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RESUMO

Espécies reativas de oxigénio (ERO) e de nitrogénio (ERN) tém sido implicadas na
patogénese da toxicidade induzida pelo material particulado (MP) do carvao. O
presente estudo avaliou os biomarcadores de estresse oxidativo (conteudos de
lipoperoxidacao (TBARS), proteina carbonilada (PC), tidis protéicos (PT), a-tocoferol
(AT), glutationa reduzida (GSH), e as atividades da glutationa S-transferase (GST),
glutationa redutase (GR), glutationa peroxidase (GPx), catalase (CAT) e superéxido
dismutase (SOD), no sangue de quatro diferentes grupos de individuos expostos a
contaminacdao ambiental relacionada com a mineracdo do carvao (n=20 em cada
grupo), apd6s a suplementagcdo com vitamina E (800mg/dia) e vitamina C
(500mg/dia) durante seis meses, comparadas ao momento antes da intervencao
antioxidante: trabalhadores de subterrdneo (grupo SUB), trabalhadores de superficie
(grupo sup) diretamente expostos, residentes indiretamente expostos (grupo
residentes; formado por individuos que residem a cerca de 15 km da area de
mineracao), € os controles (grupo controle; doadores de sangue que residem em
regiao a cerca de 100 km da area de mineracao). Antes da suplementacdo, os
conteudos de chumbo (p>0,05), cobre (p>0,01), ferro (p>0,05) e zinco (p>0,01),
mostraram-se aumentados na urina de individuos expostos direta e indiretamente a
atividade de mineracdo. Além disso, os conteudos de TBARS (p>0,01) e PC
(p>0,01) mostraram-se aumentados enquanto os PT (p>0,01) e niveis de GSH
(p>0,01) mostraram-se diminuidos em todos os grupos, os conteudos plasmaticos
de AT (p>0,05) apresentaram-se diminuidos em aproximadamente 50 % no grupo
SUB, a atividade da GST foi aumentada tanto nos trabalhadores quanto nos
residentes, enquanto a CAT (p>0,01) apresentou-se aumentada apenas nos
trabalhadores da mineragdo. Apos a suplementacao, as concentracbes de TBARS
(p>0,01) e PC (p>0,01) foram diminuidas apenas no grupo SUB, os niveis de AT
(p>0,01) e GSH (p>0,01) foram recuperados, chegando a concentracées préximas
daquelas encontradas no grupo controle, a atividade da GPx (p>0,01) foi
restabelecida no grupo de trabalhadores SUB, enquanto que as atividades da SOD
(p>0,01), CAT (p>0,01) e GST (p>0,05) foram restabelecidas em todos 0s grupos na
comparacdo com o momento pré suplementacdo. Os resultados indicam que a
condicao de estresse oxidativo detectada anteriormente a suplementagao tanto nos
grupos direta e indiretamente expostos ao MP do carvdo, foi revertido apoés a
intervencdo com a suplementagao por seis meses.

Palavras-chave: mineracdo do carvdo, contaminacdo atmosférica, estresse

oxidativo, antioxidantes, suplementacao vitaminica.



ABSTRACT

Reactive oxygen species (ROS) and nitrogen species (RNS) have been implicated in
the pathogenesis of particulate material (PM) of coal dust-induced toxicity. The
present study measured several oxidative stress biomarkers (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 four different groups of subjects
exposed to airborne contamination related to coal mining activity (n=20 each group),
before and after vitamin E (800mg/day) and vitamin C (500mg/day) supplementation
during six months, which were compared to the situation before the antioxidant
intervention: underground (group under), surface workers directly exposed (group
surface), residents indirectly exposed (group residents; subjects living ca. 15 km from
the mining area), and controls (control group; blood donors living ca. 100 km from the
mining area). Before supplementation, the contents of lead (p>0.05), copper
(p>0.01), iron (p>0.05) and zinc (p>0.01) were increased in subjects directly and
indirectly exposed to mining activities, plasma TBARS (p>0.01) and PC (p>0.01)
levels were increased while plasma PT (p>0.01) and GSH levels (p>0.01) were
decreased in all groups compared to controls, plasma AT (p>0.05) contents showed
approximately half the values in underground workers compared to controls, GST
activity was increased in both workers and also in residents, whilst CAT (p>0.01)
activity was increased only in mine workers. After antioxidant supplementation,
TBARS (p>0.01) and PC (p>0.01) concentrations were decreased while the contents
of PC, AT and GSH were recovered to values similar to controls, GPx activity was
reestablished in underground miners (p>0.01), and SOD (p>0.01), CAT (p>0.01) and
GST (p>0.01) activities were reestablished in all groups when compared to pre-
supplementation situation. The results showed that the oxidative stress condition
detected before supplementation in both directly and indirectly subjects exposed to
PM from coal dusts, was reverted after the antioxidant intervention during six months.

Keywords: coal miners, airborne contamination, oxidative stress, antioxidants,

vitamin supplementation



LISTA DE FIGURAS

FIGURA 1: Padrao de Circulacdo de Ventos na Area de Estudo ..........ccceeeueunncne

FIGURA 2: Niveis de Dano ao DNA



LISTA DE TABELAS

TABELA 1: Critérios para a Formacao do Grupo Referéncia para
Concentracao de Metais ........ccccvivimmriinimmr s



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

ATP - Adenosina tri fosfato

CAT - Catalase

CDNB - Cloro 2, 4 Dinitrobenzeno

CLAE - Cromatografia Liquida de Alta Performance
DNA - Acido Desoxirribonucleico

DNPH - Dinitrofenilhidrazina

EP - Erro Padréao

ERN - Espécies Reativas de Nitrogénio

ERO - Espécies Reativas de Oxigénio

GPx - Glutationa Peroxidase

GSH - Glutationa Reduzida

GSSG - Glutationa Oxidada

GR - Glutationa Redutase

GST - Glutationa S—transferase

GT - Glutationa Total

HU-UFSC - Hospital Universitario da Universidade Federal de Santa Catarina
MP - Material Particulado

RNA - Acido Ribonucléico

SOD - Supero6xido Dismutase

TBARS - Substancias Reativas ao Acido Tiobarbittrico
TCA - Acido Tricloro Acético

*OH - Radical Hidroxil

® - Marca Registrada



SUMARIO

1 INTRODUGAO ......c.ceirierereresssesssssasasasasasasssasssssssssssssssssssssnenssssssssssssssssssssssasasasasans 13
1.1 COMPONENTES METALICOS DO CARVAD ......cccoeeurereurercreresesessesessesenens 16
1.1, CRhUMDO e 17
LIS P2 o] o = TP 18
113 FOITO e 19
1.1.4 MANGANES ...eeeeiieeee ettt e e e e e e e e e e e e e e e e e e s snnnnneeeeeaeeeeaaannn 20

LIPS I 74 1 oo TSP 21
1.2 ESPECIES REATIVAS DE OXIGENIO........ocvereurereurereresesesesesesesessesessessanens 22
1.3 ESTRESSE OXIDATIVO.....cccciiimmmmmrriinnnssssnmsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnss 23
1.4 DEFESAS ANTIOXIDANTES ......ccoiiiiiiiinememnsn s nssssssssssssss s ssmmssss s 24
1.4.1 Antioxidantes ENAOQENO0S ......coooiiiii e 25
1.4.2 AntioXidantes EXOQENOS......ccoiii i 26
1,421 Vitamina E ... 26
1.4.2.2 VIHAMING C..oeeeeeeeee et e e e e eeeaaeeeas 27
1.4.3 Eficacia da Terapia AntioXidante............coooiiiiiiiieeeeeee e 28

2 OBUETIVOS.....cocooiiiiccicicssscmesss s s ssssssssssssssss s s s sessssssssssmmsssssesssssssssnnmmsnssssessssssssnnnnnns 30
2.1 OBJETIVO GERAL ......oceeeriiicisscsssmmssns s ssssssssssssmsss s s s sessssssssssmssssssessssssssnnnnnns 30
2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS ......ccoeeeeeeeereresesesssesssssssssssasssssasasasasassssssessaens 30
3 MATERIAIS E METODOS .....coeuiuicemenrasscssssssssssesssssssssesssssssasssssssssassensssssassenes 31
3.1 CONSTITUICAO DOS GRUPOS ......ccoeurueeerrrnrseseerssssssesesssassesesssssassssessssanes 31
3.2 PREPARAGAO DAS AMOSTRAS ......cocvucimrcmiscmsnssssssssssssssssssssssssssssssassns 32
3.3 MARCADORES DE DANO CELULAR ..o s s s snssmne e 33
3.3.1 Avaliagdo do Dano ao DNA (Teste Cometa)........cceveeeeeiiiiiiiiiiieeeeeeeeeneeee, 33
3.3.2 Medida da Lipoperoxidacao pelo TBARS ..., 34
3.3.3 Avaliacao do Dano Oxidativo a Proteinas............ccccceeeiieie 34
KR 0 I o T[S o) - L PR 35
3.4 AVALIACAO DAS DEFESAS ANTIOXIDANTES ENZIMATICAS ................. 35
3.4.1 Atividade da Superoxido Dismutase (SOD) .........eeeeviiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeee 35
3.4.2 Atividade da Glutationa Peroxidase (GPx) ......cccouuveeeieiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeee 36
3.4.3 Atividade da Glutationa Redutase (GR) ........cooccuiiiiiiiiei e 37

3.4.4 Atividade da Catalase (CAT)...coo o e 37



3.4.5 Atividade da Glutationa S-Transferase (GST).......cueeeeeiiiiiiiiiiiiiiiieeeee e 38

3.5 AVALIACAO DAS DEFESAS ANTIOXIDANTES NAO ENZIMATICAS ........ 38
3.5.1 Determinacao dos Niveis Séricos de a-Tocoferol..........ccccooevvivieeiieeneennn.. 38
3.5.2 Avaliacao da Glutationa Total, Oxidada e Reduzida.............ccccoeeeeeeeeee.n. 39

3.6 DOSAGEM DE METAIS PESADOS .......ciiriiecerressseeesesssssssessssssmsssssssssmsnns 40

3.7 ANALISE ESTATISTICA ....ourereceererccaresessssesessssesessssasessssssesssssesssssaseasanes 40

4 RESULTADOS......coiiiiccmmerissssmnnssssssms s sssssssss s ssssssmsssssssssmsssessssnnssssssssnsessasssnnnssssnsn 42
4.1 MANUSCRITO 1 ..icccerirsssmserssssssmsssssssssmssssssssssssssssssmsssssssssmssssssssnnsssessssnnnnes 42
4.2 MANUSCRITO 2 ......cceeicceccerrescsccessssssme s s e s s ssmss s e e s s sms e s e s s smmn e s esssnmmeseesssnmnnns 43

5 DISCUSSAQD ......cuciecemiacreacsesssesssssssssss s s s s s s s s s e e s e s ss s sssssnssssssssasnsaes 44

6 CONCLUSOES ......coecurerecssseesssesessssesssssessssssessssssssssssssessssssssssssssssasssssesssnsnens 53

7 PERSPECTIVAS ... eiiciecirnissssmessssssssss s ssssssmssssssssms s sesssssssssessssnsassesssnmnsssnnsn 54

REFERENCIAS .......ecureccureccassseesssesessssasesssssessssssesssssssssssssssessssssesssssesasssaneasanes 55

APENDICES .....ooeeucurerecurssesesssesesssssessssssessssssesessssaseassssssssssssessasssssssssssneasssasenssnssens 66

APENDICE | - MANUSCHEO T ..ecucurereresearesessssssessssessssssssessssssessssssssesssssessssssesssases 66

APENDICE Il - MANUSCHILO 2.....cucurueeuresessarssessssssesessssssesssssessssssssssssssssssasessasases 75

APENDICE Il - Questionario de PeSqUISa .......cceeeeeeerererererararasssssasssasssassssesesesens 96

APENDICE IV = TCLE ....ecueieecccsessacesssss e esssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssanes 99

APENDICE V - Termo de COMPIrOMISSO ......cccceereeerereresesssssssssssssssssssssssssssseseseas 101

APENDICE VI - Orientac@o ao Participante ..........cccoceeverererererererereseseseseseseseeees 102

ANEXOS .....ciiiiiiemirrissssmessssssmss s ssssssms s e s s ssmn e s sas s sms s s e s s ssmne s eesssnmnnsessssnnnneanssnnnnnsnnsn 103

ANEXO | - Parecer do Comité de Etica em PesquiSa...........cevurereraeneeseesesenens 103

ANEXO Il - Certificado do Fornecedor da Vit. C .........oooimmmmiimmmmmmssssssssssssssnnnnnns 105

ANEXO IIlI - Certificado da Farmacia da Vit. C.......ccccciiiiiriiicnemmmmnnnnnnssssssneenns 106

ANEXO IV - Certificado do Fornecedor da Vit. E............cccceiirmmmmmniinnnnsssssnnnnns 107

ANEXO V - Certificado da Farmacia da Vit. E........ooomommiimiimciemcceeceeecenmneennas 108



13

1 INTRODUCAO

Segundo o balanco energético nacional de 2008, o carvao mineral foi
responsavel pela producao de 6,2% de toda a energia elétrica produzida no pais
(ANEEL, 2008). Santa Catarina colabora por dispor de uma reserva de cerca de 4,3
bilhdes de toneladas, o que corresponde a 13% do total do pais. As reservas de
carvdo do estado de Santa Catarina concentram-se numa area alongada no
sentido norte/sul, situada entre os municipios de Lauro Muller e Ararangua, com
cerca de 70 km de comprimento por 15 a 20 km de largura (CAMPOS et al., 2003).

A exploracdo do carvdo em Santa Catarina € feita tanto em minas
subterrdneas como a céu aberto. Ambos 0s processos podem acarretar problemas
ambientais, por modificarem a estrutura do meio natural, pela deposicao
inadequada dos residuos da mineragdo, causando contaminacao de aguas
superficiais e subterraneas, além de promover contaminagdo na atmosfera nas
proximidades das minas, pela geracdo de gases e material particulado (MP) ou
perda de solo fértil (SANCHEZ e FORMOSO, 1990).

O municipio de Lauro Miller situa-se nas coordenadas 28° 20’ S e 49°
20’ W no estado de Santa Catarina e apresenta, ainda nos dias de hoje, os dois
tipos de procedimentos utilizados para a extracdo do carvao mineral, sendo que as
mineradoras tém seu campo de trabalho situado a no maximo, 12 km da area
urbana do municipio. Esta distancia pode levar a contaminacao do ar e da agua
utilizados por sua populacao, possibilitando, desta forma, contaminacdo ambiental
relevante, e conseqlientemente, contribuindo para a diminuicdo da sua qualidade
de vida.

Toda a regidao situada no entorno das cidades acima citadas, fica
exposta ao risco da contaminacao atmosférica, em especial por hidrocarbonetos e
metais pesados, que sao 0s principais componentes do carvao, ja que o relevo da
area de estudo proporciona a recirculacao das emissoes atmosféricas, aumentando
o risco de contaminacao pela atividade carbonifera (MONTEIRO e FURTADO,
1995). Mais especificamente, a regido esta cercada por uma cadeia montanhosa
em toda a sua extensdo, denominada Serra do Rio do Rastro. Esta ocorréncia
geografica tem em média 1300m de altitude, e associada ao padrao de circulacao
(nordeste) de vento predominante na regido durante todo o ano, favorece a
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formagédo de um padrdo recorrente de circulacdo do MP emitido pela atividade de
mineracdo, aumentado o risco de contaminacdo dos residentes de toda a regiao
carbonifera fica aumentada, mesmo em areas a exploragao do carvao mineral foi
interrompida (Figura 1) (MONTEIRO e FURTADO, 1995).
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Figura 1: Padrao de Circulacdo de Ventos na Area de Estudo

Os trabalhadores da industria carbonifera sdo comumente expostos a
poeira do carvao, ou seja, ao MP e os seus contaminantes, como metais pesados e
quinonas entre outros (LI et al., 2008). Os contaminantes do MP sdo componentes
ocupacionais e ocasionais da vida de individuos residentes nestas regiées, assim
como 0s gases provenientes de combustdo do carvao conforme constatado em
trabalho paralelo a esta tese, realizado junto a trabalhadores da usina termo-
elétrica Jorge Lacerda localizada no municipio de Capivari de Baixo — SC a cerca
de 70 km da area de mineragdo (POSSAMAI et al., submetido a revista
CHEMOSPHERE). A exposicdo ao p6 do carvao pode causar doencas
ocupacionais como a pneumoconiose, caracterizadas pela agregacdo de
macréfagos que fagocitam as particulas de poeira, em areas préximas as zonas de
trocas respiratorias. Além disso, a inflamacdo é um fator preponderante em
resposta a presenca de MP de carvao inspiradas (ROM et al., 1987; GHANEM et
al., 2004), e, quando crénica, € descrita como um dos principais desencadeadores
da carcinogénese em diferentes tecidos. (LEITE et al., 2001).
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O mecanismo pelo qual a carcinogénese € gerada, permanece ainda em
estudo, sendo que um dos possiveis mecanismos de sua indugcdo consiste no
estresse oxidativo, pela geracdo das chamadas Espécies Reativas de Oxigénio
(ERO) (BECKMAN e AMES, 1997; SMITH et al., 1998). Ha fortes evidéncias que
as ERO e também as Espécies Reativas de Nitrogénio (ERN) estdo envolvidas no
desenvolvimento do cancer, ndo somente por efeitos diretos ao DNA, mas também
na alteragdo de sinais de transducéo, proliferacdo celular, morte celular e
comunicagao intercelular (HALLIWELL & GUTTERIDGE, 2007).

O carvao em si ndo aparece como o agente gerador da doenga, mas sim
outros minerais e elementos como diversos metais pesados presentes no MP
durante o processo de extracdao. Os metais possuem a propensdao de perder
elétrons formando ions com cargas positivas que tendem a ser solluveis em fluidos
bioldgicos (BENITE et al., 2007). Enquanto ions metélicos apresentam-se
deficientes de elétrons, biomoléculas tais como proteinas e DNA s&o ricas em
elétrons. A atracao entre estas oposicoes de cargas conduz a uma tendéncia geral
de ions metalicos interagirem com moléculas biolégicas, formando moléculas
altamente estaveis (BENITE et al.,, 2007 ; FLORA et al., 2002; KAKKAR e
JAFFERY et al., 2005; VALKO et al., 2006). Alguns metais podem inclusive induzir
in vitro a atividade da glutationa S-transferase (GST) e diminuir a concentracao de
glutationa reduzida (GSH) (KORASHY e EL-KADI, 2008). J& em 1995 STOHS e
BAGCHI, descreveram a capacidade que alguns metais de transicao apresentam
como catalisadores na deterioracao oxidativa de moléculas biologicas (proteinas,
lipideos e DNA), e conseqlientemente, atuarem como potencializadores do estado
de estresse oxidativo.

As atencdes tém sido direcionadas para a geracdao das ERO e sua
ligacdo com o dano pulmonar e, a partir do mesmo, em outros tecidos
(CASTRANOVA et al., 2002; CHO et al.; 1999; SHUKLA et al., 2003; ZHANG et al.,
2002). O mecanismo essencial do dano tecidual induzido pelo MP do carvao tem
sido descrito como sendo mediado pela ativacdo dos macréfagos e pelo
recrutamento dos polimorfonucleares. Esta ativacao celular induz a liberagdo de
mediadores inflamatorios como as ERO (DALAL et al., 1995; LI et al., 2008). Os
pulmdes sdo o alvo primario das espécies pré-oxidantes geradas naturalmente
apos a inalacao de poluentes atmosféricos (SHUKLA et al., 2003). Além disso, é
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sabido que a presenca de metais, inclusive os que compdem o carvao mineral da
regiao pesquisada, pode conduzir a formacao das ERO, ja que ha o predominio,
entre outros metais, de cobre e ferro no MP, que podem favorecer tanto a reacao
de Fenton quanto a de Haber-Weiss conforme segue:

Reacdo de Haber-Weiss: 0," + Fe® — O, + Fe?*

Reacdo de Fenton: Fe** + HoO, — "OH + OH + Fe®*
(adaptado de HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2007)

A reacdo do superdxido com perdxido de hidrogénio é acelerada in vivo
na presenca de metais de transicdo, particularmente de ferro e cobre, por meio da
reacdao de Haber-Weiss/Fenton (BLOKHINA et al., 2003; VALKO et al., 2006). O
radical hidroxil também pode ser gerado por radiagbes ionizantes (HALLIWELL e
GUTTERIDGE, 2007).

1.1 COMPONENTES METALICOS DO CARVAO

Os principais componentes metalicos do carvao explorado na regiao sul
de Santa Catarina segundo relatério de composicdo e residuos da industria
carbonifera onde o presente estudo foi realizado serdo apresentados na sequiéncia.
Antes, porém, deve-se ressaltar que na legislacao brasileira (NR-7) (BRASIL, 2005)
sao colocados valores maximos apenas para o chumbo.

Em todo o mundo, ha uma grande dificuldade em determinar valores de
referéncia para estes analitos, e esta dificuldade € decorrente da alta variabilidade
da formacéo do solo, e diferentes constituintes presentes nas amostras analisadas
(APOSTOLI, 1992). Portanto, sem estudos prévios, torna-se dificil avaliar o quanto
a atividade de mineracao pode influenciar na saude através da indu¢ao do acumulo
destes metais nos organismos de individuos expostos.

Para tanto, Apostoli (1992) sugere que sejam tomados como referéncia
valores encontrados em individuos ndao expostos as mesmas condicdes daqueles
envolvidos no estudo experimental. A tabela 1 sugere os critérios de exclusao, a
serem utilizados para a formacgéo do grupo a ser considerado como referéncia para
os valores aceitaveis, quando da exposicdo aos componentes metalicos do carvao:
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Tabela 1: Critérios para a Formacao do Grupo Referéncia para Concentracao de

Metais

Critérios Critérios toxicologicos ambientais de exclusao
bioquimicos de

exclusao

Doencas sistémicas Exposicao ocupacional ou ambiental anormal
Desordens Dano organico ou funcional gerado pelo téxicocinética
Fisiopatolégicas de metais.

Uso de drogas ou

farmacos

Estados Fisiolégicos

modificados
Fonte: IFCC (1987)

1.1.1 Chumbo

O chumbo é um elemento ndo essencial abundante em toda a crosta
terrestre e é utilizado desde a antiguidade. Este uso tem causado contaminacdes
do ar e do solo, e fez com o que o chumbo fosse conhecido como capaz de induzir
uma grande quantidade de disfun¢des bioquimicas, fisiolégicas e comportamentais
em diferentes espécies, inclusive a humana (GOYER, 1996; RUFF et al., 1996;
FERRARO et al., 2004).

Quando o individuo esta exposto a concentragdes relativamente grandes
durante um longo periodo, o metal pode levar a disturbios em praticamente todas
as partes do organismo, desde o sistema nervoso central até o sangue e rins,
culminando com a morte. Em concentragdes baixas, ha alteracdo na producao de
hemoglobina, por interferéncia no metabolismo do ferro e em processos
bioquimicos cerebrais, j& que este metal interfere na acdo de determinadas
enzimas ativas neste sitio. Isso produz alteracdes psicolégicas e comportamentais,
sendo a diminuicdo da capacidade cognitiva um dos principais efeitos (RUFF et al.,
1996). Os efeitos tdxicos desse metal sdao consequéncia de alteracées nas
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membranas celulares e nas enzimas, causadas por interagcdes com complexos
contendo ligacdes enxofre, fésforo, nitrogénio e oxigénio (FERRARO et al., 2004).

A propriedade de se ligar a esses elementos, confere ao chumbo
igualmente a capacidade de se ligar também ao DNA, RNA e enzimas, inativando
ou inibindo sua sintese. Ainda segundo Ferraro e colaboradores (2004), a
intoxicacdo por chumbo (II) aumenta significativamente os danos ao DNA,
principalmente porque induz quebra simples na fita e, conseqlentemente, quebra
dupla, como resultado da inativagédo de alteracdo nos mecanismos de reparo. Os
valores aceitaveis para o chumbo de acordo com a legislagao brasileira é de 50
Hg/g creatinina e o indice biolégico maximo permitido (IBMP) é de 100 pg/g
creatinina (BRASIL, 2005).

1.1.2 Cobre

O cobre é um metal de transicédo, capaz de realizar um ciclo redox entre
seus dois estados, Cu™" (ll) oxidado, e Cu™ (I) reduzido. Virtualmente, todos os
organismos requerem cobre como co-fator catalitico para processos bioldgicos,
como a respiracao, transporte de ferro, producdao de hormdnios peptidicos,
pigmentagao, crescimento e desenvolvimento celular (PUIG & THIELE, 2002). No
entanto, o cobre participa também de reacbes capazes de gerar radical hidroxil,
que pode levar a danos nos lipideos proteinas e DNA (HALLIWELL &
GUTTERIDGE, 2007).

A intoxicagcdo aguda ocorre mais frequentemente apds a ingestdo de
sulfato de cobre, encontrados, por exemplo, em algicidas aplicados aos
reservatérios de aguas, piscinas, corantes industriais, na conservacdo de
alimentos, inseticidas, germicidas, na industria para preservacao de madeiras,
tinturas de cabelo, ou outros sais de cobre, sendo a necrose hepatica uma
caracteristica da sua intoxicacao cronica. No entanto, o cobre € um cofator comum
para muitas enzimas, incluindo as oxidases e oxigenases e, semelhante ao ferro, o
cobre age como um catalisador na formacdo de ERO (Reacédo de Fenton)

desencadeando a peroxidacgéao lipidica da membrana.
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Varios estudos realizados in vitro e in vivo mostraram a habilidade do
cobre em reagir com diversas substancias indutoras da lesdo do DNA por
citotoxicidade, como por exemplo, a hidroquinona, como também a producao
aumentada de oxigénio singlet. Todavia, os neutréfilos fagociticos sdo grandes
produtores de oxigénio singlet e sdo escassos o0s sistemas de varredura dos
mesmos (TAPIA e ARAYA, 2006). A literatura especifica apresenta valores para o
cobre entre 13 a 36 pg. L' (IYENGAR e WOLTTIEZ, 1988; MINOIA et al., 1990;
FORTE et al., 2004; OHASHI et al., 2006; BENES et al., 2002).

1.1.3 Ferro

E o aquarto elemento mais abundante da crosta terrestre
(aproximadamente 5%) e, entre os metais, somente o aluminio € mais abundante
(TAPIA e ARAYA, 2006). Normalmente, pouquissimas quantidades de ferro estao
presentes na maioria das células do organismo, no plasma ou em outros liquidos
extracelulares, e o0 organismo conserva de forma rigorosa sua reserva de ferro
(BURTIS et al., 2008).

Na espécie humana pode ocorrer em duas formas fundamentais através
das fontes nutricionais: heme e ndo heme. A heme refere-e as formas derivadas de
fontes animais, nas quais a molécula de ferro aparece fortemente ligada a um anel
porfirinico, tanto na mioglobina quanto na hemoglobina. A forma nado heme refere-
se a todas as outras formas de ferro, inclusive aquelas encontradas no MP do
carvdo (BEARD & HAN, 2009).

A absorcdo do ferro apresenta dois processos fundamentais de
regulacdo: o primeiro € a quantidade e a forma na qual o ferro se apresenta na
fonte de onde deve ser removido; 0 segundo, o status do ion ferro no individuo
(AISEN et al., 2001). Portanto, a quantidade de ferro a ser absorvida, sera
proporcional as quantidades de ferro presentes no organismo do individuo. Este
processo de absorgédo seletivo é o mecanismo fundamental pelo qual a espécie
humana regula o balanco de ferro (BOTHWELL et al., 1979).

Concentragdes anormais de ferro aparecem em diferentes desordens do

sistema nervoso, especialmente naquelas que envolvem controle de movimento
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(ZECCA et al., 2004). Além disso, é sabido que nas placas neuriticas presentes na
doenca de Alzheimer o ferro esta presente como um de seus componentes
(ROGERS et al., 2002).

Os ions, Fe e Cu, tém a capacidade de doar e aceitar elétrons, o que os
permite reagir com outros compostos que geram ERO, os quais podem afetar
rapidamente as membranas celulares, proteinas e o DNA (TAPIA e ARAYA, 2006).
Para este metal, a literatura apresenta como valores encontrados em diferentes
populagées de 8,25+5,40 ug.L' a 129 pg.L"' (IYENGAR e WOLTTIEZ, 1988;
FORTE et al.,, 2004). Na legislacdo brasileira (NR-15; NR-7), que dispbe sobre
parametros do controle bioldgico da exposi¢do a agentes quimicos, o ferro ndo esta

presente, e, portanto ndo apresenta valores de referéncia (BRASIL, 2005).

1.1.4 Manganés

O manganés é bioquimicamente essencial como constituinte de
metaloenzimas e ativador enzimatico. Como ativador, pode agir ligando-se ao
substrato ou diretamente a proteina, causando alteragcbes conformacionais
(BURTIS et al., 2008). O manganés absorvido de fontes alimentares é
escassamente absorvido, e a pequena parte absorvida, é rapidamente ligado a a, —
macroglobulinas, ou permanecer livre antes de seu rapido transporte ao figado e
consequente eliminacao pela bile (KAKKAR E JAFFERY, 2005).

As exposicdes ocupacionais mais significativas ocorrem pelo fumo e por
MP ricos em Mn, como as advindas da mineracdo de carvao. Nas exposicoes
ocupacionais, como a mineracao, a principal via de introducdo e absorcdo de
manganés, € o trato respiratério (FLORA et al., 2002). No sangue, o manganés
encontra-se principalmente nos eritrécitos, onde sua concentracao € cerca de 20 a
25 vezes superior a plasmatica. Também sao encontrados niveis relativamente
elevados nos pulmdes, rins, glandulas enddcrinas (tiredide, pituitaria, supra-renais),
intestino delgado e testiculos (FLORA et al., 2002).

Os sinais e sintomas de intoxicacdo envolvem anorexia, cefaléia, insénia
e fraqueza geral. As manifestagdes extrapiramidais incluem disturbios da fala e
redugdo da habilidade nos movimentos finos (KAKKAR E JAFFERY, 2005). A
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resposta tdéxica nos seres humanos, quando expostos a grandes quantidades,
sofrem acumulagao principalmente na substancia nigra do cérebro, podendo levar
a uma sindrome semelhante ao Parkinson (BURTIS et al.,2008). lyvengar e
Wolttiez (1988) referiram como valor de referéncia para o manganés, o intervalo de
0,5a9,8 ug.L™".

1.1.5 Zinco

O zinco é um componente de quase 300 enzimas em todas as espécies
(VALEE, & AULD, 1990). Nos humanos, destacam-se a anidrase carbénica,
fosfatase alcalina, DNA e RNA polimerase e alcool desidrogenase (ANGER, 2003;
BURTIS et al., 2008). O metal é encontrado na insulina, nas proteinas “dedo de
zinco” (zinc finger), e em diversas enzimas como a superéxido dismutase (ANGER,
2003). E encontrado em diversos alimentos como nas ostras, carnes vermelhas,
aves, alguns pescados, mariscos, favas e nozes. A ingestao diaria recomendada
de zinco é em torno de 10 mg, menor para bebés, criancas e adolescentes (devido
ao menor peso corporal), e algo maior para as mulheres gravidas e durante o
aleitamento (COUSINS & HEMPE, 1990).

A deficiéncia de zinco pode produzir retardamento no crescimento, perda
de cabelo, diarréias, impoténcia sexual e imaturidade sexual nos adolescentes,
apatia, cansago e depressao, lesées oculares e de pele, inclusive acne, unhas
quebradicas, amnésia, perda de apetite, perda de peso e problemas de
crescimento, aumento do tempo de cicatrizacdo de ferimentos e anomalias no
sentido do olfato (BURTIS et al., 2008). As causas que podem provocar uma
deficiéncia de zinco sao a insuficiente quantidade na dieta alimentar e a dificuldade
na absorcdo do mineral, que pode ocorrer em casos de alcoolismo, quando é
eliminado pela urina (BURTIS et al., 2008).

Em excesso, o zinco € téxico, interferindo com o metabolismo de outros
minerais no corpo, especialmente de ferro e cobre (MAURICE, 1994). Depois da
ingestdo de 2g ou mais de zinco surgem sintomas de envenenamento, que incluem
nausea, vémitos e febre (MAURICE, 1994). A concentracdo de zinco na urina,
dependendo da dieta, esta entre 50 a 1000 pg/dia (IUPAC, 1995). Achados na
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literatura referem valores entre 270 a 712 pug.L™" (BENES et al., 2002; IYENGAR e
WOLTTIEZ, 1988; MINOIA et al., 1990; FORTE et al., 2004).

1.2 ESPECIES REATIVAS DE OXIGENIO

O oxigénio é importante para o fornecimento de ATP através de
processos oxidativos, e, no entanto, favorece também a formacédo de espécies
intermediarias daquela reducdo que podem ser prejudiciais e denominadas de
espécies ativas de oxigénio (ERO) (HALLIWELL & GUTTERIDGE, 2007, 1999).

A reacao de formacao destas espécies baseia-se na presenca de dois
elétrons ndao pareados com spins paralelos. Um destes dois elétrons deve sofrer
uma inversao de spin, e para que haja esta inversao, é necesséaria uma alta energia
de ativacéo, o que pode ser extremamente desfavoravel. Por outro lado, a reducao
de apenas um dos elétrons ndo esta sujeita a esta barreira energética, o que facilita
a formacao das ERO (HALLIWELL & GUTTERIDGE, 2007).

Aproximadamente 2% do oxigénio utilizado na cadeia respiratéria sofre
reducao univalente, favorecendo, desta forma, a producdo de ERO (CHANCE et
al., 1973; BOVERIS e CADENAS, 1982). Estas espécies sdo capazes de reagir
com qualquer tipo de molécula organica, tendo elevada capacidade deletéria
(AMES et al., 1993). Dentre os radicais formados, o mais reativo e deletério é o
radical hidroxil (*OH) que é o mais provavel iniciador das reacdes em cadeia que
levardo a formacao dos peroxidos de lipideos e radicais organicos (AMES et al.,
1993).

Os alvos dos danos oxidativos, sdo todas as moléculas biologicamente
importantes, isto €; proteinas, carboidratos, lipideos e &cidos nucléicos. Nas
proteinas os principais efeitos sdo a carbonilagdo, cross-linking e agregacao
protéica, com a conseqiente perda de funcdo (HALLIWELL & GUTTERIDGE,
2007, 1999). A peroxidacao lipidica invariavelmente leva ao dano de sua estrutura
molecular, sendo que quando os mesmos fazem parte de alguma estrutura celular,
a mesma tem sua conformacao e funcéo prejudicadas (AMES et al., 1993; SIES,

1999). Em relacao a estrutura do DNA, ja existem descritas pelo menos 20 tipos de
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lesbes provenientes da acao oxidativa destas espécies muitas delas indicativas de
mutacao (FLOYD, 1990).

Apesar da alta capacidade de formacao das ERO, os organismos sao
também capazes de detoxifica-las, através da acdo de defesas intra e extra-
celulares, enzimaticas ou ndo, que podem prevenir a formacéo, inibir a acao e
reparar o dano causado pelas mesmas (HALLIWELL & GUTTERIDGE, 2007).
Quando um desequilibrio entre estas defesas e a produgdo de ERO é atingido,
instala-se a situacdo de estresse oxidativo (SIES, 1985; HALLIWELL &
GUTTERIDGE, 2007).

1.3 ESTRESSE OXIDATIVO

As células apresentam sistemas pro-oxidantes/antioxidantes que
produzem e detoxificam oxidantes de modo continuo durante o metabolismo
aerébio normal, porém quando ocorrem eventos oxidativos adicionais, combinado
ou ndo com a deplecédo de antioxidantes, € desencadeado um desequilibrio nesses
sistemas, resultando em danos oxidativos as biomoléculas descritas anteriormente
(SIES, 1985).

O estresse oxidativo pode levar a uma alteragdo nos sistemas
antioxidantes ao induzir ou reprimir proteinas que participam desse processo, ou
ainda depletar as reservas celulares de antioxidantes (SIES, 1985; THOMAS,
2003). O alvo celular primario do estresse oxidativo depende do tipo de célula, da
natureza das ERO (radical ou nao radical), do local da geragao (intra ou
extracelular) e da proximidade do alvo (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 1996).

Quando o dano é moderado, ocorre 0 aumento da sintese de defesas
antioxidantes para compensar o desequilibrio, porém o estado crénico de estresse
oxidativo contribui para o declinio das fungbes celulares, o envelhecimento, a
mutacao espontanea e numerosas doencas (FRIDOVICH, 1998; WILHELM FILHO;
2001; FANG et al., 2002).

O estresse oxidativo esta associado a inumeras doengas em humanos e
outros organismos, tem sido considerado o fator mais importante no

desenvolvimento de doengas cronicas nao transmissiveis (NAJI, 2001).
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1.4 DEFESAS ANTIOXIDANTES

Os organismos aerdbios, dependentes do metabolismo oxidativo,
desenvolveram um sistema de defesa antioxidante para detoxificar as formas
reativas de oxigénio e nitrogénio. Sob condicdes fisiolégicas, o estresse oxidativo
produzido € combatido por um complexo sistema de defesa antioxidante
(HALLIWELL, 1996; FANG, 2002). Qualquer substancia que, presente em baixas
concentragcdes quando comparada a do substrato oxidavel, atrase ou iniba a
oxidacao desse substrato de maneira eficaz, protegendo as células contra a acao
dos oxidantes, pode ser chamada de antioxidante (SIES, 1993; HALLIWELL &
GUTTERIDGE, 2007).

A protecao celular pode ser realizada de duas diferentes formas: atuando
como detoxificadora do agente, impedindo a sua formacéao e, conseqientemente, o
ataque a lipideos, proteinas e as bases do DNA; ou exercendo a fungao de reparo
da lesdo ocorrida, processo que esta relacionado com a remocdo dos danos a
molécula de DNA e a reconstituicio de membranas celulares (BIANCHI e
ANTUNES, 1999).

Muitos constituintes nutricionais sdo fontes importantes desses agentes
protetores contra a acdo de ERO. Esses constituintes consistem principalmente em
vitaminas (“C”, “E” e carotendides), polifen6is e minerais (zinco, cobalto, cobre,
selénio) (SIES, 1993; MEYDANI, 1998).

Evidéncias claras também mostram que o consumo de alimentos com
propriedades antioxidantes esta inversamente associado ao risco de doencas
ocasionadas pelo estresse oxidativo (HALLIWELL, 1996). Os antioxidantes
endogenos e exégenos atuam sinergicamente, compondo um sistema antioxidante
enddgeno que inclui principalmente, em termos enddgenos, enzimas como a
superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e glutationa peroxidase (GPx), e
também substancias nao enzimaticas, como a glutationa (GSH), acido urico e
alguns horménios como o estradiol, entre outros (HALLIWELL, 1996; NIJVELDT et
al., 2001).
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1.4.1 Antioxidantes Enddgenos

Os antioxidantes enddgenos sao sintetizados no organismo humano e
demais organismos aerdbios e compéem um sofisticado sistema enzimatico e nao
enzimatico de defesa (BIANCHI e ANTUNES, 1999).

A superéxido dismutase (SOD) constitui-se como uma das enzimas mais
importantes que atuam como antioxidante celular, estando presente nos
organismos aerobios sob trés formas distintas, de acordo com a presenca do
cofator metalico no seu sitio ativo: cobre e zinco (Cu/Zn-SOD), manganés (Mn-
SOD) e ferro (Fe-SOD; somente em bactérias) (DIPLOCK et al., 1998; SARNI e
LEITE, 2003). As SODs sao encontradas no citosol de células eucariontes, na
mitocéndria e no espaco extracelular dos mamiferos e catalisam a conversao do
anion superoxido a peroxido de hidrogénio (reacdo de dismutacdo) (MACCARA e
FRIDOVICH, 1969).

A catalase esta presente em grande quantidade em quase todos o0s
tecidos, principalmente em peroxissomas hepaticos sendo escassa no cérebro,
coracdo e musculo esquelético. Possui como sitio ativo um grupo heme (Fe*?) que
catalisa a reag¢édo onde o peréxido de hidrogénio é detoxificado especificamente em
H.O e Oye.

A glutationa peroxidase (GPx) é a principal peroxidase em vertebrados.
Tanto a catalase como a glutationa peroxidase possuem efeito protetor, no sentido
de que ambas removem o perdxido de hidrogénio (SAGARA et al., 1998; SARNI e
LEITE, 2003).

A glutationa (GSH) é o mais abundante tiol de baixo peso molecular
encontrado em vegetais, fungos, bactérias aerébias e animais. Entre suas acgdes,
pode servir como substrato para a glutationa peroxidase e também detoxificar
metabdlitos reativos de oxigénio provenientes do ambiente (xenobidticos, através
da GST) e do préprio organismo, agindo como agente redutor aceitando elétrons
das ERO, neutralizando-as e transformando-as em espécies menos téxicas
(SAGARA et al., 1998; CLARKSON e THOMPSON, 2000).
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1.4.2 Antioxidantes Exdgenos

Entre os mais importantes estao os tocoferodis (a-tocoferol e y- tocoferol),
a vitamina C, os compostos bioativos encontrados em plantas, como o0s
flavondides, fitoestrégenos, carotendides como o licopeno e o B-caroteno e os
minerais como zinco, cobre, selénio e manganés. A seguir serdo descritos em

maior detalhe os antioxidantes exégenos de interesse para este estudo.

1.4.2.1 Vitamina E

Descoberta em 1922 por Evans e Bishop como um micronutriente
essencial para a reproducdo em ratos, a vitamina E foi redescoberta nos anos 50
como fator 2 por Klaus Schwarz, posicionando-se dentro do contexto do sistema
celular antioxidante, juntamente com os aminoacidos sulfurados (fator 1) e o
selénio (fator 3).

O tocoferol é o antioxidante lipossoluvel que atua bloqueando a etapa de

propagacdo da peroxidacdo lipidica dos acidos graxos poliinsaturados das
membranas e lipoproteinas, seqtiestrando radicais peroxil (LO,") mais rapidamente

do que esses radicais podem reagir com acidos graxos adjacentes ou com
membranas lipoprotéicas. Em adicdo, tocoferbis reagem e eliminam o oxigénio
singlete e protegem a membrana contra essas espécies (VALKO et al., 2006).
Ocorre na natureza em oito formas estruturais: quatro tocoferdis e quatro
tocotriendis (BRIGELIUS-FLOHE e TRABER, 1999; JIANG et al., 2001). Tanto os
tocoferdis quanto os tocotriendis possuem um anel 6-cromanol e uma cadeia
lateral; esta cadeia é de natureza isoprénica, constituida por 16 atomos de
carbono, sendo responsavel pela lipossolubilidade da vitamina E (BIANCHINI-
PONTUSCHKA e PENTEADO, 2003). Os diferentes isbmeros desses compostos
diferem entre si pelo nimero e pela posi¢cao de grupos metil no anel cromanol. A
forma a-tocoferol é predominante em tecidos humanos e a principal em
suplementos nutricionais. Também observou-se que o a-tocoferol complementa a

acao da glutationa que, similarmente, realiza a varredura de mutagenos eletrofilicos
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na fase aquosa da célula (BRIGELIUS-FLOHE e TRABER, 1999; JIANG et al.,
2001).

Ap6s sua oxidacao, ocorre a formacao do radical tocoferoxil, que migra
da dupla camada lipidica para o meio aquoso, reagindo com a vitamina C, sendo
oxidado e retornando a sua forma original estavel. Desta forma, a vitamina C e
também a glutationa, sdo capazes de realizar a regeneracao da vitamina E, ja que
sao doadores de hidrogénio. No entanto, esse fendmeno depende da oferta de
antioxidantes hidrossoluveis e da atividade metabdlica das células (TRABER,
2007), razédo pela qual sdo utilizadas de forma combinada em estudos que
envolvem suplementacéo antioxidante (HALLIWELL & GUTTERIDGE, 2007).

A atividade antioxidante da vitamina E tem levado estudiosos a avaliar a
sua habilidade para prevencdo de doencgas crbnicas, especialmente aquelas
relacionadas ao estresse oxidativo envolvendo doencgas cardiovasculares, cancer e
desordens neurodegenerativas (BRIGELIUS-FLOHE e TRABER, 1999; TRABER,
2007; ROBERTS Il e TRABER, 2009).

1.4.2.2 Vitamina C

A vitamina C é considerada um dos antioxidantes exégenos mais
poderosos, apesar de seu fraco potencial redutor (CADENAS, 1997). Ela é soluvel
em agua, sendo encontrada em altas concentragcdes em muitos tecidos e capaz de
reagir diretamente com o anion superoéxido, radical hidroxil e oxigénio singlete
(CLARKSON e THOMPSON, 2000). Ha evidéncias em estudos in vitro que a
vitamina C é capaz de reagir com o radical tocoferoxil, regenerando-o em tocoferol
(TRABER, 2007).

Porém, estudos in vitro, também observaram que o alto consumo de
vitamina C pode ser deletério e apresentar efeitos pré-oxidantes por reduzir o ion
férrico (Fe™) a ion ferroso (Fe*?), que pode catalisar a reacdo de Fenton
produzindo o radical hidroxil e causando peroxidacao lipidica. No entanto, esses
efeitos ndo foram observados in vivo, pois as concentracdes utilizadas de
ascorbato e ions ferro, ndo se reproduziam em situacgéao fisiolégica (DRAPPER e
BETTGER, 1984; ODIN, 1997).
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1.4.3 Eficacia da Terapia Antioxidante

Apesar de ja bem sedimentados os papéis das vitaminas “C” e “E”, como
importantes antioxidantes para todos os organismos aerébios (HALLIWELL &
GUTTERIDGE, 2007; HALLIWELL, 2009), um grande numero de autores tem
discutido a validade da suplementacdo antioxidante, em diferentes tipos de
doencas e situacbes que podem conduzir ao status de estresse oxidativo, entre
elas as doencas cardiovasculares como a aterosclerose, hipercolesterolemia
poligénica, doenca de chagas, hepatite C e a exposicdo a xenobibticos
(BLUMBERG, e FREI, 2007; FARIAS, 2009; RIBEIRO, 2009, POSSAMAI, et al.,
2009, AVILA et al., 2009).

Em estudos recentes, um novo caminho para a quebra do paradoxo
existente entre as doencas anteriormente citadas e a eficacia da suplementacao
parece ter sido quebrado (HALLIWELL, 2009; ROBERTS II, et al.; 2009). Os
resultados positivos alcangados com a suplementagéo realizada por um periodo
mais longo e com doses mais altas de vitamina “E” e “C” que os anteriormente
propostos, demonstrado a eficacia esperada. Em recente estudo Roberts e
colaboradores, sugeriram o uso de doses entre 800 e 3200 Ul/dia por 15 semanas,
demonstrando a eficacia da suplementacdo através da diminuicdo das
concentracdes de F, — isoprostanos, um biomarcador de lipoperoxidagdo no
plasma.

Além disso, Ribeiro e colaboradores (2009) demonstraram efeitos
positivos em pacientes chagasicos que realizaram suplementacéo antioxidante por
seis meses (vitamina E (800mg/dia) e vitamina C (500mg/dia)) tendo conseguido
atenuar o dano oxidativo em proteinas, restaurar e aumentar os niveis de vitamina
E, e diminuir as atividades das enzimas, SOD, GPx e GR. Esta suplementacao foi
capaz de atenuar o dano oxidativo causado pelo tratamento contra a doenca de
chagas, principalmente nos grupos incluidos nos estagios iniciais da doenca.

Ainda nesta linha, e utilizando o mesmo protocolo de suplementacgao,
Farias e colaboradores (2009) obtiveram sucesso com o tratamento proposto para
individuos portadores do virus HCV. No referido estudo, a suplementagéao
antioxidante diminuiu ou manteve inalterados os processos de lipoperoxidagao e
oxidacao de proteinas, essencialmente em todos os grupos, atenuando os danos
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causados pelo estresse oxidativo, além de aumentar os conteudos de GSH e
reduzir significativamente a atividade das enzimas GST, GR e CAT. Ressalta-se,
portanto, a importancia de estudos como os que estdo sendo conduzidos, para que
se possa confirmar a eficacia da suplementacéao, principalmente quando utilizadas
na forma profilatica, ou seja, antes de um dano maior ja ter sido causado pelo

estresse oxidativo.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar alteracdes oxidativas no sangue de individuos mineradores e de
uma amostra da populacdo do municipio de Lauro Miller, exposta direta e
indiretamente aos efeitos da atividade de mineragdo, antes e apds a
suplementacdo diaria com vitamina C e vitamina E, durante um periodo de seis

meses.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Verificar as diferengas nos niveis sanguineos das defesas
antioxidantes enzimaticas (CAT, SOD, GPx, GR e GST) de individuos expostos
direta e indiretamente a atividade de mineracdo do carvao, antes e depois da
administracao diaria de vitamina E (800 mg/dia), C (500 mg/dia) durante 6 meses;

2. Verificar as diferencas das defesas antioxidantes ndo enzimaticas
(conteudos sanguineos de GSH, GSSG e GT, plasméticos de vitamina E e vitamina
C) presentes no sangue destes individuos, antes e depois da administracdo de
vitamina E e C;

3. Verificar o comportamento dos indicadores de estresse oxidativo
(niveis plasmaticos de TBARS e proteina carbonilada, sanguineos de GSSG e
dano ao DNA através do teste Cometa) nos individuos, antes e depois da
administracdo de vitamina E e C;

4. Comparar os resultados obtidos antes e depois da administracao de
suplementos de vitaminas E e C, entre os diferentes grupos de voluntarios, no
sentido de verificar a eficacia desta suplementacao.

5. Analisar o conteudo de metais pesados (chumbo, cobre, ferro,
manganés e zinco) presentes na urina de individuos dos grupos em pauta na fase
pré suplementacdo, tentando relaciona-los com os marcadores de estresse

oxidativo presentes no sangue;
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3 MATERIAIS E METODOS

Este estudo foi realizado através de um ensaio clinico randomizado por
idade e sexo, prospectivo, controlado e realizado em individuos que trabalham na
extracdo do carvao (superficie e subsolo, diretamente expostos) e individuos que
residem nas proximidades da regido da extracdo (indiretamente expostos), em
comparacado a individuos nao expostos, antes e apods a suplementacao vitaminica
por um periodo de seis meses.

3.1 CONSTITUICAO DOS GRUPOS

Foram recrutados 80 voluntarios, divididos em quatro diferentes grupos
(n=20 por grupo). O primeiro grupo, denominado Exposto Superficie (SUP/
SURFACE), foi composto por trabalhadores diretamente envolvidos na extragdo do
carvdo em mineracdo a céu aberto; o segundo grupo, denominado Exposto
Subterraneo (SUB/UNDER), composto por trabalhadores diretamente expostos a
extracdo do carvdo em mineracao em subsolo ou galerias subterraneas, o terceiro
grupo denominado Residentes (RES), composto por individuos que vivem na
cidade de Lauro Miiller a cerca de 12 Km das areas de extracdo do carvao, mas
que nao tem nenhuma relacéo profissional com atividades de extracdo ou qualquer
outra atividade que os exponha em contato direto com o minério.

Além dos grupos acima citados, foram recrutados voluntarios doadores
de sangue, provenientes do Banco de sangue do Hospital Universitario da
Universidade Federal de Santa Catarina (HU-UFSC), que compuseram o grupo
controle (CONTROLE/CONTROL).

Como critérios de exclusdo amostral, foram excluidos da amostra do
grupo nao exposto, individuos que, porventura, tiveram contato profissional ou
ocasional com metais pesados componentes do carvao, ou de outra fonte, e que ja
foram descritos anteriormente. O uso de alcool nao foi levado em consideracao,
pois, para toda a amostra, foi aplicado um questionario, e concluiu-se que, se
excluissem os individuos que fazem uso eventual do alcool, ndo haveria amostra

suficiente para a realizacdo do presente estudo. A média de idade e o tempo de
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trabalho na mineragdo foram mantidos homogéneos em todos os grupos, para
garantir que o tempo de exposigdo ou nado dos individuos fosse praticamente o
mesmo. Nenhum dos participantes do estudo, incluindo os do grupo controle,
manifestava qualquer doenca do tipo crénica.

A triagem dos voluntarios foi realizada por contato direto, sendo que os
mesmos responderam ao questionario (Apéndice lll) proposto pelo pesquisador
(adaptado Sales e colaboradores (2006), onde foram avaliados os dados
antropométricos, habitos alimentares, presenca de doencas degenerativas, e a
utilizacdo de qualquer tipo de suplementacao que pudesse interferir nos resultados
do presente estudo, além de serem aplicados os critérios de exclusdo. Os
voluntarios devidamente esclarecidos que aceitaram participar do estudo,
assinaram o termo de consentimento (Apéndice 1V) e foram encaminhados ao local
de coleta, gentilmente cedido pela Secretaria de Saude do Municipio de Lauro
Mdller. Os voluntarios do grupo controle tiveram suas amostras coletadas no
préprio banco de Sangue do HU-UFSC em Florianopolis.

Apés a coleta do material bioldgico, cada voluntario recebeu vitamina C
(500 mq) e vitamina E (800 mg), suficientes para trés meses de suplementacéo,
guando foram repetidos os contatos para controle do uso da suplementacao, e para
gue se pudesse sanar duvidas. Neste segundo contato, foram repassadas novas
doses de vitaminas, suficientes para mais trés meses de tratamento, totalizando
seis meses de suplementacdo. Passado o periodo de 6 meses, foi realizada a
segunda coleta de material bioldgico, possibilitando desta forma, a deteccao do
efeito da suplementacéo antioxidante.

A realizacdo deste estudo foi aprovada pelo Comité de Etica em
Pesquisa com Seres Humanos da Universidade Federal de Santa Catarina, sob
protocolo de numero 166/2007 (Anexo I).

3.2 PREPARAGCAO DAS AMOSTRAS

Imediatamente apds a coleta de amostra sangiinea de cada individuo,
via venosa, em tubo contendo heparina (ou sem heparina para obtengdo do soro),
uma aliquota de sangue foi separada e precipitada em acido tricloroacético (TCA
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12% 1:4, v:v), sendo estocada imediatamente em nitrogénio liquido (-170°C), até a
realizacdo da analise de GSH. A separacao dos eritrécitos e plasma, os quais
foram utilizados para os ensaios dos marcadores de estresse oxidativo, foi
realizada através de centrifugagéo rapida (3000 g durante 3 min.) do sangue total,
para obtencéo da fracdo plasmatica e eritrocitos. As amostras foram imediatamente
estocadas em nitrogénio liquido até analise no Laboratério de Ecofisiologia
Respiratéria, CCB, da Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC).

As amostras de urina, foram coletadas logo apds a coleta da amostra de
sangue, sendo entdo aliquotadas e armazenadas em freezer comum para posterior
analise de metais pesados. Esta etapa de preparacdo das amostras foi realizada

nos locais de coleta anteriormente descritos.

3.3 MARCADORES DE DANO CELULAR

3.3.1 Avaliacao do Dano ao DNA (Teste Cometa)

O Teste Cometa de genotoxicidade foi desenvolvido conforme adaptacao
de Maluf e Erdtmann, para detectar danos no DNA (MALUF; ERDTMANN, 2000).

Para a avaliagdo do dano, as células foram submetidas a uma carga
elétrica realizando-se uma eletroforese, sendo na sequéncia coradas com nitrato
de prata. Os nucleotideos com DNA intacto apresentam forma arredondada (dano
“0” figura 2), ja nas células lisadas, os mesmos migram para fora do nucleo
apresentando similaridade a forma de um cometa, de onde se origina 0 nome do
teste. Quanto maior a cauda maior o indice de dano (dano de 1-4; figura 2).

Deve-se ainda ressaltar que a leitura foi realizada com perfil duplo-cego,
para que fossem evitadas possiveis interferéncias nos seus resultados.
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Fonte: MALUF; ERDTMANN, 2000
Figura 2: Niveis de Dano ao DNA

3.3.2 Medida da Lipoperoxidacao pelo TBARS

A avaliagdo da peroxidagéo lipidica enddgena foi realizada em triplicata,
pela deteccao dos seus derivados, presentes no plasma e que reagem com o acido
tiobarbiturico (TBARS), destacando o seu produto malondialdeido (MDA),
produzindo uma base de Shiff de coloracdo rosa (BIRD; DRAPER, 1984). A
concentragdo de TBARS (nmol/mL) foi calculada utilizando o coeficiente de
extingdo molar de E s35= 156 mM, conforme a férmula: [u] = [A s35] X 1000 x
diluicoes / 156.

3.3.3 Avaliacao do Dano Oxidativo a Proteinas

O dano oxidativo as proteinas por carbonilacdo foi determinado de
acordo com o método proposto por Levine e colaboradores (1990). As amostras de
sangue foram homogeneizadas (na diluicado de 1: 20) em 5% de &cido
sulfossalicilico gelado, e entdo centrifugadas a 1500 g por 5 min. Os sobrenadantes
foram removidos e aos precipitados foram adicionados 0,5 mL de 24-
dinitrofenilhidrazina (DNPH, 10 mM em 2M de HCI).

As amostras foram mantidas a temperatura ambiente por 1 hora, sendo
vigorosamente agitadas a cada 15 min. Ent&do, foram adicionados 500 puL de TCA
20% e os tubos agitados e centrifugados por 6 min. a 1500 g, sendo os

sobrenadantes descartados, o excesso de DNPH removido, lavando-se os
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precipitados por trés vezes com uma solugédo de etanol:acetato de etila (1:1), e, em
seguida, agitando-se os tubos e centrifugando por 3 min. a 1500 g.

Os precipitados resultantes foram dissolvidos em 1,0 mL de cloreto de
guanidina 6 M, submetidos a agitacdo e incubados por 15 min. a 37°C, para
dissolugcdo. As absorbancias maximas no intervalo de 360-370 nm foram
determinadas, e os valores finais das proteinas carboniladas (umol mL™)
calculados, utilizando o coeficiente de extingdo molar de Ezg=22 mM™ cm™. Os
brancos foram preparados substituindo-se a DNPH por HCI 2M.

3.3.4 Tiois Totais

A andlise dos grupos tidis, ou grupos sulfidrilas (-SH) do plasma envolveu
0 uso do reagente de Ellman, o 5,5-ditiobis (2-nitrobenzoato)-DTNB segundo
Riddles e colaboradores (1983). Foram misturados 10 uL de plasma com 200 uL de
0,1 M de Tampéo 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 (anion tiolato)
formado (equivalente a quantidade de grupos sulfidrilas). Os resultados obtidos da
leitura dos grupos Tidis foram normalizados de acordo com o nivel de proteinas,

conforme a metodologia de LOWRY e colaboradores (1951).

34 AVALIAQAO DAS DEFESAS ANTIOXIDANTES ENZIMATICAS
3.4.1 Atividade da SOD

A atividade da SOD foi medida em 480 nm, de acordo com o método de
Misra e Fridovich (1972), modificado por Boveris e colaboradores (1982), mediante
a oxidagao da adrenalina (mudanca de pH 2,0 para pH 10,0), que produz o anion
superoxido e um croméforo réseo, o adrenocromo. Quando a amostra era colocada
na cubeta, a enzima (SOD) presente nesta aliquota retardava sua formagcao. Numa
cubeta contendo 1,95 ml de tampéao glicina 50 mM, pH 10,2, foram adicionados 50
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ul de adrenalina 60 mM (mantida em pH em torno de 2,0, gelo e frasco ambar para
evitar sua oxidacao).

A velocidade inicial de formacado do adenocromo foi monitorada durante
cerca de 100 s do inicio da reacdo, com acréscimo de absorbéancia a cada intervalo
de 15 s, em torno de 0,013-0,015 unidades, para entdo adicionar diferentes
aliguotas da amostra, geralmente em torno de 30 a 100 ul, dependendo da
concentracao e atividade da enzima presente nesta aliquota. O tempo total de
monitoramento da reacao foi de 3 min. Curvas de 4 ou 5 pontos permitiram avaliar
indiretamente a atividade enzimatica da SOD, medidas em duplicata. Os valores da
SOD (U SOD mlI™") foram expressos em termos de atividade da enzima, onde uma
unidade arbitraria de SOD é definida como a quantidade de SOD necessaria para
diminuir a metade a velocidade de formagdo do adenocromo (MISRA e
FRIDOVICH, 1972).

As amostras foram tratadas por uma mistura de cloroférmio:etanol (3:5
v:v), e em seguida por adicdo de agua destilada; apds, as amostras foram agitadas
vigorosamente e centrifugadas (5000 g durante 4 min) para retirar a hemoglobina
presente nos lisados (gradiente de densidade) e impedir a geracao e interferéncia
do anion superéxido artefatual no ensaio (MISRA e FRIDOVICH, 1972).

3.4.2 Atividade da Glutationa Peroxidase (GPx)

A enzima GPx catalisa a reducao de peréxido de hidrogénio, bem como
de outros hidroperéxidos, utilizando a GSH como substrato para esta reacéao,
produzindo GSSG. Para a determinacao desta enzima foi utilizado o método de
Flohé e Gunzler (1984), usando 10 ul de amostra e 10 ul de tert-butilhidroperdxido
(t-BuOOH) sendo que para cada 10 mL de tampé&o fosfato foram adicionados 4,9
ML de T-BuOOH |, colocados em 1 ml de um meio de reacdo. Este meio de reagao
(50 ml) foi composto de 25 ml de tampéo fosfato 0,1 M pH 7,0, 8,6 mg de NADPH,
10 ml de acido dietilenotriaminopentacético (DPTA) 5 mM pH 7,0, 15 ml de agua
destilada, 24 mg de GSH, 3,8 ul de GR 5U, ainda 100 ul de KCN 50 mM colocados

momentos antes do ensaio.
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O método baseia-se em medida indireta pela oxidacao (diminuicdo da
absorbancia) do NADPH medido em 340 nm, ja que o NADPH ¢é utilizando na
regeneracao de GSH pela GR. Portanto, a velocidade de oxidacdao do NADPH é
proporcional a velocidade de producao de GSSG, a partir de GSH, catalisada pela
GPx presente na amostra. Os valores foram expressos em pumol min™' mi™". O KCN
adicionado ao ensaio evita a interferéncia do anion superéxido no ensaio e a
superavaliacdo da enzima devido & oxidagdo da hemoglobina (FLOHE e
GUNZLER, 1984).

3.4.3 Atividade da Glutationa Redutase (GR)

O método utilizado foi o de Calberg e Mannervick (1985), que verifica, em
340 nm, durante 30 s, a taxa de oxidagdo do NADPH devido a formagédo de
glutationa reduzida, a partir da GSSG, pela acdo da GR presente na amostra, em
um meio de reacao (50 ml) contendo tampéao fosfato 0,1 M pH 7,0; 8,6 mg de
NADPH; 32,7 mg de glutationa oxidada, 10 ml de DPTA 5 mM pH 7,0 e 15 ml de
agua destilada. Os valores da atividade, analisadas em duplicata, foram também
|—1

expressos em pumol min™ mI™' do hemolisado.

3.4.4 Atividade da Catalase (CAT)

Para analise da atividade desta enzima, foi quantificada a velocidade de
decomposicao do perdxido de hidrogénio (H-O2), em 240 nm, pela enzima presente
na amostra (AEBI, 1984). Para esse ensaio, foi utilizada a solu¢do de perdxido de
hidrogénio (10 mM) em tampao fosfato de potassio (50 mM) pH 7,0 preparadas e
tituladas no dia da analise. As amostras sdo analisadas em duplicata, sendo os

valores expressos em mmol de H,O, min™ mL™, utilizando Ez4=40 M cm™.
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3.4.5 Atividade da Glutationa S-Transferase (GST)

A atividade da GST foi medida em 340 nm, de acordo com Habig e
colaboradores (1976), onde a amostra era adicionada a um meio contendo 10 ul de
1-cloro-2,4-dinitrobenzeno 0,1 M (CDNB), 10 ul de GSH 0,1 M e 970 ul de tampao
fosfato 0,1 M pH 7,0, sendo que na cubeta de referéncia utilizou-se 980 ul de
tampéao fosfato 0,1 M pH 7,0, 10 ul de 1-cloro-2,4-dinitrobenzeno 0,1 M (CDNB) e
10 ul de GSH 0,1 M . Este ensaio tem como principio 0 uso de 1-cloro-2,4-
dinitrobenzeno (CDNB) como substrato, para que a enzima presente na amostra
conjugue a GSH ao CDNB, e forme um cromoéforo detectavel em 340 nm, atividade
esta monitorada durante 60 s.

As analises foram feitas em duplicata e os valores expressos em umol
min~" mI~'do homolisado. Lisados muito concentrados foram diluidos para evitar
densidades épticas elevadas na cubeta, o que poderia interferir na avaliagcdo da

cinética enzimatica.

3.5 AVALIACAO DAS DEFESAS ANTIOXIDANTES NAO ENZIMATICAS
3.5.1 Determinacao dos Niveis Séricos de a-Tocoferol

Anteriormente a realizagdo da deteccdo de a-tocoferol , conforme sera
descrito, as amostras foram mantidas em nitrogénio liquido, devidamente
acidificadas, para que se pudesse evitar a oxidacdo do analito. A deteccédo de a-
tocoferol foi feita em um sistema cromatogréfico de alta performance (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 separagdo, apos
injecdo automatica de 20 uL (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 pym (Phenomenex®), fase mével MetOH (EM Science™)
a 1,0 mLmin™, sob fluxo isocratico (Shimadzu® LC10AT_VP). Todos os solventes
utilizados na fase movel tinham grau CLAE, sendo previamente filtrados

(Membrana PVDF 0,45 pym - Millipore®) antes da inje¢do no aparelho.
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Para a preparacao da curva de calibracdo, partiu-se de uma solucéo de
10 mM de a-tocoferol (Merck®) com sucessivas diluicdes em MetOH (Merck®)
obtendo os pontos da curva-padrao (5—-10-25-100 uM). Para os controles, usou-se
agua desionizada (18,2 Mohm.cm - Millli Q®) no lugar de TEP. Os padrdes foram
filtrados em unidades filtrantes Millex-GV™ 0,22 pym (Millipore®) e, em seguida,
transferidas aos vials para inje¢cdo no equipamento de cromatografia liquida de alta
performance (CLAE). O procedimento utilizado foi realizado segundo descricéo de
Nicoletti e colaboradores (2001).

3.5.2 Avaliacao da Glutationa Total, Oxidada e Reduzida

A deteccdo de GSH e GSSG (Sigma®) foi feita em um sistema
cromatogréfico de alta performance (Shimadzu® SCL 10A_VP) associado a um
detector eletroquimico (ESA® Cuolochem Ill). O sistema utilizou uma célula guarda
(ESA® 5020), posicionada antes do injetor e ajustada para um potencial de 980 mV.
A cela de deteccdo (ESA®5010), posicionada apés a saida da coluna possuia dois
eletrodos E{= 650 mV e E,= 850 mV ambos ajustados para a deteccdo de GSH e
GSSG, respectivamente. A separacdo, apds injecdo automatica de 20uL da
amostra (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 didmetro de particula de 5
um (Phenomenex®), fase mével tampao fosfato (Merck®) 50 mM pH 2,7, contendo
50uM de &cido octanosulfénico (Sigma®), e 2% de Acetonitrila (EM Science™) a
1,0 mLmin™, sob fluxo isocratico (Shimadzu® LC10AT_VP). Um forno de coluna
(Waters/Millipore® TCM) foi ajustado em 44°C, garantindo uma boa resolugdo nos
picos de resposta.

Todos os solventes utilizados na fase mével tinham grau CLAE, sendo
previamente filtrados (Membrana PVDF 0,45 um - Millipore®) antes do uso
(RODRIGUEZ-ARIZA, 1994). Para a preparacao da curva de calibracao, utilizou-se
como solugdo-mae 1 mM de GSH e GSSG. Apoés sucessivas diluicbes na prépria
fase movel, obteve-se os pontos da curva-padréo (1,0-10-100 uM). Os padrées
foram filtrados em unidades filtrantes Millex-GV™ 0,22 pm (Millipore®), e, em
seguida, transferidos aos vials para injegao no CLAE.
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Para metodologia analitica por absorbancia, foi utilizado um
espectrofotometro UV-visivel marca/modelo GBC para a concentragdo sanguinea
de GSH em precipitado acido (TCA 12%, 1:4, v:v), determinada através dos
pequenos tidis ndo protéicos, j& que a GSH representa aproximadamente 95%
destes tidis (BEUTLER et al., 1963). A adicdo de 0,2 mL de acido 2-nitrobenzdico
2,5 mM (DTNB) nas cubetas contendo 1,9 mL de tamp&o Tris-HCL 0,2M pH 8,0 e
0,1 mL da amostra permitiam, apés cerca de 3 min. e agitacdo da cubeta, a
obtencdo maxima de formagéao do anion tiolato (TNB) de cor amarela, mensuravel
em A412. As amostras foram analisadas em duplicata e os valores foram expressos

em pumol mL™".

3.6 DOSAGEM DE METAIS PESADOS

Para a determinacao dos metais pesados, as amostras foram diluidas em
100 vezes e acidificadas com 1% de acido nitrico (HNOj3) bidestilado, para um
volume final de 10 mL.

A determinagcédo dos metais foi realizada pela técnica de Espectrometria
de Massa com Plasma Indutivamente Acoplado, com introducdo da amostra por
nebulizador pneumatico. Foi realizada a calibracdo externa do espectrometro
utilizando rédio (Rh) como padrdo interno. O equipamento utilizado para as
determinacdées foi um espectrdbmetro de Massa com Plasma Indutivamente
Acoplado ICP-MS, marca Perkin Elmer SCIEX, modelo Elan 6000, do laboratério
da central de andlises quimicas da UFSC, seguindo a metodologia descrita por
Willis (1962).

3.7 ANALISE ESTATISTICA

Todos os resultados foram expressos em média = erro padrdo. As
comparacées entre os diferentes grupos antes da intervencdo com a
suplementacdo antioxidante foram realizadas usando ANOVA (analise de
variancia) de uma via, complementada pelo teste de Dunnet na pré suplementacao,
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tendo sido assumido como valor minimo para significAncia p < 0.05. Apéds a
intervencdo com a suplementacdo a comparacdo intra-grupos foi realizada
comparando as situacoes pré e pds suplementacdo tendo sido utilizado o teste
Tukey como ferramenta estatistica.

Todas as determinagdes foram realizadas em duplicatas exceto o
conteudo de TBARS que foi realizado em triplicata. O programa utilizado para esta
analise foi GRAPHPAD Prism, versdo 3.0, que também foi aplicado para a
confeccao dos graficos e tabelas.
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4 RESULTADOS

4.1 MANUSCRITO 1

OCCUPATIONAL AIRBORNE CONTAMINATION IN SOUTH BRAZIL: 1.
OXIDATIVE STRESS DETECTED IN THE BLOOD OF COAL MINERS

Avila Junior, S., Possamai, F. P., Budni, P., Backes, P., Parisotto, E. B., Rizelio, V.
M., Torres, M. A., Colepicolo, P., Wilhelm Filho, D.

Manuscrito em impressao no peridodico ECOTOXICOLOGY, fator de impacto=2,405
(JCR-2007).

(DOI'10.1007/s10646-009-0364-8)

Vide apéndice I.
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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 submetido para publicacao no periédico ECOTOXICOLOGY.

Vide apéndice II.
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5 DISCUSSAO

Os riscos ocupacionais ligados a atividade da mineracao do carvao estao
relativamente bem definidos, e varias doencas estdo ligadas a sua exposicao
cronica (NADIF, 2001). Dentre as doencas as quais os trabalhadores desta
atividade estao expostos, a mais comum € a pneumoconiose, e dentre as suas
principais implicacdes esta incluida a geragdo excessiva de ERO e,
consequentemente, o estado de estresse oxidativo (NADIF, 2001; PINHO et al.,
2004).

A geracado de ERO a partir da exposicdo aos MP do carvdao tem dois
mecanismos distintos propostos: i) 0 mecanismo intrinseco, ligado as propriedades
das particulas de carvao e a seus componentes; ii) o estresse oxidativo gerado
pela excessiva ativagcdo de células fagocitarias, como os macréfagos e os
neutréfilos, na tentativa de eliminar estas particulas (NADIF, 2001).

A condicdo de estresse oxidativo nos individuos participantes do
presente estudo foi evidenciada inicialmente pela elevacdo nas concentracdes de
TBARS plasmético e de carbonilacdo das proteinas, os quais sdo indicadores
diretos do aumento da geragcdao de ERO, e de seu efeito deletério sobre distintos
componentes celulares, mais especificamente no caso desses dois biomarcadores,
o efeito oxidativo sobre membranas e proteinas, respectivamente.

Assim sendo, os principais efeitos das ERO incluem dano
as membranas celulares, por processos de lipoperoxidacao, oxidacao de proteinas,
interacdo com os radicais e grupamentos sulfidril, além de dano ao DNA, por
oxidacao das bases nitrogenadas e riboses gerando sitios AP, que por sua vez,
geram quebras de cadeia nas células-alvo (JANSSEN et al., 1993). A
lipoperoxidagdo € uma reagdo em cadeia que ocorre com 0s &cidos graxos
insaturados da membrana resultando na formacao de radicais dos lipideos, que
podem levar ao dano celular e ao remodelamento tecidual (JANSSEN et al., 1993).

As reagdes das ERO com as proteinas podem levar a inativacdo de
enzimas envolvidas no metabolismo celular, ou na alteracdo de componentes intra
e extracelulares, enquanto a oxidacdo do DNA pode levar a morte celular,

destruicao ou proliferacao tecidual (neoplasias) (JANSSEN et al., 1993).
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Todos os grupos expostos a MP de carvao mineral apresentaram efeitos
oxidativos nos lipideos, proteinas, bem como aumento de defesas antioxidantes
enzimaticas como a GST e deplecao dos conteudos de GSH e TP. Entretanto, ndo
foi detectada nenhuma alteracdo quanto a fragmentacao ao DNA, através do teste
Cometa, a qual foi estatisticamente semelhante nos grupos examinados,
provavelmente constituindo um biomarcador inapropriado para o prognéstico e
monitoramento de individuos cronicamente expostos ao MP oriundo da extracao de
carvao mineral, provavelmente por ser mais sensivel a exposi¢coes agudas.

Altin e colaboradores (2004), em estudo também realizado com mineiros,
encontraram resultados similares aos do presente estudo no que se relaciona a
lipoperoxidacdo, assim como Armutcu e colaboradores (2007), que expuseram
ratos ao ambiente de mineracao por quatro semanas e também encontraram niveis
aumentados de MDA. Resultados similares foram igualmente encontrados por
Pinho e colaboradores (2004), mostrando aumento da concentracao de TBARS em
ratos apds 60 dias de exposicao a MP relacionado ao pd de carvao de atividade de
mineracao em Santa Catarina. Resultados ainda coincidentes foram encontrados
em ratos expostos a inalacdo de silica, um dos principais componentes do MP
vinculado ao carvao, realizado por Porter e colaboradores (2004), que encontraram
um dano pulmonar progressivo, iniciando com inflamagdo e progredindo com
fibrose mesmo apds cessar a exposicdo ao MP contaminante. Estes resultados
indicam que o dano, incluindo aquele induzido pela geragdao de ERO, continua
provavelmente ocorrendo apds o periodo de exposicdo, mostrando um possivel
efeito de persisténcia.

No presente estudo, no entanto, os individuos participantes de todos os
grupos nao apresentaram nenhum sinal de pneumoconiose, e, de acordo com 0s
presentes resultados, mostraram quadro evidente de estresse oxidativo. Houve
uma correlacao positiva (r=0,728; p<0,05) entre as concentracdes de TBARS e os
niveis de cobre encontrados na urina dos individuos do grupo de mineiros de
superficie na pré suplementagédo. A presenca de maiores concentracoes de cobre
pode ser fator desencadeante da situacao de estresse oxidativo, ja que este metal
€ importante para a incializagdo da reagdo de Fenton, conforme afirmado
anteriormente (HALLIWELL & GUTTERIDGE, 2007).
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Os conteudos sangulineos de glutationa total e glutationa reduzida, além
da vitamina E plasmética, mostraram-se diminuidos, indicando sua provavel
utilizagdo como antioxidante, e confirmando a condicdo de estresse oxidativo
induzido pela exposic¢ao crénica ao MP de poeira do carvao. Ainda relacionada aos
conteudos de glutationa total no grupo de mineiros de superficie, observou-se uma
correlacdo negativa entre este antioxidante e a SOD (r=-0,624; p<0,05).

A diminuicao da atividade da GR poderia ser explicada pela presenca de
metais como o cobre, que apresenta a capacidade de interferir na atividade desta
enzima, além da SOD e da GPx (HATZIS et al., 2006). A atividade diminuida da
GR apresentou correlagcao negativa (r=-0,524; p<0,05) com as concentra¢des de
Mn na urina dos mineradores de superficie antes da suplementacao. Parece haver
uma relacdo entre 0 aumento do cobre e a diminuicdo na capacidade de absorcéao
do manganés em humanos (BURTIS et al., 2008).

A GST apresentou-se aumentada em todos o0s grupos quando
comparados ao controle, e este aumento provavelmente representa a necessidade
da biotransformacgéao dos xenobioticos favorecendo sua excrecao, ja que a mesma
participa da fase Il do processo de eliminacdo destas moléculas e seus metabdlitos
(HALLIWELL & GUTTERIDGE, 2007).

No entanto, em estudo desenvolvido por Evelo e colaboradores (1993),
foram encontrados valores diminuidos para GST em individuos nos primeiros
estagios de pneumoconiose, quando comparados a mineiros sem nenhuma
manifestacdo da doenca. Assim, aquele resultado poderia indicar que, em
situacées de exposicdes crdnicas, onde o dano tecidual ja esta instalado e
avancado, a GST pode ndo ser capaz de compensar o dano oxidativo gerado
recorrentemente por diferentes xenobibticos presentes no ambiente (WILHELM
FILHO et al., 2001).

A enzima CAT apresentou-se aumentada apenas nos trabalhadores da
mineracao o que poderia estar associado a sua crénica exposicao aos xenobibticos
derivados do MP relacionado com a extracdo do carvdo mineral.

A atividade da SOD apresentou-se diminuida em todos 0s grupos
expostos, enquanto a GPx apresentou diminuicdo apenas nos mineiros de carvao
de subsolo. A diminuicdo da GPx parece acompanhar a exposicao crénica aos
contaminantes atmosféricos (NADIF et al., 2001; ALTIN et al., 2004), o que poderia
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resultar em uma concentracdo maior de hidroperdxidos no interior das células.
Muitas células do sistema imune sao capazes de produzir ERO, e neste grupo
estao incluidos os macréfagos alveolares, os quais tém um papel determinante no
processo de reacao inflamatéria contra a presenca do MP relacionado com a poeira
do carvao (FORSBERG et al., 2001).

O perfil diminuido da SOD nos grupos expostos talvez reflita sua
condicao debilitada de detoxificacdo do radical anion superdxido. Porém, estudos
relacionados com trabalhadores expostos a silica ndo revelaram nenhuma
diferenga significativa na atividade da SOD entre mineiros sadios e trés subgrupos
que apresentavam pneumoconiose (BORM et al., 1987; ENGELEN et al., 1990).

No entanto, ratos expostos de forma sub-crénica ao ambiente de mina de
carvao, revelaram aumentos nas atividades da SOD e GPx, durante a primeira
semana de exposicdo, seguida por uma diminuicdo na quarta semana de
exposicdo (ARMUTCU et al., 2007). Corroborando estes resultados e os do
presente trabalho, Altin e colaboradores (2004) mostraram uma perda progressiva
na resposta antioxidante relativa a atividade da SOD e da GPx no plasma, que
foram proporcionais ao dano pulmonar (fibrose) detectado por tomografia
computadorizada. Este decréscimo aparente na capacidade de antioxidante foi
acompanhado pelo persistente aumento nos niveis de MDA, que parece interferir
na atividade da SOD e da GPx, remetendo aos mesmos resultados do presente
estudo.

A GR nao apresentou nenhuma diferenca entre os grupos estudados, e
este perfil repetiu-se em outros dois estudos realizados em paralelo ao presente
trabalho, onde foram avaliados trabalhadores de incineragcdo de lixo hospitalar
(POSSAMAI et al., 2009), e também trabalhadores de uma usina termoelétrica que
utiliza o carvao como combustivel (POSSAMAI et al, submetido a publicagao).

Deve-se ressaltar que, na presenca de metais de transicao como o ferro
e cobre o H.O, é convertido em radical hidroxil (HO®), através da reacdo de Fenton.
Varios autores tém descrito que a inalacdo de poluentes leva, tanto em condigcdes
in vivo quanto in vitro, a excessiva formacao de radicais HO® durante a fagocitose
(CASTRANOVA et al., 1996; KADIISKA et al., 1997). Tanto a area industrial quanto
a agricultura, tem contribuido consideravelmente para o aumento das
concentracdes de metais pesados nos organismos, através de depositos de lixo
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inadequados, deposicao atmosférica e no simples uso de fertilizantes e pesticidas
(CUI, 2005). Metais, incluindo o ferro, cobre, cromo e vanadio, diminuem o
conteudo de glutationa e grupos sulfidrilas de proteinas, resultando na geracao de
ERO, como anion supero6xido, peréxido de hidrogénio e radical hidroxila (STOHS e
BAGCHI, 1995). Com isso, favorecem a lipoperoxidacao, dano aos grupos sulfidril
e alterac6es na homeostase do célcio (STOHS e BAGCHI, 1995), vindo confirmar
os resultados neste trabalho, onde estdo correlacionados os aumentos de ferro,
chumbo, cobre e zinco na urina e os niveis de TBARS e PC no plasma dos
individuos expostos direta e indiretamente ao MP do carvéo.

Ainda, Soyeon e colaboradores (2008), quando avaliaram o risco que
individuos residentes no entorno de minas abandonadas, verificaram que, mesmo
apos a parada da atividade de mineracao, as mesmas ofereciam riscos a saude da
populacdo por persistentemente contaminarem o ar, cursos d’agua e lencgdis
freaticos.

Os resultados encontrados na primeira fase do estudo permitem afirmar
que os individuos expostos ao MP emitido pela extragdo do carvao sejam por
habitarem regides préximas as areas de extracédo, ou por trabalharem diretamente
na mineracao, estdo em constante condicao de estresse oxidativo. Esta condigéo
poderia estar sendo desencadeada pela simples inalagdo do MP presente na
atmosfera da regiao ou ambiente de trabalho, ou ainda, através da presenca de
altas concentracdes de metais advindos da exposicao crbnica a este MP, por sua
presenca na composicdao do carvao mineral da regidao, que, conforme demonstrado
nos relatérios em anexo, € rico em cobre, ferro, zinco e chumbo.

Dois mecanismos poderiam ser sugeridos como gatilhos para o disparo
da situacao de estresse oxidativo nos individuos expostos aos MP do carvao: A)
ativagdo dos macréfagos e neutréfilos, no intuito de diminuir o efeito deletério
destas particulas, em nivel pulmonar; B) presenca de metais inalados além de
outros componentes do MP, que s&o incorporados € se acumulam no sangue e
tecidos, sendo que ambos favorecem a formacao de ERO, e conseqlientemente,
geram desequilibrio nas defesas antioxidantes, ou seja, a referida condicdo de
estresse oxidativo (SIES, 1985).

No presente trabalho sugere-se a segunda hipétese seja predominante

apesar de nao excludente, ja que apés a dosagem de metais pesados, foram
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detectadas concentracdes significativamente maiores de chumbo, cobre, ferro e
zinco, tanto no sangue de trabalhadores quanto residentes, quando comparados ao
grupo controle. Possamai e colaboradores (Chemosphere, submetido),
encontraram resultados semelhantes em trabalhadores e residentes em area de
usina termoelétrica que utiliza carvdo como combustivel.

Ressalta-se que o acumulo de ferro e cobre pode ser indutor de uma
maior injuria oxidativa em todos os tecidos, ja que estes dois metais, em sua forma
livre e/ou em excesso, tém como caracteristica catalisar a reacao de Fenton,
levando a formacdo de radical hidroxil e, conseqlentemente, aos diversos danos
relacionados com sua geracdo excessiva (HALLIWELL & GUTTERIDGE, 2007).
Além deste mecanismo, os metais tém a propriedade de reagir com as enzimas
antioxidantes através de sua interacao com o grupamento sulfidril presente no sitio
ativo das enzimas ou em seus metais essenciais dos respectivos grupos
prostéticos (GENSHENG, 2008; WANG et al., 2008).

A partir destes resultados prévios a suplementacao, a segunda fase do
presente estudo consistiu na introducdo da suplementacdo antioxidante, na
tentativa de reverter o quadro de estresse oxidativo detectado, relacionado com os
efeitos da exposicado aos constituintes atmosféricos advindos do MP da mineracao
do carvao.

AplGs a suplementacao, foi possivel observar a quase total reversao do
estado de estresse oxidativo nos individuos expostos direta ou indiretamente ao
MP derivado da extracdo do carvao mineral. Os marcadores de dano como TBARS
e proteina carbonilada foram diminuidos, enquanto que a GSH e os grupos ti6is de
proteinas, mostraram aumento, sugerindo a capacidade protetora da atuacao
sinérgica entre as vitamina E e C, relativamente aos lipideos e proteinas celulares.

O ascorbato pode atuar contra a peroxidacdo de lipidios de duas
maneiras: no plasma sanguineo, atua na prevengao através da reacdo com as
ERO presentes, ou na restauracdo da estrutura lipidica, doando hidrogénio ao
radical lipidio (BUETTNER, 1993). O ascorbato desempenha ainda papéis
metabdlicos fundamentais no organismo humano, reduzindo metais de transi¢éo
(em particular Fe** e Cu®") presentes nos sitios ativos das enzimas ou nas formas
livres no organismo (HALLIWELL, 1999).
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Corroborando os presentes resultados, Armutcu e colaboradores (2007),
mostraram em ratos expostos ao carvao e tratados com erdosteina, um
antioxidante que possui um grupamento sulfidril doador de elétrons, a reversao da
lipoperoxidacao, alcancando valores proximos aos do grupo controle. Em outro
estudo paralelo ao presente, conduzido por Possamai e colaboradores
(Ecotoxicology, em impresséo), o mesmo efeito antioxidante protetor foi observado
em trabalhadores e residentes expostos ao MP emitido por usina de incineragcéao de
residuos sélidos da saude, utilizando as mesmas doses propostas em nosso
estudo.

Relativamente as defesas antioxidantes enzimaticas, ap6és a
suplementacao antioxidante, observou-se aumento da atividade da SOD, que na
situagao de pré-suplementacao esteve diminuida, e uma diminuicao nas atividades
da CAT, GST e GPx, para niveis préximos aqueles do controle. Quanto as defesas
antioxidantes ndao enzimaticas, pode-se observar aumento do conteudo plasmatico
do a-tocoferol, sugerindo o efetivo uso da suplementacdo em todos os grupos
expostos, além dos aumentos dos niveis de glutationa reduzida e de tibis proteicos.

Varios autores demonstraram a direta relagdo entre a inalagédo de MP e o
desenvolvimento de varias doencgas pulmonares, tanto mediadas por processos
inflamatérios como por producéo excessiva de ERO (CHO et al., 1999; ZHANG et
al., 2002; CASTRANOVA et al., 2002; SHUKLA et al., 2003).

Poucos estudos tém descrito os possiveis efeitos da suplementagdo com
antioxidantes exdgenos em individuos expostos ao MP de constituintes
atmosféricos, mais especificamente em situacdo de estresse oxidativo. Sabe-se
que os primeiros alvos apods a inalagdo da poeira de carvao sao os pulmdes,
através da producao de oxidantes pela propria combustao do oxigénio (SHUKLA et
al., 2003).

Pinho e colaboradores (2005) mostraram a eficacia da suplementacao
com N-acetilcisteina (NAC) em ratos expostos agudamente a poeira do carvao,
tendo obtido resultados similares aos encontrados no presente estudo em relacao
ao TBARS e a proteina carbonilada. Naquele estudo, as atividades da CAT e SOD
foram diminuidas apds a suplementacdo com NAC, quando comparadas aos
controles, corroborando também os presentes resultados. O mesmo perfil
constatado nos mineiros e residentes da regido de extracdo de carvao foi
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encontrado igualmente em trabalhadores envolvidos com a queima de carvao
mineral e individuos residentes em regido préxima a uma usina termoelétrica
(POSSAMAI et al., submetido a publicacdo). Além deste estudo mencionado,
Possamai e colaboradores (2009) conduziram avaliagdo do perfil antioxidante antes
e apds a suplementacdo em individuos expostos a incineracao de residuos soélidos
de servigos de saude, que também gera MP, obtendo resultados similares aos do
presente trabalho, reforcando o conceito de que a exposi¢cao a qualquer tipo de MP
pode gerar uma resposta oxidativa e trazer danos a populagao exposta.

Apesar de muito estudada em modelos animais, a eficacia da
suplementacdo vitaminica em humanos, ainda tem sido motivo de diversos
conflitos entre diferentes autores (BLUMBERG e FREI, 2007). A eficacia da
suplementacdo com as vitaminas “C” e “E” tem sido questionada envolvendo
estudos com diferentes doencas, em especial a aterosclerose (TRABER, 20007).
Além de estados patoldgicos, o uso desta suplementagéo € proposto em situacdes
nas quais os individuos estejam expostos a condicao de estresse oxidativo.

A questdo que envolve as duvidas relacionadas a eficacia da
suplementacdo pode ser devida a trés aspectos: i) Em alguns casos as ERO
podem nao estar envolvidas na situacdo que gera a condi¢ao de doenca; ii) O inicio
da suplementacdo pode ter ocorrido ap6s o estado de doenca ja estar bem
avancado ou constituir um carater cronico, o que dificulta ou mascara seu efeito
benéfico; iii) As doses utilizadas, bem como o uso isolado de alguns antioxidantes
podem nao ser suficientes para que sejam eficazes (HALLIWELL, 2009).

Roberts e colaboradores (2007) determinaram a necessidade de doses
superiores a 400 Ul de vitamina E para que a mesma fosse capaz de exercer seu
efeito protetor em relacdo ao excesso de geracao de ERO em pacientes com
hipercolesterolemia, determinando a necessidade de doses ainda maiores em
casos da forma de vitamina E utilizadas ndo ser a natural (RRR — a — tocoferol).
Naquele estudo, verificaram aumento significativo da eficacia da suplementacao, a
partir do uso de 800 mg, quando comparadas ao grupo placebo. A vitamina E em
doses de 800, 1600 e 3200 mg foi capaz de diminuir as concentracbées de
marcadores do estresse oxidativo. Reforca-se aqui a utilizacdo de doses diarias de

800mg de vitamina E empregadas no presente estudo.
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Os resultados aqui apresentados indicam a eficacia da suplementagéao
vitaminica como protetores dos efeitos da resposta oxidativa em individuos
expostos aos contaminantes atmosféricos gerados pela mineragdo do carvdo. E
necessaria uma abordagem mais profunda sobre o tema em pauta para que se
possa validar a eficacia do tratamento, apesar de que, considerando as doses
seguras (ROBERTS II, et al., 2009) destes suplementos nutricionais, seria possivel
recomenda-las no cotidiano dos individuos expostos e acometidos por esta
contaminacao ambiental.
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6 CONCLUSOES

i) Os resultados obtidos na fase de pré-suplementagdo mostraram que a
exposi¢cdo dos individuos ao MP remete a uma condigao sistémica de estresse
oxidativo, provavelmente relacionado com o conteddo aumentado de metais
pesados detectados na urina. Mais especificamente, os aumentos dos niveis de
TBARS e de proteina carbonilada, somados a deplecao das defesas antioxidantes
nao enzimaticas como os niveis de GSH e a-tocoferol, aumentos da atividade da
GST e da CAT e diminuicao da atividade da SOD, GR e GPx, estao relacionadas
ao grau de exposicao dos individuos;

i) A injoria oxidativa decorrente da exposicdo aos MP foi
significativamente atenuada através do tratamento com os antioxidantes exégenos
durante seis meses, 0s quais mostraram ser efetivos em reverter a situacao de

estresse oxidativo, quando comparados ao grupo néao exposto (controles);

iii) Os resultados encontrados no presente estudo permitem recomendar
a insercao da suplementacédo antioxidante no cotidiano das populagdes expostas
direta ou indiretamente as fontes de MP avaliadas, tanto no presente trabalho como

nos outros dois realizados paralelamente.
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7 PERSPECTIVAS

i) Realizar um acompanhamento integrado do impacto em toda a bacia
carbonifera, ja que toda a area citada recebe os efluentes gerados por esta
industria, utilizando outros biomarcadores (plantas, animais de laboratério, etc.), e
acrescentando outros biomarcadores, como aducto de guanosina (8dGuo),
microndcleo, RNAm das enzimas estudadas, Western Blotting das enzimas
estudadas, etc.;

i) Os resultados apresentados no presente estudo, poderdo ser
utilizados pelas autoridades de fiscalizacdo no intuito de melhorar o controle das
emissdes dos MP relacionados a esta atividade industrial e aquelas com ela
relacionada (usinas termoelétricas, producdo de coque, etc.), afim de reduzir os
possiveis efeitos deletérios a saude das populacdes expostas;

i) Apontar a industria carbonifera a importancia da inser¢do da
suplementacdo antioxidante nos trabalhadores diretamente expostos e nas
populacdes indiretamente expostas aos MP emitidos pelos processos de extracdo

e beneficiamento do carvao mineral.
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Abstract Reactive oxygen species and nitrogen species
have been implicated in the pathogenesis of coal dust-
induced toxicity. The present study investigated several
oxidative stress biomarkers (Contents of lipoperoxidation =
TBARS, reduced = GSH, oxidized = GSSG and total
glutathione = TG, a-tocopherol, and the activities of glu-
tathione S-transferase = GST, glutathione reductase =
GR, glutathione peroxidase = GPx, catalase = CAT and
superoxide dismutase = SOD), in the blood of three dif-
ferent groups (n = 20 each) exposed to airborne contami-
nation associated with coal mining activities: underground
workers directly exposed, surface workers indirectly
exposed, residents indirectly exposed (subjects living near
the mines), and controls (non-exposed subjects). Plasma
TBARS were increased and whole blood TG and GSH levels
were decreased in all groups compared to controls. Plasma
a-tocopherol contents showed approximately half the values
in underground workers compared to controls. GST activity
was induced in workers and also in residents at the vicinity of
the mining plant, whilst CAT activity was induced only in
mine workers. SOD activity was decreased in all groups
examined, while GPx activity showed decreased values only
in underground miners, and GR did not show any differences
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among the groups. The results showed that subjects directly
and indirectly exposed to coal dusts face an oxidative stress
condition. They also indicate that people living in the
vicinity of the mine plant are in health risk regarding coal
mining-related diseases.

Keywords Coal mining - Airborne contaminants -
Oxidative stress - Antioxidants

Introduction

Air pollution particles cause increases in morbidity and
mortality reported in epidemiological studies (Dockery
et al. 1993; Schwartz et al. 1996; Keles et al. 1999;
McConnell et al. 1999). Chronic inhalation of coal dust in
miners leads to several diseases such as pneumoconiosis,
bronchitis, emphysema, fibrosis, cancer, and other patho-
logic-related events. In any case, a chronic inflammatory
process takes place, leading to the generation of proin-
flammatory factors, synthesis of extra cellular matrix,
fibroblast proliferation, production of oxidative stress,
which is associated with overgeneration of reactive oxygen
species (ROS) and reactive nitrogen species (RNS)
(Kadiiska et al. 1997), thus resulting in lung damage
(Doelman et al. 1990; Meijers et al. 1997; Schins et al.
1997), even after cessation of exposure to contaminants
(Schins and Borm 1999). In response to these contami-
nants, various enzymatic and non-enzymatic antioxidant
defenses protect cells and tissues from oxidative damage
(Kinnula and Crapo 2003). Some authors suggest that
contamination with airborne particles, such as coal dust,
stimulate ROS production leading to oxidative stress
(Vallyathan et al. 1998; Hayes and Strange 2000; Fubini
and Hubbard 2003; Zeidler et al. 2004).
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Such prooxidant/antioxidant alterations are also detected
inblood of subjects chronically exposed to coal dusts, usually
provoking enhanced lipoperoxidation in plasma (Engelen
etal. 1990; Schins et al. 1997; Altin et al. 2004) together with
a decline in antioxidants such as reduced glutathione (Evelo
et al. 1993), and antioxidant enzymes such as superoxide
dismutase, glutathione peroxidase (Perrin-Nadif et al. 1996;
Schins et al. 1997; Nadif et al. 2001; Altin et al. 2004), and
glutathione S-transferase (Evelo et al. 1993). The continuous
production of ROS may overwhelm the antioxidant
defenses, thus resulting in oxidative stress, which is defined
as an imbalance between antioxidants and oxidants, in favor
of the oxidants, leading to cellular damage (Sies 1985).
Therefore, biomarkers of oxidative stress have been used to
characterize environmental contamination and to monitor
several human disorders (Boveris and Cadenas 1997).

The city of Lauro Miiller is located in an area where the
economy is based in coal mining. The prevalent direction
of wind favor an almost continuous exposure of their res-
idents most part of the year (Fig. 1). The city revealed that
around 30% of medical procedures were caused by respi-
ratory diseases, and 4% related to different kinds of cancer
(DATASUS 2008). Excess occupational exposure to met-
als, particularly in mining is considered to be a major cause
of metal-related cancer (Harris and Shi 2003).

The purpose of the present study is to better understand
the relationships between occupational coal dust exposure
and the blood antioxidant status, both in workers directly or

indirectly exposed and also in residents living in the
vicinity of the mine plant.

Materials and methods
Study area

Lauro Miiller is localized in the south part of the Santa
Catarina state, ~70 km from Capivari de Baixo (See a
related study, Possamai et al. this issue), a region of another
airborne contamination (incinerator), and possess around
13,000 thousand inhabitants. Most part of the year the wind
flows from northeast in a relatively constant rate (Monteiro
and Furtado 1995). The mining area is active since 1936,
therefore the exposure of the subjects, both surface workers
and residents, is at least one decade. The surface mine is
located 15 km northeast from Lauro Miiller, and the dom-
inant northeast wind (around 8 months a year) rebounds in a
mountain shield thereby favoring the exposure of residents
of this city to airborne contamination from the surface
mining area, but free from the fly ashes from the incinerator
localized in Capivari de Baixo (Fig. 1).

Subjects

The study population consisted of 40 coal miners workers
(20 from surface and 20 from underground mining), 20

A Lauro Milller: Mining Area

Fig. 1 Predominant wind direction in the city of Lauro Muller, south part of the state of Santa Catarina (Adapted from Monteiro and Furtado

1995)
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residents who live near the mining area and 20 healthy
subjects who were randomly selected from subjects
recruited from a blood bank of the University Hospital
(HU/UFSC), localized at Florianopolis ca. 200 km north-
east from the mine area (Lauro Miiller). All participants
were male and exclusion criteria included smoking, recent
inflammatory diseases, chronic diseases, long term phar-
macological treatment and lung injuries detected. The
demographic characteristics of the population and the diet
properties of the patients, revealed through a questionnaire
are shown in Tables 1 and 2. The diet of the patients in the
present study was considered poor regarding the more
important nutritional antioxidants and therefore, the diet
ingestion of vitamins C and E was considered negligible.
None of them were using extra antioxidant supplementa-
tion. This study was approved by the Ethic Committee of
the Universidade Federal de Santa Catarina (protocol
number 166/2007).

Sample preparation

Collection and preparation of blood samples were carried
out according to Macao et al. (2007). In short, blood sam-
ples were obtained from the antecubital vein in chilled tubes
containing EDTA as anticoagulant (or without EDTA to
obtain serum) in overnight fasting subjects. Immediately
after blood collection a blood fraction (200 pl) was pre-
cipitated in trichloroacetic acid (TCA 12% 1:4 v/v) for

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

Groups Age (years) mc? Exposure (years)
Controls 331+74 252+ 26 -

Residents 387+ 69 256 £39 379 £ 11.5*
Surface 382+56 271+ 35 12.6 + 7.9*
Underground 347 £ 10.1 26.0 + 34 7=1 = 4.2F%

Values are expressed as mean + SE (n =20 each group).
#* P <0.01 and * P <0.05 in relation to the group of residents.
One-way ANOVA variance analysis test

Table 2 Nutritional profile of subjects exposed to coal dust groups
and control group

Groups Fat meat Milk Green vegetables Eggs

Controls 14407 1.7+09 20408 1.6 £ 0.7
Residents 13+£07 1.2+10 18+12 1.1 £03
Surface 1.3 0.8 12+£1.0 2108 1.3+09
Underground 1.8 £06 194+09 24+07 21+08

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). P > 0.05 in relation to controls.
One-way ANOVA variance analysis test

@ Springer

glutathione assays. The remaining whole blood collected
was centrifuged at 1,500g for 10 min to separate red cells
and plasma. For enzymatic assays, red cells were washed
twice with cold saline solution and then centrifuged again
(5,000g for 5 min), and hemolysis was carried out by
freezing/thaw procedure, using a buffer containing 0.1%
Triton X-100,0.12 M NaCl, 30 mM NaPO4, pH 7.4 (1:4, v/v).
After this, samples were centrifuged at 15,000g for 10 min
and the supernatants and the acid extracts were stored in
liquid nitrogen (—170°C) until analysis of the different
parameters. Enzymatic evaluations were carried out in the
supernatants, while the contents of TG, GSH and GSSG
were obtained in whole blood extracts. GSH and TBARS
contents were examined, respectively only in blood extracts
and plasma immediately after blood collection. Vitamins E
and C contents were examined in plasma.

Antioxidant enzyme assays

Catalase activity was determined by measuring the
decrease in a 10 mM hydrogen peroxide solution at
240 nm (Aebi 1984). Superoxide dismutase activity was
measured at 480 nm according to the method of epineph-
rine autoxidation (Misra and Fridovich 1972). Glutathione
reductase activity was measured at 340 nm according to
Flohé and Gunzler (1984), by measuring the rate of
NADPH oxidation. Glutathione peroxidase was performed
according to Calberg and Mannervik (1985) through the
glutathione/NADPH/glutathione reductase system, by the
dismutation of rert-butylhydroperoxide, and glutathione
S-transferase activity (GST) was determined at 340 nm
using CDNB (1-chloro-2,4-dinitrobenzene) as substrate
and a 0.15 M GSH concentration (Habig et al. 2000). All
activities were measured in red cells in duplicate and
expressed in milliliters of whole blood.

Glutathione assay

Determination of total (TG), reduced (GSH) and oxidized
glutathione (GSSG) contents were measured in whole
blood through high-performance liquid chromatography
and electrochemical detection, as described by Rodriguez-
Ariza et al. (1994).

Vitamin E evaluation

Determination of vitamins E in plasma was carried out by
high performance liquid chromatography (HPLC) with UV
detection at 292 nm (Nicoletti et al. 2001). An aliquot of
100 pl of plasma was added to 100 pl of ethanol and
vortexed for 10 s and added to 100 pl of hexane, and again
vortexed for 45 s. After centrifugation at 8,000g for 5 min,
75 ul of the supernatant (hexane) was transferred to an
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Eppendorf and the hexane was evaporated by nitrogen flow.
125 pl dietilether and 375 pul methanol were added and this
mixture was injected in HPLC. Isocratical elution was
carried out with methanol using a flow rate of 1 ml min™".
Samples were measured in duplicate and plasma concen-
trations of a-tocopherol were determined through a standard
curve and expressed as pmol vitamin E 17",

Lipoperoxidation (TBARS levels) evaluation

The lipid peroxidation extent was spectrophotometrically
determined at 535 nm in plasma by the thiobarbituric acid
method described by Bird and Draper (1984). The thiobar-
bituric reactive species amount (TBARS) was determined
using an extinction coefficient of 153 mM ™' cm ™. Briefly,
the method consists in the plasma precipitated with trichlo-
roacetic acid (TCA) followed by the incubation with TBA
0.76%, at 100°C, for 60 min in a phosphate buffer at pH 7.4
(60 mM Tris—HCI and 0.1 mM DPTA). At room tempera-
ture the samples were then centrifuged (5 min, 10,000g) and
the absorbance of a pink chromophore was measured in
triplicate and values were expressed in nmol TBARS ml™".

Statistical analysis

Results were expressed as mean values + standard error.
Differences between multiple groups were compared using
One-way analysis of variance. The post hoc test employed
was Dunnet. Minimal significance was assumed at
P < 0.05. All determinations were performed in duplicate,
excepting TBARS measurements, which were performed
in triplicate. Figures were developed using GRAPHPAD
Prism, Version 3.0.

Results and discussion

Workers directly and indirectly exposed, as well as subjects
living in the vicinity of the coal mining plant, showed
enhanced plasma TBARS levels compared to controls
(Fig. 2). Similar findings were found by Altin et al. (2004)
in a study also carried out with coal mining workers, and
also by Armutcu et al. (2007), where rats were exposed to
coal mine ambience for 4 weeks. Interestingly, after
treatment with the antioxidant erdosteine, which hepatic
metabolites possess sulphydril group for electron donation,
lipoperoxidation in those rats was reverted to values similar
to those of controls. Accordingly, when ROS concentra-
tions increase and exceed the capacity of the antioxidant
system, the levels of the major lipoperoxidation end-
product malondialdehyde (MDA) also increase (Ramasar-
ma 1982). Also, early stages of coal worker pneumoconi-
osis diagnosed by high resolution computed tomography
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Fig. 2 Lipoperoxidation (TBARS contents) in plasma of subjects
exposed to coal residues and controls. Values are expressed as
means + SE (n = 20). ** P <0.01 and * P < 0.05 in relation to
controls

were directly correlated with the levels of plasma MDA,
but were inversely correlated with the levels of other oxi-
dative stress biomarkers such as the activities of SOD and
GPx (Altin et al. 2004).

More concerned were the results obtained in rats
exposed to silica inhalation by Porter et al. (2006), who
found a progressive lung damage even after the cessation
of contaminant exposure. These results clearly indicate that
the damage, including that related to ROS generation, still
occurs after the non-exposure period. It is important to note
that in our study no subject showed pneumoconiosis in
both workers and residents groups.

Total glutathione and GSH contents in whole blood
showed lower values in all groups compared to controls,
including the residents in the vicinity of the mining (Fig. 3).
Accordingly, in underground workers levels of plasma
a-tocopherol (=10 pM) showed approximately half the
values found in the control group (=20 uM; Fig. 4).
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— GSSG
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Fig. 3 Total, reduced and oxidized glutathione (TG, GSH and
GSSG) contents in whole blood of subjects exposed to coal residues
and controls. Values are expressed as means = SE (n = 20).
##% P < (0.001 and * P < 0.05 in relation to controls
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Fig. 4 Vitamin E (Alpha tocopherol) contents in plasma of subjects
exposed to coal residues and controls. Values are expressed as
means + SE (n = 20). * P < 0.05 in relation to controls

Despite the fact that no significant differences were detec-
ted, surface workers and residents showed values interme-
diary (=15 uM) to those found in underground workers,
revealing that this liposoluble antioxidant is also being
consumed in both groups indirectly exposed to air con-
taminants (Fig. 4), similarly to the consumption of total and
reduced glutathione. The similar profile obtained for vita-
min E and total and reduced glutathione strongly suggest an
oxidative stress condition and that both antioxidants are
probably being used to counteract ROS generation and
lipoperoxidation associated with chronic exposition to coal
dust. Interestingly, GR activity showed no significant dif-
ferences among the groups.

Glutathione S-transferase (GST) activity was induced in
all groups, directly or indirectly exposed to mining activity
(Fig. 5). GST is an important component of phase II
enzymes of the biotransformation of xenobiotics able to
conjugate GSH to metabolites derived from this process
thereby favoring their excretion (Halliwell and Gutteridge
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Fig. 5 Glutathione S-transferase (GST) activities in blood of subjects
exposed to coal residues and controls. Values are expressed as
means + SE (n = 20). ** P < 0.0l and * P <0.05 in relation to
controls; # P < 0.05 in relaton to surface workers
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1999). Although the depletion of GSH was detected in all
groups examined is seems that all these subjects are still
able to compensate for the xenobiotic insult. In this regard,
the subjects living near the mining plant (residents) showed
the highest induction compared to both worker groups.
However, decreased GST activity was found in the red
blood cells of subjects with early stages of coal worker
pneumoconiosis when compared with control miners
without pneumoconiosis (Evelo et al. 1993). In accordance
to our findings, that study also revealed decreased GPx
activity and decreased GSH concentrations. It is interesting
to note that the subjects examined in our study did not
present any inflammatory disease in their lungs. The
induction of GST found in our study probably consists of
the adequate maintenance of the biotransformation process,
together with the capacity of GST to detoxify hydroper-
oxides derived from the oxidative insult.

While catalase was induced in directly exposed workers,
only underground workers showed decreased GPx activity
(Figs. 6, 7). Inhibition of GPx seems to be consistent with
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Fig. 6 Catalase (CAT) activities in blood of subjects exposed to coal
residues and controls. Values are expressed as means + SE (n = 20).
** P < (.01 in relation to controls
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Fig. 7 Glutathione peroxidase (GPx) activities in blood of subjects
exposed to coal residues and controls. Values are expressed
as means + SE (n = 20). ** P <0.01 in relation to controls;
## P < 0.01 in relation to underground workers
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chronic exposure to airborne contaminants (Nadif et al.
2001; Altin et al. 2004), which will consequently render
more hydroperoxides in the cells. Many immune cells are
capable to produce ROS, and in this group are included the
alveolar macrophages which plays a key-role in this pro-
cess during the immune defense reaction against dust
particles (Forsberg et al. 2001). ROS are also formed
through microsomal metabolism of endogenous com-
pounds and xenobiotics, including environmental pollu-
tants (Kehrer 1993). During the process of phagocytosis of
inhaled particulate, superoxide radical (037) is generated
and its dismutation results in hydrogen peroxide (H,O,)
(Halliwell and Gutteridge 1999). In the presence of tran-
sition metal ions, such as ferrous iron or cuprous ions,
H,0, is converted to the potent oxidizing radical hydroxyl
(HO®), through the Fenton reaction. There is over-
whelming evidence that inhalation of toxic occupational
and environmental pollutants leads to excessive in vitro
and in vivo generation of HO® radicals during phagocytosis
(Vallyathan et al. 1992; Castranova et al. 1996; Kadiiska
et al. 1997).

SOD activity was also inhibited in all groups (Fig. 8)
and this response was also found in other studies involving
coal mining workers (Nadif et al. 2001; Altin et al. 2004).
Other studies on workers exposed to silica-containing
dusts, including coal mine dust, revealed no significant
differences in SOD activity between healthy miners and
three subgroups of miners with pneumoconiosis (Borm
et al. 1987; Engelen et al. 1990). However, 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, which were parallel to the
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Fig. 8 Superoxide dismutase (SOD) activities in blood of subjects
exposed to coal residues and controls. Values are expressed
as means + SE (n =20). ** P <0.01 in relation to controls;
## P <0.01 in relation to surface workers; ** P < 0.01 in relation
to underground workers
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Fig. 9 Glutathione reductase (GR) activities in blood of subjects
exposed to coal residues and controls. Values are expressed as
means + SE (n = 20)

damage assessed through high resolution computed
tomography (Altin et al. 2004). This apparent decrease of
an adequate antioxidant response was accompanied by
persistent high MDA levels found in plasma, resembling
the profile found in our study. This scenario might imply an
impairment of the detoxification capacity for electrophylic
and oxidative compounds during this stage of disease
(Evelo et al. 1993). The GR activities did not show any
statistical difference compared to controls (Fig. 9), and the
same response in our laboratory was obtained in workers
and residents exposed to incineration of solid residues from
health services (Possamai et al. this issue).

Several studies have shown that chronic exposure to
metals leads to metal-induced ROS generation and ulti-
mately to carcinogenesis (Halliwell and Gutteridge 1999;
Harris and Shi 2003). It is a consensus that Ar, Cr, Ni, Be
and Cd are confirmed carcinogens for humans whilst Pb,
Co, Fe and An are potential human carcinogens (Klaassen
1996; Steenland et al. 1996; Harris and Shi 2003). Berg
et al. (1993) showed an increase of H,0, and O3 release
in macrophages after exposure to different dust types. Most
of these metals are usually present in coal mining ambience
and consequently might be important source for metal-
induced diseases related to this occupational contamina-
tion. Metal analyses in the blood of all groups here
examined are already in course. The results of such anal-
yses might shed light into the main causes of metal-induced
oxidative stress condition displayed by coal miners and
people living in the vicinity of the mine plants.

Conclusions

The results here obtained are consistent with previous data
available in the literature, showing that subjects directly
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and indirectly exposed to coal dusts face an oxidative stress
condition. In general, non-enzymatic antioxidants such as
reduced glutathione and vitamin E, were depleted in sub-
jects more exposed to air contamination, whilst enzymatic
antioxidants such as the activities of glutathione S-trans-
ferase and catalase were induced in directly exposed
workers, the activity of superoxide dismutase was inhibited
in all groups examined, and the activity of glutathione
peroxidase was inhibited only in underground workers.
Moreover, they also indicate that people living in the
vicinity of the mining area are also facing oxidative stress
and risk of coal mining-related diseases. Similar responses
and correlations were also found in a related and accom-
panied study (See Possamai et al., this issue) dealing with
exposure of workers and residents living in the vicinity of
an incineration plant of solid hospital residues. Other
similar studies on coal mining workers and workers from
waste incinerators are well in line with our results,
revealing that an adequate protection and therapeutic
strategies against such occupational contamination are
urgently needed. An extension of the present study is being
carrying out in our laboratory to evaluate the effect of a
6 months period of antioxidant (vitamins E and C) sup-
plementation in the same subjects.
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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.
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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.
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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,0,), superoxide radical (0,") 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) obscrved 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 tocopheroxyl 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 1U of vitamin E are necessary to
counteract elevated systemic oxidative stress in humans measured through isoprostanes in
hypercolesterolemic patients (Roberts 11 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
p pp

difference between the exposed groups and controls.



Table 3A. 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 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

UNIVERSIDADE FED
CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE

PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM FARMACIA

CAMPUS UNIVERSITARIO TRINDADE
CEP 88040-970 FLORIANOPOLIS-SC

QUESTIONARIO DE PESQUISA

N0 0 0 = PRSP
o =TT o o PP N e,
Bairro: ... (010 F= Lo [ UF: e
Ha quanto tempo reside NESte 10CAI7 ..o
Qual é a distancia em Km de sua residéncia até seu local de trabalho? ..........ccccceiiiiiiieenns
Telefone Res.: ..., Telefone Celular: ........oooooee i
ST=Y (o Data de Nascimento: ........ [ T o F=To [ anos
Peso (Kg): woeriiieeeeieeee e ARUIA (M) e
E fumante? () Sim () Ndo. Qual @ freQliéNCia? ........ccoeveveereeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e
Faz uso de bebidas alcodlicas? () Sim () Nao. Qual a freqiéncia? .......cccccooeiiiiiennnns

Possui problemas de saude? () Sim ( ) Nao (Exemplo: hipertensdo, diabetes,
problemas de pulmao/figado/rim, artrite/artrose, labirintite, etc).

QUUAIS 2. ettt e e e e e e et — et ee e e e e e e et————eaaaeeeaaea——ateaaeaeeaaitaraeeeaaeaaaanns
Qual é a periodicidade de suas consultas médicas? (semestral, anual, outro)
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Breve descricdo das atividades do cargo:

Carga horaria de trabaliO: ... e
Ha quanto tempo eSta N0 MESMO CArgO? ...ccooieiiiiiiieee et e e e e e e e e e ee e e e e e ennnes

Vocé utiliza algum tipo de equipamento de protecdo para o cargo que ocupa? Quais?

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

Mamao 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 ( )néao Periodicidade:

Se3|monde ................................................................
Trabalho ( )sim ( )nao
Residéncia ( ) sim ( )nao
Outros () sim ( )nao

Vocé tem ou teve contato diario com lixo hospitalar:

( )sim ( )nao Periodicidade:

Se3|monde ...............................................................
Trabalho ( )sim ( )nao
Residéncia ( )sim ( )néao
Outros () sim ( )néao

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

( )sim ( )nao Periodicidade:

Se sim, onde:
Trabalho ()sim ( )néo
Residéncia ( ) sim ( )nao
Outros ( )sim ( )nao

Vocé bebe agua de quais fontes listadas abaixo:

() CASAN

() SAMAE

() Agua mineral

() Agua de pogo ou ponteira

() Outro. Especificar:
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APENDICE IV - TCLE

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO PARA PARTICIPACAO
EM PESQUISA

Titulo da pesquisa: Avaliacdo do estresse oxidativo em individuos expostos direta e
indiretamente a atividade de mineracao do carvao antes e apés a suplementacao
com vitamina “C” E “E”

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

Patrocinador:
Laboratério 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- Objetivo:

O objetivo do estudo é avaliar os niveis de estresse oxidativo em trabalhadores da
mineracdo de subsolo e superficie expostos aos poluentes atmosféricos
provenientes da exploragcdo deste minério, comparativamente a individuos
indiretamente expostos e nao expostos atividade.

2- Metodologia/procedimentos:

O presente trabalho sera desenvolvido na regido do municipio de Lauro Muller,
conforme as seguintes etapas: obtencdo de consentimento junto ao participante;
coleta das amostras biolégicas (sangue e urina); analises bioquimicas e tratamento
estatistico dos dados.

3- Justificativa:

A exploragao do carvdao em Santa Catarina é feita em minas subterraneas e a céu
aberto, e ambos 0s processos acarretam problemas ambientais, pois modificam a
estrutura do meio ambiente, pela disposicdo inadequada dos residuos da
mineracdo, causando contaminacao de &guas superficiais e subterraneas,
promovendo contaminagao atmosférica ao redor das minas pela geracao de gases
e poeiras, além da perda de solo fértil. A contaminagcdo ambiental aumenta o risco
de exposicao a xenobiontes) como metais pesados, entre outras. Espécies reativas
de oxigenio (ERO) e espécies reativas de nitrogenio (ERN) tem exercido papel
importante na patogenense da toxicidade induzida pelo material particulado (MP)
do carvao.

4- Beneficios:
Avaliar o impacto do processo da mineracao de carvao na saude dos trabalhadores
expostos ao processo.
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5- Desconfortos e riscos:
Coleta do sangue através de puncdo venosa, mas sem risco a saude do
participante.

6- Danos:
A pesquisa nao ira proporcionar danos a saude do participante.

7- Metodologia/procedimentos alternativos disponiveis

Nao ha procedimentos alternativos para realizacdo da pesquisa. A coleta do
material biolégico (sangue e urina) sdo essenciais para o desenvolvimento da
pesquisa.

8- Confidencialidade das informacodes

As informagbes obtidas ficaram sob sigilo dos pesquisadores, sendo que o0s
resultados das analises serdo divulgados diretamente ao participante. O resultado
final da pesquisa sera divulgada para comunidade cientifica, sem a identificacdo
dos participantes.

9- Compensacao/indenizacao
Seréa oferecido aos participantes o reembolso dos custos de transporte até o local
da coleta dos materiais biol6égicos (sangue e urina).

10- Outras informacoes pertinentes
A pesquisa sera realizada mediante o consentimento da Secretaria Municipal de
saude de Lauro Muller.

11- Consentimento:
Li e entendi as informacdes precedentes. Tive oportunidade de fazer perguntas e
todas as minhas duvidas 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 cépia assinada
deste consentimento.

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

Prof. Dr. Danilo Wilhelm Filho
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APENDICE V - Termo de Compromisso

IS

UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA CATARINA
CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE
PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM FARMACIA
CAMPUS UNIVERSITARIO TRINDADE
CEP 88040-970 FLORIANOPOLIS -SC

TERMO DE COMPROMISSO

RELACAO DOS PARTICIPANTES - SUPLEMENTACAO VITAMINICA

Consentimento: Informo que aceitei participar do estudo sobre a “Avaliacdo do estresse oxidativo
em individuos expostos direta e indiretamente a atividade de mineragao do carvao antes e apés a
suplementacao com vitamina “C” E “E” 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 suplementagéao
vitaminica que sera utilizada EXCLUSIVAMENTE por mim durante 6 (seis) meses. Apds a
suplementacao sera realizada coleta de sangue e urina para analise laboratorial. Este termo esta
sendo assinado voluntariamente por mim, indicando 0 meu consentimento para participar desta
pesquisa.

(O =T = 10 = SRS

(0O A=Y [ = L (U = SRR REOPRPRRN
[0 O Y[ = | (U = RPN

(0L Y=Y [ = L (U= TP
0L R Y=Y [ o = L (U= TP

LR XTI T F= L (U] = TR
L YT T F= L (U] = TR

LR XTI T F= 1 (U] = TR
LR YT F= 1 (U] = PR

Floriandpolis, agosto de 2007.
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APENDICE VI - Orientacdo Ao Participante

UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA CATARINA
CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM FARMACIA

ORIENTAGCAO AO PARTICIPANTE
(Como Tomar A Sua Vitamina)

NOME DO PartiCIpante: .....ooo i

Vitamina Quantidade Horario Como Vocé Deve Tomar
Vitamina C 500 Mg 01 08:00 H Apos O Café Da Manha
Vitamina E 400 Ui 02 08:00 H Apés O Café Da Manha

Duragéao do tratamento: 6 meses

Para tirar duvidas com relacao ao tratamento: 9124-6995 (Fabricio) ou 9979-8800

(Silvio)

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




ANEXOS

ANEXO | - Parecer do Comité de Etica em Pesquisa

lJIﬂi|"p"l‘.I?F:-Il]."';J'.'II': FEREREAL 1M, SANTA CATAEINS
COMITE DE ETICA EM PESQUISEA CONM SERES HUMANOS

Pargcer Consubstanciade Projee n® 16607
1 - ldemificag®s

[Dara de enteada wo CEP- F506

Tiewlbes. do. Projets: Avaliago do Estresse Osidative e dano colular em individuos expostios direta ¢

indirezamente i mineragdo do carvile @ a seus efluentes,
Pesquisador Responsdvel: Dianilo Wilkeln Filhao,
Pasguisador Principal: Silvie Avila Tunior.

Propdaite: A posguisa em questds seovincila ao doutoramento do alums Silvan Avila Teniar, 3 ser
realizade no Program: de Pos-Gradeagde em Formidsia da UFSC

Insutwigio ombe seorealizord;. Hospital Universitisio da UFSC e comunidade do Mumeipa de Livrg
Mluilber « S0

Il - IZ_]hjl,:Ii'l.-'q-_w:'.

Gieral: Avaliar o perfil antioxidante, bem como, o possivel dano celular cm individugs expostos de

forma divcta {rabalhadosest e de fomaa indaret imondores) & mineragde do carvio ¢ o sees ellucnics

1 - Bumiirio do Projeto: A explomgiio do carviio em Santa Cataring ¢ feita em minas sulilerinens e
cdu aberio, Ambes os processes acarmetam problemas ambientais, pois modificam a estrutura do meio
natural pela disposigho inadequada dos residucs da minerapdo. A contamanaedn ambiental sument o
risco de exposigdo das pessons  substincins que comumente nc estlio presentcs no ambicnte. O
presente projeto terd como sujeitos quateo diferentes grupos da cidede de Lavoro Muller o primeiro
caenposte par trabalhidlores de extragdo 2 carvile ne subsolo; o segundo de trabalhadores de exiragia
de carviio ma superficie: o lerceire composte por moeradores da cidode que ndo trabalham nn excoacho do
carviiog o quario composto pod individiess ndoe expestos ao contato com o mingrsiio ou sews efleenies,
Sera eoletady materinl bisldgico (sangue) dessas pessoas ¢ avaliado oaivel das enzimas relacionidas ao
estresse oxidativo, os pardmeros relacpmades ao dono celubar ¢ o dosagem de melaiz pesados. Apds

103



casa cobeta a populagdo estudada reveberd uima suplementagie antioxidante {vitaming E ¢ vitamies O)
durante seis meses visando minimizar o possivel efeito deletério di sun exposigio a mingragio

IV - Comentinos: 08 pesquisadones envolvidos com a pesquisa assinaram ¢ s¢ comprometem o gcgitar 3
Reszlugdo ndmerc: 196/ do Consellbo Nacional de Sadde. A pesquisa apresenta a documentagio
exigida pelo Comind de Euca em Pesguizsa da UFSC, dentre eles & autorizacio da Secretaria de Saide do
municipio de Lawro Muller ¢ do Hospital Universichiio da UFSC. O Tesimo de Consentintents Livie ¢
Fazlarecido encontr-se bem elaborado ¢ sord apresentado a todos os swjsites envolvidos na pesquisa. O
referencial metodolibgion encontra-se hem construidn e Selineado, Os resultados podem frcer msiores
informagdes spbre a3 contaminagio hurmana ocomida na minerscio do carviig ) contribair eom wma
politica piblicn de afengiio o populacho expesta a csse risco, 2 panic da avaliagio do eficieta
proporcionada pela suplementaciio com vitamines antioxifadintes, & considenir esses aspectos, somaos
de pareser favordvel & aprovagds da pesquisa,

W - Parecer:

Aprovada | X )

Aprovado “ad referendum™ { )
Aprevade ¢ encaminhuda an CONEP [ )
Com pendéncias | )

Reprovadol

W= [aa da Reuntdin

Florianapolis, 27 de julho de 2007

A2

o Vaie

Prof. Waashingioe Poriela de Souurg
Coadianador s s da o
a0 B Pagud vy - P RS

Washingten Portela de Sowea
Coordenpdor

Fonte: COMEPIANYS - Resolugdes 1960/06 ¢ 2531007 do CNS.
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ANEXO Il - Certificado do Fornecedor da Vit. C

C.A.5.: 50-81-7

alena

313
Seq.13/14

VIT.C REVESTIDA- (GRAU FARMACEUTICO

D.C.B.: 00081.01-9

Data de Fabricagéo: 24/4/2006
Data de Validade: 23/4/2008
Lote Galena (C1Q): 0611032002

Farmula Molecular: CEHA06
Peso Molecular; 176.12
Classe Terapéutica; Vitaminas

ARMAZENAMENTO: Armaz Temp. Amblenta, am recipients fachado protegido da luz e umidade.
Prodhila Fotodsangivel

Lote de Fabricagio: 0604631203

Pais de Origem: CHINA 1
Fabricante: WEISHENG PHA

Mota Fiscal: 0804313

Produt NcONtE-se nos
Fagalnias vokmed

Anélises/Componentes Especificagbes Resultados das andlises
PROPRIEDADES FISICO-QUIMICAS

« Descnicdo (0] P granular branco & amarslado Pd granular amarslade,
+ Dossaments * (0) Min. 98,0% (calculeda sobra a base saca) ar.4%

* pH {5%) {0} 20830 2.4

+ Parda por dessecacho (19, 105°C, 3horas) (0}  Nio mais que 0.4% 0,4%

+ Metais pesados (0) Mio mals que Sppm <2ppm

« Cinzas sutfatadas (0) héo mais que 0.1% 0.03%

* Arsdnio " () Mo mais qua Jpgm =3ppm

+ Densidade aparante (3) Informativa 0,84 g/mL,
IDENTIFICAGAD

+ Kantiticagdo * (0) Positivo Positiv

"+ Andes em BCoNGo com o Cenlicado de andlse 0o larmecedor,
As dernals andlises foram realizadas no Laboratdria de Controle da Chalidada Galena.

Conforme matodologia intema Galena.; (4) Farmacopdia Chinesa, Ediglo 2000..

Fefarfinclas: (0} Conforma literatura do lomecedor.; (1) Famacopéia Britdnica, Edigdo 2002.; (2) Farmacopdia Americana, 28° Edigio.; ()

Resultado: ( X ) Aprovado  Data da Andlise: 24/11/2006

Roberto T. Yoshida
Farmacéutico Responsdvel
CRF-SP: 18.441

Wr.Cidl.: 12526G0011/3708
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ANEXO Il - Certificado da Farmacia da Vit. C

M

medicinallis CONTROLE DE QUALIDADE

I et

Origem/Procedéncia: China Data da and
Lote fornecedor: 0611039002 NF: 0804313
Lote de Fabricagfio: 0604631203 DCB: 00081.01-9
Data de Fabricacio: 24/04/2006 Fornecedor: Galena
Data de Validade: 23/04/2008
TESTES RESULTADO DAS ANALISES
Caracteristicas Organolépticas: Pé amarelado granular
Densidade/peso médio: 0,79 g/mL

Pontode Fusdo: = | aeee- i

pH: 2.3

Solubilidade: ————

Armazenamento ¢ observacies: Temperatura 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 1V - 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

e e A e e S SR

Insumo : VITAMINA E ACETATO PO 50% NP 525.979 26/07/2007
Origem: China Fabric.: 09/2006
Lote  : 10605011 #7 Procedencia: Koreia Validade: 09/2009
Pormula: C31 H52 03 (Vitamina E Acetato) PH: 472,75 Prac: 536829-2 25/06/2007
DCB - 08717 CAS: 58-55-7
Categoria Terapeutica: TRATAMENTO DE DEFICIENCIA DE VITAMINA E
I Ensaipre— Especificacac T Regulrado——
| *DESCRICAO | PO QUASE BRANCO OU AMARELADD | DE ACORDO |
| *IDEXTIFICACAD | RERCAO CARACTERISTICA | DE ACORDO I
| *FERDA P/SECAGEM | NO MAXIMO 5,0% EM 1,0g & 105°C | 1,49% |
| *DOSERMENTD | ENTRE 50 E 55% (BASE SECA) | 53,008 |
| *DENSIDADE | APRRENTE | 0,5880 g/mL i
Monografia : METODO DO PABRICANTE
) LAUDG ORIGINAL DO PABRICANTE
Homenclatura : DL-ALPHA-TOCOPHERYL ACETATE /

Parecer-Tecnico : DENTRO DOS ITENS FESQUISADOS, O LOTE CUMFRE COM AS ESPECIFICACOES
OREs (*10 aneaion sesinalados forse omalizeded oo Labevitorio de Coetrole de Qualidede DOG » or dessds sccan e conopmidade ofo Oerulf . de Roalise & Fabsic

a Lima : Dra. Patriciz Darnellas Giarreta
. armacaum.a Responsavel Farmaciutica Co-Respansdve

CRE-37 25.721 CHF-3P: 31.746
A aESINAURES sa0 valilas somants quando acomganinadas de noda fiscal II I“ IIIII.II |II
QUGN e A S

R — Tel: 11 50033900 - Faxc 11 5003.3711 - degidag.combs - wiwedeg combr ATRANDD PRENCINGS




ANEXO V - Certificado da Farmacia da Vit. E

VITALIS Miero: E3T9TLOT
Farmbecia de Msnipulacio GARANTIA DE QUALIDADE
: WOME:
COO— 06,2 FROCEDIMENTD OPERACIONAL PADRAO
PARA REGISTROD DAS ANALISES DO CONTROLE DE QUALIDADE
1. Matéria-prima 1.1 M. Genérico: Vilamina E Pd 56%
1.2 M. ctweremal
2 Teor padiio: 3Teormmbt: 53,07 + 4. N Fiseal ¥2%%35
5. Fomecedor:  BE 6 thwa 7. Procedéneis- -
§. Oridinde recehida: ;{,gf & Qictade svmosirads: E‘“F 10. 3 lote: JO& ool
1. Datn Fsb.: 0} of 12 Bwmtaval: G| oh 13. Dintm firmc form.:
14, Condichies de ramporte ¢ embalagens: | g o cpg
15. Ensnios reslizados:
Carncicristicas.
Resultadon
| Aspeetoc P microgramubar (2]
Cor; Brance a crems S s
[ Odor: Sem referéncia Ftelong
Sohabiladde
Resultados 4
nsnilirved Gl
__5 Solivel s
CloroiRamic Sema refirtncis
Aibin Sem referéncia
s
| Dl n ey iy Pt Fuesfdy
Pusriia Riauhados
S refertocia =
| Detesmimscko do pH: il
Padifio
Sem referéncia ?ﬁ—_'}.r
| Determinagio da densidade:
Ve Rl
0557 — ds o
Cbservacies: Aplicar fator de cormegdio. PHI%+-6,04
Firmula molecular: €y H..0,
P mudbaoaker: 4727
16. Duin Frae 2% /o2 / 0¥ | 7. Resp. Fracionemenio:
GrnaMg,
18, ¥ Contificado 19. Qrusniidade & ser Fracionsds
<591% 14 i
20 Informe final: Aprovado Reprovado D
1. Destad di maseral Reahlion D DevologSo I__J Dm.l-:l:l
I2. Referincia Bibliognifica:
23 Daiac 7 08 07

R

108



