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RESUMO

Os praguicidas sdo largamente utilizados em todo o planeta para controle de pragas e garantia
de aumento de produtividade. Assim como s3o nocivos para insetos e ervas daninhas, também
sdo toxicos para os seres humanos. Os pesticidas estdo relacionados com alteragdes do
sistema imunolégico, nervoso, endocrino, alem de interferir no metabolismo. A exposicao aos
praguicidas ¢ monitorada pela dosagem de biomarcadores, especialmente a colinesterase, e
através de alteragdes em exames laboratoriais. Os pesticidas mais usados sdo aqueles
pertencentes a classe dos organofosforados, que tem como mecanismo de acdo a inibigdo
irreversivel das colinesterases. Estando os pesticidas envolvidos em alteragdes do sistema
imunoldgico, e com a doencga cardiovascular, este estudo teve por objetivo avaliar a atividade
da enzima mieloperoxidase (presentes em células fagociticas) em individuos expostos
cronicamente a pesticidas, alem de outros marcadores laboratoriais. Este estudo incluiu 79
voluntérios, divididos em 3 grupos: 1) EDP: exposicdo direta aos praguicidas; 2)EIP:
exposicdo indireta aos praguicidas; e 3) C: controle, voluntarios com pouca ou nenhuma
exposicao aos praguicidas. Foram realizados exames laboratoriais para dosagem de glicose,
colesterol total e fracdes, triglicerideos, TGO, TGP, ureia, creatinina, mieloperoxidase
(MPO), alfa-1-glicoproteina acida (AGP), proteina C reativa ultrassensivel (PCR-us),
colinesterase, capacidade antioxidante total e hemograma. Ocorreram aumentos significativos
na ureia no grupo EDP. Niveis elevados de MPO, AGP e glicose foram encontrados para os
grupos EDP e EIP. A PCR-us apresentou correlagdo direta com os valores de AGP, contudo
mostrou-se elevada apenas para o grupo EIP. Significante reducao na capacidade antioxidante
total do soro foi encontrada nos grupos EDP e EIP. A colinesterase apresentou valores de
atividade significativamente maiores no grupo EDP. Com estes resultados concluimos que a
exposicdo cronica aos pesticidas pode levar a um aumento adaptativo da atividade da
colinesterase resultando em diminuicdo da acdo anti-inflamatéria da acetilcolina, com
aumento dos niveis de mieloperoxidase e outros marcadores da inflamagao.

Palavras-chave: praguicidas; inflamag¢ao; mieloperoxidase



ABSTRACT

Pesticides are widely used around the world for pest control and guarantee increased
productivity. As is harmful to insects and weeds, are also toxic to humans . Pesticides are
related to alterations of the immune system, are neurotoxic, and involved with alterations em
endocrine system, besides interfering with metabolism. Exposure to pesticides is monitored
by measurement of biomarkers, especially cholinesterase , and through changes in laboratory
tests. The most commonly used pesticides are those belonging to the class of
organophosphates, whose mechanism of action is irreversible inhibition of cholinesterase.
Pesticides being involved in alterations of the immune system, and cardiovascular disease,
this study aimed to evaluate the activity of myeloperoxidase (present in phagocytic cells) in
individuals chronically exposed to pesticides, in addition to other laboratory markers. This
study included 79 volunteers , divided into 3 groups : 1 ) EDP : direct exposure to pesticides ;
2) EIP : indirect exposure to pesticides , and 3) C : control, volunteers not exposed, or low
exposure to pesticides. Laboratory tests for glucose, total cholesterol and fractions ,
triglycerides , AST, ALT, urea, creatinine, myeloperoxidase (MPO) , alpha-1- acid
glycoprotein (AGP), high sensitive C-reactive protein (Hs-CRP), total antioxidant capacity,
cholinesterase were performed and CBC . There were significant increases in urea in the EDP
group. High levels of MPO, AGP and glucose were found for the EDP and EIP groups. The
Hs-CRP showed a direct correlation with the values of AGP, but was elevated only for the
EIP group. Significant reduction in total antioxidant capacity of serum was found in groups
EDP and EIP. The cholinesterase values showed significantly higher activity in the EDP
group. With these results we concluded that chronic exposure to pesticides can lead to an
adaptive increase in cholinesterase activity resulting in decreased anti-inflammatory action of
acetylcholine, with increased levels of myeloperoxidase and other markers of inflammation.

Keywords: pesticides, inflammation, myeloperoxidase



LISTA DE FIGURAS

Figura 1 — Parametros laboratoriais, glicemia e ureia, para os grupos estudados com média e

€170 PAAIA0 da MEAIA.......eieiiiiiiieiiecie ettt e ettt et e aae b e pg 25

Figura 2 — Média e Erro padrao da média para Colinesterase, Capacidade antioxidante total,

Proteina C-reativa, Mieloperoxidase e Alfa -1-glicoproteina acida .........cccccovveveriiincenennn. pg

28

Figura 3 — Prevaléncia de sinais relacionados a exposi¢ao cronica aos praguicidas nos grupos

COMM € SEIMN EXPOSIGAD. .euveeureentieruteetteateesteeauteetteaateesseesateanseeanseeseessseenseesnseenseesnseeseesnseeseas pg 31

Figura 4 — Prevaléncia de sinais relacionados a exposi¢ao aguda aos praguicidas nos grupos
COM € SCIM EXPOSIGAO. . ecuerurerierieieterrerteeteeseestestesesessessessesseaseessessensensassessessesseessessessensensensens pg
32



LISTA DE TABELAS

Tabela 1 — Caracteristicas dos grupos estudados (Média + desvio padrdo)............c........ pg
24

Tabela 2 — Principais classes de agrotoxicos citados pelos entrevistados expostos
ocupacionalmente a0S PraguiCidas.........ccccieiiiieiiieiiiieiiienieeiee ettt pg

24

Tabela 3 — Média + desvio padrao (intervalo de confianca) das analises bioquimicas para os



LISTA DE ABREVIATURAS

al-GPA — Alfa-1 glicoproteina acida

ABTS - 2,2"-azinobis (3—etilbenzotiazolina—6—acido sulfonico)
AChE — Acetilcolinesterase

AGP — alfa-1-glicoproteina acida

ALT — Alanina aminotransferase

ANOVA - andlise de variancia

AST — Aspartato aminotransferase

BChE - Butirilcolinesterase

CAT — capacidade antioxidante total

ELISA - Enzyme-Linked Immunosorbent Assay

ERO — Espécie reativa do oxigénio

HDL - lipoproteina de alta densidade

IL-1 — Interleucina 1

IL-6 — Interleucina 6

LDL - lipoproteina de baixa densidade

MPO — Mieloperoxidase

PCRus — Proteina C reativa ultrassensivel

SINITOX — Sistema Nacional de Informagdes Toxico-farmacologicas
TNF-o — Fator de necrose tumoral-o

VHS — Velocidade de hemossedimentagao



SUMARIO

L INTRODUGAO. ...ttt sttt 09
2 REVISAO DA LITERATURA . ... 11
2.1 PRAGUICIDAL.....ccoitttee ettt ettt sttt ettt 11
2.2 MIELOPEROXIDASE E OUTROS MARCADORES.......cccccotiiiiiiinieneneeeeeeen 15
SOBUIETIVOS. ...ttt ettt ettt sttt sae e 17
3.1 OBJETIVO GERAL ..ottt st st st 17
3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS.......cuuiiriireiineiiseiieeiiseesse i 17
4 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL.....ooitee et 18
4.1 AVALIACAO HEMATOLOGICA........coouoeeieeieeeeeeeeeeeeeseee e, 19
4.1.1 Hemograma COMPIETO......cueeiuiiriieiieeiieeiieeie ettt ettt et seee et e s e et esaaeebeesnneenneas 19
4.2 AVALIACAO BIOQUIMICA POR ENSAIOS IMUNOLOGICOS............ccccoen..... 19
4.2.1 Proteina € r@AtIVA. ... ceiuieiiiiiiieiie ettt ettt ettt et e st esaeeebeesateenaeens 19
4.2.2 Alfa-1 Glicoproteina ACIda............oevueveveeveeeeeeeeeeeeeeeee e, 20
4.2.3 MICLOPETOXIAASE. .....vveeutieiieeiiieeiie et eite ettt e et e tte e bt e s e eteesabeesbeeesseeseesnseenseassseenseens 20
4.3 AVALIACOES BIOQUIMICAS DO METABOLISMO........coooivieeeeeeeseereerennns 20
T O e 1 550 16 1o TR PSRRR 20
4.3.2 Glicemia D@ JEJUM......couiriiiiiiiiieiciicieeee ettt 21
4.3.3 Aspartato aminOtranSTerase.........occueeiuierieeiiierieeieerie ettt eae e 21
4.3.4 Alanina aminOtranSTeIaSE. .......cccueruierierierieieeieet ettt sttt 22
O Bl @ (< 1371111t T O OSSO UPRORUSRR 22
4.3.0 UTCIA.....ueeieeeieeieie e eteete et e st eteeatesteese e st esseesseestesseenseessesseanseesseseenseeseanseensenseenseensenns 22
4.3.7 COINESLEIASE. ....e.veenvienieeiieteete ettt ettt ettt ettt et sb et et sat e bt et e sb s e bt etesaeenbeennens 22
4.4 CAPACIDADE ANTIOXIDANTE TOTAL.....oooiiiieiieieieeeeeeee et 23
4.5 ANALISE ESTATISTICA ..ot 23
5 RESULTADOS E DISCUSSAOQ. ... 24
8 CONCLUSAO........ociumiirriireeie ittt 33
REFERENCIAS. ...ttt 34

ANEXO A —Parecer COEP UEPG.......o et 45



1 INTRODUCAO

Os praguicidas sdo amplamente usados na agricultura e em domicilios, com o
objetivo de combater pragas ou aumentar a produtividade. O Brasil ¢ um dos grandes
consumidores mundiais de agrotdxicos, o que torna a populacdo brasileira bastante vulneravel
a acao destes compostos (VEIGA et al, 2006).

Os pesticidas estdo envolvidos com a incidéncia de varias patologias, tanto nas
exposicdes agudas quanto cronicas. Estes agentes estdo relacionados a doencgas inflamatorias
e cronicas, como diabetes, artrite reumatoide e doengas neurodegenerativas, além de alterar as
respostas imunologicas em individuos expostos a eles. (BRITO, GOMIDE, CAMARA,
2008).

Ha caréncia de biomarcadores para a exposi¢do aos agrotoxicos, sendo que a maioria
dos laboratorios realiza apenas a determinacdo da atividade da colinesterase, a qual avalia a
exposicao apenas aos inseticidas organofosforados, e, ainda, se encontra alterada somente nos
casos de intoxicacdo aguda (FARIA, FASSA, FACCHINI, 2007). E evidente a caréncia de
mais, e melhores, biomarcadores de exposicao aos praguicidas, principalmente os indicadores
biologicos de efeito da exposicao aos mesmos (KEIFER; GASPERINI, ROBSON, 2010).

Nos ultimos anos, t€ém ocorrido mudangas expressivas na compreensao dos riscos e
da patogénese de uma série de doengas cronicas com inflamag¢do subclinica e que constituem
crescente causa da morbimortalidade em todo o mundo. Segundo Volp et al (2008), o
processo inflamatério ¢ o elo entre a sindrome metabolica e as doengas cardiovasculares. Para
medir o grau da inflamacdo subclinica, varios biomarcadores inflamatérios tém sido
propostos. A reacdo de inflamagdo induzida pelos fatores de risco e a resposta imunologica
associada sdo os principais eventos que conduzem ao processo de aterogénese conjuntamente
com a Sindrome Metabolica (VOLP et al, 2008). Desta forma, diferentes estudos tem tentado
evidenciar alteracdes bioquimicas e imunoldgicas em diferentes condigdes que fogem ao
trabalho fisiologico.

Muitos estudos demonstram que a mieloperoxidase (MPO) ¢ um biomarcador
sensivel e precoce de risco cardiovascular (ESPORCATTE et al, 2007; TANG et al, 2011;
ZHANG et al, 2001), contudo, ndo ha estudos relacionando a avaliagdo da mieloperoxidase
para monitoramento de risco cardiovascular em individuos expostos a praguicidas.

O papel da MPO ainda precisa ser melhor definido na pratica clinica, mas, com base

em estudos recentes, a MPO pode ser uma forte candidata a marcador de risco cardiaco e
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diagnostico de doengas coronarianas € também para o acompanhamento da evolugdo do
quadro clinico dessas pacientes (BORATO et al, 2012). Existindo a possibilidade de a MPO
se encontrar elevada precocemente em pacientes em que os marcadores cardiacos disponiveis
atualmente ndo estdo alterados, mas apresentem elevado risco cardiaco, trabalhos que visem
definir, ou auxiliar a defini¢do dos intervalos de referéncia para os niveis de mieloperoxidase
em condig¢des de satide e doenca sdo muito importantes, especialmente frente a exposi¢cdo aos
praguicidas que muitas vezes ndo apresentam manifestacdo de sintomas, encontrando-se em
estado subclinico de alteragdes patologicas.

Desta maneira, estudamos a possibilidade de a mieloperoxidase se encontrar alterada
em individuos expostos a substancias que aumentam o risco de doenca cardiovascular; o
trabalho visa definir, ou auxiliar na definicio de intervalos de referéncia para a
mieloperoxidase, em condi¢des de satde e doenga, principalmente em individuos expostos a
praguicidas, que muitas vezes nao apresentam sintomas agudos, € tem a exposi¢do cronica

negligenciada.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 PRAGUICIDA

Praguicida ¢ qualquer substincia, ou mistura de substincias, capazes de prevenir,
controlar ou destruir uma praga, incluindo vetores de doengas humanas ou animais, plantas
daninhas e animais que possam danificar ou interferir na produgdo, processamento,
armazenamento, transporte ou comercializagdo de alimentos, produtos agricolas, madeira,
racdo animal, ou substancias utilizadas para controle de insetos, aracnideos ou pragas em
animais (FDA, 2002).

No que diz respeito a agricultura, o uso de agrotoxicos ¢ um dos recursos mais
utilizados para elevar a produtividade agricola. Quando aplicados, esses agrotoxicos podem
contaminar o ambiente, como o solo e os sistemas hidricos, levando a uma degradagdo
ambiental, a qual traz como consequéncia prejuizos a saude, bem como alteragdes
significativas nos ecossistemas (VEIGA et al, 2006).

No Brasil, a agricultura passa por um processo continuo de modernizagdo através de
novas tecnologias, a fim de aumentar a competitividade no mercado internacional (JOBIM et
al, 2010). Essas alteragdes tecnologicas nas caracteristicas quimicas dos agrotéoxicos por um
lado gera um crescimento econdmico, mas, por outro, eleva e prolonga o potencial nocivo dos
agrotoxicos. Por isso a preocupagdo de profissionais de saude com a contaminagdo dos
sistemas hidricos, principalmente pelo fato de, nos ultimos anos, ocorrer um aumento no uso
desses agrotoxicos (VEIGA et al, 2006).

Segundo a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria a safra 2010/2011 brasileira
movimentou cerca de 936 mil toneladas de agrotdxicos, o que corresponde a 20% do gasto
mundial, tornando o Brasil o maior consumidor de agrotoxicos do mundo. Estima-se que
tenham sido utilizados 4,5 litros de agrotoxicos por habitante no territorio nacional
(CARNEIRO et al, 2012).

Além do uso agricola dos praguicidas, estas substincias sdo usadas amplamente na
produgdo de alimentos, nos domicilios, e em saude publica para controle de vetores, sendo
que eles se espalham pelo ambiente e contaminam tanto a vida selvagem quanto humanos.
Estas substancias sdo muito toxicas para todos os organismos vivos € estdo associados ao

cancer, neurodegeneracdo e doengas cronicas, causando milhdes de intoxicagdes pelo mundo

(HERNANDEZ et al, 2012; MARETTO et al, 2012; VAN DER CHANS et al, 2013).
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Varios sdo os efeitos que os agrotoxicos podem trazer a saude. Além dos danos
agudos, muitos danos cronicos vém sendo relatados, dentre os quais se destacam patologias
de pele, teratogénese, desregulagdo enddcrina, neurotoxicidade, efeitos no sistema
imunolégico, além desses agentes estarem relacionados com o desenvolvimento de
morbidades cronicas como as neoplasias (BRITO, GOMIDE, CAMARA, 2008).

Segundo o Sistema Nacional de Informagdes Toxico-farmacoldgicas (SINITOX,
2010), ocorreram 4789 casos de intoxicagdo aguda por agrotdxicos no Brasil em 2010, sendo
que destes, 171 casos evoluiram para Obito. Nao existem estimativas a respeito das
intoxicagdes cronicas por praguicidas.

Estudos demonstram que os praguicidas estdo relacionados com a produgdo de
espécies reativas do oxigénio, alterando o equilibrio entre oxidantes e antioxidantes;
promovendo a peroxidacdo lipidica, diminuindo os niveis celulares de antioxidantes e
estabelecendo o estresse oxidativo. As consequéncias deste incluem dano tecidual e apoptose,
participando no desenvolvimento de varias patologias (AGRAWAL & SHARMA, 2010;
ETEMADI-ALEAGHA, AKHGARI & ABDOLLAHI, 2002).

A exposicdo humana aos pesticidas pode ser ocupacional, ambiental, ou alimentar
(CECCHI et al, 2012), e as intoxicag¢des podem ocorrer por manuseio incorreto dos pesticidas,
tanto nos casos agudos quanto cronicos (MARETTO et al, 2012).

Dentre os inseticidas mais utilizados na agricultura se encontram aqueles
pertencentes as classes dos organofosforados e dos carbamatos, que estdo associados a efeitos
danosos para a satude, alteram a func¢do enddcrina, o metabolismo, a fungdo reprodutiva e
fertilidade (afeta a qualidade do sémen), o desenvolvimento fetal e cancer (MARETTO et al,
2012; MIRANDA-CONTRERAS et al, 2013).

Estes compostos quimicos sdo inibidores da acetilcolinesterase (AChE), presente nos
terminais nervosos e eritrocitos, assim como da butirilcolinesterase (BChE), localizada no
plasma. Os organofosforados se ligam covalentemente ao sitio ativo serina das colinesterases,
inibindo irreversivelmente estas enzimas (JIANG et al, 2013).

A inibicdo da acetilcolinesterase leva ao acumulo da acetilcolina nas sinapses
nervosas ¢ jungdes neuromusculares prolongando a estimula¢do colinérgica com o
desenvolvimento de véarios sinais, incluindo complicacdes sérias, como disturbios cardiacos
(bradicardia ou taquicardia, hipertensdo) e da fun¢ao respiratoria (MARETTO et al, 2012).

A butirilcolinesterase recebe esse nome por sua preferéncia pela butirilcolina como

substrato. Esta enzima ¢ sintetizada no figado e tem papel fisioldgico incerto. Sabe-se que ela
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¢ capaz de detoxificar o organismo, metabolizando procaina, cocaina, succinilcolina, heroina,
acido acetilsalicilico, e protege das intoxicagdes por inibidores colinesterasicos (POHANKA,
2011).

As medidas da inibicdo das colinesterases também sdo aceitas como biomarcadores
de exposi¢do aos organofosforados e carbamatos (MIRANDA-CONTRERAS et al, 2013),
sendo a butirilcolinesterase um eficiente marcador da exposi¢do aos pesticidas
organofosforados e muitas vezes utilizada como indicador de exposicao geral aos praguicidas
(JIANG et al, 2013).

Outra classe de praguicidas bastante utilizada ¢ a dos piretrdides, inseticidas
sintéticos derivados das piretrinas, constituintes do inseticida natural piretro, presente no
crisantemo. A lipofilicidade dos piretrdides favorece a absor¢do oral e pelo trato respiratdrio,
além de sua distribui¢do para tecidos ricos em gordura, incluido tecidos adiposos e
componentes do sistema nervoso central e periférico. Os inseticidas desta classe sdo
metabolizados por esterases e pelo citocromo P-450, gerando metabodlitos menos téxicos
facilmente excretados. Os principais efeitos observados na intoxicagdo por piretroides sdo a
neurotoxicidade excitatoria, sendo classificados em duas subclasses, de acordo com as
sindromes toxicas: T (tremor) e CS (coreoatetose e salivacdao). Estes efeitos sdo resultado da
acdo dos piretroides sobre os canais de sodio, os canais de célcio (que pode levar a liberagdo
de neurotransmissores), e canais de cloro (SODERLUND et al, 2002).

A classe de herbicidas mais utilizada na agricultura ¢ a do glifosato [N-
(phosphoromethyl)glycine]. E um herbicida de amplo espectro, usado principalmente na
agricultura para controle de ervas daninhas (AYOOLA, 2008). Este agente pode alterar
pardmetros metabdlicos, incluido oxidacdo de biomoléculas, alteragdo em antioxidantes, e
enzimas (ROMERO et al, 2011). Ja ¢ conhecido que alguns pesticidas aumentam os niveis de
espécies reativas do oxigénio, levando a oxidagdo lipidica e reposta antioxidante
(AGRAWAL, SHARMA, 2010).

No Brasil, a Norma Regulamentadora 7 (NR7), do Ministério do Trabalho, que
define o Programa de controle médico de satide ocupacional, determina que para o controle da
exposi¢do por praguicidas seja realizada a pesquisa da atividade das colinesterases
(BRASIL,1978).

Assim, o monitoramento da exposi¢cdo aos praguicidas pode ser realizado através da

constatagdo da inibi¢do das colinesterases no sangue, ou ainda pela pesquisa do pesticida
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intacto no sangue, pela detecgdo dos produtos biotransformados na urina, e pela reativagao
pelo método de fluoreto (VAN DER CHANS et al, 2013).

E importante monitorar a exposi¢do ¢ condi¢des de satide dos trabalhadores rurais
para conhecer os riscos € prevenir potenciais niveis perigosos de exposi¢do aos pesticidas
(MIRANDA-CONTRERAS et al, 2013). Os pacientes intoxicados requerem cuidados como
lavagem, respiragdo artificial, antidotos (atropina, oximas, diazepam) (VAN DER CHANS et
al, 2013).

As intoxica¢des agudas e cronicas sdo muito estudadas, e se manifestam por
alteracdes hormonais, alteracdo das func¢des hepatica e renal, alteragdes hematologicas,
aumento do risco para diabetes tipo 2 (CECCHI et al, 2012), aumento nos niveis de proteinas
no plasma e no cérebro, aumento de enzimas detoxificadoras (SELMI, EL-FAZAA,
GHARBI, 2012) e estresse oxidativo (HERNANDEZ et al, 2012).

O envolvimento dos praguicidas com o estresse oxidativo se da: i) pelo aumento da
formagdo de espécies reativas do oxigénio (ERO), em especial o peréxido de hidrogénio, o
anion superoxido, e o radical hidroxila; ii) pela diminuigdo das defesas antioxidantes; iii) pela
promogdo da peroxidacdo lipidica. A agdo pré-oxidativa dos pesticidas pode estar envolvida
com a neurotoxicidade destes agentes (HERNANDEZ et al, 2012; SELMI, EL-FAZAA,
GHARBI, 2012; SHARMA et al, 2013).

O estresse oxidativo vem sendo relacionado com intimeras patologias, incluindo as
doencas inflamatéria cronicas, como artrite reumatoide, vasculite, hepatite, pancreatite,
aterosclerose, entre outros disturbios inflamatérios (ABDOLLAHI et al, 2006).

As colinesterases se alteram em condi¢des inflamatérias, sendo consideradas
marcadores de inflamacdo em um estudo com coelhos (COSTA et al, 2012). As alteracdes nas
respostas inflamatdrias causadas pelos praguicidas podem ser monitoradas por diversos
marcadores, como a proteina C reativa, que ¢ sintetizada principalmente nos hepatocitos e
regulada pelas interleucinas 6 (IL-6) e 1 (IL-1), dentre outras citocinas. Antigamente,
acreditava-se que a PCR seria somente um marcador de inflamagdo vascular, mas estudos
demonstraram papel na doenga aterosclerdtica. Devido ao desenvolvimento de técnicas de
sensibilidade aumentada (PCR ultrassensivel), esta proteina passou a ser também um
importante biomarcador para eventos cardiacos a longo prazo (SILVA, MORESCO, 2011).

O interesse no estudo de proteinas inflamatorias de fase aguda tem crescido nos
ultimos anos, uma vez que pequenos aumentos em sua producdo estdo associados a um

aumento no risco de doenca cardiovascular. Além da PCR, a alfa-1 glicoproteina acida (al-



15

GPA) também ¢ uma proteina de fase aguda, cuja secregdo ¢ regulada pela interleucina 1 (IL-
1), interleucina 6 (IL-6) e do fator de necrose tumoral-a (TNF-a), importantes mediadores da
resposta inflamatéria e imune. Desta forma, a al-GPA poderia ser um dos possiveis
marcadores de risco cardiaco (PICCIRILLO et al, 2004).

A interleucina 6 ¢ uma citocina pro-inflamatéria e mediador intracelular, que ¢
produzida por varias células do organismo, sendo sua concentragao plasmatica presente na
formacdo da placa ateromatosa e sua ruptura. A IL-6 estd ligada com a regulagdo das outras
citocinas, tais como a IL-1 e o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a)). Desta forma, ela esta
envolvida na sindrome coronariana aguda, estimulando a produgdo de fibrinogénio ¢ PCR, e,
consequentemente, a producdo de fator tecidual e metaloproteinases da matriz por
macrofagos, a agregacdo plaquetaria, expressdo de moléculas de adesdo e a multiplicacdo de
células musculares lisas vasculares. Também ¢ confirmado que a IL-6 esta relacionada com a

vulnerabilidade e erosdo da placa aterosclerotica (SILVA, MORESCO, 2011).

2.2 MIELOPEROXIDASE E OUTROS MARCADORES

A mieloperoxidase (MPO) ¢ uma hemeproteina que ¢ estocada nos granulos azurdfilos
dos macréfagos e neutrofilos polimorfonucleares. A MPO cataliza a conversdo de cloreto e
peroxido de hidrogénio em hipoclorito e ¢ secretada durante o processo inflamatorio. Esta
enzima esta implicada na oxidagdo da LDL-c, consumo do oxido nitrico derivado do
endotélio, impedindo suas ag¢des vasodilatadoras e anti-inflamatorias. MPO ¢ constantemente
associada com a presenga de instabilidade de placa e risco de futuros eventos de doenga
arterial coronariana (LORIA et al, 2008).

Fisiologicamente, a MPO tem papel bactericida quando liberada pelos neutrofilos,
monocitos e macrofagos, ¢ armazenada em grande quantidade nos granulos azurdfilos de
células em repouso (ARNHOLD, FLEMMIG, 2010; NICHOLLS, HAZEN, 2009; ROMAN,
WENDLAND, POLANCZYC, 2008).

Esta enzima catalisa a formagao de numerosas espécies reativas de oxigénio e
nitrogénio, oxidantes que contribuem para o dano tecidual durante a inflamagdo. Os
leucdcitos polimorfonucleares se acumulam nos locais de inflamacdo e contribuem para
defesa e dano tecidual por meio de endocitose de corpo estranho e secre¢do de enzimas
intracelulares, como a elastase, endopeptidases e¢ mieloperoxidase. A MPO também esta

associada a evolucdo da doenga cardiovascular, incluindo todas as fases do processo
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aterosclerotico (ARNHOLD, FLEMMIG, 2010; ROMAN, WENDLAND, POLANCZYC,
2008; STAMP et al, 2014).

A MPO esta envolvida no desenvolvimento de doengas cardiovasculares por seu
poder pro-aterogénico. Ela atua desestabilizando o endotélio, alterando o tonus vasomotor,
modifica a produgdo de 6xido nitrico e oxida molécula de lipoproteina de baixa densidade
(LDL - colesterol) (NICHOLLS, HAZEN, 2009).

Alguns autores relatam aumento da mieloperoxidase em infarto agudo do miocardio
e angina pectoris, acompanhado pelo aumento dos niveis de proteina C reativa ultrassensivel
(LOBBES et al, 2010). Entretanto, ha, ainda, contradi¢do na investigagdo sobre essa enzima.
Outros autores quantificaram a mieloperoxidase em pacientes com doencas coronarianas
estdveis e ndo encontraram aumento significativo nesse grupo de estudo (KUBALA et al,
2008). Gandley e colaboradores (2008) encontraram resultados elevados da mieloperoxidase
em placentas de gestantes com pré-eclampsia, enquanto Hung e colaboradores (2012)
analisaram nesses mesmos grupos € prematuros sem obter resultados esperados. Desta forma,
ha necessidade de estudos adicionais para que se possa acrescentar a MPO a pratica clinica.

Pela MPO estar envolvida na oxidacdo da lipoproteina de baixa densidade do
colesterol (LDL-C) e na ativagdo de metaloproteinases, tendo como consequéncia a
instabilidade e ruptura da placa de ateroma, na biodisponibilidade do 6xido nitrico, observa-se
elevada sensibilidade e especificidade na elevagdo da MPO com bom potencial de aplicagao
para o auxilio diagnostico de necrose miocardica e valor prognostico para eventos
cardiovasculares (ESPORCATTE et al, 2007).

Alguns mecanismos bioquimicos estdo relacionados com a atividade da
mieloperoxidase, tais como: catdlise da oxidacdo lipidica, promog¢do do estresse oxidativo,
ativacao das proteases e aumento da trombogenicidade, € como consequéncia, a formagao de
células espumosas, agregacgdo plaquetaria, ativagao de leucocitos, lesdo vascular, promogao da
aterogénese ¢ formagao de trombo. Surge assim, o interesse clinico da mieloperoxidase, como
um biomarcador inflamatorio, o que contribuiria para detec¢do e avaliacdo preventiva do risco
da doenca arterial coronariana, relacionados com placas de ateroma e disfun¢do endotelial
(ROMAN, WENDLAND, POLANCZYC, 2008).

Muitos estudos demonstram que a mieloperoxidase ¢ um biomarcador sensivel e
precoce de risco cardiovascular (ESPORCATTE et al, 2007; TANG et al, 2011; ZHANG et
al, 2001), contudo, poucos estudos relacionam a avaliagdo da mieloperoxidase para

monitoramento de risco cardiovascular em individuos expostos a praguicidas.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL
E objetivo geral deste trabalho, avaliar os niveis de mieloperoxidase em individuos
expostos a praguicidas, relacionando a outros fatores metabolicos e parametros laboratoriais

no auxilio diagndstico da intoxicac¢ao por praguicidas.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Definir se a MPO encontra-se elevada no soro de individuos expostos a praguicidas;
relacionar os niveis séricos de mieloperoxidase aos de outros marcadores inflamatorios;
relacionar os niveis séricos de MPO a condicao clinica dos individuos expostos aos
praguicidas, auxiliando no esclarecimento dos valores de referéncia para MPO em individuos
expostos e nao-expostos; avaliar o status antioxidante no soro dos individuos expostos aos

praguicidas.
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4 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

A pesquisa foi realizada no municipio de Serrandpolis do Iguagu e Ponta Grossa, no
estado do Parand. Para a escolha dos locais foram levadas em consideracdo as seguintes
condi¢des: intensa atividade agricola; existéncia de individuos expostos ocupacionalmente aos
praguicidas; existéncia de individuos residentes nas areas proximas ao plantio e utilizagdo dos
praguicidas, porém sem contato direto com os mesmos; e individuos moradores da zona
urbana, com contato reduzido com praguicidas. Os voluntdrios da pesquisa foram
selecionados a partir dos agricultores fumicultores, pois esta cultura, o fumo, demanda
servicos manuais € maior contato com as plantas e na aplicagdo dos pesticidas.

O voluntario da pesquisa atendeu aos seguintes critérios: ser uma pessoa higida que
tenha capacidade civil de participar da pesquisa, com idade entre 19 e 60 anos, de ambos os
sexos. Os critérios de exclusdo foram: ser portador de doenca infectocontagiosa, doenca
cronica inflamatoria, fumante.

Foram estudados 3 grupos: i) Grupol (EDP): grupo de exposi¢do direta aos
praguicidas, individuos que estejam expostos ocupacionalmente a praguicidas. ii) Grupo 2
(EIP): grupo de exposi¢ao indireta aos praguicidas, individuos que residem nos arredores das
plantacdes. iii) Grupo 3 (C-Controle): individuos com baixo contato com praguicidas foram
selecionados individuos que residem longe do local de aplicagdo dos agrotéxicos, em outra
cidade.

Foram selecionados individuos que aceitaram participar como voluntarios da
pesquisa, apoOs esclarecimento sobre a pesquisa. Foram excluidos os voluntarios que, a
qualquer momento solicitaram exclusdo de sua participagdo. O protocolo de pesquisa foi
aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Estadual de Ponta Grossa, via
Plataforma Brasil (Ministério da Saude) com parecer consubstanciado numero 109.879 de 27
de setembro de 2012 (Anexo 1).

Os voluntarios da pesquisa responderam a um questionario sobre condi¢do
socioeconomica e de saude; além de permitirem a coleta de material bioldgico para anélises
laboratoriais.

Foram analisados diferentes parametros hematologicos, imunolégicos e bioquimicos
que auxiliaram nas avaliacdes do estado geral de saude ou de doenca dos voluntarios da

pesquisa. Para tal coletou-se aproximadamente 20 ml de sangue, divididos em um tubo de
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hemograma (EDTA) e dois tubos ‘“secos” (com gel de separagdo) para os ensaios
imunologicos e bioquimicos.

Desta forma, dosaram-se marcadores de processos inflamatorios para correlagdo com
o estado de saude dos individuos. Além disso, avaliou-se a capacidade antioxidante do soro
dos voluntarios e os niveis de mieloperoxidase sérica como possivel novo parametro
inflamatorio e de risco cardiaco para os grupos estudados.

Os parametros avaliados foram dosados conforme procedimento laboratorial padrao,
em concordancia com as instrucdes dos fabricantes dos kits e técnicas padronizadas no
Laboratdrio Universitario de Analises Clinicas (LUAC-UEPG).

Dentre os parametros avaliados, realizados no LUAC-UEPG: i) Hemograma
completo, ii) proteina C reativa (PCR), iii) alfa-1-glicoproteina acida (AGP), iv)
Determinacao do perfil lipidico (colesterol total, LDL-colesterol, HDL-colesterol e
triglicerideos séricos), V) glicemia de jejum, Vi) determinagdo do perfil hepatico (aspartato
aminotransferase ¢ alanina aminotransferase ¢ vii) perfil renal (ureia e creatinina).

Mensurou-se, no laboratorio 21, Bloco M — UEPG, bioindicador de exposi¢do aos
praguicidas (atividade sérica da colinesterase), ensaios de capacidade antioxidante do soro e
mieloperoxidase, por meio de kits comercialmente disponiveis (colorimétrico enzimatico para
colinesterase, e ELISA colorimétrico para MPO) e técnica padronizada em nosso laboratdrio

para avaliacdo da capacidade antioxidante sérica.

4.1 AVALIACAO HEMATOLOGICA

4.1.1 Hemograma Completo

Contagem hematologica das amostras de sangue total (EDTA) realizada no contador
hematologico automatizado Cell-Dyn 1400, e a contagem diferencial de leucocitos através da
leitura de lamina corada pelo método de May-Griinwald-Giemsa em microscopio Optico

(LEWIS et al, 2006).

4.2 AVALIACAO BIOQUIMICA POR ENSAIOS IMUNOLOGICOS

4.2.1 Proteina C Reativa (PCR)
A proteina C reativa ultrassensivel foi determinada pelo kit especifico da DiaSys®

(Diagnostic Systems GmbH & Co.KG). A metodologia utilizada ¢ turbidimétrico. As
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particulas do latex recobertas com anticorpos anti-PCR humana, sdo aglutinadas por PCR
presente na amostra. O processo de aglutinacdo provoca um aumento na absorbancia
proporcional a concentracdo de PCR na amostra, que ¢ medida por comparagdo com um
calibrador de PCR de concentracdo conhecida (PCR ULTRASSENSIVEL, 2008/9). Este

ensaio foi realizado com controles normais e patoldgicos juntamente com as amostras.

4.2.2 Alfa-1 Glicoproteina Acida

Utilizado o kit “AGP Kovalent®. A determinagio quantitativa da alfa-1
glicoproteina acida € realizada no soro através de imunoensaio (reacdo antigeno-anticorpo)
turbidimétrico. A leitura encontrada para as amostras em 340nm é comparada com a curva

padrao para se estabelecer o valor da concentracao de alfa-1 glicoproteina acida (AGP, 2010).

4.2.3 Mieloperoxidase (MPO)

Utilizou-se o kit “Human Myeloperoxidase”, fabricado pela Immunology
Consultants Laboratory e comercializado pela Cell Biosciences, no qual a MPO ¢ determinada
através de reacdes especificas com anticorpo anti-MPO humana no teste ELISA tipo
sanduiche. A MPO presente no soro reage com anticorpos anti-mieloperoxidase adsorvidos na
superficie da placa. Apds a lavagem anticorpos anti-MPO conjugados com horseradish
peroxidase sdao adicionados. Depois de outra lavagem, ¢ adicionado o substrato cromogeno
(3,37,5,5 -tetrametilbenzidina). A absorbancia em 450nm ¢ proporcional a quantidade de
MPO na amostra, que pode ser calculada a partir de uma curva de calibra¢do, conforme

instrugdes do fabricante.

4.3 AVALIACOES BIOQUIMICAS DO METABOLISMO

4.3.1 Perfil Lipidico

O perfil lipidico dos voluntarios da pesquisa foi analisado e avaliado pela dosagem
de colesterol total, HDL-colesterol, triglicerideos e LDL- colesterol (calculado) nos soros.

Para a quantificacao do colesterol total, foi utilizado o kit “Colesterol CHOD-PAP
Kovalent®”, pelo teste fotométrico enzimatico. Neste ensaio o éster de colesterol presente na

amostra ¢ hidrolisado e em seguida oxidado, gerando perdxido de hidrogénio. Este, j4 sob a



21

acdo catalitica da peroxidase, em presenga de 4-aminoantipirina e fenol, gera quinonimina, o
indicador colorimétrico da reacao (Reacao de Trinder) (COLESTEROL CHOD-PAP, 2010).

O HDL-colesterol foi determinado através do kit “HDL-C Imuno Kovalent™”. Este
kit contém anticorpos B—lipoproteina humana, que formam complexos com LDL-colesterol,
VLDL-colesterol e quilomicrons, deixando apenas o HDL-colesterol livre para reagir
enzimaticamente com a colesterol oxidase e a colesterol esterase. Um dos produtos desta
rea¢do ¢ o peroxido de hidrogénio, que sob acdo da peroxidase, reage com F-DAOS e 4-
aminoantipirina, formando um complexo azul, que pode ser quantificado (HDL-C IMUNO,
2010).

O valor de LDL-C foi estimado pela formula de Friedewald (LDL-C = Colesterol
Total - HDL-C — (Triglicerideos/5)), para as amostras que tiverem resultados de triglicerideos
<400mg/dL (FRIEDEWALD et al., 1972).

Para a dosagem de triglicerideos, o kit empregado foi o “Triglicerideo GPO-PAP
Kovalent™. A determinagio é realizada através do teste colorimétrico enzimatico, utilizando
glicerol-3-fosfato-oxidase. Apds o rompimento dos triacilglicerdis através da lipoproteina
lipase, ocorre uma série de reagdes que levam a producdo de quinonimina (Reagdo de

Trinder), composto colorido o qual ¢ medido (TRIGLICERIDEOS GPO-PAP, 2010).

4.3.2 Glicemia De Jejum

A glicemia de jejum foi dosada através do kit “Glicose GOD-PAP Kovalent™”. Neste
kit, um sistema enzimatico utilizando glicose oxidase e peroxidase, gera o composto colorido
quinonimina, proporcional a concentracao de glicose na amostra. O valor obtido para amostra
em 500nm ¢ comparado ao valor encontrado para o padrao ou calibrador (GLICOSE GOD-

PAP, 2010).

4.3.3 Aspartato aminotransferase (AST)

A Aspartato aminotransferase foi dosada pela metodologia cinética pelo kit
“AST/GOT liquiform” da marca Labtest. A AST catalisa a transferéncia de grupos amina da
alanina para o cetoglutarato, com formagdo de glutamato e oxalacetato. Este ¢ reduzido a
malato por acdo da malato desidrogenase (MDH), enquanto que a coenzima NADH ¢ oxidada
a NAD.A conseqiiente reducdo da absorbancia em 340 ou 365 nm, monitorizada
espectrofotometricamente, ¢ diretamente proporcional a atividade da enzima na amostra

(AST/GOT LIQUIFORM, 2010).
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4.3.4 Alanina aminotransferase (ALT)

A alanina aminotransferase foi dosada pela metodologia cinética pelo kit “ALT/GTP
liquiform” da marca Labtest. A TGP catalisa a transferéncia de grupos amina da alanina para
o cetoglutarato, com formacao de glutamato e piruvato. Este ¢ reduzido a lactato por acdo da
lactato desidrogenase (LDH), enquanto que a coenzima NADH ¢ oxidada a NAD. A
consequente reducdo da absorbancia em 340 ou 365 nm, monitorizada
espectrofotometricamente, ¢ diretamente proporcional a atividade da enzima na amostra

(ALT/GTP LIQUIFORM, 2010).

4.3.5 Creatinina
A creatinina foi dosada pelo método colorimétrico (Picrato alcalino — Jaffé) utilizando
o kit “Creatinina Labtest”. A creatinina e outros componentes do soro reagem com a solugao
de picrato em meio alcalino, formando um complexo de cor vermelha que ¢ medico
fotometricamente. A adigdo de um acidificante abaixa o pH para 5,0, promovendo a
decomposicdo do picrato de creatinina, permanecendo inalterada a cor derivada dos
cromogénios, que também ¢ medida fotometricamente. A diferenga entre as duas leituras

fornece o valor da creatinina (CREATININA, 2008).

4.3.6 Ureia

A ureia foi dosada pelo método enzimatico UV utilizando o kit “Ureia UV Liquiform
Labtest”. A ureia ¢ hidrolisada pela urease, gerando amonia e dioxido de carbono. A amodnia
reage com o 2 cetoglutarato e NADH em uma reacdo catalisada pela glutamato desidrogenase
(GLDH), ocorrendo oxidagdo da NADH a NAD. A consequente reducdo da absorbancia,
medida em 340 ou 365 nm, ¢ proporcional a concentracdo de ureia na amostra (UREIA UV

LIQUIFORM, 2010).

4.3.7 Colinesterase

A colinesterase foi dosada através do método cinético colorimétrico pelo reagente
“Colinesterase-PP Gold Analisa”. Neste método a colinesterase hidrolisa a butirilcolina
liberando tiocolina e butirato. A atividade catalitica na amostra e diretamente proporcional ao
decréscimo da absorbancia medida em 405 nm quando o ferricianeto (amarelo) ¢ reduzido

para ferrocianeto (incolor) pela acdo da tiocolina (COLINESTERASE-PP, 2012).



23

4.4 CAPACIDADE ANTIOXIDANTE TOTAL (CAT)

A CAT do soro foi mensurada através do método baseado no 2,2"—azinobis (3—
etilbenzotiazolina—6—acido sulfonico (ABTS). Neste método, o radical monocation pré-
formado de ABTS (ABTS™) ¢ gerado pela oxidagdo com persulfato de potassio. Para o estudo
das amostras, a solugdo estoque de ABTS™ foi diluida com 4gua deionizada até obter-se uma
absorbancia proxima de 0,70 em 734nm. Em seguida, a amostra foi adicionada ao ABTS
oxidado e a absorbancia foi medida novamente. Antioxidantes presentes na amostra capturam
o radical cation em um grau proporcional as suas concentragdes (RE et al, 1999). O resultado
foi expresso como porcentagem de radical capturado, comparando os resultados com um

controle sem soro. Todas as amostras foram mensuradas em triplicata.

4.5 ANALISE ESTATISTICA

S™ version 18 for

Os dados foram analisados através do programa SPSS (SPS
Windows, SPSS do Brasil, Sdo Paulo, SP, Brasil). Os dados das pacientes foram apresentados
como intervalo de confianca da média, média e desvio padrdao para as variaveis continuas e
como niimero e porcentagens para variaveis categoricas. Apods a verificacdo da normalidade
dos dados, as possiveis diferengas entre os grupos foram encontradas utilizando o teste de
Kruskal-Wallis para as varidveis ordinais ¢ analise de variancia (ANOVA) seguida do pods-
teste de Bonferroni para as variaveis continuas. Para as correlagdes foi utilizado o teste de

Speermann, e para as variaveis nominais utilizou-se o teste exato de Fisher. Em todos os

testes, o nivel de significancia foi considerado como p<0,05.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os voluntarios da pesquisa que atenderam os critérios de inclusdo e exclusao somaram
79 individuos, divididos em trés grupos: 40 expostos diretamente aos praguicidas (EDP), 19
expostos indiretamente aos praguicidas (EIP) e 20 sem qualquer contato com pesticidas,
sendo este ultimo considerado grupo controle.

Os individuos expostos diretamente aos praguicidas sdo aqueles que manipulam estes
compostos quimicos ocupacionalmente, tendo como média 20,5 anos de contato com os
praguicidas. Este grupo apresentou uma idade média de 44,8 anos, assim foram recrutados
individuos para o grupo de EIP e controle com idades equivalentes, mantendo a mesma
propor¢ao de género (Tabela 1).

A principal classe de agrotoxicos utilizada pelo grupo EDP foi dos inseticidas
organofosforados, sendo citada por 100% do grupo EDP. Outros pesticidas citados pelos

voluntarios foram os piretroides e os herbicidas da classe dos glifosatos (Tabela 2).

Tabela 1 — Caracteristicas dos grupos estudados (Média + desvio padrio).

Parametro C (n=20) EIP (n=19) EDP(n=40)
Idade (anos) 44,8+18,1° 38,8+14,4° 432+12,1°
Tempo de exposi¢cdo ocupacional 0 0 20,5

aos praguicidas (anos)
Horizontal: Letras minutsculas diferentes indicam diferencas significativas entre os grupos (p<0,05, ANOVA
com pos-teste de Bonferroni) C= controle, EIP= exposic¢do indireta aos praguicidas EDP= exposi¢do direta aos
pragucidas.

Tabela 2 — Principais classes de agrotéxicos citados pelos entrevistados expostos
ocupacionalmente aos praguicidas.

Classe do pesticida Numero de individuos (%)
Organofosforados 40 (100)
Piretroides 17 (42,5)
Glifosatos 13 (32,5)

Organofosforados sdo substancias altamente téxicas que ainda sdo usados na
agricultura ¢ em domicilio para jardinagem no mundo todo. A alta toxicidade destes
pesticidas resultou em inUimeras intoxicagdes no passado (NAGAMI et al, 2005;
SRIVASTAVA et al, 2005).

Assim como neste estudo, Recena et al (2006) encontraram a classe dos
organofosforados como mais utilizada na agricultura (>90%) e o glifosato como o herbicida

mais citado (76,4%), no estado do Mato Grosso do Sul.
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Foram avaliados parametros bioquimicos para os 3 grupos (Tabela 3). Pode-se

observar que entre os grupos EDP e EIP a glicemia estava aumentada em relacdo ao grupo

controle (p<0,05), embora sem apresentar valores compativeis com um diagndstico de

diabetes. Outro parametro que obteve valores maiores no grupo EDP foi ureia (Figura 1).

1054 Glicemia

90

754

60+

45

30

o

* Diferenga estatistica significativa em rela¢@o ao controle.*p<0,05, **p<0,01. ANOVA pos-teste Bonferroni.

mg/dL
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204
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0

Ureia
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72 Exposicao Indireta
Il Exposicao Direta

Figura 1: Parametros laboratoriais, glicemia e ureia, para os grupos estudados com média e

erro padrao da média.

Estes resultados concordam com aqueles encontrados por outros pesquisadores. Testes

realizados com agricultores expostos aos organofosforados e comparados a grupo controle

demonstraram aumento da glicose sanguinea, de ureia e colesterol. Assim concluiram que a

exposicao aos organofosforados estd inclinada para diabetes (MALEKIRAD et al, 2013).

Outro estudo sugere que a exposi¢do cronica a organofosforados de agricultores nao

diabéticos pode induzir resisténcia a insulina (RAAFAT et al, 2012). Ainda, em outro estudo,

ratos expostos a uma mistura de pesticidas apresentaram alteracdes no metabolismo da glicose

(MERHIA et al, 2010).

O bioindicador mais indicado para avaliar a exposi¢do aos praguicidas ¢ a

colinesterase (BRASIL, 1978). Esta enzima se mostrou elevada no grupo EDP em

comparagdo com o controle (Tabela 3). Apesar de se mostrar estatisticamente mais elevada no

Grupo EDP, a maioria dos resultados ndo excederam os valores de referencia (5320 a 12920

UI/L) (Figura 2).
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Tabela 3 — Média + desvio padrao (intervalo de confianca) das andlises bioquimicas para os

grupos.
Parametros laboratoriais C (n=20) EIP (n=19) EDP(n=40)
Glicose (mg/dL) 84,5+13,9° 94,0+9.4° 96,6+11,6°
(78,0 - 91,0) (89,5 - 98,6) (92,1 - 100,0)
HDL-colesterol (mg/dL) 60,0£19,8" 60,3£13,6" 55,8+13,3"
(50,8 - 69,3) (53,8 - 66,9) (51,5-60,1)
LDL-colesterol (mg/dL) 102,0+38,9* 91,3+32,8" 106,7+32,7*
(83,8-120,2) (75,4-107,1) (96,2-117.2)
Colesterol total (mg/dL) 180,9+36,6 170,8+35,3* 179,7+36,3*
(163.8 - 198,0) (153,8-187,8) (1681 -191,4)
Triglicérides (mg/dL) 94,6+41,2° 95,8+48,4" 86,2+68,9"
(75,4 - 113,9) (72,5-119,2) (64,2 - 108,2)
Uréia (mg/dL) 30,9+12,3° 37,9+11,2% 40,7+10,6°
(25,2-36,6) (32,5-43,3) (37,3-44.0)
Creatinina (mg/dL) 1,0£0,2* 1,0+0,1° 1,0+£0,2°
(099'191) (099'190) (079'170)
TGO (UI/L) 21,8+4,7° 19,0+7,6° 22,9+ 12,4°
(19,6-24,0) (15,3-22,7) (19,0 -26,9)
TGP (UI/L) 11,244,0° 19,2+11,1° 24,3+ 26,4
(9,3-13,1) (13,8-24,5) (15,9 - 32.8)
Colinesterase (Ul/L) 7764,0£1782,5  8247,9+1984,6®  9139,3+2011,3
(6929,8 — 8598,2)  (7291,4-9204,4)  (8496,1 — 9782,5)
Alfa-1-glicoproteina-acida (mg/dL) 58,80+45,03" 168,84+25,02°  173,83+20,38"
(37,72-79,88) (156,78-180,90)  (167,31-180,34)
ABTS (%) 56,84+6,74" 49,63+4,92° 49,05+4,44°
(53,68-59,99) (47,23-52,00) (47,63-50,47)
Mieloperoxidase (ng/mL) 104,92456,43*  211,53+154,40°  214,83+81,69°
(78,51-131,33)  (137,11-285,94)  (188,70-240,95)
PCR-us (mg/dL) 0,24+0,22% 0,38+0,69" 0,16+0,26*"
(0,14 —0,34) (0,04 —0,71) (0,07 —0,24)

Horizontal: Letras minusculas diferentes indicam diferengas significativas entre os grupos (p<0,05, ANOVA
com pos-teste de Bonferroni). Letras maitisculas diferentes indicam diferencas significativas entre os grupos

(p<0,05, Kruskal Wallis).

Apesar de ndao se alterar em relagdo aos valores referenciais, o aumento da

colinesterase observado para o grupo EDP pode estar relacionado a ocorréncia de resposta

inflamatoria aumentada nestes individuos, pois ¢ sabido que o aumento da capacidade sérica

de hidrolisar a acetilcolina pode acentuar a resposta inflamatoria por neutralizar a ag¢do anti-

inflamatéria colinérgica.

Esta acdo pode ser mitigada pela acetilcolinesterase e a
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butirilcolinesterase, esta ultima a mais importante enzima circulatoria capaz de hidrolisar a
acetilcolina (ASSAYAGE et al, 2010). Acetilcolinesterase e butirilcolinesterase antagonizam
a sinaliza¢do vagal a em nivel de macrofagos (BOROVIKOVA et al, 2000), e promovem
resposta inflamatdria sistémica.

A hidrolise da acetilcolina ¢ significativamente maior nos pacientes infartados que em
pessoas normais (ASSAYAGE et al, 2010). Estudos demonstram uma relacdo entre a
resposta inflamatoria e a sinalizacdo colinérgica. A sinalizagcdo colinérgica tem papel anti-
inflamatorio por inibir a sintese de citocinas e sua liberacao através da ativagdo do receptor
para acetilcolina (BOROVIKOVA et al, 2000; OFEK et al, 2007; WANG et al, 2003).

No que diz respeito aos parametros inflamatérios, a mieloperoxidase ¢ a alfa-1
glicoptroteina acida, se mostraram elevadas nos grupos expostos com relagdo ao grupo
controle (Figura 2).

A enzima leucocitaria MPO ¢ uma molécula pro-inflamatéria implicada na promogao
e propagacao da aterosclerose. Ainda, quando secretada por leucocitos ativados na
inflamacdo, MPO converte LDL-c em sua forma aterogénica (PODREZ et al, 1999), gera
varias espécies oxidantes (KLEBANOFF, 1980), e reduz a disponibilidade oxido nitrico,
contribuindo para a disfunc¢ao endotelial (EISERICH et al, 2002; VITA et al, 2004).

O estresse oxidativo e a inflamagdo tem importante papel na patogénese e
desestabilizacdo da doenca arterial coronariana, principalmente com a sindrome coronariana
aguda. O infiltrado de macréfagos e neutréfilos participa da transformacdo da placa de estavel
para instavel, evidenciado por achados de grande quantidade de MPO nas placas com ruptura
(LORIA et al, 2008).

A doencga arterial periférica ¢ outra grande manifestagdo da aterosclerose associada a
inflamagdo, e ¢ um alto risco para eventos isquémicos fatais e ndo fatais. A mieloperoxidase
tem um impacto forte sobre o prognostico de eventos cardiovasculares em pacientes com
doenga arterial periférica (BREVETTI et al, 2008).

Estudo realizado por Brevetti e cols (2008) sugere que a MPO ¢ melhor indicador que
a PCR em individuos sintomaticos de doenga arterial periférica. Assim, sugere que a medida
da MPO poderia ser utilizada como indicador de complica¢des futuras naqueles individuos
com diagnéstico de doenga arterial periférica, para selecdo para terapia mais especifica e
agressiva.

Muitos estudos foram desenvolvidos para determinar os niveis normais de MPO. A

MPO foi considerada variavel independente preditora de infarto do miocardio a longo prazo,



28

com valor de corte para maior risco de infarto em até 24 meses MPO > 20,34 ng/mL

(CAVUSOGLU et al, 2006). Hoy et al (2001) pesquisaram os niveis de MPO em individuos

saudaveis, e encontrou 46,3 ng/mL.

Grupos

109 Colinesterase * Capacidade Antioxidade Total 3 Controle
ZZ Exposigio Indireta
o I 60 J— B FExposigio Direta
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* Diferenca estatistica significativa em relagdo ao controle.*p<0,05, **p<0,01; ***p<0,001. Proteina C reativa (Kruskal Wallis); Colinesterase,
Capacidade antioxidante total do soro, Mieloperoxidase e Alfa-1-glicoproteina acida (ANOVA) pos-teste Bonferroni.

Figura 2: Média e Erro padrao da média para Colinesterase, Capacidade antioxidante total,

Proteina C-reativa, Mieloperoxidase e Alfa -1-glicoproteina acida.

Em contraponto, o cutoff para MPO foi considerado 350ng/mL (BALDUS et al, 2003).
Neste estudo nenhum individuo do grupo controle apresentou niveis de MPO superiores a 350
ng/mL, enquanto 20% do grupo EIP e 20% do grupo EDP apresentaram niveis de MPO acima
do ponto de cutoff.

No grupo EDP, a alfa-1-glicoproteina acida acompanhou o aumento da MPO, sendo
observada uma correlagdo direta entre estas duas variaveis (p=0,028). Sdo dois marcadores
inflamatorios, caracterizando uma atividade inflamatdria presente nos individuos expostos a
praguicidas.

O aumento da alfa-1-glicoproteina &cida também se correlacionou com o aumento da
atividade da colinesterase (EIP — p=0,012) e da proteina-C-reativa (EDP — p=0,002), contudo

este ultimo marcador ndo apresentou diferenca significativa entre os grupos, mas continua
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sendo dado importante, pois apresentou correlagdo positiva com outros marcadores
inflamatorios.

Elevagdes da PCR, mesmo dentro dos valores de referéncia, podem antecipar doengas,
como problemas cardiovasculares (RIZZO et al, 2008) e diabetes (ONAT et al, 2008). A PCR
¢ um marcador sensivel de inflamagao que desempenha papel importante no desenvolvimento
e progressao da aterosclerose (ABDELLAOUI, AL-KHAFFAF, 2007).

Estudo realizado com agricultores encontrou valores de PCR variaram de 0,09 a 9,94
mg/L com mediana de 2,23 mg/L (FERNANDES et al, 2009). Valores semelhantes aos
encontrados em nosso estudo, indicando proximidade ao valor de corte para aumento do risco
de doenga cardiovascular que ¢ de 3 mg/L.

A PCR desempenha um papel importante nos diferentes estagios da aterosclerose
(VENUGOPAL et al, 2005). Os efeitos pré-inflamatorios podem ser explicados pelo fato da
PCR causar aumento da expressao de moléculas de adesao celular no endotélio (PASCERI et
al, 2000), de proteina quimioatraente de mondcito-1 (PASCERI et al, 2001), inibidor de
ativacdo do plasminogénio-1 (DEVARAJ et al, 2003) e diminui¢do da producdo de oxido
nitrico (VERMA et al, 2002) e prostaciclina (VENUGOPAL et al, 2003). Além disso, a PCR
ativa o sistema do complemento (WOLBINK et al, 1996) e contribui para a formagdo das
células gordurosas nas lesdes ateroscleréticas devido a capacidade de agregar moléculas de
LDL-c (FU, BORENSZTAIJN, 2002).

A capacidade antioxidante total, verificada pelo teste do ABTS no soro, se mostrou
reduzido nos grupos expostos com relagdo ao grupo controle (Figura 2). Também foi avaliada
sua correlacdo com os marcadores inflamatorios, tendo correlagdo indireta com a alfa-1-
glicoproteina 4acida. Este dado suporta a hipdtese de instalagdo do estresse oxidativo na
exposi¢do aos praguicidas. Os organofosforados induzem estresse oxidativo em células
neuronais, o que resulta na transcri¢do do NF«B e ativa¢ao da caspase-3, que estdo envolvidos
com a morte celular (JIA, MISRA, 2007).

Estudos com individuos expostos cronicamente a uma mistura de pesticidas
mostraram aumento na atividade de enzimas antioxidantes e da peroxidagdo lipidica nos
eritrocitos, mesmo sem diminuicdo dos niveis da acetilcolinesterase (HERNANDEZ et al,
2012). Nos estudos realizados por Selmi e cols. (2012) observou-se diminui¢ao da atividade
da catalase e superoxido dismutase, enquanto Sharma et al (2013) encontraram aumento
destas enzimas, além de diminui¢do da glutationa reduzida, e aumentos do glutationa

transferase, e glutationa peroxidase, sugerindo que estas enzimas sao alvos de pesticidas.
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Existem evidéncias de que a exposicao aos organofosforados altera parametros
hematoldgicos, como a concentracdo de hemoglobina no eritrécito, € o hematdcrito, causando
hemoconcentragdo. Estes efeitos podem ser uma resposta para garantir a oxigenagao frente a
um dano pulmonar induzido por exposi¢do subcronica. (SELMI, EL-FAZAA, GHARBI,
2012)

A tabela 4 apresenta os dados referentes aos parametros hematologicos dos trés grupos
estudados. Os eritrocitos estdo aumentados nos individuos com exposi¢do direta de forma
significante se comparado com o controle e exposicao indireta, assim como a concentracdo de
hemoglobina ¢ o hematocrito. Os leucécitos apresentaram contagem maior na exposicao

indireta se comparado com controle e exposigao direta.

Tabela 4 — Média + desvio padrio (intervalo de confianca) dos parametros hematoldgicos dos
grupos

Parametros hematolégicos C (n=20) El (n=18) ED(n=55)
VHS (mm) 10,9+7,7° 11,8+12,1° 6,5+7,0"
(7,4 - 14,5) (59-17,6) (4,3-8,7)
Eritrocitos (mi/mL) 4,8+0,4* 4,9+0,4* 5,3%0,5°
(476 - 4>9) (4:7 - 591) (571 - 574)
Hemoglobina (g/dL) 14,0+1,2° 14,3+1,4° 15,3+1,2°
(13,4-14,5) (13,6-15,0) (14,9-15,7)
Hematdcrito (%) 41,5+3,5° 43,0+3,9° 46,8+4,2°
(39,8 -43,1) (41,1 -44.9) (45,4 —48,1)
Volume corpuscular médio (fL) 87,3+4,3" 87,8+3,3" 88,6+3,4"
(85,3 -89,3) (86,2-89,4) (87,5-89,7)
Hemoglobina corpuscular média 29,4+1,5° 29,1£1,1° 29,0+0,1°
(pg) (28,7-30,1) (28,6-29,7) (28,7-29,4)
Concentracao de hemoglobina 33,6+0,8" 33,240,9° 32,1+4,7°
corpuscular média (g/dL) (33,2-34,0) (32.8-33,6) (30,5-33,6)
Plaquetas (mil/mL) 213,0+47,2° 249,2+44,5° 227,5+ 44,0°°

Leucdcitos (mil/mL)

(190,9-235,1)

5,6+1,3"
(530'6’3)

(227,7-270,6)

7,142,5°
(599'873)

(213,4 -241,5)

53+ 1,4°
(499 - 577)

Horizontal: Letras minusculas diferentes indicam diferengas significativas entre os grupos (p<0,05, ANOVA
com pos-teste de Bonferroni).

Células dendriticas sdo apresentadoras de antigenos e tem papel importante da
resposta imune (DE HEER et al, 2005), Experimentos in vivo relatam que os

organofosforados afetam o sistema imunoldgico (BLAKLEY et al, 1999, HANDY et al,
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2002) mas poucos estudos investigam esta relacio em humanos. Nakadai et al (2006)
observou a ativagdo da caspase-3 levando a apoptose de monoécitos, Crow et al (2008)
mostrou retencdo intracelular de colesterol ésteres em macrofagos e monocitos. Estudos
epidemioldgicos demonstraram anormalidades na fun¢do imune em humanos expostos
cronicamente a organofosforados. (THRASHER et al, 1993).

Organofosforados induzem modificagdes na morfologia de células imunocompetentes,
inibem mecanismos anti-inflamatorios e influenciam cascatas de sinaliza¢do envolvidas em
prevenir a apoptose. Os efeitos parecem ser independentes da inibi¢cdo da acetilcolinesterase
(SCHAFER et al, 2013).

Em intoxicagdes agudas os organofosforados causam inibicdo da colinesterase com
excesso de acetilcolina, resultando em crise colinérgica que ¢ caracterizada por miose,
sudorese, salivagdo, secrecdao bronquica, disfungdo muscular, depressdo respiratoria central e
periférica (EATON et al, 2008; HOFFMANN, PAPENDOREF, 2006).

Como observado, os pesticidas estdo envolvidos na producao de radicais livres e nao
promocdo do estresse oxidativo, concordando com os resultados obtidos na avaliagdo dos
parametros anti-inflamatérios e capacidade antioxidante total do soro. Visto que estes
parametros sdo fatores de risco para as doengas arteriais coronarianas, também foi detectado
maior prevaléncia de hipertensdo arterial sistémica nos individuos expostos diretamente aos
praguicidas. Outros indicadores de exposicdo cronica aos praguicidas que se mostraram

estatisticamente importantes no grupo exposto foram gastrite e depressao (figura 3).
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(s): Significanca estatistica determinada pelo teste exato de Fisher.

Figura 3: Prevaléncia de sinais relacionados a exposi¢do cronica aos praguicidas nos grupos

com e sem exposi¢ao.

Achados que concordam com o estudo desenvolvido por Malekirad et al, 2013, onde
as taxas de ansiedade, insonia e depressao também forma maiores nos agricultores que nos

controles. Os trabalhadores apresentaram salivacdo, fadiga, cefaleia, sudorese, dor abdominal,
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nausea, dispneia e rinorreia. Assim concluiram que a exposi¢ao aos organofosforados esta
inclinada para desordens neuroldgicas (MALEKIRAD et al, 2013).

Em intoxicacdes agudas, os organofosforados causam inibicdo da colinesterase com
excesso de acetilcolina, resultando em crise colinérgica que € caracterizada por miose,
sudorese, salivagdo, secre¢do bronquica, disfungdo muscular, depressdo respiratoria central e
periférica (EATON et al, 2008; HOFFMANN, PAPENDOREF, 2006).

Alguns sinais e sintomas relacionados com a exposicdo aguda a praguicidas foram
encontrados com maior significancia naqueles em exposicao direta aos praguicidas. Foram
parametros estatisticamente importantes a cefaleia, tremores, xerostomia, sialorreia, sudorese

(Figura 4).
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Figura 4: Prevaléncia de sinais relacionados a exposi¢do aguda aos praguicidas nos grupos

com e sem exposicao.

Estes achados indicam intoxicagdo por pesticidas especialmente da classe dos
organofosforados, pois estes diminuem a atividade da colinesterase, aumentando a
disponibilidade de acetilcolina na fenda sindptica. Em concordancia com estes dados, Recena
et al (2006) detectaram em seu estudo que o sintoma mais prevalente nas exposi¢des agudas

aos pesticidas foi a cefaleia (51,7%).
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6 CONCLUSAO

O presente trabalho evidencia a exposi¢ao cronica aos praguicidas e as consequentes
manifestagdes em fumicultores e moradores da cidade de Serrandpolis do Iguacu-PR
destacando a ocorréncia tanto de exposicdo ocupacional como ndo ocupacional, sendo um
indicativo de possiveis contaminagdes ambientais.

Observa-se também que a exposi¢ao cronica aos diferentes praguicidas de que trata
esta dissertacdo promove diferentes alteragdes laboratoriais encontradas nas analises
sorologicas e hematologicas realizadas e que, portanto, podem ser utilizadas no
monitoramento de tais exposigoes.

Além disso, a analise dos dados apurados por este estudo nos permitem concluir que
os niveis séricos da mieloperoxidase encontram-se elevados em individuos expostos
cronicamente a praguicidas, mantendo relagdo com outros marcadores inflamatorios, como a
alfa-1-glicoproteina acida e a proteina C reativa. Com estes resultados sugerimos que a
exposicdo cronica aos pesticidas pode levar a um aumento adaptativo da atividade da
colinesterase resultando em diminuicdo da acdo anti-inflamatéria da acetilcolina, com
aumento dos niveis de mieloperoxidase e outros marcadores da inflamagao.

Outro parametro que se mostrou importante foi a capacidade antioxidante total,
medida no soro, que apresentou-se diminuida nos casos de exposi¢ao aos praguicidas, o que
pode resultar em estresse oxidativo e, consequentemente, uma variedade de manifestagoes
clinicas. Dentre estas podemos evidenciar um aumento na incidéncia de hipertensdo arterial
sistémica, gastrite e depressao.

Desta forma, ¢ imperativo que sejam tomadas medidas de controle e reversao desta
exposicao a praguicidas que ocorre cronicamente no municipio de Serranopolis do Iguagu em
diferentes localidades do Brasil, sendo que as andlises laboratoriais por meio de
biomarcadores correntes € novos podem contribuir bastante na avaliagdo da ocorréncia desta
exposicdo e no acompanhamento dos individuos expostos a praguicidas e avaliagdo de riscos

a saude dos mesmos.
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PROJETO DE PESQUISA

Titulo: DETERMINACAO DOS NIVEIS SERICOS DA ENZIMA MIELOPEROXIDASE (MPO; E.C.
1.11.1.7) EM INDIVIDUOS EXPOSTOS A PRAGUICIDAS.

Area Tematica:

Versao: 1

CAAE: 07117712.2.0000.0105
Pesquisador: JOSE CARLOS REBUGLIO VELLOSA

Instituicao: Universidade Estadual de Ponta Grossa

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

Numero do Parecer: 109.879
Data da Relatoria: 27/09/2012

Apresentacio do Projeto:

Praguicida é qualquer substancia ou mistura de substancias capazes de prevenir, controlar ou destruir uma
praga, incluindo vetores de doengas humanas ou animais, plantas daninhas e animais que possam danificar ou
interferir na produgédo, processamento, armazenamento, transporte ou comercializacao de alimentos, produtos
agricolas, madeira, ragé@o animal, ou substancias utilizadas para controle de insetos, aracnideos ou pragas em
animais (FDA, 2002). Estudos demonstram que 0s praguicidas estéo relacionados com a producgao de espécies
reativas do oxigénio, alterando o equilibrio entre oxidantes, pré-oxidantes e antioxidantes; promovendo a
peroxidacéo lipidica, diminuindo os niveis celulares de antioxidantes e estabelecendo o estresse oxidativo. Os
impactos causados por este incluem dano tecidual e apoptose, estando envolvido no desenvolvimento de
varias patologias (Agrawal e Sharma, 2010; Etemadi-Aleagha, Akhgari, Abdollahi, 2002). O estresse oxidativo
vem sendo relacionado com inimeras patologias, incluindo as doencas inflamatdria crénicas, como artrite
reumatodide, vasculite, hepatite, pancreatite, aterosclerose, entre outros distirbios inflamatorios (Abdollahi M et
al, 2006). Assim, estudamos a mieloperoxidase, uma enzima bactericida liberada pelos neutrdfilos, que esta
envolvida no desenvolvimento de doencas cardiovasculares por seu poder pro-aterogénico. Ela atua
desestabilizando o endotélio, alterando o ténus vasomotor, modifica a produgao de 6xido nitrico e oxida
molécula de lipoproteina de baixa densidade (LDL - colesterol). (Nicholls, Hazen, 2009). Ela atua catalisando a
formacdo de espécies reativas do oxigénio e nitrogénio, que contribuem para o dano tecidual. {(Roman R.M.,
2006: Arnhold J, 2010). Muitos estudos demosntram que a mieloperoxidase é um biomarcador sensivel e
precoce de risco cardiovascular (Esporcatte e cols, 2007,

Tang et al, 2011; Zhang et al, 2001), contudo, pouco estudos relacicnam a avaliagdo da mieloperoxidase para
monitoramento de risco cardiovascular em individuos expostos a praguicidas. Desta maneira, estudamos a
possibilidade de a mieloperoxidase se encontrar alterada em individuos expostos a substancias que aumentam
o risco de doenca cardiovascular; o trabalho visa definir, ou auxiliar na definigdo de intervalos de

referéncia para a mieloperoxidase, em condigoes de saude e doenga, principalmente em individuos expostos a
praguicidas, que muitas vezes apresentam sintomas agudos, mas tem a exposi¢éo cronica negligenciada.

Obijetivo da Pesquisa:

Objetivo Primario:
Definir os niveis de mieloperoxidase em individuos expostos a praguicidas, correlacionando outros fatores
metabdlicos e parametros laboratoriais no auxilio diagnostico.

Objetivo Secundério: .
- definir se a MPO encontra-se elevada no soro de individuos expostos a praguicidas;
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- correlacionar os niveis séricos de MPO aos de outros marcadores inflamatorios:

- correlacionar os niveis séricos de MPO a condigde clinica dos individuos expostos aos praguicidas, definindo
os valores de referéncia nos expostos e nao expostos

- avaliar o status antioxidante no soro dos individuos expostos aos praguicidas.

Avaliacao dos Riscos e Beneficios:

Riscos:

Desconforto minimo para retirada de sangue utilizandc somente material descartavel. Os riscos s&o minimos
para pesguisadores e voluntarios e estdo relacionados a coleta venosa de sangue.

Beneficios:

O sucesso nessa linha de investigagdo pode ser alcangado com a investigagao biotecnoldgica voltada para o
diagnéstico clinico-laboratorial. Os beneficios de resultados promissores neste tipo de investigagéo, além da
obtencdo de dados para elaboragido de novos kits

diagnosticos (nacionais) que podem gerar patentes e beneficios associados como royalties, se estendem
também a prevencao e melhoria da salde do paciente pré-disposto, menores taxas de internagéo e de custos
para o sistema publico de salde. Neste contexto, a mieloperoxidase é um paradmetro de grande potencial
preditivo de risco cardiaco e para o diagnostico precoce de doengas cardiovasculares e processos
inflamatorios.

Entre as perspectivas apos a execugéo do projeto, espera-se que: - o laboratério de pesquisa tenha evoluido
em sua organizacdo estrutural para pesquisa; - os estudantes/docentes tenham atingide maior maturidade
profissional, cientifica e capacitacdo técnica; - os dados possam ser (parcial

ou totalmente) publicados em revistas de alto fator de impacto ou classificagio A1, A2, B1 ou B2 do sistema
Qualis-CAPES;

Comentarios e Consideractes sobre a Pesquisa:

Esclarecimento do efeito da exposicdo aos praguicidas para os diferentes parametros laboratoriais propostos.

Consideracdes sobre os Termos de apresentacgédo obrigatoria:

Folha de rosto estd devidamente preenchida ainda conta com a autorizagdo da Prefeitura Municipal de
Serranopolis do Iguacu.O TCLE esta correto e tambem possui TERMO DE AUTORIZACAO DE USC DE
IMAGEM E/OU ENTREVISTA.

Recomendacdes:

N&o ha recomendacgoes.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacoes:

Parecer Aprovado.

Situacéo do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciacdo da CONEP:

Nao

Consideracdes Finais a critério do CEP:
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