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RESUMO

Atualmente tem se proposto a utilizagdo de indicadores biologicos de
susceptibilidade humana a agentes toxicos. No caso dos pesticidas
organofosforados, baseando - se nas diferentes capacidades hidroliticas de seus
fendtipos, e em resultados obtidos em animais de laboratério, a enzima paraoxonase
(E. C. 3.1.8.1) tem sido proposta para este fim. A obtengdo destes fendtipos da
enzima paraoxonase baseia - se na atividade desta enzima estimulada por NaCl e a
atividade da enzima Arilesterase. A partir disto, o objetivo principal deste trabalho é a
caracterizagao do comportamento bioquimico desta enzima e a determinagado dos
fendtipos desta em uma comunidade rural do Corrego de Sédo Lourengo, em Nova
Friburgo, estado do Rio de janeiro, e de doadores de um banco de sangue na cidade
do Rio de Janeiro - RJ.

Em um grupo de 97 trabalhadores rurais, e de 142 individuos na cidade do
Rio de Janeiro, a determinacédo da atividade paraoxonasica foi realizada a partir do
método de Eckerson et al. (1983a, 1983b), modificado por Moraes (1997). A
dosagem da enzima arilesterase foi feita a partir do método de Lorentz et al. (1979),
modificado por Oliveira-Silva et al. (1998).

Como resultado obtivemos os seguintes perfis fenotipicos da enzima
paraoxonase no Corrego de Sao Lourengo: cerca de 44% dos individuos
apresentava o fendtipo AA (baixa capacidade hidrolitica), aproximadamente 52%
apresentava a tipologia AB (capacidade hidrolitica intermediaria) e por volta de 4%
dos individuos apresentava o tipo BB (alta capacidade hidrolitica), ja no Rio de
Janeiro estes fenotipos se distribuiram da seguinte maneira: 36% dos individuos

apresentaram o fenétipo AA, 52% foram do tipo AB e 12 % do tipo BB.
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ABSTRACT

Nowadays the utilization of susceptibility biological indicators to toxic agents
has been purposed. In the case of organophosphorous pesticides, considering the
different hydrolytic capabilities of its phenotypes, and laboratory results obtained in
animals, the paraoxonase enzyme (E. C. 3.1.8.1) is a natural candidate to this
utilization. These phenotypes were obtained from utilization of paraoxonase and
arylesterase enzyme activities. The Main objective of this work is the characterization
of biochemical behavior of this enzyme and the determination of these phenotypes in
a rural community of Corrego de Sao Lourengo, Nova Friburgo — RJ, and blood
donors, in Rio de Janeiro city, RJ.

The determination of paraoxonase activity was based in Eckerson’s method
(1983a, 1983b), modified by Moraes (1997). The determination of arylesterase
activity used the Lorentz et al. method, modified by Oliveira-Silva et al. (1998). 97
rural works from Nova Friburgo and 142 blooad donors from Rio de Janeiro city
formed the study group.

The results show these phenotypes distribution in Cérrego de Sao Lorenco:
44% were AA phenotype (low hydrolytic capability); 52% were AB phenotype
(medium hydrolytic capability) and 4% were BB phenotype (high hydrolytic
capability). The Rio de Janeiro distribution was: 36 % were AA phenotype, 52% were
AB and 12% were BB.
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OBJETIVOS

Um dos objetivos desse trabalho envolve o levantamento de dados a respeito
do comportamento bioquimico da enzima paraoxonase e o seu possivel papel como
indicador de susceptibilidade humana a pesticidas organofosforados.

Um outro objetivo seria o levantamento da distribuicdo dos fendtipos da
enzima paraoxonase em populagdes brasileiras, por que além de ser um dado
fundamental para uma analise a respeito do possivel papel como indicador biolégico
de susceptibilidade, ndo existe na literatura nenhuma descricdo a respeito dessa

distribuicdo em nossa populagao.
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1 - INTRODUCAO



1.1 - PESTICIDAS

1.1.1 - DEFINICAO

Existem diversas definicdes para pesticidas na literatura, mas talvez a mais
completa e mais utilizada seja a da Organizagao para a Alimentagdo e Agricultura
das Nacodes Unidas — FAO — que define os pesticidas como: substancias ou mistura
destas utilizadas com o objetivo de prevenir, destruir ou controlar qualquer praga,
incluindo vetores de doengas animais ou vegetais, espécies indesejaveis de vegetais
ou animais que causem dano ou que, de alguma forma interfiram durante a
produgao, processamento, estocagem, transporte ou comercializagao de alimentos,
produtos relacionados a agricultura, madeira e seus derivados, ragdes ou ainda
substancias que possam ser administradas em animais para o controle de insetos,
aracnideos ou outras pragas dentro ou sobre seus corpos. O termo ainda inclui
substancias utilizadas como reguladores de crescimento de plantas, desfolhantes,
dessecadores ou ainda agentes para prevenir a queda prematura de frutas e
substancias aplicadas a plantacédo, antes e/ou depois da colheita, para prevenir a

deterioragado durante a estocagem e/ou transporte. (WHO/ UNEP, 1990).

1.1.2 - CONSIDERACOES GERAIS

Sem duvida um dos maiores problemas enfrentados quanto ao uso de

pesticidas, se deve ao fato que a agao tdxica destas substancias deveria possuir alta

especificidade para os organismos alvo sem causar dano a qualquer outra espécie,



mas infelizmente a maioria destas substancias nao possui qualquer forma de
seletividade e ainda possuem toxicidade elevada. Sua manipulacdo e utilizagao
deveriam ser rigorosamente controladas. Entretanto, na pratica, pouca atencao é
dada a este tipo de problema, o que atribui aos pesticidas um grau de destaque
como poderosos agentes de contaminagédo humana.

O uso de pesticidas tem aumentado continuamente desde de 1940 e hoje em
dia estima-se um consumo anual de entre 2,5 e 3,0 milhbes de toneladas, a um
custo correspondente a cerca de 20 bilhdes de ddlares. Sendo que deste montante
cerca de 600 mil toneladas sdo consumidas por paises em desenvolvimento
(Mowbray, 1975), paradoxalmente, de acordo com a OMS, cerca de um milh&do de
pessoas sofrem danos graves a saude e aproximadamente 20 mil morrem por ano
em decorréncia da exposi¢cao nao intencional a pesticidas. Levando-se em conta os
casos intencionais de exposigao (suicidios e homicidios) estes numeros sobem para
aproximadamente trés milhdes de intoxicados e cerca de 220 mil mortes/ano, das
quais 99 % ocorrem em paises em desenvolvimento (WHO/UNEP, 1990;

Jeyaratnam, 1990; McConnell, 1994; Pimentel, 1996).

1.1.3 - CLASSIFICACAO

Os pesticidas normalmente sao classificados de acordo com sua toxicidade,
estrutura quimica e organismo alvo. Em relagdo a toxicidade, segue-se a
classificagao da Organizagao Mundial de Saude — OMS — que se baseia na distingéo
entre as formas de maior e menor risco de cada substancia, sob o aspecto da

toxicidade intrinseca de cada uma destas (Tabela 1). Podendo ser entendido como a



capacidade de causar dano agudo a saude, por meio de uma unica ou multiplas
exposi¢cdes em um curto periodo de tempo. Esta toxicidade é expressa pela Dose
Letal 50 (DL50) aguda, por via oral ou dérmica para ratos. A DL50 é o valor estimado
da dose necessaria, em mg/Kg de peso corpdreo, que ira levar a morte 50 % dos

animais em experimentacéo (Henao e Corey, 1986; Albert, 1988;Fait, 1994).

Tabela 1 — Classificagao das substancias segundo via de absorgao e toxicidade

aguda, expressa em DL50.

DL50 para ratos (mg / Kg de peso corporeo)

Oral Dérmica
Classe Solidos* Liquidos* Solidos* Liquidos®
la <5 <20 <10 <40
Extremamente
perigoso

Ib Altamente |[5-50 |20 -200 10 - 100 40 - 400

perigoso
Il 50 — 500|200 — 2000 |100 - 1000 |400-4000
Moderadamente
perigoso
[l Ligeiramente |> 500 > 2000 > 1000 > 4000
perigoso

* Os termos Sélidos e Liquidos se aplicam ao estado fisico do produto ou formulagéo testada.

Fonte: Fait, 1994.



Existem cerca de 700 pesticidas no mercado, sendo que 48 pertencem a
classe la (extremamente perigosos), 77 a classe Ib (altamente perigosos), 141 a
classe Il (moderadamente perigosos), 153 a classe lll (ligeiramente perigosos) e
cerca de 280 que sao considerados incapazes de produzir dano agudo, sob
condigdes normais de uso (He, 1993). A tabela 2 apresenta a listagem de alguns
pesticidas comumente utilizados, sua classificagao quimica e grau de toxicidade.

Embora seja comum a classificagcdo segundo a toxicidade, a forma mais
corriqueira de classificagdo dos pesticidas é a que se baseia no organismo alvo da
substancia. Segundo este parametro podemos classifica-los como: inseticidas,
herbicidas, nematocidas, carrapaticidas, rodenticidas, fungicidas, molusquicidas e
etc. Em fungdo da enorme variedade de estruturas quimicas, dentro de cada uma
destas classes, estes pesticidas ainda sao classificados em fung¢ao de sua estrutura
quimica. Assim o0s inseticidas sao classificados como: Organoclorados,
organofosforados, Piretrdides e carbamatos; dentre os herbicidas, podemos ter
clorofendxicos, bipiridilicos, triazinicos, entre outros. No caso dos fungicidas
podemos encontrar ditiocarbamatos, pentaclorofenéxidos, organomercuriais e etc.

(Henao e Corey, 1986; Meyer, 1998).

1.1.4 - ASPECTOS HISTORICOS

A origem da utilizagdo de pesticidas pelo homem confunde-se com a origem
da agricultura, ja que grandes extensdes de terra cultivadas com uma Unica espécie
facilitam em muito o ataque de organismos que possam vir a destruir ou prejudicar

uma determinada cultura.



Tabela 2 — Relagao de alguns dos pesticidas mais utilizados, sua classificagao

quanto a toxicidade e classe quimica.

Nome Classificagao Classe?
Aldicarb la C
Chlorfenvinfos la OP
Mevinfés la OP
Paration la OP
Metil Paration la OP
Demeton — O la OP
Disulfoton la OC
Sulfotep la OP
Aldrin Ib OC
Dieldrin Ib OoC
Carbofuran Ib C
Diclorvos Ib OP
Dicrotofos Ib OP
Demeton — S Ib OP
Metil Azimphos (Gution) Ib OP
Metamidofés Ib OP
Metomyl Ib C
Monocrotofés Ib OP
245-T Il H
Carbaryl Il C
Cypermetrina Il P
DDT Il OC
Deltametrina 1 P
Endosulfan Il OoC
Fenitrotion [l OP
Diazinon I oP
Naled Il F
Chlorpyrifos Il OoP
Paraquat Il H
Lindano 1 OoC
Acefato " OP
Bromofds 11 OP
Malation 11 oP
MCPA 11 H
Glifosato 11 oP
Temefds 11 OP
Thiram 11 F
Legenda': la — extremamente perigoso, Ib — altamente perigoso, Il — moderadamente perigoso, Ill — ligeiramente perigoso

Legenda®: OP —Organofosforados, OC —Organoclorados, C —Carbamatos, P —Piretréides, H —Herbicidas, F —Fungicidas

Fonte: Meyer, 1998



Através dos séculos o homem tem desenvolvido varios métodos para
controlar organismos nocivos as suas culturas e a sua saude. Os registros histéricos
citam diversas doencas em plantas e pragas de insetos e diversas tentativas de
controlar estas. O enxofre era usado como fumigante pelos chineses antes do ano
1000 a.C. e como fungicida na Europa em meados do século XIX.; e continua como
pesticida mais utilizado hoje na Califérnia. No Japao do século XVI, 6leo de baleia
era misturado com vinagre e aplicado em campos de arroz, a fim de impedir o
desenvolvimento de larvas de insetos por enfraquecimento da cuticula. Os chineses
aplicavam quantidades moderadas de compostos contendo arsénico como
inseticidas no século XVII. Por volta de 1690, extratos aquosos de folhas de tabaco
(Nicotiana tabacum) eram usados como inseticidas, e a nux vomica, a semente da
Strychnos nux-vomica (estriquinina) tinha como objetivo controlar roedores. Em
meados do século XIX a raiz da Derris eliptica, contendo rotenona, foi usada como
inseticida, assim como um piretroide presente nas flores do Crisantemo
(Chrysanthemum cinerariaefolium). No final do século XIX, triéxido de Arsénico foi
usado contra ervas daninhas. A mistura de Bordeux ou “Calda Bordalesa” (sulfato de
cobre, hidréxido de calcio e agua) foi introduzida em 1882 para combater um fungo
(Plasmopara viticola), que atacava as plantagbes de uvas na Franga. Acido sulftrico
era utilizado no inicio deste século para controlar ervas daninhas dicotiledéneas, ja
que estas absorviam o acido, enquanto que os graos de cereais , monocotiledéneas,
que possuiam um tecido unico, liso e encerado, ndo absorviam o &acido. Os
derivados do arsénico foram utilizados de 1900 até 1930, quando diversos
problemas ligados a sua toxicidade e o amplo uso destes compostos fizeram com

que seu uso fosse sendo abandonado. (Klaassen, 1996)



Efetivamente, somente apés 1920 é que se comegaram as pesquisas a
respeito de compostos sintéticos organicos com atividade praguicida. Podemos citar
o inicio desta era de pesticidas sintéticos, a descoberta das atividades inseticidas do
Diclorodifeniltricloroetano (DDT) no final da década de 30, e de outros compostos
Organoclorados no inicio da década de 40. Estas substancias foram amplamente
utilizadas tanto nas atividades agropecuarias, quanto na saude publica, obviamente
incontestaveis beneficios foram gerados pela utilizagdo destas substancias, mas sua
persisténcia no meio, sua capacidade de biomagnificagcdo e bioacumulacgao,
trouxeram efeitos danosos ao homem e ao meio ambiente (Cremylin, 1978; Colborn
et al; 1996).

Quase que simultaneamente ao desenvolvimento do pesticidas
Organoclorados, na Alemanha nazista compostos organicos derivados do acidos
fosforico (organofosforados) eram desenvolvidos com fins homicidas. Estes agentes,
mais tarde sofreram modificacbes em suas estruturas a fim de se reduzir a
toxicidade ao homem, e a partir da década de 60 eles comegam a substituir os
organoclorados na escolha como pesticidas. (Klaassen, 1996; Goodman e Gilman,
1988)

A partir da década de 80, foram introduzidos os piretrdides sintéticos,
analogos sintéticos das piretrinas. Estas substancias foram introduzidas no mercado
na década de 80 e em apenas 2 anos ja contavam com quase 30 % na participagao
do mercado mundial de pesticidas. Isto basicamente se deve a baixa toxicidade a
mamiferos, em relacdo ao organofosforados, apesar deste ainda ter uma forte
participacdo no mercado mundial de pesticidas. (Klaassen, 1996; Goodman e

Gilman, 1988; McConnell, 1994)



1.1.5 - AGENTES ANTICOLINESTERASICOS

Esta classificagao inclui os pesticidas carbamatos e organofosforados, devido
a sua capacidade de inibir a enzima acetilcolinesterase (EC 3.1.1.7), presente no
sistema nervoso, plasma e figado. Esta enzima é responsavel pela hidrélise da
acetilcolina, sendo assim, quando este sistema de degradagao se encontra inibido
ocorre acumulo deste neurotransmissor levando a exacerbacdo dos efeitos
colinérgicos. (Jeyaratnam e Maroni, 1994)

Os sinais e sintomas de intoxicagdao por agentes anticolinesterasicos podem
ser divididos em trés grupos: muscarinicos (quando ha o acumulo de acetilcolina nas
sinapses parassimpaticas), nicotinica (quando este se da nas placas motoras
terminais) e centrais. Os sinais e sintomas inerentes ao sistema nervoso central
(SNC) incluem ansiedade, insbnia, dor de cabeca, tremores, confusdo, falta se
concentragado, convulsbes e depressdo respiratéria. Salivagdo e transpiragcéo
excessivas, lacrimejamento, aumento de secrecbes nasais e bronquicas, além de
miose (reducao do diametro pupilar), falta de acomodacao, diarréia, bradicardia, sao
sinais muscarinicos. Os efeitos nicotinicos incluem palidez, taquicardia, hipertensao,
fraqueza e fasciculagdes. A morte geralmente e devida a paralisia respiratoria, que

pode ser de origem central ou periférica (Marrs, 1993; Kandell et al., 1991).

1.1.6 - PESTICIDAS ORGANOFOSFORADOS



Os pesticidas organofosforados sdo basicamente ésteres do acido fosforico e
sua nomenclatura mais comum se baseia nos atomos e radicais que se ligam ao
atomo central de fosforo (figura 1). Esta classe pesticida atualmente pode ser
subdivida em 13 subclasses, sendo que os fosfatos, fosfonatos, fosfinatos,
fosforotioatos e fosforoditioatos (tabela 3), sdo os mais comumente utilizados.

(Henao e Corey, 1986).

X O g . .
N X Alquil Aril
P ’ 4 Alquoxi Z € Alqui
SN Y Amido Alquoxi
Y Z

Fonte: Ecobichon, 1996
Figura 1: Estrutura basica de um pesticida organofosforado

Estes pesticidas inicialmente foram criados na Alemanha nazista por volta da
segunda grande guerra, com intuito homicida. Estes agentes também sé&o
conhecidos como “gases dos nervos”, no qual podemos citar como exemplo: o
soman, o sarin, o tabun, o gas V e o VX (tabela 4) (Ecobichon, 1996), além da
importancia destes compostos por terem servido de base para a estrutura quimica
dos atuais pesticidas organofosforados, alguns acontecimentos recentes: como a
utilizagcdo do gas sarin contra os Curdos em 1988 no Iraque (Ecobichon, 1996). O
atentado ao metro japonés em 1995 (Ferrer e Cabral, 1995), utilizando o mesmo
gas, a atual crise internacional envolvendo o armazenamento destes compostos e
sua possivel utilizagdo em caso de uma guerra por alguns paises e a possibilidade
do uso destes compostos em atentados terroristas, demonstram que além dos

compostos organofosforados utilizados como pesticidas, estes compostos criados
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com propositos homicidas merecem especial

pesquisadores.

atencdo de autoridades e

Tabela 3: Algumas das subclasses mais utilizadas de organofosforados, suas
estruturas gerais e exemplos.

Subclasse Estrutura Exemplos
O
Fosfatos RO— P —OR Dichlorvos
OR
O
Fosfonatos || Trichlorfon
RO— P —R
OR
o
Fosfinatos R— P_R Glifosato
OR
S
|
Fosforotioatos RO— P —OR Paration
OR
S S
[ | Malation

Fosforotioatos

ou

RS— P —OR

OR

Adaptado de Meyer, 1998.



Tabela 4 — alguns exemplos de compostos organofosforados utilizados com intuito

bélico.
Nome Comum Nome CAS * Estrutura quimica
0
. . . . CHj3 ||
Tabun, GA Dimetilphosphoramidocyanid SN P —O0——CH,CH,
acid, ethyl ester CH3/ |
CHjy
Sarin , GB Methylphosphonofluoridic

s

[
acid, (1 — methyl ethyl) ester 1‘) O——CHCHjy
C

Hj CH3

0 CH3

Soman, GD, Pinacolil, | Methylphosphonofluoridic ” |
F— P —O0—CH—C—CHj3

Metilphosphonil acid, 1,2,2 — trimethylpropyl | |
CH
Fluoride ester “Hs 3 C
CH3 o
GasV Methylphosphonothioc acid, CH3CHCH20—|Il—S—CH2CH2_N/CH2CH3
AN
S—[2-(diethylamino) ethyl] - B
O-2-methylpropynil ester
o CH3
VX Methylphosphonothioc acid, 'CHCH3
. CHj3 CH20—P—S—CH2CH2—N/
S—[2-bis[(1-methylI ethyl) | NCHCH3
CH
amino] ethyl] O-ethyl ester ’ |CH3

* CAS — Chemical Abstracts Service

Fonte: http://www.mitretek.org/ofer/energy/cw_page/cwagente.html
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ApoOs o periodo de guerra estes agentes sofreram modificagcbes em sua
estrutura afim de se diminuir a sua toxicidade para o homem, para que pudessem
ser usados como pesticidas. Os organofosforados podem ser utilizados como
inseticidas, rodenticidas, fungicidas e herbicidas, o que indica um amplo espectro de
usos, € que apesar das alteragdes sofridas em sua estrutura, ainda possuem um alto
grau de toxicidade. Ao observamos os pesticidas classificados como extremamente
e altamente perigosos, encontramos um numero relativamente maior de pesticidas
organofosforados, confirmando assim a sua alta capacidade de causar dano agudo,
mesmo depois de modificagdes que alteraram seu grau de toxicidade (Henao e

Corey, 1986; Ecobichon, 1996)

1.1.7 - TOXICOCINETICA E TOXICODINAMICA DE  AGENTES

ORGANOFOSFORADOS.

A absor¢cao de agentes organofosforados pode se dar por via digestiva,
pulmonar e dérmica, sendo esta ultima a via mais importante, principalmente sob o
aspecto ocupacional (Rraheel, 1988). Apds a etapa de absorg¢do, os compostos
organofosforados séo biotransformados no figado, e passam a ter grande afinidade
por seus alvos no sistema nervoso central e periférico (Jeyaratnam e Maroni, 1994).

Os organofosforados podem sofrer inumeras reagdes de biotransformacao,
tais como oxi-redugao, alquilagcéo, desidrogenacao, etc., sendo que no caso dos
fosforotionatos sao preferencialmente de dessulfuragcdo oxidativa. Desta maneira,
um aumento significativo da hidrosolubilidade destes compostos e,

consequentemente uma maior facilidade da sua excregcao (Ecobichon, 1996; Valle,
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1988).

O mecanismo de acdo téxica dos organofosforados e carbamatos se deve
basicamente a inibicdo da enzima acetilcolinesterase (EC 3.1.1.7) presente nas
sinapses, embora esta enzima esteja presente em outros tecidos. No sistema
nervoso tem papel fundamental na interrupgao circunstancial da propagacgdo do
impulso nervoso, através da hidrélise da acetilcolina. Quando este sistema
enzimatico esta inibido, ocorre acumulo de acetilcolina na fenda sinaptica e
consequentemente, colapso no sistema nervoso.

Os fosforotionados, como o paration, ndo sao inibidores diretos da
acetilcolinesterase, eles sofrem ativagao metabdlica no tecido hepatico, neste caso
dessulfuragao oxidativa do ester tionado, através da agao de um sistema enzimatico
denominado oxidase de fungdo mista (citocromo P450), presente no tecido hepatico
de mamiferos (Main, 1976; Larine, 1987; Rozman e Klassen, 1996; Parkinson,
1996).

Organofosforados e carbamatos reagem como as colinesterases por um
mecanismo analogo ao da reagdo com o substrato acetilcolina. Na reagao fisiolodgica
a enzima é acetilada e posteriormente ocorre a hidrélise em acido acético e colina.
Estes inibidores reagem de forma similar, produzindo uma enzima fosforilada ou
carbamilada, mas que apresenta uma velocidade de dissociacdo muito menor. Os
carbamatos se ligam reversivelmente a enzima, o que os torna compostos de menor
toxicidade (Soreq et al., 1992).

A detoxificagdo destes esteres organofosforados, se da por meio de via
hidrolitica. A hidrdlise destes compostos ocorre por via de enzimas conhecidas como

esterases A. (Heinnecke e Lusis, 1998)
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A literatura indica que possivelmente outros sistemas enzimaticos podem ser
afetados pelos organofosforados, como por exemplo, a esterase neurotoxica, o que
explicaria certos quadros clinicos que nao poderiam ser associados a sindrome

colinérgica. (Marrs, 1993; Forget, 1991)
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1.2 - MONITORAMENTO BIOLOGICO DE EXPOSICAO A PESTICIDAS

ORGANOFOSFORADOS.

1.2.1 - CONSIDERACOES GERAIS

O uso de indicadores biolégicos tem sido uteis ferramentas no sentido de
possibilitar avaliacbes mais especificas, como, por exemplo, a dose de uma
substancia no érgédo onde se da sua agao toxica, assim como também indicar
diferencas individuais relacionadas aos mecanismos toxicocinéticos dos
xenobidticos. (Lowry, 1995; Bernard, 1995).

Basicamente 3 tipos de indicadores biolégicos podem ser utilizados nestes

monitoramentos, os indicadores biolégicos de: dose interna, efeito e suscetibilidade.

1.2.2 - INDICADORES DE DOSE INTERNA

Estes indicadores podem refletir a concentracédo real da substancia no local
onde ela exerce sua agao toxica, ou estimar o grau de exposi¢ao sempre que o nivel
da substéncia no material bioldgico esteja correlacionado com a concentragéo
ambiental. Além disso, permite avaliar a concentragdo do agente quimico nos 6rgaos
e tecidos a partir dos quais € lentamente liberada.

No caso de pesticidas organofosforados, poderiamos citar a detecgdo de
metabdlitos destes pesticidas como p-Nitrofenol (no caso do Paration), metabdlitos
alquilfosfosfato (dietil organofosforados), como poderiamos citar também a
determinacao direta destes compostos, apesar da sua menor aplicacdo devido a sua

meia - vida relativamente curta e sua ndo acumulagéo nos tecidos (He, 1993).
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A técnica mais utilizada para este tipo de monitoramento é a cromatografia,

tanto a gasosa, como a liquida de alta eficiéncia (Sherma, 1995).

1.2.3 - INDICADORES DE EFEITO

Sao aqueles que identificam alteragcbes precoces e reversiveis no organismo,
resultantes da acdo do xenobidtico, oriundos da acdo deste em qualquer tecido,
orgao ou sistema. (Lowry, 1995).

No monitoramento a pesticidas organofosforados, um indicador de efeito
bastante utilizado é a determinagao das atividades das colinesterases sanguineas.

No tecido sanguineo, existem duas colinesterases, a acetilcolinesterase
eritrocitaria (EC 3.1.1.7) e a butirilcolinesterase plasmatica (EC 3.1.1.8), que devido
aos diferentes o6rgaos de origem, afinidades por determinados substratos,
localizagdo tecidual e fungdes fisioldgicas, possuem diferenciados usos como
indicadores de efeito. A acetilcolinesterase da hemacia é sintetizada durante a
hematopoese, quando estas células ainda sédo nucleadas, logo todo o processo de
sintese ocorre na medula éssea fazendo com que esta enzima apresente uma meia
- vida proxima a das hemacias (aproximadamente 3 meses), fazendo com que esta
enzima possa ser utiizada como indicador de exposicdo subcronica a
organofosforados. A butirilcolinesterase plasmatica € produzida no figado e
exportada para a corrente sanguinea, sendo constantemente produzida e
degradada, mantém sua com atividade por apenas alguns dias (uma semana
aproximadamente) fazendo com que esta possa vir a ser utilizada como indicador de

exposicao aguda a estes compostos (Nutley e Cocker, 1993; Jeyaratham e Maroni,
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1994).

1.2.4 - INDICADORES DE SUSCETIBILIDADE

Possibilitam a determinagao de individuos com maior ou menor sensibilidade
a acao téxica de um determinado xenobidtico, nos ajudando a entender, pelo menos
em parte, as diferentes repostas individuais face a exposi¢cao a substancias toxicas,
facilitaria também a determinagao de areas de maior ou menor risco, de acordo com
o perfil das populacdes dos locais estudados.

No caso de pesticidas organofosforados um candidato a indicador de
suscetibilidade poderia ser a enzima paraoxonase (EC 3.1.1.8) (Costa e Manzo,
1995), ja que existem estudos que indicam esta enzima como fator de protecéo
frente a compostos organofosforados, devido a capacidade desta hidrolisar estes
compostos (Geldmar et al., 1988). Existem ainda evidéncias indiretas, como a alta
suscetibilidade de passaros, que possuem nenhuma ou baixa atividade
paraoxonasica, a intoxicagdo por organofosforados, em comparacdo com
mamiferos, que possuem niveis bem mais altos de atividade desta enzima (Brealey
et al, 1980). Poderiamos citar também testes diretos a respeito da protecdo da
paraoxonase contra a intoxicacdo por organofosforados, onde apds se injetar
paraoxonase parcialmente purificada em animais, a resisténcia destes foi bastante

aumentada (Costa et al, 1990; Li et al.; 1993; Li et al., 1995).
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1.3 - ESTERASES QUE INTERAGEM COM ORGANOFOSFORADOS

Este grupo de enzimas denominadas esterases compreende uma gama
variada de estruturas capazes de hidrolisar ligacbes do tipo éster de inumeros
substratos. Este grupo de enzimas pode ser dividido em 3 grandes grupos, em
funcao da interagdo com organofosforados. As esterases do tipo “A”, sdo capazes de
hidrolisar compostos organofosforados, sem serem inibidos por estes, ja as
esterases do tipo “B”, sao capazes de hidrolisar estes compostos, mas, entretanto,
sao inibidas por estes compostos, enquanto as esterases do tipo “C”, ndo possuem
qualquer forma de interagdo com os pesticidas organofosforados (Parkinson, 1996).

Este grupo de enzimas é particularmente importante no metabolismo de
compostos organofosforados, ja tanto o seu principal alvo, a acetilcolinesterase da
fenda sinaptica (EC 3.1.1.7), uma esterase “B”, quanto a principal enzima envolvida
em sua detoxificagédo, a paraoxonase (EC 3.1.1.8), uma esterase “A” (figura 2), estéo
envolvidas em neste processo. (Mackness, 1989).

Tem se postulado que a maior diferenca entre as esterases, se encontra na
presenca de um residuo cisteina no sitio catalitico da esterase “A” a presenca de
serina no sitio ativo das esterases “B” (yan et al., 1994).

Ambas familias de enzimas sao capazes de hidrolisar organofosforados,
porém o tempo de dissociagdo do complexo enzima-substrato é que ira determinar o
potencial inibidor ou ndo destes compostos. Nas esterases do tipo “B” o tempo de
dissociagdo € maior que a meia—vida (“turnover”) da enzima, sendo assim, pode-se
considerar que esta familia de pesticidas € um inibidor irreversivel deste complexo

enzimatico, o que ja ndo ocorre com as esterases do tipo “A”, ja que nesta familia de
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Figura 2: Exemplos de rotas metabdlicas do pesticida organofosforado paration
no organismo humano. Nota - se a fosforilagéo é irreversivel na enzima
acetilcolinesterase, 0 que nao ocorre na paraoxonase.
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enzimas, o tempo de dissociagdo do complexo enzima-substrato € menor do que a
meia vida da enzima, sendo assim, os compostos organofosforados nao sao
inibidores efetivos desta familia de enzimas. (Mackness, 1989).

Cabe ressaltar que as esterases também estdo envolvidas em outros
processos metabodlicos de xenobidticos, como por exemplo, a inativacdo de
compostos como a procaina, a cocaina e a espirolactona e a ativacdo de compostos
como o vinil acetato, o éster dimetilico do acido succinico e o 1,3-dimetil 3-fenil 1-

nitrosouerea (Parkinson, 1996).

1.3.1 - ESTERASES B

Este grupo de enzimas tem como principais representantes a
acetilcolinesterase verdadeira, colinesterase eritrocitaria ou acetilcolinesterase (EC
3.1.1.7), e a pseudocolinesterase, colinesterase plasmatica ou butirilcolinesterase
(EC 3.1.1.8). (Van Lith et al., 1991; Taylor, 1991)

A acetilcolinesterase encontra - se presente principalmente no tecido nervoso
e sanguineo e que hidrolisa o substrato acetilcolina 4 vezes mais rapido que o
substrato butirilcolina. Ela € uma glicoproteina extracelular, que tem um importante
papel na transmissao colinérgica permitindo um controle temporal da ativagao
sinaptica pela rapida hidrolise do neurotransmissor acetilcolina (Chatel et al., 1994).
Tanto a acetilcolinesterase cerebral, quanto a presente em eritrécitos, sdo formas
anfifilicas da enzima, sendo as predominantes a forma tetramérica (tipo Il — hetero —
oligbmeros ancorados a membrana plasmatica por uma subunidade hidrofébica de

cerca de 20 KD), encontrada no cérebro, e a dimérica (tipo | — dimeros ancorados

21



por fosfatidilinositol), em eritrécitos humanos (Massoulié et al., 1993). Este dimero
presente predominantemente em eritrocitos apresenta um peso molecular de
aproximadamente 151 KD, composto por 2 subunidades iguais interligadas por
pontes dissulfetos (Ott, 1985).

A butirilcolinesterase € encontrada principalmente no plasma sanguineo,
sendo esta sintetizada no figado. Ela é uma glicoproteina tetramérica, contendo 4
subunidades idénticas, cada uma contendo um sitio ativo. O peso molecular deste
tetramero esta por volta de 342 KD. Esta enzima esta envolvida no metabolismo de
xenobidticos como a cocaina, succinilcolina, mivacurium, heroina e outras drogas
(Pantuk, 1993; Parkinson, 1996).

Ainda é incerto o papel fisiolégico da butirilcolinesterase, ja que em pacientes
inoculados com compostos anticolinesterasicos, a atividade desta enzima reduzida
cerca de 95% sem o aparecimento de qualquer sintoma clinico ou disturbio
fisiologico detectavel (Vorhaus e Kark, 1953). A deficiéncia desta enzima so6 € notada
ao se administrar a droga succinilcolina (um bloqueador neuromuscular) a pacientes
com atividades deficientes. Tem — se proposto que esta enzima esteja envolvida na
detoxificagdo de certos ésteres de vegetais presentes na dieta e que também possa
estar envolvida no metabolismo lipidico, ja que a atividade desta enzima se encontra
alterada (aumentada) em face de situagbes em que estes processos metabdlicos se
encontram de maneira anormal como hiperlipoproteinemia, obesidade e diabetes

(Taylor, 1991; Van Lith et al., 1991).

1.3.2 - ESTERASES A
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As esterases foram primeiramente descritas por Manzur (1946).
Posteriormente estas foram classificadas basicamente em dois grupos: as esterases
inibidas por organofosforados (B) e as que n&o eram inibidas por estes (A).
(Aldridge, 1953). Apesar desta classificagao ter sofrido algumas modificagdes e dela
se basear em hidrolise de compostos xenobioéticos, ela ainda serve como base para
a classificacdo desta familia de enzimas, ja que em muitos casos nao se conhece o
substrato natural destas enzimas e consequentemente os processos metabdlicos os
quais estas estariam envolvidas.

O principal representante das esterases "A" é a enzima paraoxonase -
hidrolase de ligagdes triésteres de acido fosférico com afinidade especifica a
organofosforados (EC 3.1.1.8) (Mackness et al., 1996; Walker, 1993).

Este grupo de enzimas € provavelmente o principal responsavel pela
detoxificacdo de agentes organofosforados em nosso organismo (Mackness, 1989).
Em mamiferos, qualquer oxon que escape da detoxificagcdo hepatica, pode ser
hidrolisado no sangue pela paraoxonase antes de chegar ao tecido nervoso. Alguns
organofosforados como, por exemplo, o pirimifos - metiloxon, € rapidamente
hidrolisado pela paraoxonase e estima - se que nenhuma molécula ativa deste
pesticida chegue ao cérebro (Brealey et al., 1980).

Insetos geralmente possuem baixa ou nenhuma atividade paraoxonasica, o
que explicaria a sua suscetibilidade a compostos organofosforados. Em estudos de
toxicidade seletiva a estes agentes, demonstrou - se que passaros eram muito mais
susceptiveis a intoxicagao por organofosforados do que mamiferos; isto € causado

possivelmente pela auséncia ou baixa atividade paraoxonasica encontrada em
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passaros. Isto provavelmente também deve explicar a suscetibilidade de répteis e
peixes a intoxicagdo por organofosforados (Mackness et al., 1996; Brealey et al.,
1980).

A paraoxonase humana possui peso molecular entre 43 - 45 KD e contém 4
cadeias de carbohidrato por molécula, que representam cerca de 16 % do total deste
peso. Um esquema da estrutura desta enzima se encontra na figura 3. Esta esterase
estd associada a uma lipoproteina de alta densidade (HDL) contendo apoliproteina
(apo) A-l e apo J. Estudos de hibridizacao in situ definem a localizagdo do gene da
enzima paraoxonase em 21 - 922, no brago longo do cromossomo 7, sendo que
este gene estd muito proximo do gene da fibrose cistica e possui segregacao
conjunta com este.O DNA complementar para esta enzima indica uma proteina
contendo 355 aminoacidos e indica também um alto grau de conservagdo da
estrutura desta enzima, o que sugere um importe papel desta em algum processo
metabdlico. A seqiéncia gendmica da paraoxonase permanece desconhecida.
(Humbert et al., 1993; La Du et al., 1993; Adkins et al., 1993; Mackness et al., 1996;
Ikeda et al., 1998).

Acredita - se que a paraoxonase seja sintetizada e excretada exclusivamente
pelo figado, entretanto ndo existe evidéncia direta disto, ja4 que alguns trabalhos
indicam que outros tecidos poderiam também contribuir para os niveis séricos de
paraoxonase (Hasset at al., 1991).

A funcdo precisa da enzima paraoxonase em noOSsSO organismo € ainda
desconhecida (Heinecke e Lusis, 1998). Apesar da afinidade desta enzima por
compostos organofosforados ser de extrema importancia, esta provavelmente nao é

a funcdo para a qual ela foi originalmente designada. Entretanto estudos in vitro
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demonstram que ela pode reduzir significantemente a geragao de peroéxidos lipidicos
durante a oxidagao de lipoproteinas de baixa densidade (LDL) sendo assim esta
esterase pode estar ligada na protegao in vivo contra a arteriosclerose (Kim et al.,
1998). Pode estar também correlacionada com processos ligados ao infarto no
miocardio em algumas populag¢des (Antikainen et al., 1996; Sanghera et al., 1997,
Kao et al., 1998; Sanghera et al., 1998) e a diabetes (Ruiz, 1997;Kao et al., 1998).
Outros trabalhos também indicam uma possivel atividade hidrolitica de endotoxinas
de alguns protozoarios (Smith et al, 1995).

Em humanos ainda ndo é bem clara a forma de como a paraoxonase age na
detoxificagdo e na protecdo a agentes organofosforados, apesar de ja ter sido
demonstrado que esta enzima em humanos é capaz de hidrolisar estes compostos e
de estar envolvida na detoxificagdo dos mesmos. Em alguns animais esta enzima é
um fator efetivo de protegao contra intoxicagdo por estes agentes toxicos (Li et al.,
1993; Li et al., 1995, Pond et al., 1995). O polimorfismo desta enzima, encontrado
em humanos, tem potencial para ser um dos determinantes das diferentes
suscetibilidades encontradas frente a intoxicagbes por organofosforados (Weber,
1995).

Estudos indicam que a paraoxonase possui um polimorfismo genético, que
em populagbes européias, segue um modelo de segregagcao mendeliano simples,
determinado por 2 alelos autossdmicos, codominantes, seguindo os principios de
Hardy - Weinberg. Entretanto em algumas populagdes, esta distribuicdo € unimodal

e nao pode ser explicada pela equagao de Hardy - Weinberg.
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Figura 3: Representacido esquematica da enzima
paraoxonase, mostrando os sitios polimorficos, o

segmento hidrofébico N -

terminal, a ponte

dissulfeto e um residuo sulfidril livre.
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A perda dos fendtipos de baixa atividade parecem ser os responsaveis por
este comportamento (Gelmacher et al., 1988; Mackness et al., 1996). Na figura 4
poderemos observar a distribuicdo mundial dos fendtipos de baixa atividade
metabdlica da enzima paraoxonase.

As bases moleculares do polimorfismo da enzima paraoxonase, frente a
estimulagdo por NaCl e hidrdlise de compostos organofosforados, pode ser a
substituicdo de um aminoacido na posi¢ao 192 (ou 191 quando a alanina e definida
como residuo N - terminal).A izoenzima A (baixa atividade) tem uma glutamina na
posicao 192 e a B (alta atividade) uma arginina na posicao 192. Uma outra
substituicdo na posi¢cao 54 parece nao afetar o efeito do polimorfismo (Humbert et
al., 1993; Adkins et al., 1993.).

Existem algumas discrepancias na nomenclatura deste polimorfismo. Adkins
et al. (1993) utiliza - se do A para designar o fendtipo de baixa atividade (glutdmina
na posicao 192) e B para o fendtipo de alta atividade (arginina na posi¢cao 192),
enquanto Humbert et al. (1993) se utiliza de 192QQ (baixa atividade) e 192RR (alta
atividade).

Se levarmos em conta nao s6 a provavel participacdo, mas como também sua
possivel utilizagdo como indicador preditivo, em processos arterioscleréticos,
vasculares, na diabetes, na detoxificagdo de certas endotoxinas e nos mecanismos
de hidrdlise de organofosforados, mais estudos envolvendo a distribuicao fenotipica
da paraoxonase em populagdes humanas e de como e quando ela participa destes

processos metabdlicos, se tornam extremamente importantes e necessarios.
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Figura 4: Distribuicao mundial dos fenotipos
de baixa atividade da enzima paraoxonase.
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Este trabalho visa principalmente observar o
comportamento da enzima paraoxonase em uma populagao de
trabalhadores rurais expostos a pesticidas organofosforados
face a outras variaveis biologicas ou epidemiologicas. Além
disso, objetivou-se também obter um perfil desta atividade em
uma populagcao nao exposta, ja que nao existem dados no
Brasil que possam subsidiar uma investigagcao sobre o perfil
fenotipico desta enzima em populagdes brasileiras.

Outro objetivo deste trabalho seria a obtengao de dados
preliminares para projetos futuros envolvendo a proposicao da
enzima paraoxonase como indicador de susceptibilidade
humana a intoxicagcao por agentes organofosforados.
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2.1 - REAGENTES

e Dietil - p - Nitrofenil - Fosfato (paraoxon), adquirido da sigma chemical company.
¢ Fenil acetato, adquirido da sigma chemical company.

¢ Os demais reagentes utilizados foram de grau analitico.

2.2 - EQUIPAMENTOS

o Espectrofotdbmetro Hewlett Packard - modelo HP 8451A.

e Potencidmetro Procyon - modelo 310.

e Centrifuga Excelsa Baby Il - modelo 206R.

e Balanca analitica Mettler - modelo AE200.

e Agitador magnético Thermolyne - modelo 37600 mixer.

e Placa agitadora Fisatom.

e Micropipetas Eppendorf modelos 10 - 100 uL e 100 - 1000 pL.

e Pipeta Finnpipett (1 - 5 mL).

2.3 - GRUPO DE INDIVIDUOS

2.3.1 — Populagao nao exposta a agentes organofosforados

O grupo controle foi formado por 142 individuos moradores da cidade do Rio

de Janeiro, com idade variando de 16 a 60 anos, cuja as amostras foram obtidas em

bancos de sangue e das quais foram analisados dados a respeito do sexo , idade,
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atividade das colinesterases (acetilcolinesterase eritrocitaria e butirilcolinesterase

plasmatica) e da atividade da enzima paraoxonase.

2.3.2 — Populagao exposta a agentes organofosforados.

Este grupo de individuos foi formado por 97 individuos trabalhadores rurais da
regidao do Corrego de Sao Lourengo, municipio de Nova Friburgo - RJ, com idade
variando de 16 a 60 anos. Estes trabalhadores eram expostos a pesticidas (incluindo
organofosforados) e dados a respeito da: idade, sexo, indicadores bioquimicos
(incluindo - se ai as atividades das colinesterases e da paraoxonase), condigbes
socio - econdmicas, perfil clinico e ocupacional, incluindo forma de aplicagao dos
pesticidas, foram obtidos a fim de complementar nossos estudos a respeito do

comportamento desta enzima em uma populacdo exposta.

24 - OBTENCAO DE DADOS GEOGRAFICOS, BIOQUIMICOS,
SOCIOECONOMICOS, HISTORICO E PERFIL OCUPACIONAL E CLINICO NA

REGIAO DO CORREGO DE SAO LOURENGO, NOVA FRIBURGO - RJ.

Os dados geograficos e socioeconbmicos da populagdo em estudo foram
obtidos no IBGE (Instituto Brasileiro de Geografia e Economia), oriundos do ultimo
censo na regido. Dados relativos a natureza ocupacional, aspectos clinicos e demais
dados bioquimicos foram obtidos a partir do banco de dados montado pelo grupo
envolvido no projeto PAPES denominado "Destino dos agrotoxicos e fertilizantes no

Cdrrego de Sao Lourengo, Nova Friburgo - RJ", do qual esta tese faz parte.
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2.5 - COLETA E PROCESSAMENTO DAS AMOSTRAS DE SANGUE

As amostras de sangue foram coletadas em tubos Vacumtainer®
heparinizados. Estes foram centrifugadas a 4000 RPM por 20 minutos, separando -
se a fracao plasmatica da fracdo celular.As amostras de plasma foram armazenadas
em tubos Eppendorf® em aliquotas de cerca de 1 mL, no freezer (-20°C) até o

momento de serem utilizados. A fragado celular do sangue era descartada.

26 - DOSAGEM DAS ATIVIDADES DAS ENZIMAS PARAOXONASE E

ARILESTERASE.

2.6.1 - DOSAGEM DA ATIVIDADE DA ENZIMA ARILESTERASE

A dosagem da atividade da enzima arilesterase foi anteriormente padronizada
por este grupo de trabalho e esta foi elaborada a partir do método de Lorentz et al.
(1979), modificado por Oliveira-Silva et al. (1998) e cujo meio reacional era
composto por: 2983 uL de tampéo Tris - HCI 50 mM pH 8,5; 2,5 uL de plasma sendo
esta reagao iniciada com 15 uL de fenil acetato 1,2 M diluido em DMSO. Esta
atividade era medida cineticamente por 2 minutos em A=270 nm. Esta atividade foi
expressa em nmoles de produto formado (fenol) por minuto por mL de plasma

(nmoles fenol/ min/ mL de plasma).

2.6.2 - DOSAGEM DA ATIVIDADE DA ENZIMA PARAOXONASE
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A atividade da enzima paraoxonase (tanto a basal quanto a estimulada por
NaCl) também anteriormente padronizada por este grupo de trabalho sendo esta
realizada a partir do método de Eckerson et al. (1983a, 1983b), modificado por
Moraes (1997). Sendo a atividade desta expressa em umoles de p-nitrofenol/ min/

mL de plasma.

2.6.2.1 - DOSAGEM DA ATIVIDADE BASAL DA ENZIMA PARAOXONASE

O como o meio reacional desta dosagem era composto por 900 uL de tampéao
glicina 60 mM CaCl; 1,2 mM pH 10,5 e 50 uL de plasma humano fresco. A leitura
desta amostra (produto formado, p—Nitrofenol), foi realizada cineticamente por 2

minutos com comprimento de onda de 410 nm.

2.6.2.2 - DOSAGEM DA ATIVIDADE DA ENZIMA PARAOXONASE ESTIMULADA

POR CLORETO DE SODIO (NaCl)

Para a atividade estimulada por sal, 0 meio reacional € composto por 400 uL
de tampéo glicina 60 mM CaCl; 1,2 mM pH 10, 5, 500 uL de NaCl 2 M.(solugéo
preparada em tampéo glicina 60 mM CaCl, 1,2 mM pH 10,5) e 50 uL de plasma
humano fresco. Ambas as reagbes foram iniciadas pela adicdo de 50 uL de
paraoxon 40 mM (em uma solugdo 50% tampao glicina 60 mM CaCl, 1,2 mM pH 10,
5, 50 % metanol). A determinacao desta atividade se da através da medida cinética,
por 2 minutos, do produto formado (p—Nitrofenol), analisando - a

espectrofotometricamente em comprimento de onda de 410 nm.
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2.7 - DETERMINACAO DOS FENOTIPOS DA ENZIMA PARAOXONASE NA

POPULAGCAO ESTUDADA.

Nesse trabalho os fendtipos foram caracterizados, utilizando — se a
metodologia proposta por Eckerson et. al. (1983a e 1983b), e foram agrupados de
duas maneiras, um deles com uma distribuicdo bimodal (A e B) que se baseia no
grau de estimulagdo por NaCl da enzima paraoxonase. E a outra se baseando em
uma distribuigdo trimodal (fenétipos AA, AB e BB), no qual os principais parametros
determinantes sdo a atividade da enzima paraoxonase estimulada por NaCl e a

atividade da enzima.

2.7.1 - DISTRIBUIGCAO BIMODAL

Nesta distribuicdo iremos classificar a populagao baseados no percentual de
estimulacdo por NaCl em relagdo a atividade basal da enzima paraoxonase,
conforme a formula abaixo, onde individuos com percentual de estimulagao igual ou
superior a 60% serédo considerados com alta capacidade hidrolitica (B) e individuos
cujo estimulacédo for abaixo de 60% serdo com baixa capacidade hidrolitica (A).
Apesar desta classificagao ser pouco utilizada, nés a realizamos neste trabalho, pelo
fato de que nenhum dado a respeito da estimulagdo por NaCl da enzima

paraoxonase em populagdes brasileiras tenha sido publicado.

pox(NaCl) — pox(basal)
pox(basal)

X100% = %estimulacdo

Legenda: Pox (NaCl)= Atividade da enzima paraoxonase estimulada por
NaCl; Pox (basal)= atividade basal da enzima paraoxonase (sem NaCl).
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2.7.2 - DISTRIBUIGAO TRIMODAL

Nesta outra forma de classificagado (a mais utilizada) dos fenétipos da enzima
paraoxonase a separagao dos fendtipos se baseia na razdo entre a atividade da
paraoxonase estimulada por NaCl e a atividade da enzima arilesterase, onde
consideraremos individuos AA os que apresentarem valor desta razao <14, AB os
que apresentarem valor> 14 e < 38 e BB os que apresentarem valores > 38 como se

segue na formula abaixo:

pox(NaCl)

- = Fendtipo
arilesterase

Legenda: Pox (NaCl) = Atividade Paraoxonasica estimulada por NaCl; Arilesterase =
Atividade Atrilesterasica; fendtipo= Fendtipo obtido, onde cada fendtipo tem a sua
faixa de valor.

2.8 - BANCO DE DADOS, CALCULOS ESTATISTICOS E GRAFICOS.

Para a confecgdo do banco de dados, foi utilizado o programa Acess da
Microsoft. Os calculos estatisticos e elaboragdo dos graficos foram realizados no

programas Sigma Plot 3.0, SPSS 8.0 e EXCEL 97.
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3.1 - CONSIDERACOES

Conforme anteriormente citado este trabalho foi parte do projeto PAPES
(Programa de Apoio a Pesquisa Estratégica em Saude) denominado: “Destino dos
agrotoxicos e fertilizantes no Cérrego de Sao Lourengo, municipio de Nova Friburgo,
estado do Rio de Janeiro”, cujo um dos objetivos principais era avaliar a saude desta
populagdo sob o ponto de vista toxicoldgico, ja que se trata de um grupo formado
por 143 familias, que tem a agricultura em regime familiar com amplo uso de
pesticidas, tendo os organofosforados papel de destaque, como atividade
econbmica predominante, tornando-a assim uma populacdo com niveis de
exposicao a agrotoxicos bastante elevados.

Neste projeto foram obtidos informacées a respeito dos dados soécio
econdmicos, dos indicadores de efeito, epidemioldgicos e clinicos desta populagéo,
a fim de se caracterizar o comportamento desta populagao face ao uso de pesticidas
organofosforados.

Com estas avaliagdes um banco de dados foi confeccionado e a partir dele foi
possivel correlacionar variaveis epidemioldgicas e clinicas com os dados obtidos a
respeito das enzimas paraoxonase e arilesterase obtidos nesta dissertagao.

Além disso, um outro grupo, moradores da cidade do Rio de Janeiro, foi
avaliado com o objetivo principal de se caracterizar a distribuicdo fenotipica da
enzima paraoxonase.

Abaixo se seguem os resultados obtidos nesta dissertacdo, que foram
ordenados da seguinte maneira em uma primeira etapa efetuamos uma analise

descritiva e de comparagao de alguns dados em ambas as populagbes e as
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correlagdes entre as diversas variaveis e em uma segunda etapa a distribuicao dos
fendtipos da enzima paraoxonase foi obtida.

3.2 — ANALISES DESCRITIVAS

3.2.1 - DISTRIBUICAO DO SEXOS NA POPULAGCAO DA CIDADE DO RIO DE
JANEIRO E DA POPULACAO DE NOVA FRIBURGO.

A distribuicdo dos sexos na populagdo de nova Friburgo se deu da seguinte
maneira: 25,5 % era composta de mulheres e 74,5 % de homens (figura 5),
enquanto que o grupo nao exposto era formada por 44,4% de homens e 55,6% por

mulheres conforme a figura 6.

Figura 5 - Distribuicdo dos sexos na populagao de Nova Friburgo.

Frequéncia (%)

Masculino Feminino
Sexo
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Figura 6 - Distribuicdo dos sexos na cidade do Rio de Janeiro.

Frequéncia (%)

Masculino Feminino
Sexo

3.2.2 - DISTRIBUIGAO DE IDADE NOS GRUPOS ANALISADOS

Em ambas as populagdes a idade apresentou uma distribuicdo normal,
apresentando no teste de Kolmogorov-Smirnov significancia superior a 5 %, além
dos teste de Kurtosis e Skewness, como podemos observar melhor no grafico
histograma de frequéncias (Figuras 7 e 8), apresentando média de 35,12 anos para
a populagao do Coérrego de Sao Lourengo e de 36,49 anos para a populagéo do Rio
de Janeiro, no qual podemos observar mais detalhadamente as analises descritivas

relacionadas a estes dados na tabela 5.
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Tabela 5 - Andlise descritiva das idades nas populagoes do Corrego de Sdo Lourengo, Nova Friburgo, RJ e da
cidade do Rio de Janeiro — RJ.

Analise descritiva da variavel Pop. Coérrego de Sao Pop. Rio de Janeiro
Idade (em anos) Lourenco

Média 35,12 36,50
Intervalo de confianca (95%) 33,03 - 37,21 34,53 - 38,46
Mediana 34,00 36,00
Variancia 107,44 140,45
Desvio padrao 10,36 11,85
Minimo 15,00 17,00
Maximo 59,00 59,00
Teste de Skewness (erro padrdo) 0,27 (0,24) 0,11 (0,20)
Teste de Kurtosis (erro padrdo) - 0,54 (0,48) - 1,00 (0,40)

3.2.3 - ANALISE DESCRITIVA DAS ATIVIDADES DA ENZIMA ARILESTERASE NA
POPULACAO DO CORREGO DE SAO LOURENCO E NA POPULACAO DA
CIDADE DO RIO DE JANEIRO.

Esta € uma analise extremamente importante para este trabalho ja que o
conhecimento do comportamento estatistico desta enzima é de fundamental

importancia ja que a atividade desta se faz necessaria para a caracterizagdo dos

diferentes fendtipos da enzima paraoxonase frente a compostos organofosforados,
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além do fato desta enzima ser uma esterase de comportamento catalitico
semelhante ao da paraoxonase, sendo inclusive considerada por alguns autores
(Adkins et al., 1993) apenas mais uma atividade da enzima paraoxonase, cujo perfil
de atividade em uma populagdo brasileira ndo tinha sido descrito até o presente
trabalho.

Uma distribuigdo normal desta enzima foi encontrada (significaAncia acima de
5 %), baseando-se nos testes de normalidade anteriormente citados em ambas as
populagdes estudadas (figura 9 para a populagéo do Cérrego de Sao Lourengo e 10
para o grupo do Rio de Janeiro).

Em relagdo as médias obtidas encontramos os seguintes valores 82,14 para a
populagdo do Cérrego de Sao Lourengo e de 75,35 para a populagao da cidade do
Rio de Janeiro, ambas as atividades foram expressas em nmoles de fenol/ min/ mL
de plasma, uma analise descritiva mais detalhada se encontra na tabela 6. Quanto a
similaridade estatistica dos grupos, o teste T de Student (T=1,83), tabela 7, nos
indica que as atividades da enzima arilesterase encontradas em ambos os grupos
sdo estatisticamente diferentes, apesar de estar no limite de significAncia que
poderia ser explicado pelos diferentes fendtipos encontrados, conforme veremos

mais tarde.
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Figura 9 — Distribuigcédo da atividade da enzima arilesterase na pop.
Cip CasadividadS§daa dvRnoa
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atividade ARIL

Legenda: Atividade ARIL — Atividade da enzima arilesterase expressa em nmoles de fenol/ min/ mL de
plasma.

Figura 10 — Distribui¢do da atividade da enzima arilesterase
na pop. Da cidade do Rio de Janeiro
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Atividade ARIL

Legenda: Atividade ARIL — Atividade da enzima arilesterase, expressa em nmoles de fenol/ min/ mL de
plasma.
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Tabela 6 - Andlise descritiva das atividades da enzima arilesterase napopul;ac¢do de Nova

Friburgo e da cidade do Rio de Janeiro.

Analise descritiva da atividade da enzima
Arilesterase
(umoles de fenol/ min/ mL de plasma)

Nova Friburgo

Rio de Janeiro

Média 82,14 75,35
Intervalo de confianga (95%) 75,83 - 88,45 71,07 - 79,63
Mediana 76,99 75,00
Variancia 979,92 664,45
Desvio padrdo 31,30 25,78
Minimo 6,02 14,62
Maximo 173,47 175,20
Teste de Skewness (erro padrdo) 0,53 (0,25) 0,71 (0,21)
Teste de Kurtosis (erro padrao) 0,21 (0,48) 1,30 (0,40)

Tabela 7 - Teste T de Student, entre as atividades da enzima arilesterase (expressa em pmoles de fenol/ min/ mL
de plasma) da populagdo de Nova Friburgo e do Rio de Janeiro.

Teste T de Student (nivel de significancia = 5%)

Valor de T

1,83

Valor de P

0,070
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3.2.4 - ANALISE DESCRITIVA DA ATIVIDADE BASAL E ESTIMULADA POR NaCl
DA ENZIMA PARAOXONASE, NA POPULAGCAO DO CORREGO DE SAO
LOURENCO E DA CIDADE DO RIO DE JANEIRO.

Neste topico analisamos descritivamente a atividade da enzima paraoxonase
(basal e estimulada por NaCl), esta analise é de grande importancia, primeiro por ser
tratar do principal objeto de estudo desta dissertagdo e também por este tipo analise
nesta enzima em populacdes brasileiras, ser inédita até o presente momento,
servindo assim como proveitosa fonte de dados nao sé para esta dissertagdo como
também para futuros projetos envolvendo esta enzima em nossa populagédo. Abaixo
se seguem as analise tanto da atividade basal quanto da atividade estimulada por

NaCl da enzima paraoxonase.

- 3.2.4.1- Atividade basal da enzima paraoxonase

A atividade da basal enzima paraoxonase em ambos 0S grupos nao
apresentou distribuicdo normal em todos os testes realizados (significdncia abaixo
de 5% no teste de Kolmogorov-Smirnov), figura 11, para a populagdo do Cérrego de
Sao Lourengo e 12 para a populagado da cidade do Rio de Janeiro. Este padréao de
distribuicdo da atividade basal da enzima paraoxonase era esperado, ja que como
exaustivamente citado esta € uma enzima polimérfica, e que ao observarmos o0s
graficos 11 e 12, vemos além de um deslocamento dos graficos para a esquerda,
pelo menos duas modas em cada grafico, o que ja descaracterizaria uma

distribuicdo normal deste variavel.
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Em termos da média da atividade desta enzima, o valor para a populagao do
Cdrrego de Sao Lourenco foi de 878,23 e para o grupo da cidade do Rio de Janeiro
foi de 976,48, sendo a atividade expressa em umoles de p - nitrofenol/ min/ mL de
plasma, poderemos observar mais detalhadamente os dados descritivos relativos a
atividade da enzima paraoxonase nos grupos avaliados na tabela 8. Ao
compararmos 0s grupos através do teste t de Student (tabela 9), observamos que os
grupos sao diferentes estatisticamente (T = -1,46), o que poderia mais uma vez ser

exlicados pelos diferentes fenotipos.

Figura 11 - Distribuicdo da atividade basal da enzima
paraoxonase na populagao do Cdérrego de Sao Lourengo
(Atividade expressa em umoles p-nitrofenol/ min/ mL de
plasma).
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Legenda: Atividade POX - Atividade basal da enzima paraoxonase, expressa em umoles de
p-nitrofenol/ min/ mL de plasma.
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Figura 12 - Distribui¢cdo da atividade basal da enzima
paraoxonase na populagéo da cidade do Rio de Janeiro.

(Atividade expressa em umoles de p-nitrofenol/ min/ mL
30 de plasma).
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Legenda: Atividade POX - Atividade basal da enzima paraoxonase, expressa em umoles de p-nitrofenol/
min/ mL de plasma.

Tabela 8 - Analise descritiva da atividade basal da enzima paraoxonase nas populagées do Corrego de Sdo
Lourenco e da cidade do Rio de Janeiro.

Analise descritiva da atividade da enzima Pop. Corrego de Sao Pop. Rio de Janeiro
Paraoxonase Lourenco
(umoles de p-nitrofenol/ min/ mL de plasma)

Média 878,23 976,48
Intervalo de confianga (95%) 779,49 - 976,96 889,06 - 1063,90
Mediana 822,24 901,64
Varidncia 240002,70 277682,7
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Desvio padrao 489,90 526,96
Minimo 133,28 128,92
Maximo 2329,79 2538,06
Teste de Skewness (erro padrdo) 0,75 (0,24) 0,55 (0,20)
Teste de Kurtosis (erro padrdo) 0,82 (0,48) - 0,29 (0,40)

Tabela 9 - Teste T de Student, entre a atividade basal da enzima paraoxonase (expressa em pmoles de p-

nitrofenol/ min/ mL de plasma) da popula¢do do Corrego de Sdo Lourengo e da cidade do Rio de Janeiro.

Teste T de Student (nivel de significancia = 5%)

Valorde T

- 1,46

Valor de P

0,15

- 3.2.4.2 - Atividade da enzima paraoxonase estimulada por sal (NaCl)

Em termos de distribuicdo das atividades da enzima paraoxonase estimulada

por NaCl, conforme o esperado, os testes de normalidade (significancia abaixo de

5%) nao indicaram uma distribuigdo normal em ambos os grupos (figura 13 para a

populagao do Corrego de Sao Lourengo e 14 para a populagao da cidade do Rio de

Janeiro), mais uma vez isto pode ser explicado pelo polimorfismo da enzima

paraoxonase, tanto da atividade basal quanto a da estimulada por NaCl, onde ao

observarmos os graficos (13 e 14) podemos perceber ndo s6 os deslocamentos

detectados na ultima analise, mas como também a presenga de mais de uma moda

nos graficos.
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Em relagcdo as médias encontradas obtivemos os seguintes valores para a
enzima paraoxonase estimulada por NaCl, 1298,75 umoles de p-nitrofenol/ min/ mL
de plasma para a populagéo do Cérrego de Sao Lourengo e de 1522,66 umoles de
p-nitrofenol/ min/ mL de plasma para a populagado da cidade do Rio de Janeiro, os
dados descritivos desta variavel se encontram na tabela 10. Ao compararmos ambos
0s grupos através do teste t de Student (T = -1,89), os resultados indicam que estes
grupos possuem diferengas significantes entre eles (tabela 11), o que é explicado

pelos diferentes fenotipos encontrados nestas populacoes.

Figura 13 - distribuiggdo das atividades da enzima
paraoxonase estimulada por NaCl na pop. do Cérrego de Séo
Lourenco.
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Legenda: Atividade POXSAL - Atividade da enzima paraoxonase estimulada por NaCl, atividade expressa em
umole de p-nitrofenol/ min /mL de plasma.
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Figura 14 - Distribui¢cdo da atividade da enzima
paraoxonase estimulada por NaCl na populagdo da cidade
do Rio de Janeiro.
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Legenda: Atividade POXSAL - Atividade da enzima paraoxonase estimulada por NaCl, atividade
expressa em pmole de p-nitrofenol/ min /mL de plasma.
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Tabela 10 - Andlise descritiva das atividades da enzima paraoxonase estimulada por NaCl nas populagéoes de
Nova Friburgo e do Rio de Janeiro.

Analise descritiva da atividade da enzima Nova Friburgo Rio de Janeiro
Paraoxonase estimulada por NaCl
(umoles de p-nitrofenol/ min/ mL de plasma)
Média 1298,75 1522,66

Intervalo de confianga (95%)

1123,61 - 1473,89

1369,67-1675,64

Mediana 1143,28 1574,04
Varidncia 755138,30 850361,10
Desvio padrao 868,99 922,15
Minimo

161,07 28,86
Maximo 4782,77 4062,53
Teste de Skewness (erro padrdo) 1,18 (0,25) 0,30 (0,20)
Teste de Kurtosis (erro padrdo) 1,87 (0,49) - 0,73 (0,40)

Tabela 11 - Teste T de Student, entre as atividades da enzima paraoxonase estimulada por NaCl (expressa em
pmoles de p-nitrofenol/ min/ mL de plasma nas populagoes de Nova Friburgo e do Rio de Janeiro.

Teste T de Student (nivel de significancia = 5%)

Valorde T

- 1,89

Valor de P

0,060
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3.2.5 - CORRELACAO DA ATIVIDADE DA ENZIMA PARAOXONASE COM
OUTROS FATORES ANALISADOS.

A partir do projeto ao qual esta dissertagao faz parte, obtivemos outros dados
para que se avaliasse melhor o comportamento da enzima paraoxonase em uma
populagdo exposta e outra ndo exposta a pesticidas organofosforados, ja que este
tipo de estudo, em qualquer grupo populacional, ndo se encontra publicado até hoje.

Em um primeiro momento analisamos as correlacbes das enzimas envolvidas
nesta dissertagdo, a paraoxonase, a paraoxonase estimulada por NaCl, arilesterase,
acetilcolinesterase eritrocitaria e butirilcolinesterase plasmatica tanto na populagao
do Cérrego de Séo Lourengo, como na do Rio de Janeiro. Este tipo de analise se faz
importante, ja que todas s&o esterases estdo envolvidas no metabolismo de
pesticidas organofosforados. Assim sendo, segundo o teste de correlacédo de
Pearson, a atividade basal da enzima paraoxonase teve correlagao significativa com
a atividade estimulada por NaCl da enzima paraoxonase, enquanto que esta ultima
atividade além da correlagao citada , conforme mostrado na tabela 12.

Na populagcdo da cidade do Rio de Janeiro a atividade basal da enzima
paraoxonase teve, segundo o teste de correlagao de Pearson, correlagdo tanto com
a atividade da enzima paraoxonase estimulada por NaCl, como a da enzima
arilesterase, conforme indicado na tabela 13.

Esta pequena diferenga entre as correlagbes obtidas nos dois grupos
poderiam ser explicados pelos diferentes perfis fenotipicos da enzima paraoxonase
obtidos nesta dissertagcdo e mostrados mais adiante.

Estes resultados da correlacdo, eram esperados devido ao fato que a
atividade basal da enzima paraoxonase e a estimulada por NaCl, sdo na verdade a

mesma enzima, diferenciado-se apenas na presencga, e sua respectiva estimulagao,
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ou nao de NacCl, e no caso da enzima arilesterase, esta possui a sua atividade ligada
a da enzima paraoxonase, sendo até considerada por alguns autores como apenas
mais uma das atividades da enzima paraoxonase (Mackness et al, 1996) e além
disso, ela serve inclusive como um dos parametros utilizados para obtencdo dos

fenotipos da enzima paraoxonase.
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Tabela 12 — teste de correlagdo de Pearson entre as enzimas paraoxonase, paraoxonase
estimulada por NaCl e arilesterase da populagéo do Cérrego de Séo Lourencgo.

POX POXSAL ARIL
Correlacdo de Pearson - 0,884 * 0,146
POX
Significancia 0 0 0
N - 97 97
Correlagdo de Pearson 0,884 * - 0,251 *
POXSAL
Significancia 0 0 0
N 97 - 97
ARIL
Correlacdo de Pearson 0,146 0,251 * -
Significancia 0 0 0
N 97 97 -

* Correlagdo significante ao nivel de 5%
Legenda: POX = atividade basal da enzima paraoxonase; POXSAL = atividade estimulada por NaCl
da enzima paraoxonase; ARIL = atividade da enzima arilesterase; N = Numero de individuos

analisados no teste.

Tabela 13 — teste de correlagdo de Pearson entre as enzimas paraoxonase, paraoxonase estimulada
por NaCl e arilesterase da popula¢ao da cidade do Rio de Janeiro.

POX POXSAL ARIL
POX Correlacdo de Pearson - 0,874 * 0,331 *
Significancia - 0 0,153
N - 142 142
POXSAL Correlagdo de Pearson 0,874 * - 0,290 *
Significancia 0 - 0,013
N 142 - 142
ARIL Correlag¢do de Pearson 0,331 * 0,290 * -
Significancia 0 0 -
N 142 142 -

* Correlagdo significante ao nivel de 5%.

Legenda: POX = atividade basal da enzima paraoxonase; POXSAL = atividade estimulada por NaCl
da enzima paraoxonase; ARIL = atividade da enzima arilesterase; N = Numero de individuos
analisados no teste.
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Como anteriormente citado a correlagao entre as enzimas analisadas nesta
dissertacdo e as colinesterases, se faz importante pelo fato que sido esterases
envolvidas no metabolismo de pesticidas organofosforados, e sdo também
conhecidos indicadores biolégicos de efeito para estes agentes. Entdo ao
realizarmos o teste de correlacdo de Pearson destas enzimas (tabela 14 para a
populagao da cidade do Rio de Janeiro e tabela 15 para a populagao do Cdrrego de
Sao Lourengo), observamos que em ambas as populagdes nenhuma correlagao foi
encontrada, com excecdo da correlacdo entre a atividade basal da enzima
paraoxonase e a atividade da enzima acetilcolinesterase eritrocitaria encontrada na
populagao do Cérrego de Sao Lourengo. Propor qualquer conclusao a respeito desta
correlagdo seria no minimo precipitado, ja que os dados obtidos aqui seriam
insuficientes para se propor qualquer definicdo a respeito desta correlacdo. Uma
suposigao a respeito desta relacdo entre estas enzimas poderia estar ligada nédo a
fatores genéticos ou ligados a exposicao a pesticidas organofosforados, mas sim de
alguma forma poderiam estar ligados aos tecidos envolvidos na sintese destas
enzimas, seja por alguma doenga ou por fatores alimentares presentes nesta

populacéo.
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Tabela 14 — teste de correlacdo de Pearson entre as enzimas paraoxonase, paraoxonase estimulada por NaCl,
arilesterase, acetilcolinesterase eritrocitaria e butirilcolinesterase plasmatica da popula¢do da cidade do Rio de

Janeiro.

POX POXSAL ARIL ACHE BCHE

BCHE Correlagdo de Pearson 0,065 0,069 0,093 -0,012 -

Significancia 0,445 0,415 0,269 0,888 -

N 142 142 142 142 -
ACHE Correlacdo de Pearson -0,062 -0,030 0,007 - -0,012
Significancia 0,462 0,726 0,934 - 0,888

N 142 142 142 - 142

Legenda: POX = atividade basal da enzima paraoxonase; POXSAL = atividade estimulada por NaCl
da enzima paraoxonase; ARIL = atividade da enzima arilesterase; N = Numero de individuos
analisados no teste.

Tabela 15 — teste de correlagdo de Pearson entre as enzimas paraoxonase, paraoxonase estimulada por NaCl,
arilesterase, acetilcolinesterase eritrocitdria e butirilcolinesterase plasmatica da populag¢do do Corrego de Sao

Lourenco
POX POXSAL ARIL ACHE BCHE
Correlagdo de Pearson 0,032 0,161 -0,042 - -0,097
BCHE
Significancia 0,757 0,114 0,682 - 0,346
N 97 97 97 - 97
Correlagdo de Pearson -0,234* -0,130 0,056 -0,097 -
ACHE
Significancia 0,021 0,205 0,588 0,346 -
N 97 97 97 97 -

* Correlagéao é significante ao nivel de 5%.
Legenda: POX = atividade basal da enzima paraoxonase; POXSAL = atividade estimulada por NaCl da enzima
paraoxonase; ARIL = atividade da enzima arilesterase; N = Numero de individuos analisados no teste.
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3.2.6 — COMPORTAMENTO DA ENZIMA PARAOXONASE EM UMA POPULACAO
EXPOSTA A PESTICIDAS ORGANOFOSFORADOS.

Uma analise entre os fendtipos, as atividades enzimaticas, dados relativos
aos aspectos laborais desta populacdo envolvendo a aplicagdo de pesticidas
organofosforados, dados clinicos e epidemioldgicos, foram realizados afim de se
visualizar o comportamento da enzima paraoxonase em uma populacao exposta a
agentes organofosforados e também coletar dados preliminares a respeito de um
possivel papel protetor desta enzima frente a compostos organofosforados em
humanos.

Cabe ressaltar que esta analise foi realizada com 73 individuos, pelo fato
destes dados estarem disponiveis somente para estes individuos.

Esta analise envolveu as seguintes variaveis: atividade paraoxonase (basal e
estimulada por NaCl), atividade da arilesterase; nivel de atividade das enzimas
butirilcolinesterase e acetilcolinesterase, sendo este grupo separados em atividade
acima ou abaixo do valor considerado normal; fendétipo trimodal (razdo da atividade
da enzima paraoxonase estimulada por NaCl sobre a atividade da enzima
arilesterase, sendo AA o fendtipo de baixa atividade, AB o de atividade intermediaria
e BB o de alta atividade hidrolitica); fendtipo bimodal, que leva em conta o
percentual de estimulagdo por NaCl da enzima paraoxonase, onde consideramos o
fendtipo A, o que possui estimulagao por NaCl menor que 60% e o fenétipo B os que
possuem estimulagdo acima de 60%; avaliagcao clinica, onde os individuos sao
clinicamente considerados intoxicados ou nao; e dados relativos as atividades
envolvendo a utilizagdo de pesticidas nesta populagéo, estas variaveis levantadas
foram: aplicagdo de pesticidas, contato da pele com pesticidas no processo de

manuseio dos pesticidas, uso de equipamento de protecao tanto na aplicagdo de
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pesticidas, quanto na mistura destes, habitos de higiene apds a jornada de trabalho
(tomar banho e lavagem das méos) e se o trabalhador ja se sentiu mal aplicando
pesticidas na lavoura.

Entdo ao realizarmos um teste t de amostras independentes entre as enzimas
analisadas nesta dissertagdo (paraoxonase, basal e estimulada por NaCl e
arilesterase) e o nivel de atividade da enzima butirilcolinesterase plasmatica,
observamos que nao existe diferencga estatistica entre o grupo com atividade abaixo
do valor considerado normal e o grupo com atividade acima, para os 3 grupos

enzimaticos analisados (tabela 16).

Tabela 16 — teste t de amostras independentes entre as enzima paraoxonase (basal e estimulada por
NaCl) e arilesterase, com nivel de atividade da enzima butirilcolinesterase plasmatica, onde nenhuma
diferencga significante entre os grupos foi encontrada.

Teste t para equalidade de médias

Valor de t Graus de liberdade Significancia
POX -1,203 69 0,233
POXSAL -0,508 69 0,613
ARIL -0,365 69 0,716

Legenda: POX = atividade basal da enzima paraoxonase; POXSAL = atividade estimulada por NaCl
da enzima paraoxonase; ARIL = atividade da enzima arilesterase; N = Numero de individuos
analisados no teste.

A tabela 17 nos mostra que o nivel de atividade da enzima acetilcolinesterase

eritrocitaria, também nao possui influéncia na atividade das enzimas aqui analisadas.

Tabela 17 — teste t de amostras independentes entre as enzima paraoxonase (basal e estimulada por
NaCl) e arilesterase, com nivel de atividade da enzima acetilcolinesterase eritrocitaria, onde nenhuma
diferencga significante entre os grupos foi encontrada.

Teste t para equalidade de médias

Valor de t Graus de liberdade Significancia
POX -0,955 69 0,343
POXSAL -0,680 69 0,499
ARIL -0,577 69 0,566

Legenda: POX = atividade basal da enzima paraoxonase; POXSAL = atividade estimulada por NaCl
da enzima paraoxonase; ARIL = atividade da enzima arilesterase; N = Numero de individuos
analisados no teste.
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Ao relacionarmos as enzimas analisadas com a avaliacdo clinica dos
trabalhadores do Corrego de Sao Lourengo, também ndo demonstraram nenhuma

influéncia nas atividades avaliadas (tabela 18).

Tabela 18 — teste t de amostras independentes entre as enzima paraoxonase (basal e estimulada por
NaCl) e arilesterase, com a avaliagéo clinica dos trabalhadores , onde nenhuma diferencga significante
entre 0s grupos foi encontrada.

Teste t para equalidade de médias

Valor de t Graus de liberdade Significancia
POX 0,332 69 0,741
POXSAL 0,493 69 0,624
ARIL -0,395 69 0,694

Legenda: POX = atividade basal da enzima paraoxonase; POXSAL = atividade estimulada por NaCl
da enzima paraoxonase; ARIL = atividade da enzima arilesterase; N = Numero de individuos

analisados no teste.

Nenhuma relagao entre as atividades analisadas e dados relativos as
atividades envolvendo a utilizacdo de pesticidas nesta populagado (aplicagdo de
pesticidas, contato da pele com pesticidas no processo de manuseio dos pesticidas,
uso de equipamento de protecao tanto na aplicacédo de pesticidas, quanto na mistura
destes), habitos de higiene apds a jornada de trabalho (tomar banho e lavagem das
maos) e se o trabalhador ja se sentiu mal aplicando pesticidas na lavoura, conforme
nos mostra a tabela 19.

Ao realizarmos o teste de x* e a analise de ODDS RATIO envolvendo o
percentual de estimulacdo por NaCl da enzima paraoxonase, categorizado em
individuos com percentual de estimulagdo menor que 60% (A) e individuos com
percentual de estimulagdo maior que 60% (B), com os dados relativos as atividades
envolvendo a utilizacdo de pesticidas nesta populacdo (aplicagdo de pesticidas,
contato da pele com pesticidas no processo de manuseio dos pesticidas, uso de

equipamento de protecdo tanto na aplicacdo de pesticidas, quanto na mistura
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destes), habitos de higiene apds a jornada de trabalho (tomar banho e lavagem das
maos) e se o trabalhador ja se sentiu mal aplicando pesticidas na lavoura, nao
obtivemos nenhuma relagdo com significancia estatistica entre as variaveis.
Também nao foi encontrado nenhuma relacdo quando confeccionamos um
teste de x* e a analise de ODDS RATIO utilizando a distribuicéo trimodal da enzima

paraoxonase (AA, AB e BB) e os demais dados anteriormente relacionados.

Tabela 19 — teste t de amostras independentes entre as enzima paraoxonase (basal e estimulada por
NaCl) e arilesterase, com a avaliagéo clinica dos trabalhadores , onde nenhuma diferenca significante
entre os grupos foi encontrada.

Teste t para equalidade de médias

Aplica pesticidas em suas culturas?

Valor de t Graus de liberdade Significancia
POX -0,293 95 0,770
POXSAL -1,076 95 0,285
ARIL -1,824 95 0,071

Sua pele entra em contato com o pesticida?

POX 0,777 95 0,439
POXSAL 1,086 95 0,280
ARIL 0,619 95 0,538

Usa equipamento de protecdo durante a mistura de pesticidas?

POX 1,074 95 0,286

POXSAL 0,624 95 0,534

ARIL 0,346 95 0,730
Usa equipamento de protecao durante a aplicacdo de pesticidas?

POX -0,940 95 0,350

POXSAL -1,021 95 0,310

ARIL -1,435 95 0,154

Lava as mao apds a jornada de trabalho?

POX -0,450 86 0,654

POXSAL -0,155 86 0,877

ARIL -0,489 86 0,626
Toma banho ap6s a jornada de trabalho?

POX 0,682 95 0,497

POXSAL 0,786 95 0,434

ARIL 0,713 95 0,478
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J& passou mal aplicando pesticidas?

POX 0,568 95 0,572
POXSAL -0,168 0,867
ARIL 0,497 0,621

Legenda: POX = atividade basal da enzima paraoxonase; POXSAL = atividade estimulada por NaCl
da enzima paraoxonase; ARIL = atividade da enzima arilesterase; N = Numero de individuos

analisados no teste.

3.2.7 - Regresséo linear e logistica da enzima paraoxonase e seus respectivos
fendtipos com os outros fatores avaliados

Neste tépico iremos avaliar o comportamento da enzima paraoxonase e seus
respectivos fendtipos frente aos dados laboratoriais, clinicos e epidemiologicos, na
populagdo do Corrego de Sdo Lourengo a fim de se avaliar a influéncia deste
caractere frente a estes dados, para tal analise nos valeremos da regressao, tanto a
linear, quanto a logistica, dependendo da natureza da variavel analisada.

Ao efetuarmos a regressao linear entre a enzima paraoxonase e os demais
dados analisados, n&o obtemos nenhuma relag&o estatisticamente significante entre
eles, apesar de algumas variaveis analisadas se encontrarem proximas da fronteira
de significancia (tabela 20), o que indicaria uma necessidade de maiores estudos a
respeito destas relagdes.

No caso da atividade da enzima paraoxonase estimulada por NaCl, a
regressao linear nao apresentou nenhuma correlagdo entre os dados, néao
apresentando nenhum dado na fronteira de significAncia da regressao (tabela 21),
assim como também a enzima arilesterase (tabela 22).

Usando a regressao logistica, os fenoétipos trimodais baseados na razao da
atividade da enzima paraoxonase estimulada por NaCl sobre a atividade da enzima
arilesterase, ndo apresentaram nenhuma correlacdo com as demais variaveis (dados

nao apresentados).
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Ao nos utilizarmos do percentual de estimulagdo por NaCl da enzima
paraoxonase, categorizados em individuos com percentual de estimulagdo acima de
60% e individuos com percentual abaixo deste valor, para realizar uma regressao
logistica (tabela 23) com os outros dados anteriormente relacionados, foi encontrado
uma relagao positiva entre o percentual de estimulagdo por NaCl e a atividade da
enzima butirilcolinesterase plasmatica e também averiguamos outras variaveis, que
estdo na fronteira de significancia, variaveis como: a atividade da enzima
acetilcolinesterase eritrocitaria e a aplicagao de pesticidas na lavoura.

Uma conclusdo mais precisa a respeito destas relacdes, seria impossivel
neste momento devido a falta de maiores dados, uma das suposi¢des que poderia
ser citada seria que, de certa forma o contato com agentes organofosforados, ja que
estas correlacbes foram apenas encontradas em uma populagdo exposta a estes
pesticidas, poderiam induzir um aumento na sintese da enzima paraoxonase, ja que
efeito semelhante ja foi detectado no caso da enzima butirilcolinesterase plasmatica,
apos episodios de intoxicagdo por agentes anticolinesterasicos. Mais uma vez para
estudos mais detalhados a respeito desta resposta do organismo seriam necessarias
para a obtencdo de uma conclusdo definitiva. Observamos também que nesta
regressao logistica foi achada também uma interacdo da variavel atividade da
enzima butirilcolinesterase com outras das variaveis analisadas, mais uma vez no
mostrando uma inesperada relacdo desta enzima com os fendtipos baseado na

estimulacao por NaCl (dados nao apresentados).
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Tabela 20 — Regressao linear das varidveis analisadas em relagdo com a atividade basal da
enzima paraoxonase.

Variavel B Valor de t Significancia
Constante 2148,802 3,257 0,002
BCHE 32,061 0,437 0,664
ACHE -321,539 -1,554 0,126
BCHETOX 375,568 1,620 0,111
ACHETOX 203,755 0,799 0,428
AVALCLIN -220,632 -1,620 0,111
APLAGROT -111,298 -0,582 0,563
CONTPELE -205,959 -0,656 0,514
EPIMISTU -310,235 -1,370 0,176
EPIAPLIC 191,350 1,352 0,182
LAVAMAO -139,462 -1,141 0,259
BANHOAPO -36,580 -0,233 0,817
MALPOSAP -140,590 -1,085 0,283

Legenda: BCHE=atividade da enzima butirilcolinesterase plasmatica; ACHE=atividade da
enzima acetilcolinesterase eritrocitaria;

BCHETOX=categorizacéo de individuos com valor acima ou abaixo do valor da atividade da
enzima butirilcolinesterase plasmatica considerada normal; ACHETOX= categorizagcdo de
individuos com valor acima ou abaixo do valor da atividade da enzima acetilcolinesterase
eritrocitaria considerada normal;

AVALCLIN=avaliacdo clinica da populagcdo analisada, categorizando-os em intoxicado ou
nao intoxicado;

APLAGROT=categorizagao dos individuos que aplicam ou nao pesticidas em suas culturas;
CONTPELE= categorizagdo dos individuos no qual a pele tem contato ou ndo com
pesticidas durante o manuseio dos pesticidas organofosforados.

EPIMISTU= categorizagdo dos individuos que usam ou ndo equipamento de prote¢cdo
individual durante a mistura dos pesticidas organofosforados;

EPIAPLIC= categorizagcdo dos individuos que usam ou ndo equipamento de protecdo
individual durante a aplicagdo dos pesticidas organofosforados;

LAVAMAO= categorizagdo dos individuos que lavam ou ndo as maos apoés o manuseio de
pesticidas organofosforados;

BANHOAPO-= categorizagdo dos individuos que tomam ou ndo banho apds o manejo de
pesticidas organofosforados;

MALPOSAP= categorizagdo dos individuos que passaram mal ou ndo apos a aplicagéo de
pesticidas organofosforados.
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Tabela 21 — Regresséo linear das variaveis analisadas em relagdo com a atividade

estimulada por NaCl da enzima paraoxonase.

Variavel B Valor de t Significancia
Constante 2293,003 2,157 0,035
BCHE 132,794 1,124 0,266
ACHE 35,859 0,108 0,915
BCHETOX 443,775 1,188 0,240
ACHETOX 369,092 0,898 0,373
AVALCLIN -266,620 -1,215 0,229
APLAGROT -41,727 -0,135 0,893
CONTPELE -319,546 -0,632 0,530
EPIMISTU -551,326 -1,511 0,136
EPIAPLIC 230,495 1,011 0,317
LAVAMAO -204,558 -1,039 0,303
BANHOAPO -94,349 -0,372 0,711
MALPOSAP -118,732 -0,569 0,572

Legenda: BCHE=atividade da enzima butirilcolinesterase plasmatica; ACHE=atividade da
enzima acetilcolinesterase eritrocitaria;

BCHETOX=categorizacdo de individuos com valor acima ou abaixo do valor da atividade da
enzima butirilcolinesterase plasmatica considerada normal; ACHETOX= categorizagcdo de
individuos com valor acima ou abaixo do valor da atividade da enzima acetilcolinesterase
eritrocitaria considerada normal;

AVALCLIN=avaliacdo clinica da populagcdo analisada, categorizando-os em intoxicado ou
nao intoxicado;

APLAGROT=categorizagdo dos individuos que aplicam ou néo pesticidas em suas culturas;
CONTPELE= categorizagdo dos individuos no qual a pele tem contato ou ndo com
pesticidas durante o manuseio dos pesticidas organofosforados.

EPIMISTU= categorizagdo dos individuos que usam ou ndo equipamento de prote¢cdo
individual durante a mistura dos pesticidas organofosforados;

EPIAPLIC= categorizagcdo dos individuos que usam ou ndo equipamento de protecdo
individual durante a aplicagdo dos pesticidas organofosforados;

LAVAMAOQO-= categorizagdo dos individuos que lavam ou ndo as maos apos o manuseio de
pesticidas organofosforados;

BANHOAPO-= categorizagdo dos individuos que tomam ou ndo banho apds o manejo de
pesticidas organofosforados;

MALPOSAP= categorizacdo dos individuos que passaram mal ou ndo apos a aplicacao de
pesticidas organofosforados.
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Tabela 22 — Regresséo linear das variaveis analisadas em relagdo com a atividade
da enzima arilesterase.

Variavel B Valor de t Significancia

Constante 70,836 1,829 0,073
BCHE -1,525 -0,354 0,724
ACHE 14,697 1,210 0,231
BCHETOX -0,258 -0,019 0,985
ACHETOX 12,998 0,868 0,389
AVALCLIN -0,163 -0,020 0,984
APLAGROT 2,906 0,259 0,797
CONTPELE -6,996 -0,380 0,706
EPIMISTU -7,634 -0,574 0,568
EPIAPLIC 4,638 0,558 0,579
LAVAMAO -1,005 -0,140 0,889
BANHOAPO 0,440 0,048 0,962
MALPOSAP 1,526 0,201 0,842

Legenda: BCHE=atividade da enzima butirilcolinesterase plasmatica; ACHE=atividade da
enzima acetilcolinesterase eritrocitaria;

BCHETOX=categorizac¢do de individuos com valor acima ou abaixo do valor da atividade da
enzima butirilcolinesterase plasmatica considerada normal; ACHETOX= categorizagdo de
individuos com valor acima ou abaixo do valor da atividade da enzima acetilcolinesterase
eritrocitaria considerada normal;

AVALCLIN=avaliacdo clinica da populagcdo analisada, categorizando-os em intoxicado ou
nao intoxicado;

APLAGROT=categoriza¢do dos individuos que aplicam ou nao pesticidas em suas culturas;
CONTPELE= categorizagdo dos individuos no qual a pele tem contato ou ndo com
pesticidas durante o manuseio dos pesticidas organofosforados.

EPIMISTU= categorizagdo dos individuos que usam ou ndo equipamento de prote¢cdo
individual durante a mistura dos pesticidas organofosforados;

EPIAPLIC= categorizagdo dos individuos que usam ou ndo equipamento de prote¢cdo
individual durante a aplicagdo dos pesticidas organofosforados;

LAVAMAOQO-= categorizacdo dos individuos que lavam ou ndo as maos apos o manuseio de
pesticidas organofosforados;

BANHOAPO-= categorizagdo dos individuos que tomam ou ndo banho apds o manejo de
pesticidas organofosforados;

MALPOSAP= categorizacdo dos individuos que passaram mal ou ndo apés a aplicacao de
pesticidas organofosforados.
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Tabela 23 — Regresséo logistica das variaveis analisadas em relacdo com os
fendtipos bimodal baseados no percentual de estimulag&o por NaCl.

Variavel B Significancia ODDS Ratio
BCHE* 0,8872 0,0463* 2,4284
ACHE 3,8370 0,1062 3,1726

BCHETOX 0,1083 0,9476 1,1143
ACHETOX 0,8932 0,5805 2,4429
AVALCLIN -0,2289 0,7866 0,7954
APLAGROT 1,4667 0,1660 4,3333
CONTPELE -7,1002 0,8124 0,0008
EPIMISTU -1,0521 0,4704 0,3492
EPIAPLIC 0,1525 0,8634 1,1647
LAVAMAO 0,5383 0,5572 0,5837
BANHOAPO 0,3427 0,7141 0,7099
MALPOSAP 0,7031 0,3587 2,0200
Constante -1,4115 0,9626 -

* Regresséo significante ao nivel de 5%.

Legenda: BCHE=atividade da enzima butirilcolinesterase plasmatica; ACHE=atividade da
enzima acetilcolinesterase eritrocitaria;

BCHETOX=categorizag¢do de individuos com valor acima ou abaixo do valor da atividade da
enzima butirilcolinesterase plasmatica considerada normal; ACHETOX= categorizagdo de
individuos com valor acima ou abaixo do valor da atividade da enzima acetilcolinesterase
eritrocitaria considerada normal;

AVALCLIN=avaliagdo clinica da populagdo analisada, categorizando-os em intoxicado ou
néo intoxicado;

APLAGROT=categoriza¢do dos individuos que aplicam ou nao pesticidas em suas culturas;
CONTPELE= categorizagao dos individuos no qual a pele tem contato ou ndo com
pesticidas durante o manuseio dos pesticidas organofosforados.

EPIMISTU= categorizacdo dos individuos que usam ou ndo equipamento de protecdo
individual durante a mistura dos pesticidas organofosforados;

EPIAPLIC= categorizagdo dos individuos que usam ou ndo equipamento de prote¢cdo
individual durante a aplicagdo dos pesticidas organofosforados;

LAVAMAOQO-= categorizagdo dos individuos que lavam ou ndo as maos apos o manuseio de
pesticidas organofosforados;

BANHOAPO-= categorizagdo dos individuos que tomam ou ndo banho apds o manejo de
pesticidas organofosforados;

MALPOSAP= categorizacdo dos individuos que passaram mal ou ndo apés a aplicacao de
pesticidas organofosforados.
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3.3 - DISTRIBUICAO FENOTIPICA DA ENZIMA PARAOXONASE NAS
POPULACOES DO CORREGO DE SAO LOURENCO E DA CIDADE DO RIO DE
JANEIRO

Baseando - se na metodologia utilizada por Eckerson et. al. (1983a e 1983b),
no qual o fendtipo é dado pela razdao da atividade da enzima paraoxonase
estimulada por NaCl (figura 15 para o Cdérrego de S&o Lourengo e figura 16 para a
populagdo da cidade do Rio de Janeiro) e a atividade da enzima arilesterase, os
seqguintes perfis fenotipicos foram encontrados na populacdo do Corrego de Séao
Lourenco (tabela 24): cerca de 44% dos individuos apresentava o fenétipo AA (baixa
capacidade hidrolitica), aproximadamente 52% apresentava a tipologia AB
(capacidade hidrolitica intermediaria) e por volta de 4% dos individuos apresentava o
tipo BB (alta capacidade hidrolitica) da enzima paraoxonase, o que nos mostra um
perfil de distribuigdo bastante diferenciado em relagédo ao perfil encontrado na cidade
do Rio de Janeiro, RJ (tabela 25). O qual possuiu a seguinte distribuicdo:
aproximadamente 36% dos individuos apresentaram o fenétipo AA, 52% foram do
tipo AB e 12 % do tipo BB, o que nos mostra uma diferenga acentuada,
principalmente no diz respeito ao fenétipo BB entre estas populagdes, que poderia
ser explicado pelo fato ndo s6 de a populagdo do Corrego de S&o Lourengo ser um
grupo semi-isolado geograficamente, mas como também pelo fato de ser uma
populagdo que na sua maioria, possui uma origem étnica bem definida (Europa), o
que ja nado acontece na cidade do Rio de Janeiro — RJ. Estudos a respeito dos
fendtipos da enzima paraoxonase em outras regides brasileiras seriam necessarios

a fim de se tragar um perfil definitivo desta enzima na populagéo brasileira.
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Atividade da enzima paraoxonase
(umoles de p-Nitrofenol formado/ min/ mL de plasma)

Atividade da enzima paraoxonase
(umoles de p-Nitrofenol formado/ min/ mL de plasma)

Figura 15 — Razéo entre a atividade da enzima paraoxonase e da enzima
arilesterase (fendtipo), na populagao do Cérrego de Séo Lourenco.
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Figura 16 — Razé&o entre a atividade da enzima paraoxonase e da enzima
arilesterase (fendétipo), na populagdo do Cérrego de Sdo Lourenco.
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Tabela 23 — Distribuigdo dos fenotipos da populagéo do Corrego de S&o Lourencgo,
Nova Friburgo — RJ.

Fendtipo Frequéncia (%)
AA (baixa capacidade hidrolitica) 44,18
AB (capacidade hidrolitica intermediaria) 51,96
BB (alta capacidade hidrolitica) 3,92

Tabela 24 — Distribuicdo dos fenotipos da populagcédo da Cidade do Rio de Janeiro,

RJ.
Fendtipo Frequéncia (%)
AA (baixa capacidade hidrolitica) 36,17
AB (capacidade hidrolitica intermediaria) 51,60
BB (alta capacidade hidrolitica) 12,23

4 — CONCLUSOES

A partir dos dados aqui apresentados, além de ser o primeiro trabalho de
caracterizagcao dos fendtipos da enzima paraoxonase em populagdes brasileiras,
podemos concluir que estudos mais refinados a respeito ndo so do comportamento
da enzima, mas como também da quantificacdo da exposicdo a pesticidas
organofosforados sdo necessarios para a elucidagdo do papel protetor e do seu
consequente uso como indicador de susceptibilidade humana, se fazem

necessarios.
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