polyphenol levels (E: 24.2 ± 0.61 mg/L and I: 4.0 ± 

0.16 mg/L), flavonoids (E: 100.7 mg ± 2.30/L and I: 38.4 ± 1.23 mg/L) and tannins (E: 

28.4 ± 1.01 mg/L and I: 8.9 ± 0.38 mg/L) present in the extract (E) and infusion (I) of 

lemongrass in the concentration of 50 g/L. These results demonstrate that both the 

extract as an infusion of the plant have antioxidant activity compounds, however, it 

appears a significant difference between the concentrations of these components 

when the two preparations were compared, noting the lowest measurements for the 

tested infusion. These results corroborate the findings of Cheel et al.[33], who found 

the main eliminators ERs both the infusion, and in decoction and Cymbopogom 

Citratus extract, but with important differences in the relative proportions in each 

preparation. 

 Moreover, although it is evident the presence of polyphenols and tannins in 

lemon grass, we can highlight both the amount of flavonoids in the extract and in the 

infusion of the plant, which according to Balakrishnan; Paramasivam; and 

Arulkumar[34], indicates an important antioxidant activity of lemongrass, given that 

these authors reported that flavonoids have strong ROS removal activities, and is 

effective in cellular protection against oxidative damage. Nevertheless, it is worth 

considering that according to Sousa et al.[35] and Simões et al.[24] total polyphenols 

contribute to the initiation step, as well as the propagation of oxidative process, and 

the tannins seem to trap reactive oxygen radicals forming more stable. 

Figure 1 shows the results for the AChE enzyme activity, where you can see 

that the red cells from farmers without treatment with the plant (Group 0), the activity 

of this enzyme is significantly reduced (0.53 ± 0.15 IU/mL) compared to the control 
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group (3.78 ± 0.22 IU/mL), indicating that these rural workers can be intoxicated with 

pesticides, as organophosphates and carbamates[36]. This inhibition of AChE activity 

causes accumulation of acetylcholine in the synaptic cleft from the nerve endings, 

which can trigger a number of undesirable physiological effects such as: back pains 

and severe headache[37], frequently reported symptoms for workers who are exposed 

to pesticides. 

In order to verify that the Cymbopogom citratus would revert the inhibition of 

the AChE enzyme activity, treatment of erythrocytes these farmers with different 

concentrations of infusion of lemongrass were performed. After these treatments 

performed in vitro significant changes were observed, suggesting that this plant has 

no action on the activity of acetylcholinesterase. This finding corroborates the 

findings of Adaramoye and Azeez[38], given that the authors still did not observe 

significant differences between AChE activity in rats treated with Cymbopogom 

citratus extract and the control group (untreated rat with plant). 

The erythrocyte membrane is a direct target of lipid peroxidation and protein 

carbonyls in oxidative stress conditions. Figures 2 and 3 show that the TBARS and 

PCs levels analyzed in farmers erythrocytes were higher than the amount of these 

oxidative markers in the control group, showing an occurrence of oxidative stress in 

these subjects chronically exposed to chemicals tillage, which increases risk of 

developing some diseases, such as: atherosclerosis, diabetes, neurodegenerative 

diseases and cancer [39-44]. 

In addition, it is found in Figure 2 and 3 that levels of malondialdehyde (MDA) 

and PCs were not changed after treatment with lemongrass infusion (5-50 g/L), 

demonstrating that this plant does not seem to be able to reverse the lipid and 

protein damage caused by exposure to pesticides. This may be due to low levels of 
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antioxidant phytochemicals these infusions (5-50 g/L), in order that already exist in 

the literature authors found a significant reduction in oxidative markers after 

treatment of healthy human erythrocytes with the extract Cymbopogom 

citratus[33].These findings can also be related to the inability of lemongrass infusions 

(5-50 g/L) reversed the inhibition of AChE enzyme, in order that the reduction of the 

activity of this enzyme may induce the production of ROS and thus promote damage 

to macromolecules[7-38]. 

GSH has a central role in the elimination of xenobiotics and protection of cells 

against oxidative stress since it assists the GST and glutathione peroxidase (GPx) in 

reduction of oxidizing species[45].Thus, considering the importance of the antioxidant 

for defense against ROS also performed in this study was the assessment of GSH 

levels (Figure 4). Thus, we observed that the levels of GSH were higher in the basal 

group (farmers) compared to the control group, suggesting that the body increased 

this non-protein thiol in response to increased TBARS levels and found PCs 

erythrocytes in these same farm workers (Figure 2 and 3), probably to counteract the 

damaging ROS acting lipids, proteins and DNA[11]. Moreover, after treatment of the 

samples with infusion of lemongrass GSH levels were significantly increased when 

compared to healthy group and a group without treatment with the plant, indicating 

that the infusions of the same (5-50 g/L) are capable to stimulate antioxidant action. 

Figure 5A show the correlations between lipid peroxidation levels of samples 

from healthy individuals and samples from farmers before treatment with the 

lemongrass. This correlation was not significant, demonstrating that there is no 

relationship between lipid damage and inhibition of AChE. 

Figure 5B show the correlations between protein carbonylation levels of 

erythrocytes before treatment with the plant, demonstrating that the enzyme activity 
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and levels of protein carbonylation, were inversely proportional, confirming that 

Milatović, Gupta and Aschner[7] describe in their studies; cholinergic overstimulation 

promoted by inhibition of AChE affect the process of oxidative phosphorylation, 

thereby increasing the production of ROS which in turn promote destruction of 

cellular components. It should be noted  that this finding corroborates the findings of 

Jha and Rizvi[46], who observed correlation between antioxidant capacity and the 

activity of AChE. 

Furthermore, in figure 5C it was observed that the lower the AChE activity in 

RBCs farmers, lower GSH levels were the same, indicating a possible use of 

endogenous antioxidant in an attempt to reverse the damage caused by the increase 

in TBARS levels and PCS generated by inhibiting AChE activity. 

Overall, the decline in AChE activity by the use of pesticides appears to be 

correlated with the occurrence of oxidative stress as it presents negative correlation 

with the levels of PCs and positively correlated with antioxidant status verified by 

evaluating the GSH levels [7-38]. 

Therefore, it was observed the presence of polyphenols, flavonoids and 

tannins in lemongrass infusions (5-50 g/L), however these concentrations were lower 

than those present in the extract of this plant. Probably because of this low amount of 

antioxidant phytochemicals, lemongrass infusions the (5-50g/L) not reversed the 

inhibition of AChE activity verified in farmers exposed to pesticides and with that, 

they have not revert the levels of oxidative markers in 1 hour exposure performed in 

this study. On the other hand, infusions Cymbopogom citratus (5-50g/L) increased 

antioxidant activity in erythrocytes by raising the elevation of GSH levels, which 

decreases the generation and increases the neutralization of ROS[11-43]. 
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Lemongrass infusions tested in this study (5, 10, 25 and 50 g/L) failed to 

reverse the inhibition of AChE enzyme observed in erythrocytes farmers also no 

lowering TBARS and PCs, however, increased GSH levels, demonstrating what the 

Cymbopogom citratus increased the antioxidant status in erythrocytes of rural 

workers. Furthermore, from this study confirm the hypothesis that inhibition of AChE 

activity is accompanied by increased levels of a oxidative marker (PCs) and the most 

important endogenous antioxidant. 
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TABLES 

Table 1. Profile of study participants. 

 Healthy individuals (Group 
S) 

Farmers 

Male (%) 100 100 

Age (Years) 38±9 41±12 

Sedentary  (%) 90 ±6 83,3±3 

Exposure Time (Years) - 21,9±12,2 

Use of Personal 
Protective Equipment 
(%) 

- 40 

Last application (Days) - 58,9±10,4 
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Table 2. Quantification of total polyphenols, tannins and flavonoids in the extract and 
in the infusion of Cymbopogom citratus. Results were expressed as mean ± standard 
deviation. 

 
Sample 

Amounts (mg/mL) 

Total 
Polyphenols 

Flavonoids Tannins 

Extract Cymbopogom 
citratus (E) 

24,2 ± 0,61 
 

100,7 ± 2,30 28,4 ± 1,01 
 

Infusion 
Cymbopogom 

citratus 50g /L (I) 

4,0 ± 0,16*** 
 

38,4 ± 1,23*** 
 

8,9 ± 0,38*** 

* Indicates significantly different results, considering a p < 0.01  
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Figure 1: AChE Enzyme Activity (UI/mL) in erythrocytes treated or not with 

infusion of lemongrass in different concentrations. Group S: samples from 

healthy individuals (control group); Group 0: sample from farmers untreated; Group 

5: samples from farmers treated with infusion of lemongrass 5 g/L; Group 10: 

samples from farmers treated with infusion of lemongrass 10 g/L; Group 25: samples 

from farmers treated with infusion of lemongrass to 25 g/L; Group 50: samples from 

farmers treated with infusion of lemongrass to 50g/L. Different letters represent 

results significantly different (p <0.05). 
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Figure 2: Levels of TBARS (nmol MDA/g Hb) in erythrocytes treated or not with 

infusion of lemongrass in different concentrations. Group S: samples from 

healthy individuals (control group); Group 0: sample from farmers untreated; Group 

5: samples from farmers treated with infusion of lemongrass 5 g/L; Group 10: 

samples from farmers treated with infusion of lemongrass 10 g/L; Group 25: samples 

from farmers treated with infusion of lemongrass to 25 g/L; Group 50: samples from 

farmers treated with infusion of lemongrass to 50g/L. Different letters represent 

results significantly different (p <0.05). 
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Figure 3.Levels PC (nmol/carbonyl/mg protein) in erythrocytes treated or not 

with infusion of lemongrass in different concentrations. Group S: samples from 

healthy individuals (control group); Group 0: sample from farmers untreated; Group 

5: samples from farmers treated with infusion of lemongrass 5 g/L; Group 10: 

samples from farmers treated with infusion of lemongrass 10 g/L; Group 25: samples 

from farmers treated with infusion of lemongrass to 25 g/L; Group 50: samples from 

farmers treated with infusion of lemongrass to 50g/L. Different letters represent 

results significantly different (p <0.05). 
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Figure 4: Levels of GSH (µmol GSH/mL plasm) in erythrocytes treated or not 

with infusion of lemongrass in different concentrations. Group S: samples from 

healthy individuals (control group); Group 0: sample from farmers untreated; Group 

5: samples from farmers treated with infusion of lemongrass 5 g/L; Group 10: 

samples from farmers treated with infusion of lemongrass 10 g/L; Group 25: samples 

from farmers treated with infusion of lemongrass to 25 g/L; Group 50: samples from 

farmers treated with infusion of lemongrass to 50g/L. Different letters represent 

results significantly different (p <0.05). 
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Figure 5.Correlation between the enzyme activity of AChE and TBARS (Fig 5A), 

PCS (Fig. 5B) and GSH (Fig. 5C) in erythrocytes in samples from healthy 

individuals (Control Group) and samples from farmers without treatment with 

the infusion of lemongrass (Group 0). 
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5 CONSIDERAÇÕES FINAIS 
 

 

Os resultados deste estudo demonstraram que os agricultores familiares 

estudados estavam intoxicados por agrotóxicos que inibem as enzimas 

colinesterases, tendo em vista que os mesmos estavam com uma significativa 

inibição da atividade da BuChE e AChE. Além disso, a partir deste estudo também 

foi verificado que estas inibições podem ser a causa do aumento do TBARS e das 

proteínas carboniladas, juntamente com o estímulo da GSH. Por outro lado, cabe 

salientar que os marcadores frequentemente solicitados para monitorar a intoxicação 

por pesticidas (AST, ALT, uréia, creatinina e acido úrico), não estavam alterados, 

mesmo com a situação de intoxicação dos agricultores, mostrando que as lesões 

hepáticas e renais podem levar um tempo maior para aparecerem, dependendo 

muito da dose e da frequência da exposição. 

Após o tratamento destas amostras com as infusões de Cymbopogon 

citratus nas concentrações 5;10;25;50 g/L, não foi verificada a reversão da inibição 

da enzima AChE, nem a diminuição dos níveis de lipoperoxidação e da carbonilação 

proteica. Por outro lado, as infusões conseguiram aumentar os níveis de GSH, 

mostrando que apesar das mesmas terem concentrações baixas de fitoquímicos 

antioxidantes, em comparação com o extrato etanólico desta planta, estas infusões 

foram eficientes na estimulação do principal agente antioxidante, a GSH, que 

participa como substrato de muitas reações enzimáticas do sistema de defesa do 

organismo. 
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APÊNDICES 

 

Apêndice 1: Termo de Consentimento Livre e Esclarecido 

Apêndice 2: Questionário Pessoal 

 

 

Apêndice 1 

 

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO 

 

 

CENTRO DE CIÊNCIAS DA SÁUDE 

CURSO DE FARMÁCIA 

     

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO 

 

Título da Pesquisa: AVALIAÇÃO DA ATIVIDADE DA ENZIMA ACETILCOLINESTERASE 
E DA RESPOSTA REDOX EM ERITRÓCITOS DE AGRICULTORES TRATADOS COM A 
INFUSÃO DE Cymbopogon citratus 

 

 

A exposição diária a agrotóxicos pode causar severos danos à saúde, os danos 
causados dependem da concentração e natureza química que o trabalhador rural está 
exposto, gerando a possibilidade de causar efeitos agudos e crônicos, afetando o sistema 
imunológico, endócrino e nervoso. O monitoramento através do uso de biomarcadores 
permite uma estimativa da exposição e uma possível correlação com os efeitos tóxicos 
manifestados. Portanto esta pesquisa tem por objetivo, avaliar os toxicológicos da exposição 
aos agrotóxicos sofrida pelos trabalhadores rurais. 

Ao aceitar participar desta pesquisa o participante aderirá voluntariamente, podendo 
a sua participação ser interrompida em qualquer etapa, sem nenhum prejuízo ou punição. 
Sua participação permitirá a coleta de sangue, e esta será realizada por um profissional 
habilitado de acordo com o protocolo e normas de biossegurança do Laboratório de Análises 
Clínicas da Unicruz. Eventuais desconfortos poderão ocorrer durante a coleta de sangue, 
como hematomas e dor local, caso ocorra serão observadas pelo responsável da coleta.  

O participante deverá preencher um questionário que tem por objetivo esclarecer a 
que situação se encontra sua saúde, situação no trabalho, os costumes e hábitos, se ja 
sofreu intoxicação devido à rotina de trabalho e outras questões que tem relevância e 
importancia para a realização deste estudo. 

O participante não terá nenhum valor econômico, a receber ou a pagar, pela minha 
participação no projeto. 
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 A qualquer momento, os participantes poderão solicitar informações sobre os 
procedimentos ou outros assuntos relacionados a este estudo, podendo entrar em contato 
com a coordenadora do projeto Roberta Cattaneo Horn pelo telefone (55) 96264308. Todos 
os cuidados serão tomados para garantir o sigilo e a confidencialidade das informações, 
preservando a identidade dos participantes. Haverá divulgação dos resultados da pesquisa, 
de forma coletiva através de comunicações científicas, para os envolvidos na pesquisa e 
comunidade científica. 

 

 

Desde já, agradecemos sua contribuição para o desenvolvimento desta atividade de 

pesquisa e colocamo-nos à disposição para esclarecimentos adicionais. 

 

 

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

Roberta Cattaneo Horn 

Coordenadora do Projeto: Laboratório de Estresse Oxidativo 

E-mail: rcattaneo@unicruz.edu.br                  Tel.: (55) 3321 1536 / 3321-1608 

 

Eu,______________________________________________________ fui informado 

dos objetivos especificados acima e da justificativa desta pesquisa de forma clara e 

detalhada. O presente estudo utilizará amostra de mucosa oral e sangue doado por 

mim para a realização da pesquisa. Recebi informações específicas sobre cada 

procedimento no qual estarei envolvido, tanto quanto dos benefícios esperados. 

Todas as minhas dúvidas foram respondidas com clareza e sei que poderei solicitar 

novos esclarecimentos a qualquer momento. Além disto, sei que terei liberdade de 

retirar meu consentimento de participação na pesquisa. Fui informado também que 

caso existam gastos adicionais, estes serão absorvidos pelo orçamento da pesquisa. 

Frente ao que foi acima exposto, expresso meu consentimento em relação à 

execução desta pesquisa, no que se refere à coleta e análise do sangue, mucosa 

oral e preenchimento do questionário.  

 

______________________________, ______ de _____________ de 2015 

 

                        ________________________________________________________ 

Assinatura do representante legal 

 

 

 

 

 

 

 

mailto:rcattaneo@unicruz.edu.br
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Apêndice 2 

 

QUESTIONÁRIO PESSOAL 

 

OBRIGATÓRIO INFORMAR O NOME CASO QUEIRA RECEBER UM LAUDO COM O 
RESULTADO DOS EXAMES REALIZADOS: 

 

Contato para entrega dos resultados: 

 

1. Nome: ___________________________________________ 

2.  Idade (anos):_____________________________ Data de Nascimento: ____/_____/______, 

Cidade Natal:_________________           Cidade na qual mora:_____________________. 

3. Sexo: (   ) M (   ) F             4. Grupo étnico:_____________        5. Estado civil:_____________ 

6. Número de Filhos (as):_____________ 

7. Emprego anterior:___________ 8. Função que exercia: ___________ 

9. No seu emprego atual já se expôs a alguma destas substâncias? (Informe seu tempo de exposição 

ao lado do que marcar):  

(    ) derivados de petróleo ___________   (    ) tintas/corantes ___________   

(     ) solventes ___________    (    )agrotóxicos ___________ 

(     ) mercúrio/ vapores metais pesados _____________ 

(     ) outras substâncias químicas – quais e por quanto tempo? ________________ 

10. Função atual: _______________________ 

11. Tempo de serviço nesta função:_______________________ 

12. No seu emprego atual já se expôs a alguma destas substâncias? (Informe seu tempo de 

exposição ao lado do que marcar):  

(    ) derivados de petróleo ___________   (    ) tintas/corantes ___________   

(     ) solventes ___________    (    )agrotóxicos ___________ 

(     ) mercúrio/ vapores metais pesados _____________ 

(     ) outras substâncias químicas – quais e por quanto tempo? ________________ 

13. Tipos de agrotóxicos que trabalha:  

(    ) carbamatos;  

(    ) organofosforados;  

(    ) piretróides;  

(    ) herbicidas; 
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(    ) fungicidas;  

(    ) organoclorados. 

14. De que forma o produto é aplicado?     

(   ) trator; (   ) bomba manual; (      ) avião; (    ) outros – quais?________________ 

15. Meses do ano que é aplicado? ____________________________ 

16. Mês(es) que é mais aplicado? ______________________________ 

17. Peridiocidade (todos os dias?) ___________________________________________________ 

18. Utiliza equipamentos de segurança? ( )Sim ( )Não . Se sim qual (is)____________________ 

19. Quando foi a última vez que o produto foi aplicado? _____________________________ 

20. Você come, fuma ou bebe enquanto aplica ou logo após aplicar o agrotóxico? (   )Sim (   )Não 

21. Se sim, lava as mãos antes de pegar nos alimentos? (    )Sim (    )Não 

22. Já fumou? (    )Sim (     )Não – se não vá para a questão 26 

23. Quantos anos? ______ 

24. Ainda fuma?  

(   )Sim (    )Não - se não há quantos anos parou? _________ 

25. Se sim, quantos cigarros por dia?  

(    ) menos de meio maço; (     ) de meio a um maço; 

(    )1-2 maços; (   ) mais de dois maços 

26. Fuma também: (   )cigarros de palha; (   )cachimbo – quantas vezes ao dia? _______ 

27. Medicamentos utilizados rotineiramente por você:  

(   ) Não utilizo nenhum rotineiramente. 

(    ) vitaminas e suplementos _______; (   ) pílulas para pressão _______; 

(    ) antibióticos ______;   (   ) insulina ______; (   ) tranqüilizantes _______;  

(   ) relaxantes musculares______: 

(   ) outros - Quais ________________________ 

Com que frequência utiliza o(s) medicamento(s) marcado(s)?_______________________ 

28. Está fazendo algum tratamento? ( )Sim ( )Não - qual? ________________________ 

29. Consome bebidas alcoólicas?  

(   )Sim (    ) Não        Se sim, qual(is)?__________________      e com que Freqüência?_________ 

30. Ingere frutas e verduras?  

(   )Sim (    ) Não        Se sim, qual(is)?__________________      e com que Freqüência?_________ 

31. Ingere carnes (não só vermelhas)?  

(   )Sim (    ) Não        Se sim, qual(is)?__________________      e com que Freqüência?_________ 
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32. Preferência das carnes: ( )crua; ( ) mal passada: ( ) bem passada; ( )gorda; 

( )magra 

33. Já contraiu alguma doença como: 

(    ) câncer  -  Quais o(s) tipo(s)?_________________ 

(    )AIDS; (    )diabete; (    )anemia; (      )doenças cardíacas; 

(    ) outras  - Quais? ________________________________________ 

34.Tem conhecimento de algum defeito de nascimento ou doença hereditária que afetem seus pais, 

irmãos, irmãs, conjugues?  

(     )Sim (     )Não        Se sim, quais? _______________ 

35. Você e conjugue já tiveram dificuldades em conceber filhos (mais de doze meses) ou já foram 

diagnosticados estéreis?  

(     )Sim (     )Não 

36. Histórico de aborto espontâneo na família?  

(    )Sim (    )Não                  Se sim, qual o grau de parentesco?_________________ 

37. Histórico de bebês que nasceram com alguma Má Formação, na família?  

(     )Sim (    )Não                Se sim, qual o grau de parentesco?_________________ 

38. Possui irmão gêmeo idêntico? 

(    )Sim (    )Não 

39. Possui irmão gêmeo não idêntico? 

(    )Sim (    )Não 

40. Casos de câncer na família?  

(     )Sim (     )Não             Se sim, qual o grau de parentesco? _________ 

41. Tipos de câncer:  

(  )pele; (  )mama; (  )leucemia; (    )esôfago; (    )outros ______________________________ 

42. Faz algum exercício físico?  

(    )Sim (    )Não               Se sim, com qual frequência?______________________________ 

43. Ingere água tratada? 

(    )Sim (    )Não 
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ANEXOS 

 

ANEXO A: CARTA DE APROVAÇÃO DO COMITÊ DE ÉTICA 

 

ANEXO A 
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