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RESUMO

A atividade de incineracédo de Residuos Sdlidos de Servigo de Saude (RSSS) produz
varios contaminantes que sao liberados no meio ambiente, tais como metais
pesados, gases e material particulado (MP), assim como varios compostos
organicos. Estes xenobidticos podem gerar estresse oxidativo em organismos
aerobicos e causar diferentes tipos de doengas, como o cancer. Os organismos
aerobicos dispdem de uma variedade de antioxidantes enddégenos e exdgenos, dos
quais as vitaminas C e E sdo importantes compostos antioxidantes nutricionais. O
objetivo do presente estudo foi investigar a concentragdo de metais pesados, como
chumbo, cobre, ferro, manganés e zinco, na urina e biomarcadores enzimaticos e
nao enzimaticos de estresse oxidativo no sangue, como os niveis de lipoperoxidagao
(TBARS), proteina carbonilada (PC), tiois protéicos (TP), vitamina E (VE), glutationa
reduzida (GSH), assim como as atividades das enzimas glutationa peroxidase
(GPx), glutationa redutase (GR), glutationa S-transferase (GST), catalase (CAT),
superoxido dismutase (SOD) e o teste cometa (TC) para avaliagdo da
genotoxicidade, de trés diferentes grupos de individuos (n=20 em cada grupo):
trabalhadores, situados no municipio de Laguna (diretamente expostos), residentes,
situados no municipio de Capivari de Baixo (indiretamente expostos, que residem
ca. 5 km do equipamento de incineragao), e controles, situados no municipio de
Florianopolis (individuos ndo expostos, doadores de sangue HU/UFSC), antes e
apos a suplementagdo com vitamina E (800 mg/dia) e vitamina C (500 mg/dia)
durante seis meses. A concentragao de metais pesados mostrou-se elevada (p<0,01
e p<0,05) em todos os grupos quando comparados ao grupo controle, com excecgao
da concentragcdo de ferro no grupo de residentes e do manganés nos grupos
expostos. Antes da suplementacdo vitaminica, a concentracdo de TBARS nos
grupos expostos e PC no grupo residentes estava aumentada (p<0,01), e os
conteudos de TP no grupo trabalhadores, VE e GSH, assim como a atividade da
GPx estavam diminuidos (p<0,01 e p<0,05) em todos os grupos expostos. A
atividade da GST mostrou aumento (p<0,01 e p<0,05) e a da GR, bem como o teste
cometa=TC, ndo mostraram alteragées em todos os grupos expostos, enquanto que
a atividade da CAT foi aumentada (p<0,01) e a da SOD foi diminuida (p<0,05) no
grupo dos trabalhadores. Apés a intervengao vitaminica, os niveis de TBARS, PC e

TP, bem como aqueles de VE e GSH foram revertidos a valores semelhantes aos
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dos controles. A atividade da GPx e GST também alcangaram valores similares aos
do grupo controle, a da CAT permaneceu inalterada, enquanto que as atividades da
GR e SOD mostraram aumentos (p<0,01) nos grupos expostos, quando comparados
aos controles. Concluindo, os individuos diretamente e indiretamente expostos a
incineragdo de RSSS estdo enfrentando um quadro de estresse oxidativo e riscos a
saude pela exposicdo a contaminagao atmosférica relacionada, pelo menos em
parte, com a presenca de metais pesados. A intervengdo com vitaminas
antioxidantes durante um periodo de seis meses foi efetiva em atenuar o insulto

oxidativo possivelmente relacionado a este tipo de contaminagao atmosférica.

Palavras chaves: Incineragao, residuos sélidos, contaminagao atmosférica, metais

pesados, estresse oxidativo, suplementagdo antioxidante.



ABSTRACT

Incineration of Solid Residues of Health Services (SRHS) generates several airborne
contaminants that are discharged into the environment, such as heavy metals, gases
and particulate matter (PM), as well as organic compounds. These xenobiotics can
lead to oxidative stress in aerobic organisms and cause different kinds of
pathologies, including cancer. Aerobic organisms bear a variety of endogenous and
exogenous antioxidants, where vitamins C and E are very important nutritional
antioxidant compounds. The aim of the present study was to investigate the
concentrations of heavy metals such as lead, copper, iron, manganese and zinc in
the urine and several enzymatic and non-enzymatic biomarkers of oxidative stress in
the blood, such as levels of lipoperoxidation (TBARS), protein carbonyls (PC), protein
thiols (PT), vitamin E (VE), reduced glutathione (GSH), as well as the enzymatic
activities of glutathione peroxidase (GPx), glutathione reductase (GR), glutathione S-
transferase (GST), catalase (CAT), superoxide dismutase (SOD) and Comet assay
(CA) to avaluate genotoxicity, in subjects from three different groups (n=20 each):
workers, located in Laguna (directly exposed), residents, located in Capivari de Baixo
(indirectly exposed, subjects living ca. 5 km from the incineration plant) and controls,
located in Floriandpolis (non-exposed subjects, blood donors), before and after
vitamin E (800 mg/day) and vitamin C (500 mg/day) supplementation during six
months. Heavy metal concentrations were elevated (p<0.01 e p<0.05) in all groups
when compared to controls except for iron concentrations in residents group and of
manganese in exposed groups. Before antioxidant supplementation, contents of
TBARS in exposed groups and PC in the resident group were increased (p<0.01),
while those of PT in workers group, VE and GSH, as well as GPx activity were
diminished (p<0.01 e p<0.05) in all exposed groups; GST showed increased
activities (p<0.01 e p<0.05) and GR activities and the Comet assay showed no
alterations in all exposed groups, while the activities of CAT were increased (p<0.01)
and SOD activities were decreased (p<0.05) in the group of workers. After vitamin
intervention, levels of TBARS, PC and PT, as well as those of VE and GSH were
reverted to values similar to those of controls. The activities of GPx and GST also
reached values similar to those of controls, CAT activity remained unchanged, while

GR and SOD activity showed increased values (p<0.01) in the exposed groups
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compared to controls. In conclusion, subjects directly or indirectly exposed to SRHS
incineration are facing an oxidative insult and in health risk regarding exposure to
airborne contaminants, at least in part, due to the presence of heavy metals.
Intervention with antioxidant vitamins during a period of six months was effective to

attenuate the oxidative insult possibly related to such airborne contamination.

Keywords: Incineration, solid residues, airborne contamination, heavy metals,

oxidative stress, antioxidant supplementation.
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1 INTRODUGAO

1.1 POLUIGAO AMBIENTAL
1.1.1 Material particulado (MP)

Atualmente, a poluigdo do ar representa um dos maiores problemas de Saude
Publica, afetando a saude dos seres humanos e de outros animais, plantas e demais
organismos. O avango tecnolégico do mundo moderno trouxe um aumento na
quantidade de contaminantes que s&o eliminados no meio ambiente, incluindo a
atmosfera, prejudicando seriamente a qualidade de vida do nosso planeta (BRASIL,
2006; CASTRO et al., 2003).

Tais contaminantes atmosféricos sdo constituidos de materiais particulados
(MP) que apresentam variagao de tamanho entre 0,005 e 10 ym, sendo destarte,
caracterizados em trés diferentes tipos pelo tamanho: grosso (2,5-10 um), fino (0,10-
2,5 ym) e ultrafino (<0,10 pym). Tais particulas sdo constituidas de metais pesados e
compostos organicos de carbono, que podem gerar espécies reativas de oxigénio
(ERO) (HATZIS et al., 2006; TAO et al., 2003), através da reacao de Fenton e

Habber-Weiss, principal via de geragéo do radical hidroxil ((OH; vide detalhamento
adiante), ocasionando efeitos biolégicos adversos (LI et al., 2008). A geracao de
estresse oxidativo pelos materiais particulados pode ser determinada, em principio,
através do padrao de inibicdo da atividade enzimatica de certas enzimas, tais como a
superoxido dismutase (SOD), glutationa peroxidase (GPx) e glutationa redutase (GR)
(HATZIS et al., 2006).

1.1.2 Morbidade e mortalidade

Diversos estudos foram desenvolvidos mostrando a relacdo entre morbi-
mortalidade cardio-respiratéria e os contaminantes do ar em diferentes
concentragdes, contribuindo para definir padrboes de aceitabilidade nos niveis de
concentragado dos contaminantes mais comuns (BROOK et al., 2004; CASTRO et al.,
2003). Alguns estudos mostraram o aumento de morbidade em ambientes com
concentragbes minimas de contaminantes, causando principalmente agravos em
individuos idosos e criangas (BRASIL, 2006; CASTRO et al., 2003; TAO et al., 2003).

Os eventos de saude relacionados a contaminagdao atmosférica mais

frequentemente estudado, constituem a morbidade e mortalidade por doencas



respiratorias e cardiovasculares (ANDERSON et al., 1996; BALLESTER et al., 1996;
POPE et al., 1995), cancer de pulmao (COHEN et al., 1997), diminuicao da fungao
respiratoria (WARD e AYRES, 2004) e absenteismo escolar (ROMIEU et al., 1992).

1.1.3 Indicadores ambientais

Um indicador ambiental € entendido como uma expressao da relacdo entre a
saude e o ambiente, e pode ser definido como “um valor agregado a partir de dados
e estatisticos, transformados em informac&o para uso direto dos gestores, e, deste
modo, contribuir para aprimorar o gerenciamento e a implementagdo de politicas”
(MACIEL et al., 1999). Os indicadores sdo importantes para que o Ministério da
Saude, através da Vigilancia Ambiental em Saude, contribua para uma acao eficaz
no controle dos contaminantes, inclusive aqueles de veiculacdo aérea, fornecendo
elementos para a tomada de decisdes (BRASIL, 2006; CASTRO et al., 2003).

O modelo de indicador de saude ambiental proposto pela Organizagao
Mundial da Saude (OMS) e que atualmente vem sendo utilizado pela Fundagao
Nacional de Saude (FUNASA) para o desenvolvimento da vigildncia ambiental em
saude, € aquele no qual as forcas motrizes geram pressdes que modificam a
situacdo do ambiente e, em ultima analise, a saude humana, por meio das diversas
formas de exposicdo, onde as pessoas entram em contato com o meio ambiente,
causando os efeitos na saude (MACIEL et al., 1999).

Atualmente, ha dificuldades na implementagdo da Vigilancia Ambiental em
Saude por parte da Unido, estados e municipios. No estado de Santa Catarina sao
poucos municipios que dispdem de estrutura para Vigilancia Ambiental em Saude,
sendo que, na grande maioria, essas agdes ndo s&o realizadas. Desta forma, ndo
sdo gerados dados do impacto de contaminantes do ar sobre a saude humana e,
consequentemente, permite a omissdo do estado sobre essa situagdo que gera
danos a saude humana.

Valle (1995) enumera quatro solugbes para o problema dos residuos
industriais: utilizacdo de tecnologias limpas, minimizagdo de residuos, valorizagéo e
reciclagem. Essas solugdes visam reduzir riscos ao meio ambiente e ao ser humano,
reduzir a geragcao de residuos em uma instalacéo, reduzir os custos decorrentes da
destinacdo desses residuos, reduzir o volume dos residuos urbanos a serem

dispostos e tratados, recuperar os valores contidos nos residuos urbanos, gerar



menor poluigdo ambiental e agressao visual, contribuir para a melhoria da qualidade

de vida local e global, poupar recursos naturais, dentre outros.

1.1.4 Residuos sélidos de servigo de saude (RSSS)

Os Residuos Sdlidos de Servigos de Saude (RSSS) apresentam-se como
componentes representativos dos residuos solidos urbanos, ndo pela quantidade
gerada, mas pelo potencial de risco que representam a saude publica e ao meio
ambiente (SCHNEIDER et al., 2001; STACHON e PINHEIRO, 2005). Estes riscos
podem ser devido a presencga de virus e bactérias patogénicas, além da presencga de
produtos quimicos ou radioativos, nocivos ndao s6 a saude humana, como também ao
meio ambiente (SCHNEIDER et al., 2001).

Os riscos inerentes aos RSSS exigem que sejam manejados com cuidado e
apropriadamente, para evitar danos a quem o manuseia, como a todo um contexto
ambiental e de saude publica a eles relacionados. Estas exigéncias estdo contidas
no chamado Plano de Gerenciamento dos Residuos de Servigo de Saude (PGRSS),
exigidas pela Resolugdo ANVISA n° 306/2004 (BRASIL, 2004), e pela Resolugao
CONAMA n° 358/2005 (BRASIL, 2005), que contém um conjunto articulado de agdes
normativas, operacionais, financeiras e de planejamento baseados em critérios
sanitarios, ambientais, sociais, politicos, técnicos, educacionais, culturais, estéticos e
econdbmicos para geragdo, manejo, tratamento e disposi¢cao final dos residuos

solidos.

Segundo a Resolugdgo RDC-ANVISA n° 306/2004 acima mencionada, os
residuos solidos provenientes de servicos de saude possuem cinco classificagdes,
sendo que a classe A, B e E sio residuos de servico de saude, considerados no
presente trabalho:

- GRUPO A: Residuos com a possivel presenga de agentes biolégicos que, por suas
caracteristicas, podem apresentar risco de infecgao;

- GRUPO B: Residuos contendo substancias quimicas que podem apresentar risco a
saude publica ou ao meio ambiente, dependendo de suas caracteristicas de
inflamabilidade, corrosividade, reatividade e toxicidade;

- GRUPO C: Quaisquer materiais resultantes de atividades humanas que contenham
radionuclideos em quantidades superiores aos limites de isencédo especificados nas

normas do CNEN, e para os quais a sua reutilizacdo € imprépria ou nao prevista;



- GRUPO D: Residuos que nao apresentem risco bioldgico, quimico ou radiolégico a
saude ou ao meio ambiente, podendo ser equiparados aos residuos domiciliares;

- GRUPO E: Materiais perfuro-cortantes ou escarificantes, tais como: agulhas,
escalpes, ampolas de vidro, brocas, laminas de bisturi, lancetas, todos os utensilios
de vidro quebrados no laboratério e outros similares.

O CONAMA publicou normas importantes, dentre elas a Resolugado CONAMA
n° 5, de 15 de junho de 1988 (BRASIL, 1988), que exigem o licenciamento ambiental
para atividade de coleta, transporte e disposic¢ao final de residuos solidos de origem
hospitalar. Além disso, outra norma, a Resolugdo CONAMA n° 316, de 29 de outubro
de 2002 (BRASIL, 2002), dispde sobre procedimentos e critérios para o
funcionamento de sistemas de tratamento térmico de residuos. Essa norma
determina que o tratamento térmico de residuos constitui todo e qualquer processo
cuja operagdo seja realizada acima da temperatura minima de oitocentos graus
Celsius (°C). A incineragcao de residuos em baixas temperaturas (250-400°C),
especialmente em 300°C, ocasiona a formagao de dioxinas através da degradacao
do carbono de produtos clorados (KUO et al., 2008).

Mais recentemente, o CONAMA também determinou, através da Resolugao
CONAMA n° 358, de 29 de abril de 2005 (BRASIL, 2005), a qual dispde sobre o
tratamento e a disposicao final dos residuos dos servigos de saude, que os sistemas
de tratamento e disposicdo final, inclusive por sistema térmico de incineracéo, para
os residuos de servigo de saude, o equipamento deve estar devidamente licenciado
para esse fim pelo 6rgdo ambiental competente. Além disso, também deve ser
submetidos a monitoramento, de acordo com parametros e periodicidade definidos

no licenciamento ambiental.

1.1.5 A incineragao de residuos

A incineragao é um processo de tratamento de residuos através da oxidagao
a altas temperaturas. A incineracdo € uma forma de destino final adequado aos
RSSS, desde que este sistema de tratamento térmico n&o ultrapasse os limites
maximos de emissao de contaminantes atmosféricos, preconizados pela legislagao,
como materiais particulados (MP), substancias organicas, tais como as dioxinas,

substancias inorgénicas e gases (BRASIL, 2002).



No entanto, o processo de incineragao € contestado por diversos segmentos
cientificos, pela possibilidade de contaminagdo do ar, solo e agua, bem como de
animais, vegetais e demais organismos. Apesar destas desvantagens, este processo
€ muito utilizado pelos paises industrializados (KUMAGAI et al., 2003; LEEM et al.,
2003; MA et al., 2002; REIS et al., 2007; YOSHIDA et al., 2003).

Assim sendo, a incineragao de residuos solidos, que foi muito utilizada na
ultima década, tem sido pouco indicada atualmente, devido as fortes restricoes
contidas nas legislacdes de paises da América do Norte, Europa e Asia, pelos riscos
de poluicdo ambiental inerentes. Conforme assinalado anteriormente, os
incineradores geram diversos contaminantes que sao langados no meio ambiente,
tais como, metais pesados, dibenzo-p-dioxinas policloradas (PCDDs),
dibenzofuranos policlorados (PCDFs), hidrocarbonos poliaromaticos (PAHSs), e outros
materiais organicos toxicos (KELLY, 2003; YOSHIDA et al., 2003), com graves

consequéncias ambientais.

Esse método de tratamento converte materiais combustiveis transformando-
0S em escorias, cinzas, gases e material particulado (MP), estes dois ultimos,
eliminados para a atmosfera por meio de chaminés, enquanto as escodrias e cinzas
podem ser depositadas em aterros sanitarios industriais. A incineracdo diminui o
volume dos residuos solidos em cerca de 90%, sendo essa uma das principais
vantagens, porém apresenta a desvantagem de concentrar metais pesados e outros
compostos como dioxinas e furanos nas cinzas e MP derivadas do processo, sendo
necessario garantir uma combustdo completa para se evitar a emissdo excessiva de

contaminantes gasosos na atmosfera.

1.1.6 Clima do sul do estado de Santa Catarina e a importancia na dindmica dos
contaminantes atmosféricos

No sul do estado de Santa Catarina a conformagao do relevo, com abertura
para o leste e sudeste, favorece o ingresso de umidade proveniente do Oceano
Atléntico, podendo atuar de maneiras distintas (MONTEIRO e FURTADO, 1995). No
verao, favorece a formacédo de nebulosidade nas costas mais altas, ou seja, o ar
quente e umido ascende as encostas, resfria € condensa e a incursdo de umidade,

na planicie e nos vales, favorece a dispersdo dos contaminantes. No inverno, ao



contrario, a umidade associada a estabilidade atmosférica, mais intensa neste
periodo, condensa-se junto a superficie formando os nevoeiros a noite, concentrando
os contaminantes aéreos em baixos niveis da atmosfera. Com relagao a diregao dos
ventos, o nordeste € o dominante anualmente, enquanto o sul e o sudeste tém uma
menor participacdo (MONTEIRO e FURTADO, 1995). Desta forma, o vento
predominante faz com que os MP sejam direcionados preferencialmente, na diregao
do municipio de Laguna para os demais municipios do sul do estado, atingindo os
centros urbanos (Figura 1).

Figura 1 - Diregdo predominante dos ventos na regido sul de Santa Catarina durante
a maior parte do ano (adaptado de MONTEIRO e FURTADO, 1995).



1.1.7 Estresse oxidativo e incineragdao de RSSS

A geragdo de espécies reativas de oxigénio (ERO) e espécies reativas
derivadas do nitrogénio (ERN) ocorre através do metabolismo dos organismos
aerébios e anaerobios, sendo exacerbada em diversas condi¢des fisioldgicas.
Quando a geracéo dessas espécies € exacerbada, o organismo dispde de eficiente
sistema antioxidante que consegue controlar e restabelecer o equilibrio. Desta forma,
0 estresse oxidativo resulta do desequilibrio entre o sistema pré e antioxidante, com
predominio dos oxidantes, provocando dano celular (HALLIWELL e GUTTERIDGE,
2007; SIES, 1985). Por outro lado, as ERO e ERN tém importante fungéo
imunoldgica, como na fagocitose, fendmeno em que essas espécies sao produzidas
para eliminar o agente agressor (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2007; MACAO et al.,
2007).

A formagao de ERO no sangue de trabalhadores da incineragao e residentes
esta diretamente relacionada a atividade de incineracao de residuos soélidos (LEEM
et al., 2003; YOSHIDA e OGAWA, 2000; YOSHIDA et al., 2003). A avaliagdo dos
efeitos toxicos das dioxinas em humanos foi parcialmente realizada em
trabalhadores de estabelecimentos de incineragcédo (KIM et al., 2004a; YOSHIDA et
al., 2003). Estudo recente observou elevada lipoperoxidagao e alteracdo do status
antioxidantes no sangue de trabalhadores expostos a gases de industria de cobre e
zinco (CHEN et al., 2006).

O processo de incineracdo nao elimina a presenga dos metais, os quais
permanecem como residuos no equipamento de incineragdo ou sao dispersos no ar
pela chaminé do incinerador (OLIE et al., 1998). Os materiais particulados geram a
contaminagao do ar e podem induzir a geragao de estresse oxidativo em células de
defesa no pulmado (BECKER et al., 2002). A exposicdo a metais pesados altera o
status antioxidante e leva a geragao de estresse oxidativo (GALHARDI et al., 2004;
KORASHY e EL-KADI, 2006; 2008), pois os metais apresentam alta afinidade com
os grupos tidis de enzimas e proteinas, que participam no mecanismo de defesa
celular (FLORA et al., 2008).

Embora os mecanismos pato-fisioldgicos dos efeitos da poluicado atmosférica
nao sejam completamente conhecidos, a literatura sugere que ha grupos mais
susceptiveis, como trabalhadores expostos a substancias téxicas, criangas, idosos e
portadores de doengas crénicas (JUNGER e PONCE DE LEON, 2007). Além disso,

Braga e colaboradores (2007) estabeleceram a associagdo entre poluicao



atmosférica e doencas respiratorias e cardiovasculares na cidade de Itabira-MG,
onde ocorre lavra mecanizada a céu aberto de jazidas de minério de ferro. Outro
estudo observou que as internacdes e obitos nos periodos de 1993 a 1997 tinham
relagdo com a poluicdo atmosférica na cidade de Sdo Paulo, aumentando as taxas
de morbidade e mortalidade nos grandes centros urbanos (FREITAS et al., 2004).

Os contaminantes do ar incluem materiais particulados e gases,
potencialmente toxicos que quando inalados podem causar doengas no organismo
humano e de animais (RAABE, 1999). Tais contaminantes atmosféricos podem ser
provenientes da incineragao de residuos, da extracdo ou queima de minérios, como
o carvao, do tabagismo, da exaustdo de veiculos, entre outros (HATZIES et al.,
2006; HOWARD et al., 1998; PINHO et al., 2004; 2005; VINEIS e HUSGAFVEL-
PURSIAINEIN, 2005).

O impacto das ERO e ERN sobre o pulméo é importante porque este érgéao
estd exposto a grandes tensdes de O,, comparativamente aos demais tecidos por

area de contato, e esta exposicado elevada ao O,, gera aumentos intracelulares de

0O, e H,0,, pela promocédo de reacdes de auto-oxidagédo e fuga de elétrons das
mitocdndrias e reticulo endoplasmatico, sendo que o H,O, também pode ser gerado
por oxidases neste 6rgao (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2007).

Ha evidéncias que a exposicdo aguda de pé de carvao induz a acado do
estresse oxidativo em ratos, gerando inflamagao e fibrose pulmonar (ARMUTCU et
al., 2007; PINHO et al., 2004; 2005). Em mineradores, o p6 do carvao pode causar
pneumoconiose e alteragdo na atividade de enzimas antioxidantes como a SOD e a
GPx, além de aumentar a concentragao de malondialdeido (MDA) no plasma (ALTIN
et al., 2004). Outra fonte de ERO no pulmao ¢é a ativacdo de mondcitos e neutrofilos
(BABIOR, 2000).

Estudo de Torres e colaboradores (2004) mostram que no pulméao de ratos
submetidos a estresse oxidativo crénico houve aumento da concentracdo de TBARS,
indicador de lipoperoxidagao, sendo que na analise do TRAP (total radical-trapping
potential), que representa a capacidade antioxidante total, houve alteragdo somente
nas doses sub-crénicas, mostrando a acao compensadora das defesas antioxidantes
nesta fase. Becker e colaboradores (2002) observaram em estudo com células de
pulmao obtidas através de lavagem broncoalveolar, expostas a diferentes tipos de

materiais particulados, indugéo de processo inflamatorio, pelo aumento de neutrofilos



e macréfagos nos alvéolos. Vineis e Husgafvel-Pursiainen (2005) sugerem um
aumento do risco de cancer no pulmdo em individuos expostos ao ar poluido em

areas urbanas.

1.1.8 Metais pesados

A contaminagdo do ambiente por metais toxicos sdo provenientes de
atividades industriais, e entre os mais prejudiciais a saude publica estdo os metais
pesados (CHEN et al., 2006; GALHARDI et al., 2004; REIS et al., 2007). Os metais
pesados apresentam peso atdmico relativamente alto e caracterizam-se pelo efeito
bioacumulativo, sendo que em concentragdes superiores as legalmente
recomendadas, tém sido responsabilizados por causar agravos a saude, incluindo
uma série de neoplasias (HARRIS e SHI, 2003, KAKKAR e JAFFERY, 2005; VALKO
et al., 2006). Os metais possuem a propensao em perder elétrons, formando ions
com cargas positivas que tendem a ser soluveis em fluidos biolégicos (VALKO et al.,
2006). Enquanto ions metalicos apresentam-se deficientes de elétrons, biomoléculas
tais como proteinas e DNA s&o ricas em elétrons, portanto, a atragdo entre estas
oposi¢cdes de cargas conduz a uma tendéncia geral de ions metdlicos interagirem
com moléculas bioldgicas. Desta forma, os compostos de coordenagao formados a
partir destas interagbes sao extremamente estaveis (FLORA et al., 2008; KAKKAR e
JAFFERY et al., 2005; VALKO et al., 2006). Metais pesados, como o ferro, chumbo e
cobre podem induzir in vitro a atividade da glutationa S-transferase (GST) e diminuir
a concentracao de glutationa reduzida (GSH) (KORASHY e EL-KADI, 2006, 2008).

Os efeitos toxicos causados por metais sdo geralmente resultado da ligagcéo
destes com aminoacidos, polipeptidios, proteinas e enzimas (FLORA et al., 2008;
KAKKAR e JAFFERY, 2005). Muitos metais pesados ligam-se a grupos tidis, os
quais frequentemente constituem os sitios ativos de muitas enzimas, cruciais para
fornecimento de energia ou transporte de oxigénio nas células. Evidéncias indicam
que metais de transicdo atuam como catalisadores na deterioragcdo oxidativa de
macromoléculas bioldgicas e, portanto, a toxicidade associada a estes metais deve-
se, em parte, também aos danos oxidativos inerentes (STOHS e BAGCHI, 1995).

Para o controle da absorgdo excessiva de metais os organismos contém a
metalotioneina, uma proteina rica em sulfidrilas que se liga com metais através de
ligacbes mercaptidicas (BURTIS e ASHWOOD, 1998). As funcbes dessas proteinas

sdo de armazenagem de metais téxicos numa forma nao toxica e a regulacdo do
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metabolismo do zinco e do cobre celular, além da regulagdo da absor¢do desses
metais no intestino, diminuindo a sua absorg¢ao (De AZEVEDO e CHASIN, 2003).

1.1.8.1 Chumbo

O chumbo é um elemento téxico ndo essencial que se acumula no organismo.
Como este metal afeta virtualmente todos os 6rgéos e sistemas do organismo, os
mecanismos de toxicidade propostos envolvem processos bioquimicos
fundamentais, que incluem a capacidade do chumbo de inibir ou imitar a acéo do
célcio e interagir com proteinas (FLORA et al., 2008). Em niveis de exposigao
moderada, um importante aspecto dos efeitos tdxicos deste metal é a reversibilidade
das mudangas bioquimicas e funcionais induzidas. Esses efeitos sdo principalmente
devidos a interferéncia do chumbo no funcionamento das membranas celulares e
enzimas, formando complexos estaveis com ligantes contendo enxofre, fésforo,
nitrogénio ou oxigénio (grupamentos -SH, -H,POs;, -NH,, -OH), como doadores de
elétrons. As interagdes bioquimicas do chumbo com grupamentos -SH sé&o
consideradas de grande significado toxicologico, visto que, ocorrendo em uma
enzima, sua fungdo pode ser inibida, resultando em efeitos téxicos (FLORA et al.,
2008; KAKKAR e JAFFERY, 2005; WANG e FOWLER, 2008). O chumbo também
tem uma alta afinidade por aminas e aminoacidos simples (TSALEV e ZAPRIANOV,
1985).

1.1.8.2 Cobre e ferro

Tanto o ferro como o cobre, metais de transicdo de grande abundancia e
importancia biolégica sédo transportados e estocados, ligados a proteinas especificas
(transferrina, ferritina e ceruloplasmina), as quais previnem ou minimizam as reagdes
de oxidag&o catalisadas por estes minerais (KOSASHY e EL-KADI, 2006, 2008). Os
ions ferro e cobre sdo muito ativos em reacdes de oOxido-reducdo. O ciclo redox
desses minerais pode promover a reagao de Fenton (Figura 2), a qual libera um
potente oxidante, radical hidroxila (OH), a partir do H,O, (HALLIWELL e
GUTTERIDGE, 2007). O "OH é capaz de retirar um atomo de hidrogénio de acidos
graxos poliinsaturados das membranas celulares e de organelas e iniciar a
peroxidacao lipidica (GAETKE e CHOW, 2003; GALHARDI et al., 2004). O resultado
€ 0 acumulo de hidroperoxidos que destroem a estrutura e fungdo da membrana
(WELCH et al., 2002).
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Muitos estudos tém mostrado que o ferro esta envolvido na formacido de
alguns tipos de lesdées no DNA em células de mamiferos (FLORA et al., 2008). Além
disso, o ferro induz a troca de cromatides-irmas e intervém na mutagénese induzida
por peroxido de hidrogénio e também na transformacao celular (VALKO et al., 2006).
O estresse oxidativo pode produzir eventos genotoxicos por causa do excesso de
ferro nas células, inclusive estimulando a oncogénese (VALKO et al., 2006). De fato,
estudos tém relatado o aumento do risco de cancer em condi¢gdes de sobrecarga de
ferro, como na hemocromatose (TOYOKUNI, 1996; VALKO et al., 20006).

1.1.8.3 Manganés

O excesso de manganés € neurotdxico e ocasiona uma sindrome semelhante
a Doenca de Parkinson (FLORA et al., 2008). Segundo Iregren (1999), trabalhadores
de uma industria quimica, na Suécia, expostos a altos niveis de p6 de 6xido de
manganés apresentaram tal sindrome. Estudos de revisao descreveram que o dano
no sistema nervoso central causado pelo manganés é irreversivel (FLORA et al.,
2008; KAKKAR e JAFFERY, 2005).

1.1.8.4 Zinco

Os compostos de zinco, se presentes em excesso, podem produzir irritagao
e corrosao do trato gastro intestinal, podendo ainda levar a necrose renal ou nefrite,
nos casos mais severos (BARCELOUX, 1999). O zinco, assim como o cobre, ferro e
manganés, participa do controle de varias sinalizagdes metabdlicas, sendo que o
excesso pode alterar mecanismo de transporte, homeostase, compartimentalizacao
e ligacdo em constituintes celulares. Tal processo pode ocasionar disfungdo e
toxicidade celular, através da capacidade dos metais em interagir com proteinas
nucleares e DNA causando danos biolégicos em macromoléculas (FLORA et al.,
2008). Recente estudo verificou em trabalhadores de industria de zinco o aumento
de malondialdeido no plasma, gerando a lipoperoxidagao de membranas celulares e,

consequentemente, dano celular (CHEN et al., 2006).

1.1.9 Dioxinas e furanos

Na lista de gases, as substancias mais toxicas sdo as dioxinas e furanos. O

relatério da Agéncia de Protecdo Ambiental (EPA) dos EUA descreve as dioxinas
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Como uma séria ameaca a saude publica, e que, aparentemente, ndo existe um nivel
seguro para exposigao as mesmas (USA, 2008). Dioxinas constituem um grupo de
centenas de substancias quimicas que sdo altamente persistentes no ambiente. A
combinagdo mais toxica é 2,3,7,8-tetraclorodibenzo-p-dioxina (TCDD), entre outros
(SLEZAK et al., 2000).

Estudos de exposicdo de ratos ao TCDD resultaram em diversas alteragoes,
tais como toxicidade dérmica, imunotoxicidade, hepatotoxicidade, carcinogenicidade,
teratogenicidade, alteragbes de comportamento, regulagdo enddcrina e numerosas
alteragdes bioquimicas (LAWRENCE et al., 1999; SMITH et al., 1998).

De acordo com estudos in vivo e in vitro, os metais pesados e os PCDDs,
PCDFs e PAHs poderiam ser responsaveis pelo estresse oxidativo (KIM et al.,
2004b; YOSHIDA et al.,, 2003), e a exposicdo crbnica ao estresse oxidativo
provocado por estas substancias quimicas poderia estar associada com a ocorréncia
de cancer no pulmao (BABIOR et al.,, 2000; YOSHIDA et al., 2003) e isquemia no
coragao (LEFER e GRANGER, 2000).

1.2 ESPECIES REATIVAS DO OXIGENIO (ERO)

Com excecdo de poucos organismos anaerobios, unicelulares aerébios
tolerantes e alguns helmintos, todos os demais organismos necessitam de O, para
producdo de adenosina trifosfato (ATP) através do transporte de elétrons
dependente de O, em mitocondrias (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2007). No
entanto, o O; é igualmente um agente toxico devido a formagao das ERO, sendo que
0s aerdbios sobrevivem gragas a um complexo sistema de defesas antioxidantes
para sua protecdo (BLOKHINA et al., 2003; VALKO et al., 2006; WILHELM FILHO et
al., 2000).

O desenvolvimento de defesas antioxidantes permitiu a evolugdo dos
organismos através da oxidagao eficaz dos alimentos, sendo que os efeitos danosos
do O, sdo devido a oxidagcdo de componentes celulares essenciais (BLOKHINA et
al., 2003; ZWART et al., 1999). Esta oxidagao reduz o O, até formas intermediarias,
envolvendo espécies radicalares (RL) e nao radicalares, denominadas de espécies
reativas de oxigénio (ERO), além de espécies reativas derivadas do nitrogénio

(ERN). Radicais livres sdo quaisquer espécies capazes, independe de sua
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existéncia, de conter um ou mais elétrons ndo emparelhados em seu orbital mais
externo, sendo espécies instaveis de reatividade elevada, sendo esta inversamente
proporcional a sua meia-vida (FRIDOVICH, 1998; HALLIWELL e GUTTERIDGE,
2007; SAGARA et al., 1998).

As ERO é um termo utilizado para incluir ndo somente os radicais de oxigénio

(O, e "OH) mas também alguns derivados do O, que n&o sdo espécies radicalares,
como o peréxido de hidrogénio (H.0,), o oxigénio singlete ('O.) e o 0zdnio (O3). As
ERO podem ser produzidas por fontes exdgenas, xenobibticos como os agrotéxicos,
medicamentos, tabagismo, raios X, radiagao ultra-violeta, entre outros, ou por fontes
endogenas (e.g. BLOKHINA et al., 2003; FARIAS, 2009; MACAO et al., 2007;
PEDROSA et al., 2001; POSSAMAI et al., 2007; RIBEIRO, 2009; TORRES et al.,
2002; VALKO et al., 2006). As ERO sao produzidas principalmente como
consequéncia do metabolismo celular oxidativo, ou seja, através da cadeia de
transporte de elétrons mitocondrial (ZWART et al., 1999). Além disso, a degradagao
de acidos graxos nos peroxissomas, os mecanismos de detoxificagdo mediados pelo
complexo enzimatico citocromo P-450, o processo de fagocitose e a oxidagdo de
pequenas moléculas como hidroquinonas, ferrodoxinas reduzidas e catecolaminas,
sdo igualmente fontes de ERO (BLOKHINA et al.,, 2003; FRIDOVICH, 1998;
HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2007; SAGARA et al., 1998).

No transporte de elétrons ao longo da cadeia respiratoria, as ERO podem ser

geradas durante episddios colisionais aleatérios no processo de redugao univalente

do oxigénio, gerando sequiencialmente, o radical superoxido (O,~), o peroxido de
hidrogénio (H.O.) e o radical hidroxila ("fOH). A citocromo oxidase adiciona quatro
elétrons para geragcao de ATP na mitocondria (Figura 2), mas inevitavelmente sao
formados cerca de 2% desses intermediarios toxicos (BOVERIS e CHANCE, 1973;
CHANCE et al., 1973).

e -

(=i [=hn -
02 = 0% == Hy0p = "0OH = Hy0

Figura 2 - Oxidantes do metabolismo normal (adaptado de CHANCE et al., 1973).
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Nos organismos, o O, participa na reagdo de Haber-Weiss, gerando oxigénio
e ferro reduzido, o qual catalisa a reacdo de Fenton, formando o radical hidroxila
(Figura 3):

Reacgéo de Haber-Weiss: O, " + Fe®* — O, + Fe?*

Reacdo de Fenton: Fe?" + H,O, — ‘OH + "OH + Fe*

Figura 3 - Representacao da formacao de "OH através das reagdes de Haber-Weiss/
Fenton (adaptado de HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2007).

A reacao do superoxido com peroxido de hidrogénio € acelerada in vivo na
presenca de metais de transicdo, particularmente de ferro e cobre, por meio da
reagdo de Haber-Weiss/Fenton (BLOKHINA et al., 2003; VALKO et al., 2006). O
radical hidroxil também pode ser gerado por radiagdes ionizantes (HALLIWELL e
GUTTERIDGE, 2007).

1.3 DANO OXIDATIVO E ESTRESSE OXIDATIVO

A excessiva producado de ERO induz o dano molecular ou morte celular, os
quais podem ocasionar alteragdes fisioldgicas e processos patologicos (SIES, 1985;
VALKO et al., 2006). Em organismos aerobios sadios, a produgdo de ERO e ERN
estdo balanceadas com as defesas antioxidantes, entretanto, este balanco
continuamente é desfeito, e pode ocorrer dano em importantes biomoléculas, que
podem ou ndo ser reparadas (BLOKHINA et al., 2003; SIES, 1985; VALKO et al.,
2006). O estresse oxidativo é resultado da diminuicdo de defesas antioxidantes,
aumento na producao de ERO, ou a combinagao de ambos (SIES, 1985). O estresse
oxidativo €, portanto, um disturbio no balanco entre pro-oxidantes e antioxidantes,
em favor do primeiro, gerando um dano em potencial (HALLIWELL e GUTTERIDGE,
2007). O alvo principal das ERO e ERN que levam ao quadro de estresse oxidativo
pode variar, dependendo da célula, o tipo de exposicao e a severidade do estresse
(AMES et al., 1993; FRIDOVICH, 1998; KOUTSILIERI et al., 2002). O estresse
oxidativo, gerado pelo excesso de ERO e ERN, em proteinas, pode causar dano aos
receptores, enzimas, transducao de sinais, transporte de proteinas e de enzimas,
além de danos em outras biomoléculas (KOUTSILIERI et al., 2002).
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1.3.1 Lipoperoxidagao

A lipoperoxidacdo (LPO) é um processo de oxidacao de lipidios
polinsaturados, pois membranas e organelas celulares contém grande quantidade de
lipidios polinsaturados, as quais, juntamente com as proteinas, compéem os maiores
constituintes biolégicos de membranas (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2007). A
peroxidagao lipidica resulta em uma mistura complexa de hidroperéxidos e produtos
de oxidagao, incluindo perodxidos ciclicos como o malondialdeido (MDA) e o 4-
hidroxi-2-trans-nonenal (HNE) (SIES, 1999). O MDA é o componente mais
importante (ca. 90%) na lipoperoxidagcao, sendo muito utilizado através da reagao
com o acido tiobarbiturico (TBA) na mensuragdo da lipoperoxidagdo in vitro
(HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2007; URSO e CLARKSON, 2003). A LPO esta
relacionada com efeitos toxicos de diversas substancias quimicas, lesbes nos
tecidos e desenvolvimento de diversas doengas (VALKO et al., 2006; ZWART et al.,
1999) e as lipoproteinas também sao alvos da LPO (HALLIWELL e GUTTERIDGE,
2007).

1.3.2 Dano as proteinas

Os aminoacidos sao susceptiveis a oxidacao, dentre eles, os aromaticos, que
s&o os alvos preferidos das ERO (URSO e CLARKSON, 2003; ZWART et al., 1999).
A oxidacdo direta de lisina, arginina, prolina e treonina, fornece derivados
carbonilicos (VALKO et al., 2006). A oxidagdo de proteinas pode ativar o sistema
imune, induzindo a formacao de anticorpos e doengas auto-imunes (VICTOR e DE
LA FUENTE, 2003). O dano em enzimas reparadoras do DNA (endonucleases,
ligases, etc.) pode elevar os niveis de dano oxidativo no DNA e aumentar a
frequéncia de mutagdes, e ocorrer dano nas proteinas envolvidas na manutencao
essencial do gradiente i6nico entre os fluidos extracelulares, tais como o Ca*-
ATPase e Ca?*/Na* (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2007).

A detecgdo de grupos carbonil estd sendo muito utilizada como um indicador
de dano oxidativo em proteinas (POSSAMAI et al., 2007; URSO e CLARKSON,
2003). O aumento da concentragao de proteinas carboniladas esta associado a
numerosos disturbios patoldgicos, incluindo artrite reumatdide, doenga de Alzheimer,
sindrome do disturbio respiratério, doenca de Parkinson e aterosclerose (ZWART et
al., 1999).



16

O grupo sulfidril (-SH) de aminoacidos sé&o alvos de ERO em diferentes
tecidos, que atua regulando o estado redox dos tidis das proteinas (HARRIS e SHiI,
2003). Isto inclui proteinas de baixo peso molecular doadoras do grupo SH e
enzimas das quais podem catalizar a redugéo do grupo SH de proteinas e detoxificar
pro-oxidantes por conjugac¢ao com a glutationa (GSH) (AKSENOV e MARKESBERY,
2001).

1.3.3 Dano ao DNA

As ERO formadas no metabolismo celular produzem lesées no DNA e em
outras estruturas celulares, fendbmeno causador de doencas e, provavelmente,
relacionado com o processo de envelhecimento celular. Um dos alvos importantes
para o evento da senescéncia € o DNA, que, ao acumular lesdes, desempenha
menos eficientemente sua funcdo informativa (FRIDOVICH, 1998). Ha evidéncias
que os ERO/ERN estao envolvidas no desenvolvimento do cancer, ndo somente por
efeitos diretos no DNA, mas também na alteragdo de sinais de transducéo,
proliferacdo celular, morte celular e comunicagao intercelular. O dano pode ser
direto, através de ataque quimico ao DNA, nas bases purina e pirimidina, ou na
desoxirribose (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2007).

As células possuem mecanismos de reparo ao dano no DNA, que podem nao
ser suficientes na presenca de excesso de ERO. O estresse oxidativo pode
ocasionar quebra na estrutura de elementos do DNA, modificando as bases e
gerando efeitos mutagénicos (BECKMAN e AMES, 1997).

Para o monitoramento humano e ambiental, tanto in vivo como in vitro, pode
ser utilizado o Teste Cometa, o qual detecta danos no DNA que foram induzidos por
xenobiéticos (MALUF e ERDTMANN, 2000). E importante ressaltar que o Teste
Cometa nao é um teste de mutagenicidade, ja que o dano detectado (fragmentagao
do DNA) ainda pode ser recuperado, e, por isso deve ser usado apenas como
indicador de risco (VILLELA et al, 2003).

1.4 DEFESAS ANTIOXIDANTES
Antioxidantes s&o substancias que, quando presentes mesmo em baixas
concentragbes comparadas como o0 agente oxidante, diminuem e previnem a

oxidacdo dos substratos correspondentes (ERO) e diferentes antioxidantes sao
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necessarios para protegao contra o estresse oxidativo — vide Figura 4 (BLOKHINA et
al., 2003; GRIENDLING e FITZGERALD, 2003; HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2007).

Os mecanismos de defesa sdo formados por enzimas, tais como a superoéxido
dismutase (SOD), a catalase (CAT), glutationa peroxidase (GPx), glutationa S-
transferase (GST). Outras enzimas que ndo participam diretamente do processo,
como as que fornecem suporte a GPx, como a glicose-6-fosfato desidrogenase
(G6DP) e a glutationa redutase (GR), além destas, as enzimas glutaredoxina e
tioredoxina, descobertas posteriormente, s&o igualmente fundamentais nos
processos antioxidantes (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2007; JOSEPHY, 1997;
URSO e CLARKSON, 2003). Além dessas defesas enzimaticas, existem ainda
antioxidantes nao-enzimaticos, como a propria glutationa na forma reduzida (GSH),
endogena, como acido urico e o estradiol, outras que sdo exdégenas ou nutricionais,
como o a-tocoferol, principal componente da vitamina E, acido ascorbico (vitamina
C), o B-caroteno, o licopeno (e outros carotendides) e flavondides (PALACE et al.,
1999; RITTER et al., 2004).

Fe*2
/w
NADPH oxidase > Fe (O

O Xamwmf* H,O CAT H,O O
(0 )% +
2 2 SOD 22 2 2
2GSH GPx
NADPH O
GR d GSSG

e /X NADP*

ONOO-

Figura 4 - Esquema das defesas antioxidantes, mostrando a geracédo de espécies
reativas. Antioxidantes: superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT), glutationa

peroxidase (GPx), glutationa reduzida (GSH), glutationa redutase (GR). Espécies
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reativas: radical &nion superoxido (O."), peréxido de hidrogénio (H.O.), radical

hidroxila (‘OH), &xido nitrico (NO°), peroxinitrito (ONOO"). (adaptado de
GRIENDLING e FITZGERALD, 2003).

1.4.1 Defesas antioxidantes enzimaticas
1.4.1.1 Superéxido dismutase (SOD)

A SOD é uma importante enzima antioxidante, abundante em células aerébias

que agem sobre o radical O, ", dismutando-o a H,O, (FRIDOVICH, 1998), que é
menos reativo e pode ser metabolizado por outras enzimas, como a catalase e
glutationa peroxidase (BOVERIS e CADENAS, 1982; HALLIWELL e GUTTERIDGE,
2007).

1.4.1.2 Catalase (CAT)

A enzima catalase tem como funcdo principal transformar o peréxido de
hidrogénio, em agua e oxigénio molecular. A atividade da CAT nos tecidos humanos
€ maior no figado, seguido do rim, pulmao e musculo (HALLIWELL e GUTTERIDGE,
2007). Em células eucaridticas, existem catalases citosolicas e perixossomais,
estando presentes principalmente nos peroxissomas. Por n&o possuirem
peroxissomas, alguns oOrgaos estdo mais expostos aos danos provocados pela
producao de ERO, como o coragdo, os pulmdes e o cérebro. Nesses 6rgaos, um
mecanismo de defesa pode ser a difusdo do perdxido de hidrogénio para o sangue,
onde reagem com a CAT eritrocitaria (BLOKHINA et al., 2003; HALLIWELL e
GUTTERIDGE, 2007).

1.4.1.3 Glutationa peroxidase (GPx)

A GPx é uma selenoenzima cuja acgao reside na oxidacéo de glutationa (GSH)
ao seu dissulfeto correspondente GSSG, removendo o H.O, e gerando H.O. A
glutationa peroxidase desempenha também um importante papel na detoxificacdo de
xenobidticos, além de participar do metabolismo de varios compostos endoégenos,
como prostaglandinas, leucotrienos e hidroperdoxidos organicos, por meio de reagoes
mediadas pela glutationa S-transferase (DICKINSON e FORMAN, 2002; SIES,
1999).
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1.4.1.4 Glutationa redutase (GR)

A GR é uma flavoproteina dependente de NADPH e da integridade da via das
pentoses. E a enzima necessaria para manter a glutationa em sua forma reduzida e,
possivelmente, para controlar o estado redox de NADP em tecidos onde GSSG esta
disponivel. A recuperacao de GSH pela GR é uma etapa essencial para manter
integro o sistema de protegao celular, pois baixas concentracbes de GSH estao
associadas ao estresse oxidativo (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2007).

1.4.1.5 Glutationa S-transferase (GST)

A GST constitui um grupo de enzimas que catalisa a formagao de tioésteres
pela adicdo de GSH a um grande numero de compostos que contém um carbono
eletrofilico (SAGARA et al., 1998). As GSTs mostram uma capacidade peroxidasica
contra os hidroperéxidos organicos e, principalmente, estdo associadas a
biotransformacao de xenobidticos. Estas enzimas catalisam a reagcado de conjugacao
da glutationa em sua forma reduzida (GSH) a estes compostos, aumentando a sua
solubilidade e, assim, facilitando a sua excrecdo na urina e bile (HALIWELL e
GUTTERIDGE, 1999; JOSEPHY, 1997).

1.4.2 Defesas antioxidantes nao enzimaticas
1.4.2.1 Glutationa reduzida (GSH)

A GSH é o unico tiol ndo protéico presente em espécies aerdbicas e seu papel
intracelular antioxidante inclui a detofixicacdo de xenobioticos e de ERO (BLOKHINA
et al., 2003; WILHELM FILHO et al., 2000). Deplecdo da GSH sanguinea resulta no
aumento da formacdo de meta-hemoglobina e consequente incapacidade do
eritrocito em transportar oxigénio, além de causar uma deformacado do eritrécito,
impedindo sua passagem a 6rgéaos vitais (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2007). Seu
déficit acarreta diminuicdo da resisténcia as drogas e as radiagbes, da capacidade
de reversdo de tumores e da sintese do ascorbato em animais (HALLIWELL e
GUTTERIDGE, 2007; VALKO et al., 2006).
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1.4.2.2 Vitamina C

A vitamina C, ou acido ascérbico, € uma vitamina hidrossoluvel e termolabil,
essencial para os organismos vertebrados, pois participa de diversos processos
metabalicos e fisioldgicos, dentre eles a regeneragédo do a-tocoferol, a formagao do
colageno, cicatrizagdo, sintese de epinefrina, corticosterdides e acidos biliares. Além
de co-fator enzimatico, participa dos processos de oxido-reducao, reduzindo o Fe**
em Fe?* no trato gastrintestinal, para facilitar a sua absorgdo, e também esta
envolvida na transferéncia de ferro da transferrina plasmatica para ferritina hepatica
(VALKO et al., 2006).

O acido ascorbico € um dos antioxidantes mais importantes em tecidos de

mamiferos (BANHEGY! et al., 1997), com a capacidade de neutralizar radicais como

0 O, e 0 "OH (VALKO et al., 2006). O acido ascérbico é comumente encontrado no
organismo na forma de ascorbato. Estudos observacionais epidemioldgicos sugerem
que vitaminas antioxidantes como a vitamina C, podem inibir doencas
cardiovasculares e cancer (FLAGG et al., 1995; VILLACORTA et al., 2007). Alguns
estudos tém mostrado uma significante redug¢ao no risco de cancer de pulmao com
um aumento na dieta de vitamina C (BANDERA et al., 1997, OCKE et al., 1997;
YONG et al.,, 1997). Entretanto ha controvérsia com relagdo ao efeito protetor da
vitamina C e E na reducdo de riscos relacionados a eventos cardiovasculares em
homens adultos e idosos (SESSO et al., 2008).

1.4.2.3 Vitamina E

O termo vitamina E é a designagdo comum de duas diferentes familias de
compostos que ocorrem na natureza: os tocoferdis e os tocotriendis, que exibem,
qualitativamente, a atividade biolégica do a-tocoferol, que é o composto
predominante. O tocoferol € o antioxidante lipossoluvel que atua bloqueando a etapa

de propagacao da peroxidagao lipidica dos acidos graxos poliinsaturados das

membranas e lipoproteinas, seqliestrando radicais peroxil (LO,') mais rapidamente
do que esses radicais podem reagir com acidos graxos adjacentes ou com
membranas lipoprotéicas. Em adi¢cdo, tocoferdis reagem e eliminam o oxigénio
singlete e protegem a membrana contra essas espécies (HALLIWELL e
GUTTERIDGE, 2007; VALKO et al., 2006).
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A vitamina E € um scavenger de radicais peroxil, sendo o mais importante
inibidor de ERO nas reagdes de lipoperoxidacdo em animais, podendo esta fungao
estar limitada em situagdes de sobrecarga de ferro (ZINGG, 2007). Ratos induzidos a
intoxicagdo por malation, com pré-tratamento de vitamina E, mostraram diminuigdo
da lipoperoxidagdo em eritrécitos, em comparagdo ao grupo dos ratos sem pré-
tratamento (JOHN et al., 2001).

1.4.3 Suplementagao vitaminica

A vitamina C e a vitamina E sao nutrientes essenciais para seres humanos e
demais organismos aerdbios, pois atuam como antioxidantes, sendo eficientes
agentes redutores de radicais livres (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2007;
HALLIWELL, 2009). A perspectiva de que o consumo suplementar, tanto da vitamina
C quanto da vitamina E, pode proporcionar efeitos terapéuticos benéficos contra o
cancer e as doencgas cardiovasculares renovaram o interesse no estudo dos
antioxidantes (VALKO et al., 2006; ZINGG, 2007).

As doses dietéticas diarias de vitamina C recomendadas s&o de 90 mg para
humanos (DRI, 2000). A vitamina C é absorvida no jejuno e no ileo, por¢des distais
do intestino delgado, através de transporte ativo especifico sédio-dependente. A
capacidade de absor¢cdao do acido ascérbico é limitada pela quantidade de
transportadores presentes.

A atividade da vitamina E é avaliada pela concentracido de alfa-tocoferol
disponivel naturalmente na forma (RRR-), ou através das trés formas sintéticas
(RSR-, RRS- e RSS-) (DRI, 2000). As doses diarias recomendadas para humanos é
de 30 mg/dia de alfa-tocoferol, sendo que o limite toleravel para adultos € até 1000
mg/dia (DRI, 2000). Estas combinagdes sao eficientemente absorvidas no lUumem
intestinal e contidas em quilomicra remanescentes. Durante o catabolismo dos
quilomicra, a vitamina E é distribuida na circulagdo pelas lipoproteinas (ZINGG,
2007).

A quantidade e biodisponibilidade de vitamina C tem grande variedade nas
frutas e vegetais, destarte, uma ingestao regular de frutas e vegetais providenciaria
um aporte adequado de vitamina C (BLOKHINA et al., 2003). Por outro lado, a
presenca de vitamina E reside principalmente em sementes oleaginosas e 6leos

vegetais, estando pouco presente na maioria dos alimentos (DRI, 2000). Na
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impossibilidade de uma dieta balanceada destas vitaminas, a suplementagao mostra-
se igualmente eficaz na manutencao das propriedades antioxidantes associadas a
dieta alimentar (DRI, 2000).

A suplementacdo de vitaminas e minerais é preconizada somente no caso de
aporte insuficiente na alimentagao, na pratica de esportes de alta performance, ou
em determinadas doencgas (e.g. FARIAS, 2009; MACAO et al., 2007; RIBEIRO,
2009), excedendo desta forma, as quantidades recomendadas pela DRIs (Dietary
Reference Intakes) em certas situagdes fisiologicas e em situagbes clinicas
especificas (BLOCK et al., 2008; DRI, 2000; HALLIWELL, 2009).

A hipétese da oxidagado na aterogénese € foco de muitas pesquisas nas
ultimas duas décadas. Muitos pesquisadores apresentaram ponderagdes sobre os
beneficios da suplementagcdo vitaminica sobre eventos cardiovasculares. Estudo
randomizado em individuos durante longo tempo de suplementagéo diaria com 400
Ul de vitamina E e 500 mg de vitamina C, sintéticos, ndo diminuiu os riscos de
eventos cardiovasculares, tais como infarto do miocardio e mortes por doenga
cardiovascular (SESSO et al., 2008), bem como de riscos para cancer de préstata ou
cancer em geral em homens de idade média e idosos (GAZIANO et al., 2009).

Segundo Pryor (2000), através de diferentes estudos clinicos foram
estabelecidas diferentes indicagdes de doses diarias adequadas de vitamina E entre
400 a 800 Ul/dia. Jialal e colaboradores (1995), apds 8 (oito) semanas de
suplementacdo em humanos, mostrou que concentragcdes acima de 400 Ul/dia
diminuiram significativamente a suscetibilidade da lipoproteina de baixa densidade
(LDL) em sofrer oxidacédo, sendo que 800 ou 1200 Ul/dia foram ligeiramente mais
efetivas. Além disso, numerosas publicacbes sobre os usos profilaticos e
terapéuticos da vitamina E, permitem afirmar que sua toxicidade é muito baixa,
mesmo em altas doses de até 3200 Ul/dia, ndo causando efeitos adversos
consistentes (KAPPUS e DIPLOCK, 1992; ROBERTS Il et al., 2007; ROBERTS Il e
TRABER, 2009).

De forma preventiva, Blumberg e Frei (2007) sugerem o uso regular de
suplementagcdo comercial com vitamina E sintética (all-rac-a-tocoferol ou dl-a-
tocoferol sintético) na dose de 100 — 400 Ul para a reducao dos riscos de doencas
cardiovasculares. No entanto, sugerem que mais estudos cientificos experimentais e
observacionais sdo necessarios para avaliar as doses adequadas e o tempo de

tratamento para testar a eficacia antioxidante.
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Por outro lado, recente estudo -caracterizou em pacientes com
hipercolesterolemia poligénica, a relagao dose-resposta no plasma entre vitamina E
e F-isoprostanos, sendo um biomarcador valido para a lipoperoxidagao, sugerindo o
uso de doses maiores de vitamina E para efetivamente diminuir o estresse oxidativo.
Mais especificamente, doses de 1600 Ul/dia e 3200 Ul/dia de vitamina E (RRR-a-
tocoferol) por 15 semanas diminuiram a concentragéo de F.-isoprostanos no plasma
(ROBERTS 1l et al.,, 2007; ROBERTS 1l e TRABER, 2009). A forma natural de
vitamina E administrada naquele estudo € duas vezes mais biodisponivel quando
comparada a forma sintética da vitamina E (all-rac-a-tocoferol) (BURTON et al.,
1998).

De forma semelhante, Block e colaboradores (2008) mostraram ainda que o
uso de 1000 mg/dia de vitamina C por dois meses diminuiu significativamente a

concentragéo de Fj-isoprostanos, diminuindo assim, a lipoperoxidagao.
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2 OBJETIVOS DO ESTUDO

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a concentragao de metais pesados na urina e biomarcadores de
estresse oxidativo no sangue de trabalhadores de equipamento de incineragéo,
situado no municipio de Laguna, expostos aos contaminantes atmosféricos
provenientes da queima dos residuos solidos de servicos de saude (RSSS),
comparativamente a moradores do entorno, localizados no municipio de Capivari de
Baixo e individuos nao expostos ao processo de incineracido, localizados no
municipio de Floriandpolis, antes e apds a suplementagdo de vitamina E (800

mg/dia) e vitamina C (500 mg/dia), durante um periodo de seis meses.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Avaliar o perfil do status antioxidante no sangue dos individuos participantes: grupo
residente (indiretamente expostos, que vivem nas proximidades do incinerador, cerca
de 5 km) e grupo trabalhador (diretamente expostos, funcionarios que realizam a

incineracéo de RSSS a cerca de 100 m do incinerador);

- Avaliar a concentracdo de metais pesados (chumbo, cobre, ferro, manganés e

zinco) na urina de individuos dos participantes;

- Verificar as eventuais diferengas nos niveis intraeritrocitarios das defesas
antioxidantes enzimaticas (CAT, SOD, GPx, GR e GST) presentes no sangue dos
participantes, antes e depois da administragdo diaria de vitamina E (800 mg) e C

(500 mg) durante 6 meses;

- Verificar as eventuais diferencas das defesas antioxidantes nao enzimaticas
(conteudos sanguineos de GSH e plasmaticos de vitamina E) presentes no sangue

destes participantes, antes e depois da administragcao de vitamina E e C;
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- Verificar o comportamento dos indicadores de estresse oxidativo através dos niveis
plasmaticos de TBARS e de proteina carbonilada e de dano no DNA (teste cometa)

nestes participantes, antes e depois da administragao de vitamina E e C.

- Verificar a eficacia da suplementacdo antioxidante relativamente a intoxicacao
ocupacional vinculada a incineracdo de RSSS, através da resposta dos
biomarcadores de estresse oxidativo no sangue dos participantes apds a intervengao

antioxidante.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 DELINEAMENTO DO ESTUDO

Este estudo consiste num ensaio clinico randomizado por idade e sexo,
prospectivo, controlado, realizado em individuos que trabalham no incinerador de
RSSS (diretamente expostos) e individuos que residem nas proximidades do
incinerador (indiretamente expostos), antes e apds a suplementagao vitaminica por

um periodo de seis meses.

3.2 LOCAL DO ESTUDO

O presente estudo foi realizado em uma empresa de reciclagem e incineragao
de RSSS, situada a Rodovia BR 101, no municipio de Laguna, que faz divisa com o
municipio de Capivari de Baixo, no sul do Estado de Santa Catarina (latitude
28°26’5” S, longitude 48°54°21” O). Na regido sul do estado € o unico equipamento

com autorizagao de 6rgados competentes para a atividade de incineragdo de RSSS.

3.2.1 Equipamento de incineragao de RSSS

A empresa realiza a atividade de “Tratamento de Residuos de Servigo de
Saude”, utilizando o processo de incineragdo, com Licenga Ambiental de Operacao
LAO n° 054/2005, concedida pela FATMA. Estd em funcionamento, desde 1996
segundo relatos de moradores da regido, o equipamento da marca RGL-350 SE
(Figura 5) utilizado para incineragdo de residuos de servicos de saude, com
capacidade para 100 kg/h, sendo oficialmente instalado no ano de 2003 (FATMA,
2005).

Conforme relato do representante legal do estabelecimento, o dispositivo de
incineracdo funciona em temperatura superior a 1.000°C e recebe manutencoes
periddicas, tais como, a limpeza do sistema de resfriamento semanalmente, revisao
do motor e bomba mensalmente e substituicdo da grelha a cada 90 dias. Os
funcionarios em principio, devem utilizar equipamentos de protecao individual (EPIs),
como luvas, 6culos, mascaras, calgados fechado e uniformes.

Os trabalhadores que manuseiam o0 equipamento de incineracgao,
periodicamente necessitam retirar as cinzas para armazena-las em tonéis que,

posteriormente, sdo encaminhados para um aterro industrial. O equipamento
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também necessita de manutencédo, com a substituicdo das grelhas do forno sempre
que necessaria. Portanto, o operador do equipamento, bem como os demais
trabalhadores envolvidos com o processo e aqueles envolvidos com a triagem de lixo
doméstico que operam a cerca de 100 m do incinerador, sdo potencialmente
expostos ao MP emitido pela chaminé do incinerador. Neste particular, estudos
epidemioldgicos mostraram aumento da morbidade e mortalidade humanas devido
ao aumento das concentracbes de MP no ar (GUSTAVSSON, 1989), nao
necessariamente vinculadas a presenga de dioxinas (DYE et al., 1997; GHIO et al.,
2002; XIAO et al., 2003).

As fotos (1-6) ilustram as condigcbes de funcionamento e dispositivos do

equipamento de incineragao.

Foto 1 - Instalagbes do incinerador de Foto 2 - Incinerador de residuos —
- residuos. acesso restrito.

N

Foto 3 - Incinerador de residuos — acesso Foto 4 - Lavador de gases.

principal.
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Figura 5 - Planta baixa do incinerador com lavador de gases (FATMA, 2005).

3.2.2 Aspectos epidemiolégicos

Os Indicadores Municipais de Saude do Ministério da Saude mostram que as
maiores causas de mortalidade no ano de 2002 no municipio de Capivari de Baixo,
surpreendentemente, foram por “neoplasias (tumores)” com 27,5%, seguido por

“‘doengas do sistema circulatério” com 20,9%. Dados congéneres da regido sul do
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Brasil mostram que as maiores causas de mortalidade no mesmo ano foram de
‘doengas do aparelho circulatorio” com 33,6%, seguido de “neoplasias (tumores)’
com 18,9%. Este mesmo levantamento, em nivel nacional, revelou que as maiores
causas de mortalidade em 2002 foram também por “doengas do aparelho
circulatério” com 31,5%, seguido de “demais causas definidas” com 17,9%, e
“neoplasias (tumores)” com 15,3%. Nos anos posteriores, o municipio de Capivari de
Baixo, apresentou mortalidade por neoplasias ocupando em média a segunda
posicéo (vide anexos VI e VII; DATASUS, 2009).

3.3 SELEGAO DOS PARTICIPANTES

A populacdo estudada foi composta por trabalhadores da incineragdo de
RSSS, onde atuam aproximadamente 80 funcionarios entre homens e mulheres e
residentes do municipio de Capivari de Baixo. A amostra foi constituida por
individuos do sexo masculino, sendo 25 trabalhadores e 25 residentes, que
aceitaram participar da pesquisa e que se enquadravam nos critérios de inclusédo e
exclusdo do estudo (vide abaixo). No entanto, devido a desisténcia de alguns
participantes que nao aderiram a terapia antioxidante e pela perda de algumas
aliquotas no laboratério, a amostragem final de cada grupo foi constituida por 20
trabalhadores e 20 residentes.

O estudo foi realizado com a participagao de 60 individuos distribuidos em trés
diferentes grupos: trabalhadores (diretamente expostos), residentes que vivem nas
proximidades (ca. 5 km) do incinerador (indiretamente expostos) e doadores de
sangue do Hospital Universitario da UFSC (ndo expostos, localizados a 100 km a
nordeste do incinerador) — vide Figura 6.

O grupo “residentes” (indiretamente expostos) foi constituido por pessoas que
residem no municipio de Capivari de Baixo e que estdo expostos a emissdo dos
residuos gerados pela incineragéo (ca. 5 km do incinerador). O grupo “trabalhadores”
(diretamente expostos) foi constituido exclusivamente por funcionarios da empresa
que trabalham com o equipamento de incineragao ou que estdo muito proximos ao
dispositivo (ca. 100 m), procedendo a triagem de lixo urbano comum. O grupo
“controle” (ndo expostos) foi formado por doadores de sangue do HU/UFSC de

Floriandpolis (cerca de 100 km do incinerador), e que n&o possuiram nenhum tipo de
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exposicdo com a incineragdo de RSSS. O grupo controle ndo recebeu

suplementacao antioxidante.

Selegdo dos individuos

Grupo Grupo

PES IS Trabalhadores
n=20 n=20

l

Diretamente
expostos

Grupo
Controle
n=2u

Indiretamente
expostos

l

Capivari de

Nao expostos

l

laguna FAlorianopolis

Baixo

Figura 6 - Demonstragao da selec¢ao dos individuos.

O estudo foi desenvolvido em dois momentos, antes e apds a suplementagao
vitaminica. Para a suplementacéo de vitamina C e E, utilizaram-se como referéncia
as quantidades sugeridas por Nathens e colaboradores (2002). Roberts Il € Traber
(2009) descrevem que doses acima de 400 mg de vitamina E sdo necessarias para
suprir o organismo humano contra elevados niveis de estresse oxidativo, relacionado
com doengas cardiovasculares, sendo que doses abaixo de 400 mg de vitamina E
podem nao ser suficientes para prevencdo, como constatado por Sesso e
colaboradores (2008), onde a suplementacdo com doses diarias de 500 mg de
vitamina C e 400 Ul de vitamina E ndo foram suficientes para atenuar o dano celular
relacionado também com doencgas cardiovasculares.

Os participantes do estudo correspondentes ao “grupo residente” e o “grupo
trabalhador”, apds as coletas dos materiais biologicos, receberam frascos contendo
vitamina C e vitamina E para suplementagao vitaminica. A vitamina C foi elaborada
pela Medicinallis® Farmacia de Manipulagao, localizada em Igara-SC, sob a forma de

vitamina C 500 mg revestida, cuja matéria-prima é da Galena® Quimica e
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Farmacéutica Ltda, localizada em Campinas-SP (em anexo o laudo do controle de
qualidade). A vitamina E foi elaborada pela Vitallis® Farmacia de Manipulagéo,
localizada em Criciuma-SC, na forma de acetato de alfa-tocoferol 400 mg em
capsulas, cuja matéria-prima é da Deg® Importagdo de Produtos Quimicos Ltda,
localizada em S&o Paulo-SP (em anexo o laudo do controle de qualidade). Os
participantes utilizaram diariamente 2 capsulas de vitamina E e 1 capsula de vitamina
C, pela manha, por um periodo de 6 meses.

A distribuicdo do suplemento vitaminico ocorreu em duas etapas. A primeira
foi no dia da coleta do material biolégico com o fornecimento de quantidade de
vitaminas para um periodo de até 3 meses, seguida da segunda, por igual periodo
de 3 meses. Juntamente com os frascos de vitaminas, foi fornecida uma tabela de
orientagdo ao participante (documento em anexo) com a finalidade de mostrar ao

participante a forma de uso da suplementacao vitaminica.

3.3.1 Critérios de inclusao e exclusao

Como critérios de inclusdo foram selecionados homens com a idade entre 20
a 50 anos com plena capacidade laboral. Ja para os critérios de exclusdo foram
considerados:

1) Estados fisioldgicos, condicbes médicas prévias e/ou concomitantes:
- Presengca de afecgbes patoldgicas sistémica, tais como infecgdes ou
neoplasias, desordens auto-imunes, desordens hormonais, doenga
neurodegenerativa, hepatites, doenga venérea, HIV;
- Pacientes agudamente doentes;
- Doengas hematoldgicas prévias;
- Dados clinicos ou biolégicos sugestivos de doenga renal grave ou hepatica;
- Histéria prévia de doenca pulmonar obstrutiva crénica - DPOC (bronquite
cronica, enfisema e asma);
- Alcoolismo crénico;
- Histdria de acidente vascular cerebral nos ultimos 6 meses;
- Pacientes com conhecida ou suspeita condicdo de hipersensibilidade a
drogas;

- Pacientes que estivessem participando de outros estudos.
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2) Estado nutricional:
- Pacientes desnutridos (através da avaliagdo do IMC?);

- Pacientes que fizessem uso anterior de suplementacao vitaminica.

3.3.2 Questionario de pesquisa

Os participantes foram previamente selecionados através de uma entrevista e
da obtencao de dados pessoais por meio de um questionario de pesquisa adaptado
de Sales e colaboradores (2006), onde constava:
- Dados demograficos: nome, enderegco completo, numero do telefone;
- Dados constitucionais: data de nascimento (idade), sexo, altura e peso
corporal;
- Dados sécio-econémicos: profissdo e ocupacgdo, uso de medicamentos,
uso de fumo e de bebidas alcodlicas, habitos alimentares, uso de suplementagao
vitaminica, ingestdo de agua, de quais fontes e atividade fisica.
- Dados relacionados a saude do trabalhador: carga horaria de trabalho,
utiliza equipamento de proteg¢ao individual ou coletivo, contato com produtos
quimicos;

- Historia patoldgica pregressa: outras doengas associadas.

Através deste levantamento, constatou-se que nao houve diferencas
estatisticamente significantes com relacdo ao consumo de diferentes tipos de
alimentos, ingestéo de alcool e fumo nos individuos entre os trés grupos avaliados

(vide apéndice I).

3.3.3 Avaliagao antropométrica

Medidas antropométricas sdo os parametros mais utilizados na avaliagao do
estado nutricional e de saude de individuos ou de populagdes (LOHMAN et al.,
1998). A partir dos dados referentes ao peso e estatura, foi determinado o indice de
massa corporal (IMC?) dos participantes, sendo que os resultados ndo apresentaram

diferencas significativas entre os grupos (vide apéndice ).
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3.4 PREPARAGAO DAS AMOSTRAS

O sangue e a urina foram obtidos dos participantes em jejum, antes da
ingestao da primeira refeicdo matinal, em uma unidade de saude no municipio de
Capivari de Baixo para o grupo residente, no ambulatério da empresa para o grupo
trabalhador, e no Banco de Sangue do HU/UFSC para o grupo controle. Todos os
participantes, incluindo o grupo controle, deixaram de ingerir alimentos por 12 horas,
antes da coleta dos materiais biologicos.

Foram coletados cerca de 10 ml de sangue, pré e pos-terapia antioxidante, em
tubos com heparina, através de pungao venosa de cada participante da pesquisa, e
logo em seguida aliquotas de sangue foram precipitadas em &cido tricloroacético
(TCA) 12% (1:5, v:v) e estocadas imediatamente em nitrogénio liquido (-170°C), até
a realizacdo da analise de GSH (Figura 7).

A separagao dos eritrocitos e plasma, os quais foram utilizados para os
ensaios dos marcadores de estresse oxidativo/defesas antioxidantes, foi realizada
através de centrifugacdo rapida (3000 g durante 3 min) do sangue total, para
obtengcdo da fragdo plasmatica e eritrocitos, no Laboratorio de Ecofisiologia
Respiratoria, CCB da UFSC. As amostras foram separadas em aliquotas, porcao
celular e o plasma, que foram armazenados a -170°C (nitrogénio liquido) para
posterior analise. Foram observados os cuidados técnicos de coleta e conservagao

do material biologico até a analise laboratorial final.

« N\

Sangue (E.V.) (com heparina) Urina
v 4
Aliquotas de sangue precipitadas em acido Armazenaomento
tricloroacético (1:5) = GSH (= 10°C)
Hemolisados e plasma (centrifugagéo)
—> Biomarcadores de estresse oxidativo

 Z
Armazenamento em nitrogénio >
liquido (- 170°C)

Figura 7 - Demonstragao da preparagao das amostras.
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3.4.1 Equipamentos

As pesagens foram realizadas em balanga analitica marca Ohaus modelo
AR2140. Os valores de pH foram medidos com pH-metro marca Digimed, modelo
DM20. A avaliagdo das defesas antioxidantes enzimaticas, conteudos de GSH e
outros marcadores de estresse oxidativo, foi realizada com o auxilio de um
espectrofotdbmetro UV-visivel duplo feixe, marca/modelo GBC 916, acoplado a um
software apropriado. A avaliagdo da vitamina E foi realizada em aparelho HPLC SCL
10 AVP Shimadzu, detector SPD-M10AVP Shimadzu — Diode Array Detector, e as
glutationas foram analisadas em aparelho HPLC LC-10AD Shimadzu, detector ESA
Coulochem Il (eletroquimico). As andlises de metais pesados foram realizadas
através do uso de um espectrémetro de massa, com plasma indutivamente acoplado
ICP-MS, marca Perkin ElImer SCIEX, modelo Elan 6000.

3.4.2 Reagentes
Os reagentes referentes as analises de biomarcadores de estresse oxidativo
foram adquiridos da Merck e Sigma Chemical Co. (St. Louis, USA). O restante foi de

grau analitico provenientes de empresas nacionais como a Vetec, Merk e Reagen.

3.5 ANALISES LABORATORIAIS
3.5.1 Metais pesados

As amostras foram diluidas em 100 vezes e acidificadas a 1% com acido
nitrico (HNO3) bi-destilado, para um volume final de 10 mL e, posteriormente, foi
realizada determinacdo dos metais, conforme descrito por Willis (1962).

A determinacdo dos metais foi desenvolvida com introducdo da amostra por
nebulizador pneumatico. O equipamento utilizado para as determinagdes foi um
Espectrémetro de Massa com Plasma Indutivamente Acoplado ICP-MS.. Foi
realizada a calibragdo externa do espectrémetro utilizando rodio (Rh) como padréo
interno, e os resultados foram expressos em ug L. As andlises foram realizadas no
Laboratdrio de Quimica da UFSC.

3.5.2 Espécies reativas ao acido tiobarbitturico (TBARS)
Foi utilizado o método espectrofotométrico para a avaliacdo da peroxidagao

lipidica enddgena, realizada em ftriplicata, através da detecgdo em Asss dos derivados
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de seus produtos de oxidagdo, através de substancias que reagem com o acido
tiobarbiturico (TBARS), destacando-se o malondialdeido (MDA), produzindo um
composto rosa, estavel durante 15-20 horas (BIRD e DRAPER, 1984). O TBARS ¢é
uma metodologia relativamente barata, possui boa reprodutibilidade e esta
largamente difundida na literatura pertinente, para fins comparativos (HALLIWEL e
GUTTERIDGE, 1999).

As fragdes do plasma foram precipitadas com acido tricloroacético (TCA) a
12% e agitadas vigorosamente. Em seguida, o sobrenadante foi incubado em
tampéo Tris-HCI 60 mM 7,4 (0,1 mM DPTA - acido dietilenotriaminopentacético) e
acido tiobarbiturico (TBA) 0,67% durante 60 min a 100 °C, em banho-maria. Apds, o
material foi resfriado durante 30 min a 5 °C e centrifugado (5 min a 5000 g), e a
absorbancia do cromoforo de cor résea medida em 535nm, contra o branco, sendo

os valores expressos em nmol TBARS mL™, usando € = 153 mM~" cm™.

3.5.3 Proteina carbonilada (PC)

O dano oxidativo a proteinas por carbonilagdo foi determinado pelo método
proposto por Levine e colaboradores (1990). Foram adicionados 200 pL do plasma
em 800 pL de DPNH (2,4-dinitro fenil hidrazina). Incubou-se por 1 hora a temperatura
ambiente no escuro, com agitagdo a cada 15 min. Adicionou-se 800 pL de TCA 20
%, agitadas vigorosamente, manteve-se em banho de gelo por 10 min e em seguida
centrifugou-se por 5 min a 5000 g. Ao pellet foi adicionado 800 uL de TCA 10 %,
seguida de agitagdo e centrifugacéo por 5 min a 5000 g. Foi adicionado 800 uL de
etanol-acetato de etila, com agitacdo seguinte e centrifugagéo por 5 min a 14000 g,
procedimento que foi repetido por 3 vezes, utilizando o pellet. Ao final, o excesso de
etanol-acetato de etila foi retirado com auxilio de um cotonete, adicionou-se 600 pL
de guanidina 6M, manteve-se em banho-maria a 37 °C por 10 min e procedeu-se a
leitura a 360 nm. A concentragdo de proteinas totais foi determinada segundo o
método de Lowry e colaboradores (1951), usando como padrao a albumina bovina.
Todas as amostras foram analisadas em duplicata e a concentragdo de proteina

carbonilada foi expressa em nmol mg~' proteina carbonilada, usando € = 22 mM" cm-

1
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3.5.4 Tidis protéicos (TP)

Para analise dos tidis protéicos, ou grupos sulfidrilas (-SH) de proteinas do
plasma, foi empregado o Reagente de Ellman (5,5'-ditiobis 2-nitrobenzoato - DTNB),
no ensaio descrito por Riddles e colaboradores (1983). Foram misturados 10 yL de
plasma com 200 yL de 0,1 M de Tampao Tris, contendo 10 mM EDTA, pH 8,2.
Depois de 30 minutos de incubacdo em temperatura ambiente, foi realizado a leitura
da absorbancia em 412 nm, obtida do plasma, que corresponde a quantidade de
TNB formado (equivalente a quantidade de grupo sulfidril). O branco continha
apenas DTNB. Os resultados obtidos da leitura dos tidis protéicos foram
normalizados de acordo com o nivel de proteinas, conforme a metodologia de Lowry
e colaboradores (1951) e a concentragdo foi expressa em nmol mg’ proteina,

usando € = 14,1 mM"' cm™.

3.5.5 Teste cometa

O teste cometa foi realizado de acordo com a metodologia utilizada por Maluf
e Erdtmann (2000). O indice de dano foi avaliado entre 0 e 4, sendo 0 a auséncia de
dano e 4 o dano maximo (Figura 8). Apdés a leitura, o numero de nucleos
correspondente a cada indice de dano foi multiplicado pelo seu respectivo indice e
estes somados, obtendo-se um indice total de dano que pode variar entre 0 e 400.
Além do indice, apresenta-se também a frequéncia de dano, a qual representa o

numero de células danificadas entre as observadas.

Figura 8 - Niveis de dano - Teste Cometa (MALUF e ERDTMANN, 2000).
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Apds a coleta de aliquotas de 5 mL de sangue dos participantes, centrifugou-
se 0 sangue por 10 minutos a 2500 g a fim de separar o plasma, e transferiu-se o
anel de leucécitos com pipeta Pasteur para eppendorf numerado contendo 1 mL de
tampéo PBS, homogeneizou-se e centrifugou-se por 3 minutos a 3000 g. Repetiu-se
o procedimento. Do total da amostra, foram separados 5 pL de leucdcitos e a estes
acrescentados 95 yL de agarose low melting 0,5%. Homogeneizou-se e colocou-se
sobre a lamina numerada coberta com agarose low melting 1,5% (preparada
anteriormente) e deixou-se secar. A eletroforese consistiu em colocar as laminas na
cuba de eletroforese com solucdo tampdo em pH=13, preparada anteriormente, até
cobrir as laminas. Usou-se pH basico (13 - 13,5) porque nessa faixa sao verificados
maior variedade de danos: quebra simples, duplas e sitios apirinicos (falta de uma
base). Colocou-se gelo ao redor da cuba por 20 minutos para controlar aumentos da
temperatura devido ao campo elétrico, e ligou-se a cuba por 15 minutos, a 300 mA e
15V, para que o DNA pudesse migrar.

Apds secarem na estufa a 37°C as laminas foram coradas e a leitura foi feita
utilizando microscoépio 6ptico (400X). Todas as laminas foram feitas em duplicata e
os reagentes usados foram preparados imediatamente antes da realizagcéo do teste.
Nao foi possivel realizar a analise do teste cometa no sangue dos individuos apds a

suplementacgao vitaminica devido a problemas técnicos.

3.5.6 Catalase (CAT)

A atividade da CAT foi analisada segundo Aebi (1984), método que se baseia
na velocidade de degradacdo do perdxido de hidrogénio solucdo de 10 mM em
tampao fosfato 50 mM pH 7,0 preparada no dia da analise em 240 nm, durante 30
segundos. Todas as amostras foram analisadas em duplicatas e os valores

expressos em mmol min~" mL™".

3.5.7 Superoéxido dismutase (SOD)

A atividade da SOD foi analisada em 480 nm, de acordo com o método de
Misra e Fridovich (1972), mediante a oxidagao da adrenalina 60 mM (mudanga de pH
2,0 para pH 10,2) que produz o anion superoxido e um cromoforo réseo, o
adrenocromo. As amostras foram tratadas por uma mistura de cloroférmio:etanol (3:5
v:v), para retirar a hemoglobina presente e impedir a geragao e interferéncia do anion

superoxido artefatual no ensaio. A velocidade inicial de formagao do adrenocromo foi
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monitorada durante cerca de 100 segundos do inicio da reagédo, com acréscimo de
absorbancia a cada intervalo de 15 segundos em torno de 0,013-0,015 unidades,
para entdo adicionar a aliquota da amostra, geralmente em torno de 10 a 70 pL,
dependendo da concentragdo e atividade da enzima presente nesta aliquota. O
tempo total de monitoramento da reacao foi de 3 minutos. Curvas de 4 ou 5 pontos
permitiram avaliar indiretamente a atividade enzimatica da SOD. Os valores da SOD
foram expressos em termos de atividade relativa da enzima (U SOD mL™"), sendo
que uma unidade arbitraria de SOD ¢é definida como a quantidade de SOD
necessaria para diminuir a metade a velocidade de formacdo do adrenocromo
(MISRA e FRIDOVICH, 1972).

3.5.8 Glutationa peroxidase (GPx)

Para a determinagcdo da atividade desta enzima foi utilizado o método de
Flohé e Gunzler (1984) usando 10 pL de amostra e 10 pL de tert-butilhidroperdxido
(t-BuOOH) (4,9 pL de t-BuOOH em 10 mL de tampé&o fosfato) colocados em 1 mL de
meio de reagao, que continha 25 mL de tampéo fosfato 0,1 M pH 7,0, 8,6 mg de
NADPH para 50 mL de meio de reagao, 10 mL de DPTA 5 mM pH 7,0 (19,6 mg de
DTPA para 100 mL de solugédo), 15 mL de agua destilada, 24 mg de GSH para 50
mL de meio de reagédo, e 5 U de GR (2500U/1,9 mL), colocada momentos antes do
ensaio. O método baseia-se em dismutar o tBuOOH pela oxidagcdo de GSH e
formacao de GSSG, catalisada pela GPx, onde a oxidagdo do NADPH é medida em
340 nm. Todas as amostras foram analisadas em duplicatas e os valores foram
expressos em pumol min~' mL™", usando € = 6,22 mM" cm™ (FLOHE e GUNZLER,
1984).

3.5.9 Glutationa redutase (GR)

O método utilizado para a determinacéo da atividade da GR foi o de Calberg e
Mannervick (1985), que verifica em 340 nm durante 30 segundos, a taxa de oxidacao
do NADPH devido a formagéo de glutationa reduzida, a partir da glutationa oxidada,
pela acdo da GR, em um meio de reagédo contendo tampéao fosfato 0,1 M pH 7,0; 8,6
mg de NADPH para 50 mL de meio de reagao; 30,6 mg de glutationa oxidada para
50 ml de meio de reagédo e DPTA 5 mM (19,6 mg de DPTA para 100 mL de solug&o).

Todas as amostras foram analisadas em duplicata e os valores da atividade desta
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enzima foram expressos em pmol min~' mL~ do hemolisado, usando ¢ = 6,22 mM""

cm™.

3.5.10 Glutationa S-transferase (GST)

A atividade da GST foi medida em 340 nm, de acordo com Habig e
colaboradores (1976), onde 10 yL da amostra era adicionada a um meio contendo
10 pL de 1-cloro-2,4-dinitrobenzeno 0,1 M (CDNB), 10 ul de GSH 0,1 M e 970 uL de
tampéo fosfato 0,1 M pH 7,0, sendo que na cubeta de referéncia utilizou-se 980 pL
de tampao fosfato 0,1 M pH 7,0, 10 pL de CDNB 0,1 M e 10 pl de GSH 0,1 M. Este
ensaio tem como principio o uso de 1-cloro-2,4-dinitrobenzeno (CDNB) como
substrato para que a enzima GST, presente na amostra, conjugue a GSH ao CDNB
e forme a substancia detectavel em 340 nm, atividade esta monitorada durante 60
segundos, sendo os valores expressos em pmol min~' mL~" do hemolisado, usando €

=96 mM'cm™.

3.5.11 Glutationa reduzida (GSH, tidis nao protéicos)

As concentragbes de GSH foram obtidas através de duas metodologias
analiticas, por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) e absorbéancia
(espectrofotometria). Devido a problemas analiticos, ndo foi possivel obter os
resultados pos-suplementacdo por HPLC, sendo, portanto apresentado com os
resultados obtidos por espectrofotometria.

Para metodologia analitica por cromatografia foi utilizado um sistema
cromatografico de alta eficiéncia (Shimadzu® SCL 10A_VP) associado a um detector
eletroquimico (ESA® Cuolochem lll) foi obtido a deteccdo de GSH e GSSG. A
separagao, apos injecao automatica de 20 yL da amostra utilizou-se uma coluna e
pré-coluna LUNA RP-18 de fase reversa 250 X 4,6 mm com didmetro de particula de
5 um (Phenomenex®) com uma fase moével tampao fosfato 50 mM pH 2,7 contendo
50 uM de acido octanosulfonico e 2% de Acetonitrila a 1,0 mL.min™ sob fluxo
isocratico (Shimadzu® LC10AT_VP). Um forno de coluna (WATERS/Millipore® TCM)
foi ajustado em 44°C garantindo uma boa resolugao nos picos de resposta. Todos os
solventes utilizados na faze mdével tinham grau HPLC, sendo previamente filtrados
(Membrana PVDF 0,45 um - Millipore®) antes do uso (RODRIGUEZ-ARIZA et al.,
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1994). Para preparacéo da curva de calibragéo (1,0 — 10 — 100 uM) foi utilizado uma
solugao-mae 1 mM de GSH e GSSG.

Para metodologia analitica por absorbancia, foi utilizado um espectrofotémetro
UV-visivel marca/modelo GBC, onde avaliou-se a concentragao eritrocitaria de
pequenos tidis em precipitado acido (TCA 12%, 1:4, v:v), empregando o método de
Beutler e colaboradores (1963). A adi¢cao de 0,2 mL de acido 2-nitrobenzéico 2,5 mM
(DTNB) nas cubetas contendo 1,9 mL de tampao Tris-HCL 0,2M pH 8,0 e 0,1 mL da
amostra, permitia, apos cerca de 3 min e agitagdo da cubeta, a obtengdo maxima de
formacgao do anion tiolato (TNB) de cor amarela, mensuravel em Ass.. As amostras
foram analisadas em duplicata e os valores foram expressos em pmol mL™", usando ¢

=14,1 mM'cm™.

3.5.12 Vitamina E (VE)

A deteccéo de alfa tocoferol foi feita em um sistema cromatografico de alta
eficiéncia (Shimadzu® SCL 10A VP) associado a um detector photodiode array
ajustado para uma melhor resposta em um A= 292 nm (Shimadzu® PDA 10A_XL). A
separacao, apods injecdo automatica de 20 pL (Shimadzu® SIL 10AD_VP), teve lugar
utilizando-se uma coluna e pré-coluna LUNA RP-18 de fase reversa 250 X 4,6 mm
com diametro de particula de 5 um (Phenomenex®) com uma fase movel MetOH a
1,0 mL.min" sob fluxo isocratico (Shimadzu® LC10AT _VP). Todos os solventes
utilizados na faze movel tinham grau HPLC, sendo previamente filtrados (Membrana
PVDF 0,45 uym - Millipore®) antes do uso. Para a preparagdo da curva de calibragao,
partiu-se de uma solugdo de 10 mM de alfa tocoferol com sucessivas diluicbes em
MetOH obtendo os pontos da curva padrao (5 — 10 — 25 — 100 uM). Para preparagao
das amostras, pipetou-se 300 pl da solugao etanol/metanol 5% gelado, em um tubo
com tampa, adicionou-se 100 pL do plasma, agitou-se em vortex por 12 segundos.
Apos colocou-se em banho de gelo por 10 minutos. Centrifugou-se a 12.000 g por 10
minutos. Aproximadamente 75 pL do sobrenadante (fase hexano) foi adicionado 1
mL de hexano, agitou-se em vortex por 30 segundos, centrifugou-se a 5000 g 10
minutos e transferiu-se aliquotas de aproximadamente 800 pL em tubos onde o
hexano foi evaporado com nitrogénio. Adicionou-se, entdo, 800 pL de metanol para
ressuspender e injetou-se este extrato ao sistema cromatografico. As colunas foram

eluidas isocraticamente com metanol e o fluxo foi de 1 mL/min. As amostras foram
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analisadas em duplicata e a concentragado plasmatica de a-tocoferol foi determinada

através de uma curva-padrio e expressa em pmol L~' (NICOLETTI et al., 2001).

3.6 CONSIDERAGOES ETICAS

Para a realizacao deste ensaio clinico, o presente protocolo foi encaminhado e
aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal de Santa
Catarina, protocolo N°. 366/05-CEP (Anexo). O protocolo experimental atendeu ao
que determina a Resolugao n° 196/1996, do Conselho Nacional de Saude, sobre
pesquisas clinicas, bem como principios éticos, cientificos e técnicos consoantes
com os padrbes de aceitacdo internacional para ensaios clinicos. Cada paciente

preencheu o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (Anexo).

3.7 ANALISE ESTATISTICA

Comparacgbes estatisticas dos biomarcadores de estresse oxidativo e metais
pesados dentro dos diferentes grupos foram realizadas usando ANOVA (analise de
variancia), de uma via, complementada pelo teste de Dunnett. Para comparagao
pareada entre os grupos residentes e trabalhadores, antes e apos a suplementagao
antioxidantes foi utilizado o teste t de Student. Na analise das correlagdes foi utilizado
o teste de Correlacédo de Pearson. Para todas as analises estatisticas foi admitido um

nivel minimo de significancia de 5 % (p < 0,05).
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4 RESULTADOS

4.1 MANUSCRITO 1

OCCUPATIONAL AIRBORNE CONTAMINATION IN SOUTH BRAZIL: 2. OXIDATIVE
STRESS DETECTED IN THE BLOOD OF WORKERS OF INCINERATION OF
HOSPITAL RESIDUES

Possamai, F. P.; Avila Junior, S.; Budni, P.; Backes, P.; Parisotto, E. B.; Rizelio, V.

M.; Torres, M. A.; Colepicolo, P.; Wilhelm Filho, D.

Manuscrito publicado no peridodico ECOTOXICOLOGY, fator de impacto=2,355
(JCR-2008). DOI 10.1007/s10646-009-0387-1. Vide apéndice |.
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4.2 MANUSCRITO 2

ANTIOXIDANT THERAPY ATTENUATES OXIDATIVE STRESS IN THE BLOOD OF
SUBJECTS EXPOSED TO OCCUPATIONAL AIRBORNE CONTAMINATION FROM
COAL MINING EXTRACTION AND INCINERATION OF HOSPITAL RESIDUES

Wilhelm Filho, D.; Avila Junior, S.; Possamai, F. P.; Parisotto, E. B.; Moratelli, A. M.;
Garlet, T. R.; Inacio, D. B.; Torres, M. A.; Colepicolo, P.; Dal-Pizzol, F.

Manuscrito aceito para publicagao no periédico ECOTOXICOLOGY, fator de
impacto=2,355 (JCR-2008). Numero do manuscrito: ECTX 930. Vide apéndice Il.
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4.3 RESULTADOS DO TESTE COMETA

TESTE COMETA

30

indice de Dano

CONTROLE RESIDENTES TRABALHADORES

Figura 9 - indice de dano - Teste Cometa. Analise do indice de dano através do
Teste Cometa no sangue de individuos expostos a incineracdo de RSSS,
comparados com o grupo controle, antes da suplementagao vitaminica. Os Valores

sdo expressos em média * erro padrao (n=20).
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Figura 10 - Frequéncia de dano - Teste Cometa. Analise da frequéncia de dano
através do Teste Cometa no sangue de individuos expostos a incineragao de RSSS,
comparados com o grupo controle, antes da suplementagao vitaminica. Os Valores

s&o expressos em média * erro padréo (n=20).
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5 DISCUSSAO

A principal motivacédo da elaboragao do projeto inerente ao presente trabalho
foi decorrente da constatagdo do aumento nos ultimos anos da morbi-mortalidade na
cidade de Capivari de Baixo, onde residem os individuos expostos a incineragao de
RSSS proximo a esta cidade (vide anexos VI, VII e VIII). Os Indicadores Municipais
de Saude do Ministério da Saude locais mostram que a maior causa de mortalidade
no ano de 2002 no municipio de Capivari de Baixo, incidiu sobre as “neoplasias
(tumores)”, e o padrao de mortalidade por essa causa permaneceu elevado nos anos
posteriores, geralmente ocupando a segunda colocagéao (vide anexo VI; DATASUS,
2009). Diversos processos e operagdes industriais tais como a emissao de gases
provenientes de veiculos automotores, queima de biomassa, queima de combustivel
da industria, entre outros, s&o fontes de emissdes de contaminantes atmosféricos.
No entanto, em particular, a incineracdo de RSSS pode ser responsavel pela
emissao de substancias de elevada toxicidade, como metais pesados, substancias
organicas, dentre elas as dioxinas, substancias inorganicas e gases (ATSDR, 2007b;
BRASIL, 2002).

Os resultados do presente estudo foram divididos em duas publicagdes
(apéndice | e 1), sendo o primeiro constituido de dados obtidos antes da
suplementagao antioxidante e o segundo de dados obtidos apds a suplementagao e
da analise da concentracdo de metais pesados na urina.

No estudo pos-suplementacdo antioxidante (vide apéndice II; WILHELM
FILHO et al., Ecotoxicology, aceito para publicagéo), as andlises de metais na urina
dos participantes mostrou concentragdes elevadas de chumbo, cobre, ferro e zinco,
sendo que a concentracdo de ferro nos residentes nao foi alterada em relagéo ao
grupo controle e a concentragdo de manganés foi diminuida, tanto na urina de
trabalhadores da incineracdo, como em residentes das proximidades da area do
equipamento, quando comparados ao grupo controle (Quadro 1).

Mais especificamente, com relacdo as analises do chumbo, as concentracdes
na urina mostraram-se elevadas nos individuos trabalhadores da incineragao
(3,204£0,23 ug.L™") e nos residentes (4,37+0,38 ug.L™") que vivem nas proximidades
do equipamento, comparados ao grupo controle (2,20+0,52 ug.L"). A mesma
condicdo foi observada com os trabalhadores da extracdo de carvao, tanto em

mineradores de subsolo ou de galerias (5,69+0,10 pg.L™"), como em mineradores de
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superficie (9,38+0,22 ug.L") e residentes da area do entorno (5,53+1,03 ug.L™"),
quando comparados ao grupo controle (2,20+0,52 ug.L™"), sendo este ultimo grupo o
mesmo controle do estudo envolvendo a incineracdo de RSSS (vide apéndice II;
WILHELM FILHO et al., Ecotoxicology, aceito para publicagdo).

Diversos registros existem para definir valores de referéncia de metais em
amostras biolégicas de humanos, no entanto, ndo ha valores definitivos devido aos
diferentes fatores bioldgicos existentes entre as populacdes. Neste contexto, Apostoli
(1992) descreve critérios para definicdo de valores de referéncia para a toxicidade
dos metais. Dentre os diversos fatores biologicos interferentes citou-se a natureza
dos elementos e o periodo ao qual o estudo é realizado, tendo em vista os
fendmenos antropogénicos que influenciam o grau de exposigcdo em humanos. Além
disso, ha outras variaveis como o sexo, idade e estilo de vida que também podem
interferir na determinagdo desses valores (Apostoli, 1992). Estudos de diferentes
populagdes no mundo determinaram distintos valores de referéncia para a
concentracao de chumbo na urina, os quais estdo em uma ampla faixa de 0,6 a 17
ug.L" (ATSDR, 2007a; BENES et al., 2002; BRASIL, 1994; IYENGAR e WOLTTIEZ,
1988; MINOIA et al., 1990; NIOSH, 1994).

Benes$ e colaboradores (2002) determinaram valor médio para o chumbo na
urina correspondente a 0,6 ug.L™", na populagdo da Republica Tcheca, por outro
lado, amostras de urina de individuos de 55 paises mostrou valores normais para o
chumbo na urina de 11 ug.L" (IYENGAR e WOLTTIEZ, 1988), enquanto que, em
italianos saudaveis e nao expostos diretamente a metais, apresentou valores médios
de chumbo na urina de 17 ug.L”" (MINOIA et al., 1990). Dados do Centro de Controle
e Prevencéo de Doencas (CDC) dos Estados Unidos da América (EUA) informa que
os valores normais de chumbo na urina deveriam estar entre 1,6 e 6 ug.L" para
individuos com a fungéo renal normal (NIOSH, 1994). Além disso, dados da Agéncia
de Registro de Doencas e Substancias Toxicas (ATSDR) dos EUA mostraram que
90% da populagdo americana apresenta na urina o valor de 1,90 ug.L"' (ATSDR,
2007a), valor semelhante ao encontrado nos individuos do grupo controle no
presente trabalho. E importante ressaltar que a ATSDR, em seu Ultimo estudo
realizado no ano de 2007, coloca o chumbo como a segunda substancia mais
perigosa para a saude humana (ATSDR, 2007b).

Surpreendentemente, no Brasil, os legisladores somente normatizaram

valores de exposi¢do ao chumbo para trabalhadores expostos a agentes quimicos,
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sendo que o valor de referéncia (VR) corresponde a 5 ug.L", e o indice bioldgico
maximo permitido (IBMP) a 10 ug.L" para individuos com a fungdo renal normal
(BRASIL, 1994). Desta forma, todos os valores médios verificados no presente
estudo estiveram abaixo daquele indice. Os valores aceitaveis para o chumbo ainda
nao estao claramente definidos e ndo ha registro de niveis seguros para a exposi¢cao
ao chumbo no organismo humano (LIDSKY e SCHNEIDER, 2003). Além disso, o
chumbo n&o participa de nenhum processo metabdlico normal e possui uma cinética
complexa quando presente no organismo humano, podendo mobilizar-se dos ossos
para o plasma (de AZEVEDO e CHASIN, 2003). Para a exposi¢céo de trabalhadores
a todos os demais agentes quimicos, outros indicadores biolégicos devem ser
monitorados, dependendo de estudo prévio dos aspectos de validade toxicoldgica,
analitica e de interpretacéo desses indicadores (BRASIL, 1994).

Em Portugal, foi comparada a concentragdo de chumbo, cadmio e mercurio no
sangue de individuos residentes em Lisboa e na llha de Madeira, os quais vivem
préximos a incineradores de residuos sélidos. Foi verificado que os individuos de
Lisboa apresentaram maior concentracdo dos metais estudados no sangue em
relagdo aos individuos residentes na llha de Madeira, sendo que a concentracéo
desses metais foram, em média, acima dos valores de referéncia (REIS et al., 2007).
Segundo Wang e Fowler (2008), em um estudo de revisao, a exposi¢cao crénica ao
chumbo, cadmio e arsénio em local de trabalho, pode elevar o estresse oxidativo, por
interromper atividade de enzimas antioxidantes através de sua ligagdo em seus sitios
ativos, mais especificamente, aos grupos sulfidrilas ou aos metais essenciais dos
seus grupos prostéticos. Outro estudo de revisdo descreveu que a exposicao em
animais de laboratério ao chumbo aumentou a lipoperoxidagdo, diminuiu o
mecanismo de defesa antioxidante (FLORA et al., 2008) e alterou a sintese do heme
(FLORA et al., 2008; KAKKAR e JAFFERY, 2005). Estudo in vitro mostrou o efeito
toxico dos metais pesados (chumbo, mercurio e cobre), induzindo a atividade da
GST e diminuindo a concentracdo de GSH (FLORA et al., 2008; KORASHY e EL-
KADI, 2006; 2008).

Diferente do chumbo, o cobre &€ um metal-trago, classificado como um
elemento essencial para a vida da maioria dos organismos, mas em altas

concentracbes pode ser uma substancia muito toxica. Estudos in vitro mostraram

que o acumulo desse metal provoca aumento das ERO como H,0,, O, e ‘OH,
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causando estresse oxidativo e alterando o sistema enzimatico antioxidante (FLORA
et al., 2008; GAETKE e CHOW, 2003; GALHARDI et al., 2004; KORASHY e EL-
KADI, 2008). Varios mecanismos tém sido propostos na tentativa de explicar a
toxicidade celular cobre-dependente. A hipétese mais frequentemente citada, é a
propenséo do cobre em reagir na sua forma livre, induzindo a formagao de espécies
radicalares via reagcédo de Fenton (BREMMER, 1998).

Foi observado no presente estudo que as concentragdes de cobre na urina
estiveram elevadas nos individuos trabalhadores da incineragéo (50,25+2,08 ug.L™")
e dos residentes (48,16+2,42 ug.L™") do entorno do equipamento, comparados ao
grupo controle (43,42+1,27 ug.L") — vide Quadro 1. Semelhante condigdo foi
verificada no estudo com os trabalhadores da extragdao de carvdo em mineradores de
subsolo (60,84+2,82 ug.L"), mineradores de superficie (78,75+2,01 ug.L") e
residentes (50,96+1,24 ug.L™"), comparados ao grupo controle acima mencionado
(vide apéndice II; WILHELM FILHO et al., Ecotoxicology, aceito para publicagao).

Estudos congéneres realizados em diferentes paises mostraram valores de
referéncia para a concentragdo de cobre na urina na faixa entre 2 a 38 ug.L”
(BENES et al., 2002; FORTE et al., 2004; IUPAC, 1995; IYENGAR e WOLTTIEZ,
1988; MINOIA et al., 1990; OHASHI et al., 2006), ou seja, os valores médios
verificados em todos os grupos analisados no presente estudo, incluindo o grupo
controle foram acima dos valores de referéncia.

Com relacdo a monitoragdo bioldgica do cobre, nenhum biomarcador de
exposicao € reconhecido, quer pela NR-7, norma regulamentadora brasileira
(BRASIL, 1994), quer pelas agéncias internacionais (ACGTH, 2001; de AZEVEDO e
CHASIN, 2003). No entanto, dados da Unido Internacional de Quimica Pura e
Aplicada (IUPAC) mostraram que os valores da concentragcdo de cobre na urina s&o
em média de 15 a 36 ug.L"' em individuos sem comprometimento renal (IUPAC,
1995). Outros estudos mostraram valores normais da concentracdo de cobre na
urina, com uma variagdo acentuada em média de 2,2 ug.L" (BENES et al., 2002),
10,6 ug.L"' (FORTE et al., 2004), 38 ug.L" (IYENGAR e WOLTTIEZ, 1988), 23,0
ug.L" (MINOIA et al., 1990) e 13,4 ug.L™" (OHASHI et al., 2006). De qualquer forma,
os valores encontrados no presente trabalho indicam médias acima de todos os
valores supra mencionados para a urina, tanto para os individuos expostos a
incineragdo de RSSS (50,2-48,1 ug.L"), como aqueles expostos a atividade de

mineragdo (78,7-50,2 ug.L™"), como para os préprios controles (43,42+1,27 ug.L™").
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Os dados obtidos neste estudo mostram a possivel influéncia do cobre no
aumento da lipoperoxidacao verificado pelo aumento da concentracido de TBARS no
plasma de individuos expostos indireta e diretamente a queima de residuos, em
comparagao ao grupo controle (Quadro 2). Como foi mencionado acima, o cobre
assim como o chumbo, em estudos in vitro, altera o status antioxidante celular da
GST e GSH (KORASHY e EL-KADI, 2006; 2008). Além disso, outro estudo in vitro
mostrou que o aumento da concentragao do cobre favorece a proliferagao de células
cancerosas (VALKO et al., 2006). Estudo de Galhardi e colaboradores (2004) em
ratos, mostrou que o excesso de cobre altera os marcadores de estresse oxidativo,
com aumento da atividade da SOD e diminuicdo da atividade da GPx. Niveis
excessivos de cobre inibem a atividade de enzimas, através da ligagdo com os
grupos sulfidrila, assim como a inibicdo da glicose-6-fosfato desidrogenase, as quais
sd0 responsaveis por proteger o organismo contra os danos provocados pelas ERO
(FLORA et al., 2008; KOSASHY e EL-KADI, 2006, 2008).

O ferro e o cobre sao metais de transicdo essenciais aos organismos, mas,
quando livres nos tecidos, participam ativamente da Reagdo de Fenton, gerando o
radical hidroxil, desta forma participando da peroxidagéao de lipidios (HALLIWELL e
GUTTERIDGE, 2007). Tanto a incineragdo de residuos como a combustdo do
carvao, além de provocar danos citogenéticos (CELIK et al., 2007; DONBAK et al.,
2005), aumenta a formacédo de ERO devido a presenca de metais de transicdo em
MP oriundo da combustéo do carvao (HATZIS et al., 2006; STOHS e BAGCHI, 1995;
TAO et al., 2003; YOSHIDA et al., 2003).

Foi constatado no presente estudo que as concentragdes de ferro na urina
foram aumentadas somente nos individuos trabalhadores da incineracao
(1208,99+50,13 pug.L") comparados ao grupo controle (1032,74+60,05 ug.L™") — vide
Quadro 1. No estudo paralelo com os trabalhadores da extracdo de carvao, apenas
os individuos diretamente expostos, ou seja, mineradores de subsolo
(1249,10+£71,37 ug.L”") e mineradores de superficie (1245,24+19,26 ug.L™"),
apresentaram valores elevados em relagdo ao grupo controle (vide apéndice II;
WILHELM FILHO et al., Ecotoxicology, aceito para publicagao).

Poucos estudos tratam dos valores de referéncia de ferro na urina, sendo que
nao existem procedimentos preconizados e em rotina para vigilancia da
contaminagado ambiental por ferro (de AZEVEDO E CHASIN, 2003). Amostras de

urina de individuos apresentaram valores normais para o ferro em torno de 129 ug.L
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" (IYVENGAR e WOLTTIEZ, 1988). Outros estudos apresentam valores inferiores de
ferro na urina sendo que Forte e colaboradores (2004) encontraram valores médios
em individuos saudaveis de 8 ug.L"' e Bocca e colaboradores (2006) identificaram
valores médios de 8,8 ug.L". No Brasil, ndo ha parametros para o controle biolégico
da exposigdao ao ferro (BRASIL, 1994). Considerando os valores encontrados no
presente trabalho, as médias estdo muito acima de todos os valores supra
mencionados para a urina, em todos o0s grupos, inclusive para o grupo controle,
mostrando um quadro de intoxicacao pela exposicdo ao metal.

Estudo de revisdo mostrou que o aumento da concentragcdao de ferro em
animais e humanos aumenta os riscos de diversas doencas, incluindo doencas
vasculares e neurologicas, além de cancer (VALKO et al., 2006). Além disso, o ferro
favorece a formagédo de ERO que geram danos em lipidios e no DNA, apesar de ser
importante no transporte de oxigénio aos tecidos (VALKO et al., 2006). Outro estudo
de revisdo ja mencionado acima, mostrou que metais como ferro, cobre, cadmio,
mercurio, niquel, chumbo e arsénio, possuem a capacidade de gerar ERO,
resultando em dano celular e inativagdo de enzimas antioxidantes, podendo causar
neurotoxicidade, hepatotoxicidade e nefrotoxicidade em humanos e animais de
laboratério (FLORA et al., 2008).

Com relagdo as analises das concentragcbes de manganés na urina no
presente estudo, mostraram-se diminuidas nos individuos trabalhadores da
incineragdo (2,53+0,15 ug.L") e nos residentes do entorno do equipamento
(4,62+0,11 ug.L™"), quando comparados ao grupo controle (5,63+£0,24 ug.L") — vide
Quadro 1. A mesma condigdo foi observada no estudo com os trabalhadores da
extragdo de carvdo, os mineradores de subsolo (3,21+0,30 ug.L"), mineradores de
superficie (4,72+0,40 ug.L") e no grupo de residentes (2,84+0,10 ug.L"), em
comparagao ao grupo controle (vide apéndice IlI; WILHELM FILHO et al.,
Ecotoxicology, aceito para publicagao).

Os valores de referéncia para a concentracdo de manganés na urina situam-
se na faixa entre 0,5 a 8 yg.L”' (ATSDR, 2008; FORTE et al., 2004; IUPAC, 1995;
IYENGAR e WOLTTIEZ, 1988; MINOIA et al.,, 1990), o que abrangeria todos os
valores encontrados no presente trabalho. Dados da Unido Internacional de Quimica
Pura e Aplicada (IUPAC) mostram que os valores da concentragdo de manganés na
urina sdo, em média, de 0,5 ug.L ™' (IUPAC, 1995). Outros estudos mostraram valores

normais da concentragdo de manganés na urina de 1 a 8 ug.L' (ATSDR, 2008), 0,59
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ug.L" (FORTE et al., 2004), 0,6 ug.L”" (IYENGAR e WOLTTIEZ, 1988) e 1,02 ug.L™
(MINOIA et al., 1990), remetendo os valores encontrado no presente trabalho a esta
variagao.

Quanto a toxicidade do manganés, Flora e colaboradores (2008) em um
estudo de revisdo, igualmente ja mencionado acima, descreve que metais de
transicdo como cobre, zinco, ferro e o manganés participam do controle e sinalizagao
metabdlica. Além disso, a deficiéncia de manganés influencia o metabolismo dos
carboidratos, em ratos, sendo que pode resultar na diminuicdo da sintese de insulina
(KLIMIS-TAVANTZIS e KLIMIS-ZACAS, 1994). O excesso de manganés é toxico em
humanos, pois interage com sitios de ligagdes de proteinas ocasionando em
alteragdes no metabolismo celular (FLORA et al., 2008; KAKKAR e JAFFERY, 2005).

As analises das concentragdes de zinco na urina dos individuos do presente
estudo, verificaram-se elevadas nos individuos trabalhadores da incineragao
(462,51£79,36 ug.L"') e dos residentes (540,58+43,88 ug.L') do entorno do
equipamento, quando comparados ao grupo controle (287,69+18,21 ug.L") — vide
Quadro 1. Situacdo semelhante foi observada no estudo com os trabalhadores da
extragdo de carvao, mineradores de subsolo (1159,04+157,26 ug.L™") e mineradores
de superficie (1064+53,69 ug.L™"), com excecdo dos individuos residentes, que
apresentaram valores semelhantes ao grupo controle (vide apéndice Il; WILHELM
FILHO et al., Ecotoxicology, aceito para publicagao).

Valores de referéncia para a concentragcdo de zinco na urina situam-se na
faixa entre 50 e 456 ug.L" (ATSDR, 2005; BENES et al., 2002; FORTE et al., 2004;
IYENGAR e WOLTTIEZ, 1988; MINOIA et al., 1990). Dados da ATSDR apresentam
valores normais de zinco na urina até 50 pg.L" para individuos sadios (ATSDR,
2005). Bene$ e colaboradores (2002) determinaram valores normais na urina de
individuos sadios para o zinco na média de 71 ug.L", na populagdo da Republica
Tcheca. Estudo de lyengar e Wolttiez (1988), mostrou valores normais de zinco na
urina de 361 pg.L", enquanto que em italianos ndo expostos a metais apresentou
valores médios normais de 456 ug.L™' (MINOIA et al., 1990), Forte e colaboradores
(2004) apresentaram valores normais da concentracdo de zinco na urina como
sendo em média, de 270 ug.L". Desta forma apenas o grupo controle (287,69+18,21
ug.L") apresentaria valores médios compativeis com aqueles resultados, estando os
grupos expostos, tanto da incineragdo de RSSS, como notadamente os expostos a

atividade de mineraciao acima deles.
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O zinco, além de ligar-se a sitios de proteinas, levando a alteragdes no
metabolismo celular, também aumentou o estresse oxidativo no plasma de
trabalhadores de uma industria de zinco, quando comparados a trabalhadores de
uma industria de cobre (FLORA et al.,, 2008). Em trabalho similar envolvendo a
industria de zinco, a compensacado do estresse oxidativo ocorreu provavelmente
devido ao aumento da concentragdo de malondialdeido (MDA), GSH, e da atividade
da SOD (CHEN et al., 2006). Outro estudo relacionou o aumento da atividade de
enzimas como catalase, GPx e SOD em plantas localizadas em uma area de
mineragdo abandonada em Portugal, devido a elevada concentragcdo de metais
pesados como o arsénio, cobre, chumbo e zinco no solo daquela regido (SANTOS et
al., 2009). Em ambientes poluidos como as areas de mineracao, os bioindicadores
sdo importantes para avaliar e monitorar a contaminagcdo ambiental decorrente da
presenca de metais pesados (GARCIA-LORENZO et al., 2009).

Além dos metais pesados, os incineradores de residuos de diferentes paises
geram outros contaminantes, tais como as dioxinas, que se acumulam no organismo
(SOVOCOOL et al.,, 1998), sdo geradoras de ERO e induzem carcinogénese
(FIERENS et al., 2003). Neste sentido, individuos que residem proximo as areas
industriais que possuem incineradores acumulam mais dioxinas no soro do que os
individuos que residem em areas rurais (FIERENS et al., 2003). Leem e
colaboradores (2003) relacionaram a presenca de dioxinas em individuos que
residem proximos a incineragao de residuos, com o aumento da concentracdo de
MDA, desta forma promovendo aumento da lipoperoxidacdo. No presente estudo,
nao foi possivel realizar as analises de dioxinas no sangue, impossibilitando a sua
quantificacdo, por questdes de ordem técnica e financeira. Apesar disso, se
reconhece amplamente que as mesmas devem ter contribuido adicionalmente ao
estabelecimento da condicdo de estresse oxidativo nos individuos direta e
indiretamente expostos a incineragao de RSSS.

Com relagao ao tempo de exposicédo dos participantes do presente estudo, os
individuos que residem nas proximidades do incinerador estdo expostos as emissoes
ha cerca de 5 anos, em média, enquanto os trabalhadores diretamente expostos ha
3,4 anos, em meédia. Esta exposicao € relativamente curta quando comparada a
outros estudos, mas as dioxinas e os metais pesados sdo cumulativos, tanto no
organismo quanto no meio ambiente, e ambos contaminantes aumentam os riscos

de geragao do estresse oxidativo e o desenvolvimento de doengas em relacionadas
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em curto periodo de tempo (HAYS e AYLWARD, 2003). Por outro lado, a exposi¢cao
por um longo tempo a xenobidticos induz o estresse oxidativo e doengas como
neoplasias (ONG et al., 2002). Desta forma, o tempo de exposi¢cao é determinante,
sendo que a exposi¢gao aguda geralmente promove o aumento do mecanismo de
compensacgao das enzimas antioxidantes, enquanto que a exposi¢cao crénica pode
ocasionar menor resposta do mecanismo enzimatico de compensacgao antioxidante,
(FLORA et al., 2008; GALHARDI et al., 2004; HARRIS e SHI, 2003; HATZIS et al.,
2006; VALKO et al., 2006), ou até provocar uma resposta compensatoria inadequada
(WILHELM FILHO et al., 2001).

Para avaliagao da genotoxidade, no presente estudo foi realizada a anélise do
Teste Cometa (TC), onde se avaliou o indice e a frequéncia de dano ao DNA nas
células leucocitarias dos individuos. Os resultados mostraram que ndo houve
diferencgas significativas nos grupos expostos em relagado ao grupo controle (Quadro
2).

Observou-se neste trabalho que a concentracdo de TBARS no plasma
aumentou, tanto nos individuos residentes como nos trabalhadores, em comparagao
ao grupo controle, antes da intervengcdo com vitaminas C e E (vide Quadro sindptico
2). Conforme mencionado acima, estudo em trabalhadores e residentes que vivem
préximos a um incinerador municipal de residuos na Coréia do Sul mostrou valores
elevados de MDA no sangue dos residentes em relagdo aos valores encontrados em
trabalhadores do incinerador de lixo doméstico e industrial (LEEM et al., 2003).
Recente estudo de Liu e colaboradores (2008) também observou aumento da
concentracdo de MDA no plasma de trabalhadores de trés incineradores de residuos
domésticos e industriais em Taiwan. Dalal e colaboradores (1995) observaram
lipoperoxidacdo aumentada pela exposi¢cao ao pé do carvdo em mineradores da
extracdo de ferro. Adicionalmente, em outro estudo, a exposi¢cdo crbénica de
mineradores mostrou persisténcia de elevadas concentragdes de MDA plasmatico e
diminuiu a atividade da SOD e GPx (ALTIN et al., 2004). Resultados similares
também foram encontrados por Pinho e colaboradores (2004), que igualmente
mostraram aumento da concentracdo de TBARS plasmatico em ratos, apés 60 dias
de exposicao a MP relacionado ao p6 de carvao. Estudo de Zhang e Huang (2002)
realizado em cultura de células expostas ao p6 do carvao, verificou que o ferro é

capaz de gerar lipoperoxidagdo em comparagao a células ndo expostas. O ferro
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contido em MP pode levar a formacédo de radical hidroxil e causar dano no DNA,
proteinas e lipidios (FUBINI e HUBBARD, 2003).

No presente estudo, apds a suplementagao vitaminica os valores de TBARS
apresentaram-se semelhantes aqueles do grupo controle, provavelmente devido ao
aporte exdgeno destes antioxidantes nutricionais. Semelhantemente, nos outros dois
trabalhos de nosso grupo de pesquisa, Avila Junior e colaboradores (2009)
constataram aumento da concentragcdo de TBARS em individuos que trabalham na
extragdo de carvao de superficie e também em residentes do entorno da atividade de
mineragdo, quando comparados ao grupo controle. De modo analogo, em outro
estudo realizado em trabalhadores e moradores que vivem préximos de uma
termoelétrica no sul do estado de Santa Catarina, também apresentou valores
elevados de TBARS em comparacéo ao grupo controle (POSSAMAI et al., Inhalation
Toxicology, submetido a publicagdo). Apds a suplementagao vitaminica em ambos
os estudos, verificou-se diminuicdo da concentragdo de TBARS no plasma de
individuos expostos.

No presente trabalho, as analises da concentracdo de proteinas carboniladas
(PC) no plasma mostraram aumento somente no grupo de individuos residentes,
indicando o dano oxidativo em proteinas no sangue dos mesmos (Quadro 2). O
excesso de proteinas carboniladas sugere que as proteinas foram alteradas
provavelmente devido ao aumento da geragdo de ERO e do consequente quadro de
estresse oxidativo sistémico (ZWART et al., 1999). Pinho e colaboradores (2004;
2005), em estudo com ratos expostos ao pdé do carvao, mostrou aumento
concomitante da lipoperoxidagdo e carbonilagdo de proteinas nestes animais.
Coerentemente, metais como o cobre, zinco, ferro e manganés catalizam o dano as
proteinas formando proteinas carboniladas pelo excesso de ERO (FLORA et al.,
2008; VALKO et al., 2006). Os aumentos constatados nestes metais e nos niveis de
PC em individuos expostos aos diferentes MP indicam que o estresse oxidativo
detectado estaria relacionado a esses parametros.

Apoés a suplementacao antioxidante realizada no presente estudo, os valores
de PC plasmaticos diminuiram, tanto nos individuos residentes quanto nos
trabalhadores. Neste sentido, no grupo trabalhador apdés a suplementacdo, foi
verificada uma forte correlagdo negativa entre as concentragdes de proteina
carbonilada e as concentracdes de ferro (r = -0,85; p < 0,01) e de zinco (r =-0,61; p <

0,01). Deste modo, os dados sugerem que a menor carbonilagdo de proteinas
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ocorreu provavelmente devido a diminuigdo da geragdo de ERO através do aporte
exdégeno da suplementagdo vitaminica. Possamai e colaboradores (Inhalation
Toxicology, submetido a publicagéo) e Wilhelm Filho e colaboradores (Ecotoxicology,
aceito para publicagdo - vide apéndice IlI) também encontraram respostas
semelhantes nos niveis de PC, tanto em individuos residentes, como também em
trabalhadores da mineragcdo e queima do carvdo, que exibiram concentracdes
elevadas de TBARS em comparagdo ao grupo controle, os quais, apos a
suplementacao vitaminica, foram diminuidas também a valores semelhantes aos do
grupo controle.

Na avaliagcdo da concentragdo dos tidis protéicos (TP), o presente estudo
encontrou valores diminuidos no plasma de individuos trabalhadores, em
comparagao ao grupo controle, antes da suplementagdo com vitamina C e E. Apés a
suplementacdo antioxidante, os valores aumentaram em comparagdo ao grupo
controle, indicando a protecdo gerada com a suplementagdo vitaminica. No grupo
trabalhador apds a suplementacéo, foi observada uma fraca correlagao positiva entre
a concentragdo dos tidis protéicos e a atividade da GPx (r = 0,45; p < 0,095),
sugerindo uma acgao sinérgica entre ambos antioxidantes. Os resultados relativos a
oxidacdo de proteinas reforcam o conceito de que a suplementacdo com as
vitaminas C e E nos individuos promoveu maior protecdo contra a excessiva
producdo de ERO. De forma similar ao que ja havia sido constatado para os niveis
de lipoperoxidagdo e oxidagao as proteinas, Possamai e colaboradores (Inhalation
Toxicology, submetido a publicagéo) e Wilhelm Filho e colaboradores (Ecotoxicology,
aceito para publicagdo — vide apéndice IlI), também encontraram respostas
semelhantes em individuos residentes e trabalhadores da mineracdo e queima de
carvao, os quais apresentaram aumento dessa concentragdo apos a suplementagéo
vitaminica, em comparagao ao grupo controle.

No presente estudo verificou-se que a atividade da GPx foi diminuida, tanto no
grupo residentes quanto no grupo trabalhadores, acompanhando o perfil da GSH,
que foi depletada nestes individuos, em comparagdo aos pertencentes ao grupo
controle (Quadro 2). Essa dupla diminuicdo provavelmente deve-se ao excesso de
ERO produzidos no sangue, que levou ao maior consumo de GSH e
consequentemente, a diminuicdo da atividade da GPx. Coerentemente, Evelo e
colaboradores (1993) também observaram diminuigdo da concentragdo de GSH no

sangue de mineradores com pneumoconiose, apés longo tempo de exposicdo a
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atividade mineracdo. Trabalhadores expostos ao MP de pé do cimento também
apresentaram diminuicdo da concentragdo de GSH (Orman et al., 2005). Altin e
colaboradores (2004) encontraram uma diminui¢gao da atividade da GPx no plasma
de mineradores, com e sem pneumoconiose, expostos cronicamente (nove anos) ao
ambiente de minas de carvao, quando comparados com individuos saudaveis.
Outros estudos, como de Nadif e colaboradores (2001) também encontraram
atividade da GPx diminuida no sangue de mineradores ativos, em comparagdo com
mineradores aposentados. Por outro lado, Armutcu e colaboradores (2007),
encontraram aumento da atividade de GPx no tecido pulmonar de ratos expostos a
uma semana no ambiente de mina de carvao, porém os valores diminuiram na
segunda semana de exposi¢cao, caracterizando uma perda de resposta
compensatéria apds exposicdo mais prolongada, de modo semelhante ao
comportamento da SOD (vide abaixo). Aparentemente, em um curto periodo de
exposicao a xenobidticos a atividade da GPx tende a aumentar para promover a
detoxificacdo do excesso de perdxido de hidrogénio, porém em uma exposicao
crénica ocorre a diminuigdo da atividade da GPx devido a menor concentragao de
GSH, tornando a quantidade de NADPH insuficiente para converter o excesso de
GSSG em GSH (WILHELM FILHO et al., 2001). Adicionalmente, o aumento da
concentracdo de GSSG verificado nos individuos expostos no presente estudo,
reforga a condicdo de um quadro de estresse oxidativo apresentado nos grupos
expostos (Quadro 2). No presente estudo, apds a suplementagdo vitaminica, a
atividade da GPx e a concentragdo de GSH foram restabelecidas, de modo anéalogo
aos outros biomarcadores de estresse oxidativo ja comentados acima, novamente
reforcando que o aporte nutricional obtido na intervencdo antioxidante promoveu
maior protecdo nos tecidos analisados e, consequentemente, menor geracéo de
ERO. Resultados semelhantes da atividade da GPx e da concentracdo de GSH
foram novamente encontrados no estudo em trabalhadores da queima de carvao e
residentes que vivem ao entorno da queima, sendo que apos a intervencao
antioxidante os valores da GPx e do GSH foram restabelecidos (POSSAMAI et al.,
Inhalation Toxicology, submetido a publicagdo). No estudo em trabalhadores da
extracdo de carvao e residentes foi observado que a concentracdo de GSH também
foi restabelecida apds a suplementacido, no entanto, a atividade da GPx somente

diminuiu nos mineradores que trabalham no subsolo e, que, apds a suplementagao,
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houve um aumento da sua atividade (WILHELM FILHO et al., Ecotoxicology, aceito
para publicagédo — vide apéndice II).

A atividade da GR nao apresentou diferencgas significativas entre os diferentes
grupos analisados no presente estudo, antes da suplementagéo vitaminica (Quadro
2). Isso poderia ser consequéncia da intoxicagdo com metais pesados, em individuos
que apresentaram niveis elevados na urina, como aqueles pertencentes aos grupos
direta e indiretamente expostos a incineragdo de RSSS. Segundo Hatzies e
colaboradores (2006), a presenca de diferentes contaminantes no material
particulado incluindo metais pesados, diminuiu in vitro a atividade da SOD, GPx e
GR. Além disso, o0 excesso da concentracao tecidual de metais, como o ferro, cobre,
cromo e vanadio diminuiu a concentracdo de glutationa e tidis protéicos,
ocasionando a lipoperoxidagao, danos ao DNA, as proteinas e provendo alteragao
na homeostase do calcio (STOHS e BAGCHI, 1995). Korashy e colaboradores
(2008) também verificaram que niveis excessivos de cobre bloqueiam os grupos
sulfidrilas de enzimas e também do tripeptideo GSH. Todos esses efeitos supra
mencionados contribuem para acentuar o quadro de insulto oxidativo no sangue de
individuos expostos a xenobidticos, podendo inclusive impedir uma melhor resposta
antioxidante. Apds a suplementacgao realizada no presente estudo, a atividade da GR
mostrou-se aumentada, tanto no grupo residente quanto no grupo trabalhadores da
incineragdo em relagéo ao grupo controle, reforcando a inferéncia sobre a eficacia da
intervencao antioxidante nos grupos expostos a incineragdo de RSSS, no sentido de
reverter aquele quadro. No estudo realizado em mineradores e residentes da
extragcdo do carvao a atividade da GR permaneceu igualmente inalterada antes e
apos a intervencao antioxidante (WILHELM FILHO et al., Ecotoxicology, aceito para
publicacdo — vide apéndice Il). Por outro lado, no estudo envolvendo os
trabalhadores da queima de carvdo e residentes do entorno, foi observada
diminuicdo da atividade da GR somente nos trabalhadores diretamente expostos a
queima do carvao. Apos a suplementacdo antioxidante, nos residentes (grupo
indiretamente exposto), a atividade da GR aumentou e os demais grupos
apresentaram valores semelhantes ao grupo controle, reforcando a protegao
antioxidante através da conversdo de GSSG em GSH (POSSAMAI et al., Inhalation
Toxicology, submetido a publicagao).

A catalase apresentou atividade aumentada apenas no grupo diretamente

exposto, em comparagdo ao grupo controle, sugerindo um mecanismo de
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compensacgao antioxidante contra as ERO, mais especificamente contra niveis
aumentados de peroxido de hidrogénio (Quadro 2). Howard e colaboradores (1998)
também observaram aumento da atividade da catalase em individuos expostos a
ambientes de fumo de cigarros, e Armutcu e colaboradores (2007) observaram o
aumento da atividade da catalase em plasma de ratos expostos por uma semana em
ambiente de mina de carvao. No presente estudo, antes da suplementagao
antioxidante foi verificado no grupo residente uma correlagdo negativa entre a
concentracdo de GSH e a atividade da catalase (r = -0,54; p < 0,05), reforgando a
indicacdo de um quadro de estresse oxidativo. Apds a suplementagao vitaminica,
nao houve alteracdo nos valores da catalase em relacdo ao grupo controle.
Adicionalmente, estudo paralelo desenvolvido em nosso laboratério, constatou
aumento da atividade da catalase em trabalhadores de uma termoelétrica direta e
indiretamente expostos a queima do carvdo para geragdo de energia elétrica
(POSSAMAI et al., Inhalation Toxicology, submetido a publicagao). De modo similar,
em outro estudo paralelo em trabalhadores de minas de carvdo no municipio de
Lauro Muller, também apresentaram valores elevados da atividade da catalase, tanto
em mineradores de subsolo como aqueles que atuam na superficie (AVILA JUNIOR
et al., 2009). Em ambos os estudos, ou seja, tanto os trabalhadores que atuam na
queima do carvao quanto aqueles da extragdo do carvao, apos a suplementagao
antioxidante apresentaram valores da atividade da catalase semelhantes aos do
grupo controle, indicando que, provavelmente, houve diminuicdo na geragédo de
peréxido de hidrogénio no tecido analisado (WILHELM FILHO et al., Ecotoxicology,
aceito para publicacdo — vide apéndice II; POSSAMAI et al., Inhalation Toxicology,
submetido a publicag&o).

De modo similar, a atividade da SOD apresentou-se diminuida em individuos
do grupo diretamente exposto, podendo levar a dificuldade de uma adequada
dismutagado do radical superdxido no sangue desses trabalhadores (Quadro 2). No
grupo trabalhador antes da suplementagado, foi observada uma correlagao positiva
entre as atividades diminuidas da SOD e GR (r = 0,66; p < 0,01), reforcando a
constatacdo de um quadro de estresse oxidativo. A SOD, a GPx e a CAT constituem
as primeiras linhas de defesa antioxidante contra a toxicidade das ERO, sendo que a
indugcdo destas enzimas esta relacionada a exposicdo aguda, ou seja, de curto
periodo de exposi¢cao (GALHARDI et al., 2004). Estas trés enzimas se encontram em

todos os organismos aerobios em concentragdes muito superiores aos seus
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substratos (WILHELM FILHO et al., 2000), no sentido de manté-los os mais baixos
possiveis, para evitar a geragao do radical hidroxil e suas consequiéncias deletérias.
Antes da suplementagcdo antioxidante, os grupos residentes e trabalhadores
apresentaram diminui¢do na concentracdo de GSH, na atividade da GPx e da SOD,
sendo nesta ultima apenas no grupo trabalhador (Quadro 2). Apenas a atividade da
catalase, no grupo trabalhador, apresentou-se elevada na tentativa de eliminar o
excesso de peroxido de hidrogénio (Quadro 2). A GPx, assim como as enzimas
antioxidantes, catalase e SOD, apresentam uma relagcado de interdependéncia entre
si (FLORA et al.,, 2008; VALKO et al., 2006), aparentemente em todos grupos
animais (WILHELM FILHO et al., 2000). Conforme a figura 4, a SOD converte o O,"
em H.0O,, a catalase converte o H,O, a H,O e O,, enquanto a GPx converte 0 H,0,,
ou outros hidroperoxidos, até H,O, com oxidacdo da glutationa reduzida (GSH)
formando a glutationa oxidada (GSSG) (BOVERIS e CHANCE et al.,, 1973). Os
dados obtidos revelam que as defesas antioxidantes, que constituem a primeira linha
de defesa, estdo diminuidas em decorréncia do excesso de ERO pela exposigcédo a
contaminantes atmosféricos nos grupos expostos. Apds a suplementacao
antioxidante, a atividade da SOD aumentou em todos os grupos expostos em
comparagdo ao grupo controle, sugerindo uma maior dismutacdo do radical
superoxido (WILHELM FILHO et al., Ecotoxicology, aceito para publicagdo — vide
apéndice Il). Ainda, apdés a suplementacao, foi observado nos grupos expostos, o
aumento da atividade da SOD, a normalizacdo da GPx, e, o aumento da
concentragédo de GSH, combinado com a permanéncia do aumento da atividade da
catalase (grupo trabalhador), ou seja, um importante aumento das defesas
antioxidantes devido ao aporte nutricional, que diminuiu a injuria caracterizada pelo
quadro de estresse oxidativo. Estudos em trabalhadores da queima e extracdo do
carvao e seus respectivos grupos residentes (individuos em vivem ao entorno da
atividade), apresentaram resultados convergentes quanto a atividade da SOD, antes
e apos a intervencao antioxidante (WILHELM FILHO et al., Ecotoxicology, aceito
para publicagdo — vide apéndice Il; POSSAMAI et al., Inhalation Toxicology,
submetido a publicagéo).

No entanto, Schins e colaboradores (1997) observaram aumento da atividade
da SOD no sangue de mineradores com pneumoconiose, em comparagao com
outros trabalhadores sem a doengca. Armutcu e colaboradores (2007) também

verificaram aumento da atividade da SOD em tecido pulmonar de ratos expostos
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durante uma semana a ambiente de mina de carvao; no entanto, apos a segunda
semana de exposi¢ao, a atividade diminuiu, atingindo valores abaixo do grupo
controle. Isto indica que exposi¢cdées muito prolongadas tende a diminuir a resposta
da SOD aos contaminantes atmosféricos caracterizando uma perda gradativa da
compensacgao antioxidante.

Por outro lado, Altin e colaboradores (2004) verificaram uma progressiva
perda das atividades da SOD e GPx no plasma de mineradores, que foi paralela aos
danos pulmonares, avaliados através de tomografia de alta resolugdo. Conforme
mencionado acima, o chumbo é capaz de inibir a atividade de enzimas, como a SOD
e a GPx, que resultam na diminuicao das defesas celulares antioxidantes, tornando a
célula mais vulneravel ao ataque oxidativo (FLORA et al., 2008). Do mesmo modo,
Hatzies e colaboradores (2006) também observaram que materiais particulados que
contém diversos agentes toxicos, sdo capazes de inibir in vitro a atividade de
importantes enzimas antioxidantes, como a SOD, a GPx e a GR.

Diferentemente do perfil das demais enzimas antioxidantes, a atividade da
GST apresentou-se marcadamente aumentada, tanto no grupo dos trabalhadores
como dos residentes (Quadro 2). Isso ocorreu provavelmente porque a GST é um
biomarcador da presenca de xenobiontes e importante componente das enzimas de
fase Il do processo de biotransformacgao de xenobiontes, onde a conjugacdo da GSH
com os xenobidticos favorece a excrecdo dos produtos desta biotransformagao
(HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2007). A principal rota de biotransformacéo de
xenobiontes ocorre através da indugdao da fase | das enzimas da superfamilia
citocromo P450 (NIMS e LUBET, 1996). Korashy e El-Kadi (2006) observaram
aumento da atividade da GST em células expostas a metais pesados como o
mercurio, chumbo e cobre. No entanto, em mineradores com pneumoconiose apos
longo tempo de exposigéo, foi observada uma diminuicdo da atividade da GST no
sangue (EVELO et al., 1993). Desta forma, aparentemente a GST n&o é capaz de
compensar o dano oxidativo decorrente de crénica exposicdo a diferentes
contaminantes (WILHELM FILHO et al.,, 2001), o que poderia explicar aquela
diminuicdo. Apds a suplementacdao antioxidante a atividade da GST apresentou
valores semelhantes ao grupo controle, novamente exibindo um comportamento
similar aos demais biomarcadores de estresse oxidativo examinados neste trabalho.
Novamente de acordo com os outros parametros analisados, resultados semelhantes

da atividade da GST foram observados no sangue de trabalhadores da queima e
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extragdo de carvao, assim como em seus respectivos grupos residentes em estudos
paralelos (WILHELM FILHO et al., Ecotoxicology, aceito para publicacdo — vide
apéndice Il; POSSAMAI et al., Inhalation Toxicology, submetido a publicagao).

Antes da intervengao vitaminica as concentragdes de a-tocoferol mostraram-
se diminuidas nos grupos de residentes e de trabalhadores, em comparagdo ao
grupo controle (Quadro 2), sugerindo que a maior susceptibilidade a danos celulares
poderia ser decorrente da menor concentracdo deste antioxidante exdgeno naqueles
individuos. O a-tocoferol atua interceptando o radical peroxil (RO’), resultando na
formacgao do radical tocoferoxil, que € regenerado até a-tocoferol pela vitamina C
(BRIGELIUS-FLOHE, 2009). Além disso, a vitamina E, onde o a-tocoferol é o seu
principal constituinte, pode atuar diretamente nas membranas celulares, impedindo
que seja iniciado ou continuado o processo de lipoperoxidacdo (TRABER e
ATKINSON, 2007; VILLACORTA et al., 2007; ZINGG, 2007).

A concentragdo de acido ascorbico nao foi avaliada neste estudo. No entanto,
o uso da Vitamina C como antioxidante possui importante papel, especialmente
como fornecedor de equivalentes redutores para os sistemas de detoxificagdo redox
(HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2007). A suplementacdo com vitamina C, combinada
com a vitamina E, tem sido utilizada principalmente devido a agéo sinérgica desses
dois antioxidantes (BLOCK et al., 2008), sendo que a vitamina C e E protegem as
membranas celulares contra a oxidacdo (HALLIWELL, 2009). Além disso, o uso de
suplementacao vitaminica em modelos animais, mostra a possivel acédo protetora da
suplementacao contra as ERO gerados pela exposi¢cdo a metais pesados, sendo que
a vitamina C poderia ainda atuar como um possivel quelante do chumbo, mostrando
uma acao similar ao EDTA (FLORA et al., 2008).

Apés a suplementacdo com vitamina C e vitamina E, observou-se que a
concentragdo de a-tocoferol apresentou-se elevada em relagdo ao grupo controle
(Quadro 2). Esse aporte exdgeno de vitamina promoveu uma diminuicdo do dano
oxidativo (lipoperoxidacado e carbonilacdo de proteinas) no sangue dos individuos
expostos aos contaminantes atmosféricos oriundos da queima de RSSS. De forma
semelhante, em estudos paralelos Possamai e colaboradores (Inhalation Toxicology,
submetido a publicagao) e Wilhelm Filho e colaboradores (Ecotoxicology, aceito para
publicacdo — vide apéndice Il), também observaram o aumento da concentragdo de
a-tocoferol no sangue de trabalhadores expostos a queima e extragcdo do carvao,

respectivamente, apds a intervencao antioxidante por periodo de 6 meses. De forma
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analoga, Pinho e colaboradores (2005) mostraram uma diminuicdo do estresse
oxidativo em ratos expostos ao pé do carvao, utilizando a N-acetilcisteina e a
deferoxamina como antioxidantes suplementados.

Trabalhos recentes envolvendo analise da efetividade de doses vitaminicas
em pacientes hipercolesterolémicos mostraram que as doses minimas de vitamina E
foram de 800 mg/dia para compensar a produgao de isoprostanos (ROBERTS Il et
al., 2007; ROBERTS Il e TRABER, 2009), coerentemente com as doses utilizadas no
presente estudo.

Sugere-se neste trabalho que um dos mecanismos decorrente do dano a
exposicao de MP incluindo emissdes do processo de incineragao de residuos sélidos
e do po de carvao, que contém metais pesados, poderia estar relacionado a ativagao
de macrofagos e polimorfonucleares existentes no pulmao, liberando mediadores da
resposta inflamatéria, incluindo ERO (BARGAGLI et al., 2009; BECKER et al., 2002;
TAO et al., 2003). Além disso, um pulmao inflamado estd mais propenso a aumentar
o dano oxidativo oriundo da maior exposi¢ao aos MP (BECKER et al., 2002; TAO et
al., 2003), os quais contém variados contaminantes na sua composi¢cao (HATZIES et
al., 2006). As particulas com diametro inferior a 1 ym podem atingir tecidos mais
profundos, sendo absorvidas no pulmdo. Na regido alveolar, parte do material
depositado é removida, principalmente pelos macréfagos, para o epitélio ciliado de
bronquiolos de onde, pelo movimento mucociliar, atingem a faringe. Dessa forma,
grande parte do MP introduzido pela via respiratoria pode atingir a mucosa
gastrintestinal, como consequéncia da degluticdo do material removido até a faringe,
sendo assim absorvido pelo organismo (De AZEVEDO e CHASIN, 2003).

Deve ser ressaltada que a deteccdo prévia de marcadores de estresse
oxidativo em locais onde ha incineracdo de residuos soélidos poderia atenuar o risco
relacionado as doencgas ocupacionais crénicas, € que o uso de antioxidantes poderia
diminuir a geracao de estresse oxidativo inerente a esta exposi¢cao a xenobidticos,
evitando ou atenuando diversos tipos de doencgas relacionadas, incluindo cancer.
Além disso, o uso adequado das normas regulamentares e o monitoramento da
emissdo de contaminantes de incineradores poderiam prevenir a inalacido de
xenobidticos proveniente da queima de seus residuos. Diante do exposto, € possivel
recomendar a suplementacdo vitaminica para individuos expostos a materiais
particulados, tais como trabalhadores da incineracdo de RSSS. Considerando os

estudos paralelos com MP oriundo de trabalhadores da queima de carvao para
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producdo de energia (POSSAMAI et al., Inhalation Toxicology, submetido a
publicagdo) como da extragado de carvdao (WILHELM FILHO et al., Ecotoxicology,
aceito para publicacao), esta recomendagao poderia ser também estendida a estas

outras atividades ocupacionais.



Quadro 1 - Representagao dos resultados das analises dos metais pesados.

METAIS PESADOS

Residentes

Trabalhadores

Chumbo ﬁ ﬂ ﬂ
Cobre ﬂ ﬂ ﬂ
Ferron VN ﬂ

Martganes ﬂ ﬂ ﬂ ﬂ
Zinco ﬁ ﬂ

i

ﬂ= aumento (p<0,05); ﬂﬂ= aumento, sendo p<0,01; ﬂﬂ= diminuicao, sendo p<0,01; VN=

valores normais (similares ao grupo controle).

Quadro 2 - Representagcao dos resultados das analises dos biomarcadores.

TBARS ﬂ ﬂ VN ﬂ ﬂ VN
PC il il VN 41
TP VN ﬁ ﬁ ﬂ/ ﬁ
GSH 1y I 44 Il
GPx ﬂ ﬂ VN ﬂ ﬂ VN
GSSG ﬁ NR ﬂ NR
GR VN ﬁ ﬂ VN ﬁ ﬂ
CAT VN VN ﬁ ﬁ ﬁ ﬂ
soD VN ﬂ ﬂ ﬂ; ﬁ ﬂ
GST ﬁ ﬁ VN ﬂ VN
vE 113! 44 i

ﬁ= aumento, sendo p<0,05; ﬁﬁ= aumento, sendo p<0,01; ﬂ= diminuig¢ao, sendo p<0,05;

ﬂﬂ= diminuicado (p<0,01); VN= valores normais (similares ao grupo controle); NR= analise
nao realizada. *Abreviacbes: TC= teste cometa; TBARS= substancias reativas ao acido
tiobarbiturico; PC= proteina carbonilada; TP= tidis protéicos; GSH= glutationa reduzida;
GPx= glutationa peroxidase; GSSG= glutationa oxidada; GR= glutationa redutase; CAT=

catalase; SOD= superoxido dismutase; GST= glutationa S-transferase; VE= vitamina E.




65

6 CONCLUSOES

A concentracdo de metais na urina como o chumbo, cobre, ferro e zinco, de
individuos trabalhadores da incineracdo de RSSS e residentes apresentaram-
se aumentadas em relagao ao grupo controle, sendo que para o cobre, ferro e
zinco os valores estavam acima da faixa de valores de referéncia da literatura
pesquisada, caracterizando a intoxicacdo destes individuos por metais

pesados;

A exposigao, tanto de individuos direta como indiretamente expostos aos MP
originados da incineragdo de RSSS, alterou o perfil dos marcadores de
estresse oxidativo (TBARS, PC e TP) e o status antioxidante (VE, GSH, GPx,
GR, GST, CAT e SOD) do sangue, caracterizando um quadro de estresse

oxidativo;

A suplementagdo antioxidante com vitaminas C e E durante o periodo de 6
meses, atenuou significativamente este quadro de estresse oxidativo,
aumentando o poder redutor do sangue, diminuindo os processos de
lipoperoxidacao e oxidagao de proteinas, restabelecendo o status antioxidante

neste tecido;

Os resultados acima permitem recomendar o uso de suplementagao
antioxidante, no sentido de atenuar o quadro de estresse oxidativo resultante
da contaminacdo associada a atividade ocupacional relacionada com o

processo de incineragao de RSSS;

Considerando que o perfil do status antioxidante e da intoxicagdo por metais
pesados foi muito semelhante aquele obtido junto a estudos similares
executados paralelamente, em individuos expostos direta ou indiretamente
aos MP originados tanto pela extracdo como pela queima de carvdo, a
recomendacdo do uso de suplementagdo antioxidante poderia igualmente

abranger estas outras atividades ocupacionais.
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7 PERSPECTIVAS

Os resultados obtidos neste trabalho indicam possibilidades futuras de ampliar
o uso de antioxidantes em trabalhadores expostos a contaminantes
atmosféricos, avaliando a possibilidade de uso terapéutico da vitamina E e

vitamina C em atividades ocupacionais congéneres;

Suplementar um grupo controle e adicionar um grupo placebo em projetos

similares no futuro;

Realizar analises de dioxinas no sangue dos trabalhadores, a fim de identificar
a presenca destes agentes devido a exposicdo aos gases gerados pelo
incinerador de RSSS;

Desenvolver um programa de monitoramento ambiental fazendo uso de outros
indicadores biologicos (plantas e animais de laboratério) para avaliar o
impacto de medidas mitigadoras sobre geragcdo de contaminantes

relacionados com MP proveniente do incinerador;

O presente instrumento podera ser utilizado para alertar autoridades de
fiscalizacdo em saude e meio ambiente do impacto da incineragcdo de RSSS e

demais atividades ocupacionais relacionadas com a exposi¢cao aos MP;

Particularmente ao setor industrial, seria necessario melhorar o controle da
geragéo de contaminantes atmosféricos, atuando no principio da precaugéo e
profilaxia, no sentido de reduzir os efeitos deletérios a saude dos

trabalhadores e moradores expostos aos MP;

Os presentes resultados poderao servir de ferramenta para o gerenciamento e
implementagdo de politicas publicas para o controle da poluicdo do ar em

cidades expostas a contaminagéo por MP.
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Abstract  One of the most useful methods for elimination
of solid residues of health services (SRHS) is incineration.
However, it also provokes the emission of several haz-
ardous air pollutants such as heavy metals, furans and
dioxins, which produce reactive oxygen species and oxi-
dative stress. The present study, which is parallel to an
accompanied paper (Avila Jr. et al., this issue), investigated
several enzymatic and non-enzymatic biomarkers of oxida-
tive stress in the blood (contents of vitamin E, lipoperoxi-
dation = TBARS, reduced glutathione = GSH, oxidized
glutathione = GSSG, and activities of glutathione S-trans-
ferase = GST, glutathione reductase = GR, glutathione
peroxidase = GPx, catalase = CAT and superoxide dis-
mutase = SOD), in three different groups (n = 20 each)
exposed to airborne contamination associated with incin-
eration of SRHS: workers directly (ca. 100 m from the
incinerator) and indirectly exposed (residents living ca.
5 km the incineration site), and controls (non-exposed
subjects). TBARS and GSSG levels were increased whilst
GSH, TG and a-tocopherol contents were decreased in
workers and residents compared to controls. Increased GST
and CAT activities and decreased GPx activities were
detected in exposed subjects compared to controls, while
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GR did not show any difference among the groups. In
conclusion, subjects directly or indirectly exposed to SRHS
are facing an oxidative insult and health risk regarding fly
ashes contamination from SRHS incineration.

Keywords Solid residues - Incineration -
Airborne contaminants - Oxidative stress - Antioxidants

Introduction

Although some controversy (Kayajanian 2002; Cole et al.
2003) based on studies that showed no correlations
between health hazard, especially carcinogenesis, and
dioxin emissions from solid waste incineration (Deml et al.
1996; Evans et al. 2000; Gonzalez et al. 2000), chronic
exposure to such contamination seems to represent risk to
public health as well to the surrounding environment
(Leem et al. 2003; Yoshida et al. 2003; Kuo et al. 2008).
Incineration is considered the appropriate fate for SHRS,
despite the fact that it generates atmospheric pollution,
including heavy metals, polychlorinated dibenzo-p-dioxins
(PCDDs), polychlorinated dibenzofuranes (PCDFs), poly-
aromatic hydrocarbons (PAHs), acid gases, and other del-
eterious organic materials (Sovocool et al. 1988; Hong
et al. 2000; Kuo et al. 2008).

Indeed, the soil, air and food near the incineration plants
are contaminated with relatively high levels of dioxins and
heavy metals, causing concern among the population living
in such areas (Fierens et al. 2003; Augusto et al. 2004,
2007; Masuda et al. 2005; Huang et al. 2006). In addition,
exposure to the emission from solid waste incinerators
seems to be the main cause of oxidative stress measured
both in vivo and in vitro (Yoshida and Ogawa 2000; Leem
et al. 2003; Yoshida et al. 2003).
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Exposure to certain metal species is associated with an
increased risk of cancer (EPA 1981). Carcinogenic metals
such as arsenic, chromium, nickel, beryllium, and cadmium
elicit the production of reactive oxygen species (ROS) and
consequently lipoperoxidation, DNA and protein damage
(Halliwell and Gutteridge 1999; Hartwig et al. 2002;
Hengstler et al. 2003). Therefore, biomarkers of oxidative
stress are very useful tools to characterize environmental
contamination (Torres et al. 2002) as well as to monitor
human diseases (Halliwell and Gutteridge 1999). However,
little information is currently available regarding ROS
generation and oxidative insult related to the emission of
solid waste incinerators (Yoshida and Ogawa 2000; Leem
et al. 2003; Yoshida et al. 2003). In addition, as far as we
know, no specific study on oxidative stress was already
been published regarding the incineration of solid residues
of health services (SRHS).

The city of Capivari de Baixo is located in an area ca.
5 km from the SRHS incinerator, in which the main wind
direction (northeast) prevails over the year favoring the
exposure of fly ashes on this city. Not surprisingly, the
most important cause of death in the year of 2002 in
Capivari de Baixo is cancer (27.5%) followed by cardio-
vascular diseases (20.9%), numbers that contrast with other
regions from Brazil, where circulatory diseases (31.5%)
prevailed over undefined causes (17.9%) and tumors
(15.3%) (DATASUS 2008).

Taken into account the above considerations, the present
study was carried out to measure the levels of several
oxidative stress biomarkers in the blood from incineration

P> Wind flow

workers (directly exposed) and subjects living near the
incineration plant (indirectly exposed, residents from
Capivari de Baixo), compared to non-exposed subjects
(blood donors from a hospital localized far away from the
incineration plant).

Materials and methods
Study area

Capivari de Baixo is localized in the south part of the Santa
Catarina state, and possess around 20,000 thousand
inhabitants. Most part of the year the wind flows from
northeast in a relatively constant rate (Monteiro and Fur-
tado 1995). The incinerator start to function in 1996,
therefore the exposure of the subjects, both workers and
residents, is at most 5 years. The incinerator is localized ca.
5 km northeast from Capivari de Baixo, and the pattern of
the dominant wind (around 8 months a year) favors the
exposure of residents of this city to the fly ashes derived
from the incinerator (Fig. 1).

Subjects

Total number of subjects examined were 60 (n = 20 each
group), consisted of age and sex-matched individuals who
were divided in three different groups: directly exposed
(workers; roughly 100 m away from the incinerator),
indirectly exposed (residents; about 5 km

from the

. Incineration Area
| Capivari de Baixo: City location

Fig. 1 Prevalent direction of the wind where the city of Capivari de Baixo (Residents) and the incinerator (Workers) are localized, south part of

the state of SC, Brazil (adapted from Monteiro and Furtado 1995)

@ Springer
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incinerator plant), and non-exposed subjects (controls) who
were randomly selected from subjects recruited from a
blood bank of the University Hospital (HU/UFSC), local-
ized ca. 130 km northeast from the incineration plant.
People living in Capivari de Baixo is exposed to airborne
contaminants since the start of the incineration plant in
1996, while the workers directly exposed are so as long as
they were employed and working at the incineration plant
(in average 3.4 years) (Table 1).

The inclusion criteria for these groups included absence
of any infectious disease such as hepatitis B and C virus,
venereal disease research laboratory slide test (VDRL),
human immunodeficiency virus (HIV), among others.
Furthermore, subjects included in the control group could
not have any previous contact with incineration activities.
The diet of the subjects in the present study was considered
poor regarding the more important nutritional antioxidants
and therefore, the ingestion of vitamins C and E was
considered negligible. None of them were using extra
antioxidant supplementation. The nutritional profile of all
subjects showed no significant differences among the dif-
ferent groups (Table 2). This study was approved by the
Ethic Committee of the Universidade Federal de Santa
Catarina (protocol number 366/2005).

Sample preparation and measurement of antioxidants

All the detailed procedures regarding sample preparation
and the different assays for the analysis of the biomarkers
of oxidative stress (contents of vitamin E, TBARS, GSH,
GSSG, and the activities of GST, GR, GPx, CAT and

Table 1 Demographic characteristics of subjects exposed to incin-
erator residues and control groups

Groups Age (years) IMC? Exposure (years)
Controls 33.1+£74 252+ 26 -

Residents 37.1.£7.9 26.1 £33 49+ 0.2
Workers 343 + 13.7 2512 433 34416

Values are expressed as mean + SE (n = 20 each group)

Table 2 Nutritional profile of subjects exposed to incinerator resi-
dues and control group

Groups Fat meat ~ Milk Green vegetables  Eggs

Controls 14+07 1.7+£09 20+08 1.6 +£0.7
Residents 12+ 10 16+09 20+0.7 124+05
Workers 18+05 15+09 16+09 1.8 +£09

All values given as mean + SE (n = 20 each group). 0 = no con-
sume of foods; 1 = low consume of foods; 2 = medium consume of
foods: 3 = high consume of foods

@ Springer

SOD), and also the statistics used are published elsewhere
(Avila Jr. et al., this issue).

Results and discussion

Municipal solid waste incinerators (MSWI) of different
countries revealed a similar pattern of dioxin generation,
implying that such airborne contaminants are produced
through the same mechanism, regardless the composition
of solid wastes and the incinerator design (Tong and Kar-
asek 1986). Considering such similarity among MSWI
regarding dioxin production, it is reasonable to assume that
the incineration of SHRS probably behave in a similar way
to validate comparisons between data from MSWI and
SHRS. Nevertheless, the industrial incinerator seems to be
more harmful compared to MSWI, because the dioxin
contents and MDA (malondialdehyde, the major end-
product of the lipoperoxidation process) contents in sub-
jects living near an industrial waste incinerator were higher
compared to subjects living near a MSWI (Leem et al.
2003). In addition, people living near an industrial area
containing incinerators seem to accumulate more dioxin in
their sera compared to subjects residing in a rural area from
Belgium (Fierens et al. 2003). The late authors argued that
such difference was probably related to the high con-
sumption of animal fat from the people of the rural area,
regardless the distance from the incinerator.

Materials included in fly ashes from SHRS, such as
heavy metals, PCDDs, PCDFs and probably PAHs
(Sovocool et al. 1988; Hong et al. 2000) are prone to
accumulate, and accumulation will increase proportionally
to the duration of the exposure to fly ashes both in subjects
directly and also indirectly exposed, such as the population
living near the incinerator (Yoshida et al. 2003). In this
regard, residents from our study are exposed for around
5 years in average, whilst the workers are being exposed
3.4 years in average (Table 1). This exposure period to the
incinerator is relatively short compared to other related
studies, but considering the fact that dioxins are very per-
sistent both in the environment and also in animal tissues
(Hays and Aylward 2003), they consequently increases the
risk of oxidative stress and the development of several
diseases even during short exposure periods.

In the present study people directly and indirectly
exposed to SHRS showed a similar oxidative stress profile.
indicating a correlation between the exposure to the
incineration of SRHS and the response obtained from dif-
ferent biomarkers of oxidative stress. Except GR activity
(Fig. 2a), the other antioxidants here examined were
altered both in residents and workers after exposure to
SRHS (Figs. 2b—d, 3a—d). Interestingly, a very similar
profile was obtained in an accompanied paper related to
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Fig. 2 a Glutathione reductase (GR) activities in the blood of subjects
exposed to incineration residues and controls. Values are expressed as
means + SE (n = 20). b Glutathione S-transferase (GST) activities
(umol min~" mI~") in the blood of subjects exposed to incineration
residues and controls. Values are expressed as means + SE (n = 20).
P <001 and * P < 0.05 in relation to controls. ¢ Glutathione
peroxidase (GPx) activities (umol min~" mI™")in the blood of subjects

oxidative stress in mine workers from a mine area in South
Brazil (Avi]a Jr. et al., this issue). GST activity was
increased and GPx was decreased in both exposed groups,
whilst CAT activity was increased (Figs. 2b—d) and SOD
activity was decreased only in workers (Fig. 3a). The
contents of vitamin E and GSH were depleted and TBARS
showed significantly increased values in the plasma of both
workers and residents compared to the control group
(Figs. 3b—d).

Dioxins are able to directly or indirectly generate ROS
and to induce carcinogenesis, and the main route of ROS
generation is probably via biotransformation of xenobiotics
through the induction of the phase I super-family of
CYP450 enzymes (Nims and Lubet 1996; Yoshida and
Ogawa 2000). In this regard, GST activity was increased
both in workers and residents. GST is an important com-
ponent of phase II enzymes of the process of xenobiotic
biotransformation, conjugating GSH to metabolites derived
from the phase I thereby favoring their excretion (Halliwell
and Gutteridge 1999). It is important to note that, despite
the depletion of GSH in the two exposed groups, it seems
that all these subjects are apparently able to compensate the
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exposed to incineration residues and controls. Values are expressed as
means + SE (n = 20). ** P < 0.01 in relation to controls; * P < 0.05
comparing exposed groups. d Catalase (CAT) activities (mmol
min~" ml™") in the blood of subjects exposed to incineration residues
and controls. Values are expressed as means + SE (n = 20).
#% P < 0,01 in relation to controls; ™ P < 0.01 comparing exposed
groups

xenobiotic insult, keeping sustained high GST activities. A
similar profile was obtained in residents and workers from
a mine plant in South Brazil (Avila Jr. et al., this issue).

Also, the enhanced TBARS contents found in the
plasma of both groups exposed to SHRS are well in line
with the results found in workers and residents exposed to
mining activity (Avila Jr. et al., this issue). Moreover,
again a similar profile was obtained regarding the plasma
contents of GSH and vitamin E in both groups in the two
studies (Avila Jr. et al., this issue). The depletion of these
two non-enzymatic antioxidants together with the persis-
tent high lipoperoxidation levels found in both studies
strongly suggests a condition of severe oxidative insult in
exposed subjects. In addition, the increase of GSSG levels
in exposed subjects reinforces such stress condition,
because the oxidized form of glutathione is an excellent
biomarker of oxidative stress (Boveris and Cadenas 1997;
Halliwell and Gutteridge 1999).

In a similar study, increased peroxidation (MDA levels)
in workers and residents were also found, and the authors
also suggested that the effect was related to hazardous
substances such as PCCD/Fs emitted by the incinerator
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Fig. 3 a Superoxide dismutase
(SOD) activities (U SOD ml™")
in the blood of subjects exposed
to incineration residues and
controls. Values are expressed
as means + SE (n = 20).

* P < 0.05 in relation to
controls; ™ P < 0.01 comparing
exposed groups. b vitamin E
(a-tocopherol) contents

(umol 17') in plasma of subjects
exposed to incineration residues
and controls. Values are
expressed as means + SE

(n = 20). * P < 0.05 in relation
to controls. ¢ Total, reduced and 0
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(Leem et al. 2003). Under long-term exposure, the oxida-
tive damage may inhibit cell-mediated immunity, cause
DNA damage, and induce the development of tumors (Ong
et al. 2002).

Superoxide dismutase, GPx and CAT are the main
enzymatic antioxidant defenses (Halliwell and Gutteridge
1999), and these defenses are generally up-regulated in
acute or short-term oxidative stress. Surprisingly, while
SOD activities were decreased, CAT activities were
enhanced in SHRS workers, and the same response was

@ Springer

RESIDENTS

WORKERS

also obtained in workers exposed to mine ambience (Avila
Jr. et al., this issue). Interestingly, comparing such response
to the influence of mining activity, rats exposed sub-
chronically to mine ambience showed SOD and GPx
induction at the first week followed by SOD inhibition at
the fourth week of exposure (Armutcu et al. 2007).
Accordingly, coal miners showed a progressive loss of an
adequate antioxidant compensation regarding SOD and
GPx activities in plasma (Altin et al. 2004). Taken all these
data into consideration, it is possibly to suggest that
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irrespective to the kind of airborne contamination, time of
exposure is determinant, while acute exposure elicits an
apparent antioxidant enzymatic compensation, chronic
exposure seems to reflect some loss of such compensation.

Considering that the process of incineration is growing
in many countries (Leem et al. 2003; Kuo et al. 2008), and
despite that in the last two decades a decline in dioxin
levels was detected in some countries (Hays and Aylward
2003; Fierens et al. 2003; Augusto et al. 2004), this
industrial activity is still a matter of public concern. In this
regard, an important increase in morbidity and mortality in
the city of Capivari de Baixo occurred in 2002, the mor-
tality numbers were closely related to tumors, different
from data of the whole country where tumors are the third
cause of mortality (DATASUS 2008).

The early detection of biochemical markers such as the
oxidative stress biomarkers used in related studies involv-
ing the contamination of incineration of solid waste resi-
dues (Yoshida and Ogawa 2000), might attenuate the
human risk of related occupational diseases. The use of
appropriate guidelines to monitor the emission from
incinerators, adequate equipment to prevent inhalation of
fly ashes and other prophylactic procedures, and the better
understanding of the relations between dioxin levels, ROS
production, and related diseases, including carcinogenesis,
are urgently needed. In addition, the value of an antioxidant
supplementation to eventually attenuate the associated
oxidative insult might also be of importance. This study is
currently in course in our laboratory.

Conclusions

Incineration is one of the most useful methods to eliminate
hospital residues in some countries, however this process
usually expose people who work or live near the inciner-
ator to airborne contamination, leading to tissue oxidative
stress. Irrespective to the controversy involved with health
risks related to dioxin exposure, in the present study we
were able to demonstrate a severe oxidative insult in the
blood not only of workers directly exposed, but also in
residents near a SRHS incineration plant. Non-enzymatic
antioxidants such as total and reduced glutathione were
depleted whilst lipoperoxidation measured through TBARS
levels were persistently enhanced in both exposed groups
compared to controls. Some antioxidant enzymes were also
modified, GPx showed decreased values whilst GST and
CAT showed increased values in exposed subjects. The
possible relationship that this oxidative stress could to be
connected with the numbers of cancer epidemiology in the
region of Capivari de Baixo is here addressed. Local
authorities should establish further studies on the risks
involved with incineration emissions from SRHS and

propose urgent solutions in relation to a public health
policy in the region regarding such environmental
contamination.
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Abstract

Coal mining and incineration of solid residues of health services (SRHS) generate several contaminants
that are delivered into the environment, such as heavy metals and dioxins. These xenobiotics can lead to
oxidative stress overgeneration in organisms and cause different kinds of pathologies, including cancer. In
the present study the concentrations of heavy metals such as lead, copper, iron, manganese and zinc in the
urine, as well as several enzymatic and non-enzymatic biomarkers of oxidative stress in the blood
(contents of lipoperoxidation=TBARS, protein carbonyls=PC, protein thiols=PT, a-tocopherol=AT,
reduced glutathione=GSH, and the activities of glutathione S-transferase=GST, glutathione
reductase=GR, glutathione peroxidase=GPx, catalase=CAT and superoxide dismutase=SOD), in the
blood of six different groups (n=20 each) of subjects exposed to airborne contamination related to coal
mining as well as incineration of solid residues of health services (SRHS) after vitamin E (800mg/day)
and vitamin C (500mg/day) supplementation during six months, which were compared to the situation
before the antioxidant intervention (Avila Jr. et al.; Possamai et al. Ecotoxicology, in press). Except for
the decreased manganese contents, heavy metal concentrations were elevated in all groups exposed to
both sources of airborne contamination when compared to controls. TBARS and PC concentrations,
which were elevated before the antioxidant intervention decreased after the antioxidant supplementation.
Similarly, the contents of PC, AT and GSH, which were decreased before the antioxidant intervention,
reached values near those found in controls, GPx activity was reestablished in underground miners, and
SOD, CAT and GST activities were reestablished in all groups. The results showed that the oxidative
stress condition detected previously to the antioxidant supplementation in both directly and indirectly
subjects exposed to the airborne contamination from coal dusts and SRHS incineration, was attenuated

after the antioxidant intervention.

Keywords: Coal mining; incineration; airborne contamination; oxidative stress; antioxidant

supplementation.

92



Introduction

Environmental pollution of industrialized countries by non-essential heavy metals such as lead,
cadmium and mercury, as well as by other metals such as zinc, copper, iron and the metalloid arsenic, is
largely the consequence of industrial activities (Burbure et al. 2006). Although stringent measures and
controls have been put into place during the last decades, high levels of these pollutants still persist in the
air, as well as in aquatic environments, soils and sediments, and consequently in the food chain, with
hazardous consequences related to chronic environmental exposure of the populations living in
contaminated areas (Aslibekian et al. 2003; Burbure et al. 2006). In addition, several chemical substances
from the environment or xenobiotics induce oxidative stress, such as the pesticide malathion (Possamai et
al. 2007), different particulate air pollutants (Becker et al. 2002), and also heavy metals (Korashy and El-
Kadi 2008).

Two important industrial processes are involved in the release of airborne contaminants in the
state of Santa Catarina, South Brazil. On one hand, mining activity gives rise to environmental
contamination by generating related wastes during the extraction, beneficiation, combustion, and
processing of minerals (Schins and Borm 1999). On the other hand, incineration of solid residues of
health services (SRHS) produces environmental contamination by heavy metals, dioxins, furans,
poliaromathic hydrocarbons and other organic materials (Sovocool et al. 1988; Gonzalez et al. 2000;
Yoshida et al. 2003). Heavy metals can be carcinogenic to humans and many of the toxic effects of metals
might be modified by concurrent exposure to other metals (Harris and Shi 2003; Valko et al. 2006; Flora
et al. 2008). Furthermore, excess occupational exposure to metals is considered to be a major cause of
metal-related cancer (Steenland et al. 1996).

Occupational contamination related to coal mining extraction and SRHS incineration is capable
to induce oxidative stress in the blood of subjects exposed to such activities, as well as in people
indirectly exposed to airborne contamination derived from these activities, as detected recently by our
research group in an accompanied study (Avila Jr. et al.; Possamai et al.; Ecotoxicology in press).

The aim of the present study was to analyze the concentrations of heavy metals in the urine and
the antioxidant profile in the blood of subjects directly or indirectly exposed to SRHS incineration and to
mining activity after six months of antioxidant supplementation with vitamins E and C, compared to the
profile obtained before such antioxidant intervention, in which biomarkers of oxidative stress were

evaluated in the blood of the same subjects, using the same protocol of the present investigation.
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Materials and Methods

In an accompanied papers by Avila Jr. and collaborators and by Possamai and collaborators
(Ecotoxicology, in press), biomarkers of oxidative stress were evaluated in blood samples collected from
subjects involved respectively, in the occupational activities of coal mining and of incineration of solid
hospital residues. After the first sample collection of blood and urine from directly and indirectly exposed
subjects involved in those studies, supplementation of vitamins C (500 mg per day) and vitamin E (800
mg per day) were administered to the same exposed subjects during a period of six months. At the end of
six months of antioxidant supplementation, a second sample collection was performed and again the same
oxidative stress biomarkers were evaluated to verify the possible beneficial effect of vitamins C and E
supplementation. The studied population, exclusion and inclusion criteria, and assays related to other
biomarkers of oxidative stress beside those mentioned below are described elsewhere (Avila Jr. et al.;
Ecotoxicology in press).

Oxidative protein damage by carbonilation was determined as described by Levine and
collaborators (1994). Protein concentrations were determined by Lowry and collaborators (1951), using
albumin as standard. Total protein thiol contents were determined in plasma using the Ellman’s reagent
(5,5°-dithiobis 2-nitrobenzoic acid; DTNB), as described by Riddles and collaborators (1983). Results
were normalized with protein levels also according to the method of Lowry and collaborators (1951).
Reduced glutathione (GSH) was measured at 412 nm according to Beutler and collaborators (1963), using
the Elmann's reagent (DTNB: 2-dithionitrobenzoic acid).

Determination of heavy metal contents were carried out in urine samples, which were maintained
frozen until the analyses, and were collected together with the first blood samples, as mentioned above.
Atomic mass spectroscopy was used according to the method of Willis (1962), and all values were
expressed in pg L. This study was approved by the local Ethic Committee (UFSC protocols numbers

366/2005 and 166/2007).

Statistical analyses

Results were expressed as mean values + standard error (SE). Differences between multiple
groups were compared using One Way Analysis of Variance (ANOVA), using a post-hoc test of Dunnet.
Minimal significance value was assumed at p<0.05. All determinations were performed in duplicate,

excepting TBARS measurements, which were performed in triplicate.
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Results and Discussion

Lead concentrations in the urine of underground (159.0%) and surface mine workers (326.4%),
and also in subjects living at the vicinity of the mines (151.4%; resident group) were higher compared to
values found in controls (Table 1A). A similar profile for lead concentrations was found in the urine of
workers of incineration of solid residues of health services (45.5%) and also in subjects from the resident
group (98.6%) when compared to controls (Table 1B). Similarly, Reis and collaborators (2007) showed
increased levels of Cd, Hg and Pb in subjects indirectly exposed to solid waste incineration in Portugal.
According to Wang and Fowler (2008), chronic exposure to Pb, Cd and As induced oxidative stress by
inhibition of important antioxidant enzymes, probably by an interactive effect in the active site of these
enzymes. Also, the in vitro inhibition of GPx, SOD and GR were already demonstrated by Hatzis and
collaborators (2006) after exposure to three different particulate materials. Epidemiologic studies have
shown that chronic exposition to atmospheric contaminants, which includes heavy metals, are correlated
to increased number of cancer cases, especially lung cancer (Sorensen et al. 2005).

Copper concentrations were also elevated in the urine of both exposed groups of coal extraction
workers, surface and underground miners, as well as in the urine of subjects living near from mining plant
(Table 1A). A similar profile regarding heavy metals in the urine was detected in workers exposed to
SRHS incineration process when compared to controls, and also in subjects living near the incineration
plant (Table 1B). Accumulation of this metal in humans increases ROS production such as hydrogen
peroxide (H,O,), superoxide radical (O,") and hydroxyl radical ("OH), consequently causing oxidative
stress that alters the cellular enzymatic system (Gaetke and Chow 2003; Korashy and El-Kadi 2008). In
addition, in vitro studies have shown that a high copper cellular environment favor cancer cells to
proliferate into tumors (Valko et al. 2006).

On the other hand, iron concentrations were significantly increased only in the blood of SRHS
incineration workers but not in residents when compared to controls (Table 1B), while iron contents were
elevated in the urine of coal mining workers (surface and underground), but not in the group of residents
(Table 1A).

Enhanced zinc concentrations were also found in incineration workers (60.8%) and residents
(87.9%) when compared to controls, however the contents found in the urine of coal mining workers were

higher (270.3%; 303.8% surface and underground workers, respectively) (Table 1A-B). Chen and
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collaborators (2006) observed a high oxidative stress in workers of a zinc recovery industrial plant as well
as in workers of a secondary copper smelting plant in Taiwan.

Surprisingly, manganese showed decreased concentrations in the urine of all exposed groups,
both mining workers and SRHS incineration workers compared to controls group (Table 1A-B).
Apparently, no plausible explanation exists for such finding.

After the antioxidant supplementation with vitamins C and E essentially all biomarkers of
oxidative stress were changed in the exposed groups here examined (Tables 2A-B), again indicating the
efficacy of the protective effect of the antioxidant supplementation against the oxidative insult derived
from the exposure to airborne contaminants related to mining activity and to SRHS incineration. Before
the antioxidant supplementation, the concomitant enhancement of TBARS and protein carbonyl contents,
together with the decrease found in the content of protein thiols, were all reversed after the antioxidant
intervention in subjects from both activities (Tables 2A-B).

The decreased values found in TBARS and PC levels after supplementation are probably due to
the quenching ability of the liposoluble antioxidant a-tocopherol, which acts blocking the propagation of
lipoperoxidation in cell membranes (Halliwell and Gutteridge 1999). The interception of the peroxyl
radical (RO,") by a-tocopherol results in the formation of the tocopheroxy! radical, which is regenerated
back to a-tocopherol by ascorbate, reduced glutathione or ubiquinol (Halliwell and Gutteridge 1999). In
fact, ascorbate can act either directly in cellular membranes by blocking the beginning of the
lipoperoxidation process, or indirectly by regeneration of tocopheroxyl radical to vitamin E (Traber and
Atkinson 2007; Zingg 2007). In addition, vitamin C might act as a possible lead chelator showing a
similar capacity of that of EDTA (Flora et al. 2008). In this regard, excess lipid oxidation induced by
inflammatory processes causes massive DNA damage (Nair et al. 2007), and the use of antioxidants such
as vitamin E succinate and ellagic acid in mice provided protection against oxidative damage by
decreasing lipid peroxidation (Hassoun et al. 1997).

On the other hand, before supplementation, contents of protein thiols were decreased in both
exposed groups compared to controls. After the antioxidant supplementation these values were apparently
compensated, both in residents and workers of mine and SRHS incineration, when compared to controls
(Table 2A-B), indicating a protective effect of the antioxidant intervention.

After vitamin supplementation the activities of most of the antioxidant enzymes were changed to

values near those found in controls, irrespective of the occupational contamination. Before
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supplementation, GR activity did not show any difference among the groups related to SRHS
incineration, however after vitamin supplementation those activities were increased both in residents
(53.2%) and workers (47.6%) when compared to controls (Table 3B). As found for the other biomarkers
of oxidative stress used in the present study, these results reinforce the concept of efficiency of using
exogenous antioxidants against oxidative stress promoted by airborne contaminants related to such
occupational toxicity. Similar results were obtained in subjects exposed to environmental tobacco smoke
in their workplace (Howard et al. 1998) measured by increased levels of lipid oxidation (TBARS) and by
CAT and GPx activities, which were normalized after a two months period of antioxidant
supplementation. Furthermore, Pinho and collaborators (2005) showed decreased pulmonary oxidative
stress biomarkers in rats exposed to coal dust using N-acetilcysteine and deferoxamine as antioxidants. In
this regard, the in vitro inhibition of GPX was already demonstrated by Hatzis and collaborators (2006)
after exposure to three different particulate materials, i.e., fly ashes from residual oil combustion, urban
particulate matter and volcanic particulate ashes.

After the antioxidant supplementation, remarkable increased SOD activities were detected in
subjects exposed to coal mining extraction compared to the decreased values found before
supplementation (Table 3A). An opposite response was found by Howard and collaborators (1998) after
antioxidant supplementation in subjects exposed by environmental tobacco smoke. As already mentioned,
exposure to PM and heavy metals induces oxidative stress by inhibition of important antioxidant enzymes
(Hatzis et al. 2006; Wang and Fowler 2008), an effect that may explain the decreased SOD activities
found in the group of residents near the mining areas and also in the group directly exposed to SRHS
incineration, as well as the decreased GPx activity found in the group of residents and workers of SRHS
incineration and in the group of underground mine workers (Tables 3A-B).

Before the antioxidant intervention GST activities increased in all groups when compared to
controls (Table 3A-B). This enzyme is an important component of phase II of xenobiotic
biotransformation/excretion process by conjugating the corresponding adducts with GSH (Halliwell and
Guteridge 1999). After supplementation the profile of GST activities was similar to that of GPx activities
(Table 3A-B). In this regard, Korashy and El-Kadi (2006) observed a concomitant increase of GST
activity and depletion of GSH contents in cell cultures exposed to heavy metals that elicit oxidative stress.

In relation to non-enzymatic antioxidants, significant increased concentrations of plasma a-

tocopherol and of whole blood GSH were detected in all groups after the antioxidant intervention,
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confirming that the antioxidant supplementation was beneficial to recover the reductive power of the
blood in all exposed groups (Tables 3A-B). A positive effect of antioxidant supplementation was already
described in a related study (Pinho et al. 2005), which showed that supplementation with N-acetilcysteine
in rats exposed to coal dust was able to counteract the increases found in TBARS and protein carbonyl
contents, as well as the decreases found in the CAT and SOD activities in alveolar cells when compared
to controls. Excepting the profile found for CAT activity, which was increased before the antioxidant
intervention (Table 3A), the behavior of the other oxidative stress biomarkers confirmed the results found
in the present study.

Despite that some reviews and meta-analyses studies point out that antioxidant interventions
with ascorbate, B-carotene and a-tocopherol in different human diseases failed to show positive effects
(e.g- Rice-Evans and Diplock 1993; Halliwell et al. 2005; Hercberg 2006; Block et al. 2008; Brigelius-
Flohé, 2009; Halliwell, 2009), in the present study the antioxidant therapy with vitamins E and C was
effective in attenuating the blood oxidative insult associated with exposure to coal mining extraction and
SRHS incineration, and that such nutritional intervention might be recommended for subjects exposed to
these airborne contaminations.

Interestingly, a recent report showed that doses above 400 IU of vitamin E are necessary to
counteract elevated systemic oxidative stress in humans measured through isoprostanes in
hypercolesterolemic patients (Roberts II et al. 2007). This antioxidant efficacy was already demonstrated
by our research group in patients with cardiopathy associated with chronic Chaga’s disease under the
same protocol (Magao et al. 2007; Ribeiro et al. 2009), as well in other diseases (e.g. Roberts II and

Traber 2009).
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Legends and footnotes to tables

Table 1A. Heavy metal concentrations in the urine of subjects from the residents LM (Lauro Miiller)

group, surface and underground mining workers and from controls.

Footnote: Values are expressed as means + SE (n=20). (**) p<0.01 and (*) p<0.05 in relation to controls;

(*) Values represent the percentage difference between the exposed groups and controls.

Table 1B. Heavy metal concentrations in the urine of subjects from the residents CB (Capivari de Baixo)

group, workers exposed to incineration of residues and from controls.

Footnote: Values are expressed as means + SE (n=20). (**) p<0.01 and (*) p<0.05 in relation to controls;

(*) Values represent the percentage difference between the exposed groups and controls.

Table 2A. Damage biomarkers concentrations (TBARS, PC and PT) in the plasma of subjects from the
residents LM (Lauro Miiller) group, surface and underground mining workers groups and from controls,

before (pre) and after (post) antioxidant supplementation.

Footnote: Values are expressed as means = SE (n=20). (**) p<0.01 and (*) p<0.05 in relation to controls;
(*) p<0.01 and (*) p<0.05 in relation to pre-supplementation; (*) Values represent the percentage

difference between the exposed groups and controls.

Table 2B. Damage biomarkers concentrations (TBARS, PC and PT) in the plasma of subjects from the
residents CB (Capivari de Baixo) group, workers exposed to incineration of residues and from controls,

before (pre) and after (post) antioxidant supplementation.

Footnote: Values are expressed as means + SE (n=20). (**) p<0.01 and (*) p<0.05 in relation to controls;

(") p<0.01 and (%) p<0.05 in relation to pre pre-supplementation; (*) Values represent the percentage

difference between the exposed groups and controls.
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Table 3A. Antioxidants (AT contents in plasma, GSH contents in blood and enzymatic activitics of GPx,
GR, GST, CAT, SOD in blood) of subjects from the residents LM (Lauro Miiller) group, surface and
underground mining workers groups and from controls, before (pre) and after (post) antioxidant

supplementation.

Footnote: Values are expressed as means =+ SE (n=20). (**) p<0.01 and (*) p<0.05 in relation to controls;
(**) p<0.01 and (*) p<0.05 in relation to pre-supplementation; (*) Values represent the percentage

difference between the exposed groups and controls.

Table 3B. Antioxidants (AT contents in plasma, GSH contents in blood and enzymatic activities of GPx,
GR, GST, CAT, SOD in blood) of subjects from the residents CB (Capivari de Baixo) group, workers
exposed to incineration of residues and from controls, before (pre) and after (post) antioxidant

supplementation.

Footnote: Values are expressed as means + SE (n=20). (**) p<0.01 and (*) p<0.05 in relation to controls;

" p<0.01 in relation to pre-supplementation; (*) Values represent the percentage difference between the

exposed groups and controls.
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APENDICE Ill - QUESTIONARIO DE PESQUISA

=2 a é h F il
o~ F
=0

UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA CATARINA
CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE

PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM FARMACIA

CAMPUS UNIVERSITARIQ TRINDADE
CEP 88040-970 FLORIANOPOLIS —-SC

QUESTIONARIO DE PESQUISA

N[ 1
ENAEreC0: .. NO:
Bairro: .....eveeiiiiiiiiiie Cidade: ......oooviiiiiiieieeeee UF: .
Ha quanto tempo reside neste 10Cal? ..........ooovviiiiiiiiiiiiii e
Qual é a distancia em km de sua residéncia até seu local de trabalho? ........................
Telefone Res.: ..oooviviiiiiiiiiiiiie Telefone Celular: ...
Sexo: ....occcveenen. Data de Nascimento: ...... /... [oiiiiann. Idade: ................ anos

Peso (KQ): wevevveiiiiiiiiiiieeees Altura (M): oo

E fumante? () Sim ( ) N&o. Qual a freqliencia? ..........ccceeveeeeeeeeeeeeeeeeeee e,
Faz uso de bebidas alcodlicas? () Sim () Nao. Qual a freqUéncia? ............cccccee..

Possui problemas de saude? ( ) Sim ( ) Nao (Exemplo: hipertensao, diabetes, problemas
de pulmao/figado/rim, artrite/artrose, labirintite, etc).
QUUAIS .ot e e e e e —————eeee e e e ee—————eteeeeeeaaaa————aaeaeeaaaaaa————aaaaaaaaan

Qual €& a periodicidade de suas consultas médicas? (semestral, anual,

Quais séo seus habitos de vida? Pratica quais

LT 0o 4 (=T3P UPRPRPIRt
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(071 o o PP

Breve descri¢ao das atividades do cargo:

Carga horaria de trabalho: ...
Ha quanto tempo esta N0 MESMO CargO? ......covvviiiiiieeieeieeee e
Vocé utiliza algum tipo de equipamento de protecdo para o cargo que ocupa?
L0 T = 1T R
Vocé tem contato a algum produto quimico? Quais? Qual a frequéncia de

L2300 1] o= 1 2

Habitos Alimentares:

Substancia Muito Médio Pouco Nada

Carne gorda

Leite

Verdura

Ovos

Bebidas Alcodlicas

Usa alguma vitamina (suplemento)

Fontes de Vit C: (deve ser pergunta de que forma: suco ou fruta propriamente dita)

Alimento Quantidade (ex. 1 por dia) Quantas vezes por semana

Goiaba

Caju
Pimentao cru
Manga
Laranja

Morango

Abacaxi

Mamé&o papaya

Limao




Fontes de Vit. E:
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Alimento

Quantidade (ex. 1 por dia)

Quantas vezes por semana

Germe de trigo

Oleos vegetais

\Vegetais de folhas verdes

Gordura do leite (leite

gordo)

Ovo (gema de ovo)

nozes

amendoim

Vocé tem ou teve contato diario com carvao mineral:

()sim (
Se sim, onde:
trabalho
residéncia

outros

) néo

(

Vocé tem ou teve contato didrio com lixo hospitalar:

()sim (
Se sim, onde:
trabalho

residéncia

outros

) nédo

Periodicidade: ...

) sim ( )nao

()sim ( )ndo

) sim ( )nao
Periodicidade: ............cooiiiiieiiiiein.

) sim ( )nao

) sim ( )nao

) sim ( )néo

Vocé tem ou teve contato com a incineragéo (queima) de lixo hospitalar:

( )sim (
Se sim, onde:
trabalho

outros

) ndo

) sim (

) sim (

Periodicidade: ...
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Vocé bebe agua de quais fontes listadas abaixo:
( )CASAN

() SAMAE

() Agua mineral

() Agua de poco ou ponteira

O T @ 11 1 o TR =] oY= Yo [~ o
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APENDICE IV - TCLE

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO PARA PARTICIPACAO EM
PESQUISA

Titulo da pesquisa:
Analise do estresse oxidativo em trabalhadores expostos a emissdo de poluentes
atmosféricos de incinerador de residuos sélidos de servigo de saude.

Instituicdo promotora:
Universidade Federal de Santa Catarina e Universidade do Extremo Sul Catarinense.

Patrocinador:
Laboratorio de Ecofisiologia Respiratéria, ECZ, CCB, UFSC e Laboratério de
Fisiopatologia Experimental, UNESC.

Coordenador:
Prof. Dr. Danilo Wilhelm Filho
Telefone para contato: (48) 3331-6917 ou 9969-7146 — E-mail: dawifi@ccb.ufsc.br

1- Obijetivo:

O objetivo do estudo é avaliar os niveis de estresse oxidativo em trabalhadores de
equipamento de incineragdo expostos aos poluentes atmosféricos provenientes da
queima dos residuos solidos de servicos de saude (RSSS), comparativamente a
trabalhadores indiretamente expostos e individuos nao expostos ao processo.

2- Metodologia/procedimentos:

O presente trabalho sera desenvolvido no incinerador de RSSS existente no municipio
de Laguna, divisa com o municipio de Capivari de Baixo, conforme as seguintes
etapas: obtencdo de consentimento junto ao participante; coleta das amostras
bioldgicas (sangue e urina); analises bioquimicas e tratamento estatistico dos dados.

3- Justificativa:

Os Residuos Soélidos de Servigos de Saude (RSSS) sao componentes representativos
dos residuos soélidos urbanos, apresentando grandes riscos a saude publica e ao
meio ambiente. Estes riscos podem ser devido a presenga de virus e bactérias
patogénicas, além da presen¢a de produtos quimicos ou radioativos, nocivos aos
seres humanos, como também ao meio ambiente. A incineragcdo é uma forma de
destino final adequado aos RSSS, no entanto geram diversos poluentes que sao
langados no meio ambiente, tais como, metais pesados, dibenzo-p-dioxinas
policloradas (PCDDs), dibenzofuranos policlorados (PCDFs), hidrocarbonos
poliaromaticos (PAHs), e outros materiais organicos toxicos. E importante, portanto,
avaliar o impacto deste processo na saude da populagao.

4- Beneficios:
Avaliar o impacto do processo de incineragdo de RSSS na saude dos trabalhadores
expostos ao processo.

5- Desconfortos e riscos:

Coleta do sangue através de puncao venosa, mas sem risco a saude do participante.
6- Danos:

A pesquisa nao ira proporcionar danos a saude do participante.
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7- Metodologia/procedimentos alternativos disponiveis
Nao ha procedimentos alternativos para realizagao da pesquisa. A coleta do material
biolégico (sangue e urina) sdo essenciais para o desenvolvimento da pesquisa.

8- Confidencialidade das informacotes

As informagdes obtidas ficaram sob sigilo dos pesquisadores, sendo que os
resultados das analises serdao divulgados diretamente ao participante. O resultado
final da pesquisa sera divulgada para comunidade cientifica, sem a identificacao dos
participantes.

9- Compensacao/indenizagao
Sera oferecido aos participantes o reembolso dos custos de transporte até o local da
coleta dos materiais biolégicos (sangue e urina).

10- Outras informagdes pertinentes
A pesquisa sera realizada mediante o consentimento da Secretaria Municipal de saude
de Laguna.

11- Consentimento:

Li e entendi as informagbdes precedentes. Tive oportunidade de fazer perguntas e
todas as minhas dividas foram respondidas a contento. Este formulario esta sendo
assinado voluntariamente por mim, indicando meu consentimento para participar
nesta pesquisa, até que eu decida o contrario. Receberei uma copia assinada deste
consentimento.

/
Nome do participante Assinatura Data
/
I
Nome da testemunha Assinatura Data
/
I____
Nome do coordenador da pesquisa Assinatura Data

Prof. Dr. Danilo Wilhelm Filho



116

APENDICE V - TERMO DE COMPROMISSO

UNIVERSIDADE FEDER E SANTA CATARINA
CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE
PROGRAMA DE POS-GRADUAGCAO EM FARMACIA

CAMPUS UNIVERSITARIQ TRINDADE
CEP 88040-970 FLORIANOPOLIS —-SC

TERMO DE COMPROMISSO
RELAGAO DOS PARTICIPANTES - SUPLEMENTAGAO VITAMINICA

Consentimento: Informo que aceitei participar do estudo sobre a “andlise do estresse oxidativo em
trabalhadores expostos a emissdo de poluentes atmosféricos de incinerador de residuos sélidos de servigco de
saude” promovido pela UFSC, com a suplementacao de vitaminas E e C, via oral, na dose de 800 Ul de Vit. E por
dia e 500 mg de Vit. C por dia, por um periodo de 6 (seis) meses. Informo que recebi a quantidade de vitamina
em comprimido para a suplementagéo vitaminica que sera utilizada EXCLUSIVAMENTE por mim durante 6 (seis)
meses. Apos a suplementagdo sera realizada coleta de sangue e urina para analise laboratorial. Este termo esta
sendo assinado voluntariamente por mim, indicando o meu consentimento para participar desta pesquisa.

(O =TT P U] = N

(01 XL T U] = N

(07N F= 1 U] = N

(0] C N1 T (U] = AT

QT N1 T (U] = AT

(0L XY P U] = AN

O 1Y g = 1 (0 | = T

2 1T F= 10 =

ISR =Y = 1 (0 [ = TP

ISR N ToT [ = L (0 [ = TR

ML R N ToY [ = 1 (0 [ = T

R R N1 g F= 1 (0 [ = T

LS T N1 = (U] = A

Floriandpolis, 24 de agosto de 2007.
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UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA CATARINA
CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE
PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM FARMACIA

ORIENTAGAO AO PARTICIPANTE
(COMO TOMAR A SUA VITAMINA)

NOME DO PARTICIPANTE: ...ttt

VITAMINA QUANTIDADE | HORARIO | COMO VOCE DEVE TOMAR
VITAMINA C 500 MG 01 08:00 h Apos o café da manha
VITAMINA E 400 Ul 02 08:00 h Apés o café da manha

DURAGAO DO TRATAMENTO: 6 MESES
PARA TIRAR DUVIDAS COM RELAGAO AO TRATAMENTO: 9124-6995 (FABRICIO) ou 9979-8800 (SILVIO)

Obs.: Apés 3 meses sera realizado uma entrevista e fornecido mais vitamina E




118

ANEXOS

ANEXO | - PARECER DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA

]

SERVICOD PUBLICO FEDERAL
UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA CATARNA
ChMPUIE UNIVERS RIG TRIKDARDE CEF: BE040-500 - FLORIAN
TELEFOHE J04E) 234-1733 - FRX [Q40) 234

PARECER CONSUBSTANCIADD - PROJETO N* 366/2003

1 - IDENTIFICACAD

Titule do projete: “Anilise do esiresse oxidntive em trebalbadonss expostos a einissio de
polucnics simosféricos de insinenulor de residuos sol:dos de serviges de salde™

Areas Centro dn Saiide - Farmudcia - UFSC

Pesquisador Responsavel: Prof, Danile Wilkelm Filho

Co- Orientador; Prof, Felipe Dal-Plezol

Pesquisadar Principal: Fabricio Pagani Possamai

Data dia coleta dos dades: janeino a fevereiro de 2006

Instituigio em que serd realizado o estudo: queima dos residucs séliudos de servigos de salde
de Lagana,

IT - Ohjetivos

Gerais: Avaliar os niveis de estresse oxidativoe em trmbathadores de equipamento de incineragio
exposlos aes pelucntes atmosféricos provenientes dn queima dos residuecs silidos de servigos de
saide (RSSS), comparativaments a trabalbndercs indirctamente exposios ¢ individuos ndo
CXPOSIOS D0 PIOCCSS0,

Especificos

Analisar o5 nivels de estresse oxidativo po sangue ¢ urina de trabalhadores expostos dirctamente,
indirctamsente ¢ daqueles nio expostos & emissio de poloentes atmosféricos de equipamentos
incineragio; Analisar os niveis de dicxinas no sangue de rabalhadores exposios direlaments,
indirciamente ¢ daqueles nfio expostos & emisslo de poluentes atmostéricos de cquipamentos
incineraglo; Dweterminar a relagdo entre os diferentes praus de exposiclo dos peleenies
atmasféricas, tais come as dioxinas, provenientes da incineragilo do RE5S ¢ o niveis de estresse
axidative encontrados o sangue ¢ urina,

111 = SUMARIO DO PROJETO: Trata-se de um projeio de doworodo na dren da Farmdeia.
Serdo reliradas amostras sanguinens & de uring de trabalhadores de inciserader de reciduos
sdlidos de servigo de smide (RS55) do municipio de Lagunn parm avaliar o estresse oxidarive
casndo peln exposiglo i cinzas & incineracio. Serio 3 prupos sendo © primeire por
trballadores que operam o equipaneito de nciberagho, o segundo pelos que estio em lomo do
couipaments ¢ o terceiro por trabalhadores que ndo estio expostos as cineas da incinerag3o.
Também serd realizada wma enirevisla para verificar sintomss de doengas respiratinias,
suplementaglie de antiowidantes ¢ outres hibites de vida. () sangue serd coletado em uma
unidade de saide ainda nio identificada,

1V = COMENTARIC: A pesquisa proposia teen relevineia cientifica ¢ social. O protocolo da
pesquisa contém o3 documentos necessirios para sua anmdlise ¢ exigidos pela legislagio. Os
pesquisadores lisiados no projeto possuem curriculo condizemte com o lema. O processo
apresenta uma declaragho da secretaria de salide ¢ promoglo social de Laguna enquanio que no
projeta o avlar colaca que o incinerador ¢ de propricdade particular, perianto hi necessidnde de
anexar a0 projeto o deelaragio do progrctirio responsdvel pelo incinerador.

(X} com pendéncia (detalhes da pendéncia abaixo citndos)

PFendéncin: Anexar o terma de comsentimento do proprietirio do incinerador ou justificar a
declaragdo que fol anexada. Apresentar ¢ TCLE em uma lingungem mais acessivel aos
trabalhadores.

As pendéncias formm sanadas. O prejeto foi:
(M) aprovadae

Infermamos gue o parecer dos relatores foi aprovado, em reunifio deste Comité oa data de
06 de margo de 2006,

L I P | Mo ]
Vera Lucla Boseo
Coordenadora do CEPSH

Fonte: COMEP/AMNWVE - Rasolueles 19696 ¢ 251597 do CNS.
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VIT.C REVESTIDA- (GRAU FARMACEUTICO
C.A.5.: 50-81-7

alera

313

Seq.13/14

D.C.B.: 00081.01-8

Data de Fabricagio: 24/4/2006 Lote de Fabricagiio: 0604631203
Data de Validade: 23/4/2008 Pais de Origem: CHIMNA
Lote Galena (C1Q): 0611035002 Fabricante: WEISHENG PHA

Mota Flseal: 0804313

Farmula Molecular: CEHE06E
Peso Molecular: 176,12
Classe Terapéutica; Vitaminas

ARMAZENAMENTO: Armaz Temp. Ambients, am recipienta fachado protegido da luz e umidade.

Produlo anconinege Do
sdgalntas volumes

1

Produta Fatossansivel

Andlises/Componentes Especificagbes Resultados das andlises
PROPRIEDADES FISICC-QUIMICAS

= Descncho (0) P granular branco & amarsiado Pd granutar amaralado.
+ Doseaments = (0) Min. 98,0% (ealculada sobra a base seca) a7 4%

= pH (5%) (0} 20a30 2.4

+ Parda por dessacacao (14, 105°C, 3noras) (0) N0 mais que 0.4% 0.4%

+ Melais pasados (0) Mo mais qua 20ppm <20ppm

« Cinzas sulfatadas (0) Nio mais que 0,1% 0.03%

+ Arsénio * () Mo mais qua Jppm <Jppm

+ Densidade aparonte (3) Infarmative 0.84 gimL.
IDENTIFICAGAC

« Wentificagdo * (0) Fogitivg Posgitivo

T~ Analises em acordo com o ceniicado 4o andliae 0o Tomecedor,
As demals andilises foram realizadas no Laboratdrio de Controle da Qualidade Galena.

Feferéncias: (1) Conforma literatura do fomeceder.; (1) Farnacopéia Britdnica, Edigioe 2002.; (2) Farmacopéia Americana, 28 Edigio.; (3}

Conforme metodologia intema Salena.; (4) Fammacopéia Chinesa, Ediglo 2000..

Resultado: { X ) Aprovado  Dala da Andlise: 24/11/2006

Roberto T. Yoshida
Farmacéutice Responsdvel
CRF-5P: 18.441

Nr.Ctrl.: 0125268001 1/2708




ANEXO IIl - CERTIFICADO DA FARMACIA DA VIT. C

()

medicinallis

AT b 0 gty s e e |

TR
1A prim

i i P e
"

Origem/Procedéncia: China

CONTROLE DE QUALIDADE

Data da andlise: 12/092007

Lote fornecedor: 0611039002

NF: 0804313

Lote de Fabricagio: 0604631203

DCB: 00081.01-9

Data de Fabricacdo: 24/04/2006

Fornecedor: Galena

Data de Validade: 23/04/2008

TESTES RESULTADO DAS ANALISES

Caracteristicas Organolépticas; P6 amarelado granular

Densidade/peso médio: 0,79 g/mL

Ponto de Fusfo: 0000 | weees -

pH: 25

Solubilidade: ——

Armazenamento ¢ observacgies: Tempetatura ambiente, protegido da luz.
Produto fotossensivel.

Fator de Correclio: Néo

Responsdvel Técnico: Scheila V. Cechinel

Resultado: Aprovado

Referéncia: Farmacopéia Brasileira

Scheila Visitim Cechinel
Farmacéutica Resp.— CRF 6709
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ANEXO IV - CERTIFICADO DO FORNECEDOR DA VIT. E

CERTIFICADO DE ANALISES DO CONTROLE DE QUALIDADE

Autorizagdo de Funcionamento M.S.: 1.01284-7  Autorizagdo Especial de Funcionamento M.S.: 1,20182-2

Insums - VITAMINA E ACETATO PO 50% WF 525.979 26/07/2007
Origem: China Fabric.: 092006
Late : LOGDSO1L #7 Frocedencia: Koreia Validade: 09/2009
Pormula: C31 H52 03 (Vitamina E Acetato) PM: 472,75 Frac: 536829-2 25/06/2007
nCE : DBETLT CAS: 58-95-7
Categoria Terapeutica: TRATAMENTO DE DEFICIERCIA DE VITAMINA E
———Ensaic— Especi ficacao T Resulrado——;
| *DESCRICAD |mmmmmm.nm | DE RCORDO I
| *IDERTIFICACAD | REACAO CARACTERISTICA | pE AcomDO i
| *EERDA. B/SECAGEM | MO MAXIMO 5,0% EM 1,0g & 105°C | 1.45% I
| *COSERMENTOD | ENTRE 50 E 55% (BASE SECR) | 53,00% I
| *DENSIDADE | APARENTE | o,58680 g/ml I
Monografia : METODO DO FABRICANTE
g LAUDG ORIGINAL DO FARRTCANTE
Bomenclatura : DL-ALPHA-TODOPHERYL ACETATE /

Parecer-Tecnico : DENTRO DOS ITENS PESQUISADOS, O LOTE CUMFRE COM AS ESPECIFICACOES
ORE. (7108 anEalos assinaledos forss oealissdod oy Labetatoeisn de Comtrole de Qualidede DG & or desais sctac e confopeddsde o/ Certif,de nalise o Fabris

k @ Lima ; Dra. Patriciz Dornellas Giarreta
Farmacéutica Resparsavel Farmaciatica Co-Responsavel

CRF-3P: 25.721 CAF-SP; 31.746
As asaina:ures s valitas somante quando acompanhadas de nola fiscal II I’“.III. II |II
@1s0l4001 L s A

i M A Teb: 11 50633700 - Fac 11 50833711 - degideg.combr - wwsedeg combr ATWANDD PRICINCS
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ANEXO V - CERTIFICADO DA FARMACIA DA VIT. E

VITALIS Nimero: E3797207
Farmicia de Msnipulacio GARANILA DE QYALIDADE
HOME:
COO—06/2 FROCEDIMENTOD OPERACIOMAL PADRAC
PARA REGISTRO DAS ANALISES DO CONTROLE DE QUALIDADE
1. Mmtérin-prima 1.1 M. Genérico: Vilamina E P 505
1.2 M. commercial
|2 Ter padefio- [2 Teorsmak: 53,51 7 4. M. Fiscal xﬁﬁ
5 Formmcccdor Mo 6 [ : oy 7. Procedéncia- -
8, Qtidade recebidec J|, Ky 9. Quidadde amostrads: ] ¢ | 10N lote: JO& Aol
1l.DemFab:  DGpog B 12 Dataval: @ffofh |13 Duis fec fom.:
14 Comdbofies di: rasapente & lagens: | g =
15. Emsnios reslizados:
Carncleriticas
Resnltados
| Aspecto: P microgranak [-TTIN
Cor: Branco & creme L bl
| Do Sem referéncia F Y )
Soluhilidede:
Resulados
Tnsobinel ol
[ Erer Salivel ME
Clomddrmio S pedieréncia ]
Acetomn Sem referincia |
Oiros !
| Dererininnthi div Pongo Fush,
Padric. ReauMardos
|- Semefenincin pE= il
| Determingo do pil: B
| Padrbo
Semm: referdncia ?H—, LA
Determinaclio da densidade:
PisirBar [ErT——
0,952 — 0,066 oz 0, 3 g ot
Dbservagtics: Aplicar fator de corregio, PHI%~+604 ¢
Firmuls modecalar: CoHaOy
Pean molecaler 4727

16. Dutn Fraee. 20 02/ % | 17. Riesp. Fracionsmento: ‘u'/

Gnsho,

15 N* Cortificads

19 Quantidsde & ser Fracionsds

=918 6 i Lasoa, Z
20. Informe finsl: Aprovade i Reprovada |
21. Destioo do material: | Remmilis [ Drvibigio [—]  Descarie [
22. Referincia Bibliogrifics:
. Dum O DR 5T

B g S
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ANEXO VI - DATASUS (MORTALIDADE-MUNICIiPIO)

Informagoes de Saude - DATASUS

Mortalidade - Santa Catarina

Obitos p/Residénc por Capitulo CID-10 e Ano do Obito
Municipio: Capivari de Baixo

Periodo:2000-2006

123

Capitulo CID-10 2000 [ 2001 | 2002 2003 2004 2005 2006
I. Algumas doencas infecciosas e parasitarias 4 5 3 6 2 1 2
Il. Neoplasias (tumores) 13 8 25 15 16 16 14
I1l. Doengas sangue 6rgdos hemat e transt imunitar 1 0 0 0 0 0 0
IV. Doengas enddcrinas nutricionais e metabdlicas 3 9 8 8 8 12 9
V. Transtornos mentais e comportamentais 1 1 0 0 1 1 2
VI. Doengas do sistema nervoso 2 2 2 1 2 1 1
IX. Doencas do aparelho circulatério 29 20 19 41 40 34 29
X. Doengas do aparelho respiratério 9 10 10 12 14 7 7
Xl. Doengas do aparelho digestivo 5 3 6 1 7 5 1
XIll. Doengas da pele e do tecido subcutaneo 1 0 0 0 0 1 0
Xlll.Doengas sist osteomuscular e tec conjuntivo 0 1 0 2 0 1 1
XIV. Doencas do aparelho geniturinario 2 2 2 3 1 4 0
XV. Gravidez parto e puerpério 0 1 0 0 0 0 0
XVI. Algumas afec originadas no periodo perinatal 1 5 2 3 4 5 1
XVIl.Malf cong deformid e anomalias

cromossdmicas 0 2 1 0 2 0
XVII1.Sint sinais e achad anorm ex clin e laborat 11 16 18 7 4 1
XX. Causas externas de morbidade e mortalidade 9 5 13 13 13 16 18
Total 91 90 109 112 114 109 86

Fonte: MS/SVS/DASIS - Sistema de Informagdes sobre Mortalidade — SIM, disponivel em:

http//www.datasus.gov.br




ANEXO VIl - DATASUS (MORTALIDADE-BRASIL)

Informagoes de Saude - DATASUS

Mortalidade por grupos de causas - Brasil
Numero de 6bitos por Grupo de Causas e Ano

Periodo:2000-2005
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Grupo de Causas 2000 2001 2002 2003 2004 2005

Doencas infecciosas e parasitarias 44515 45032 45175 46533 46067 46628
Neoplasias 120517 | 125348 | 129923 | 134691 | 140801 | 147418
Doencas do aparelho circulatério 260603 | 263417 | 267496 | 274068 | 285543 | 283927
Doencgas do aparelho respiratério 88370 90288 94754 97656 102168 | 97397
Afeccdes originadas no periodo perinatal 36618 34274 33136 32040 31011 29799
Causas externas 118397 | 120954 | 126550 | 126657 | 127470 | 127633
Demais causas definidas 141917 | 146413 | 151597 | 157261 | 164091 | 169570
Total 810937 | 825726 | 848631 | 868906 [ 897151 | 902372

Fonte: Ministério da Saude/SVS - Sistema de Informagbes sobre Mortalidade — SIM, disponivel em:

http//www.datasus.gov.br
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ANEXO VIl - DATASUS (MORBIDADE-MUNICIiPIO)

Informagées de Saude - DATASUS

Morbidade Hospitalar do SUS - por local de residéncia - Santa Catarina
Internagdes por Capitulo CID-10 e Ano competéncia

Municipio: Capivari de Baixo

Periodo:2000-2007

Capitulo CID-10 2000 [ 2001 | 2002 | 2003 | 2004 | 2005 [ 2006 | 2007
I. Algumas doencas infecciosas e parasitarias 81 91| 102 79 77 55 66 47
Il. Neoplasias (tumores) 78 63 89 61 60 41 67 98
I1l. Doengas sangue o6rgdos hemat e transt imunitar 12 5 7 6 6 4 13 8
IV. Doengas enddcrinas nutricionais e metabdlicas 34 41 47 46 38 17 17 21
V. Transtornos mentais e comportamentais 59 57 46 49 39 52 57 82
VI. Doencas do sistema nervoso 73 84 55 75 59 61 49 41
VII. Doengas do olho e anexos 9 4 18 11 11 10 8 5
VIll.Doengas do ouvido e da apdéfise mastdide 2 4 3 7 1 4 0 0
IX. Doencas do aparelho circulatério 217 233 288 191 209 229 205| 199
X. Doencas do aparelho respiratorio 185 214 233| 185 140 125| 142| 154
Xl. Doengas do aparelho digestivo 149 99| 153 88 97| 124] 119] 142
XIl. Doencgas da pele e do tecido subcuténeo 6 17 18 35 41 37 25 21
Xlll.Doengas sist osteomuscular e tec conjuntivo 37 36 79 68 75 98 69 99
XIV. Doencgas do aparelho geniturinario 95 63 63 70| 106 73] 100 82
XV. Gravidez parto e puerpério 282 320 225| 220| 248 270( 240| 270
XVI. Algumas afec originadas no periodo perinatal 67 85 27 15 11 15 11 15
XVII.Malf cong deformid e anomalias cromossémicas 7 10 17 8 15 9 12 8
XVIIL.Sint sinais e achad anorm ex clin e laborat 18 12 20 12 15 3 10 16
XIX. LesBes enven e alg out conseq causas externas 72 55| 145] 106] 113] 139 93| 105
XX. Causas externas de morbidade e mortalidade 0 0 0 0 0 0 0 1
XXI. Contatos com servicos de saude 22 23 18 14 7 15 5 16
Total 1505| 1516 | 1653 | 1346 | 1368 | 1381 ] 1308 | 1430

Fonte: Ministério da Saude - Sistema de Informagdes Hospitalares do SUS (SIH/SUS), disponivel em:

http//www.datasus.gov.br




