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RESUMO

Doencas desencadeadas ou agravadas pela contaminagdo ambiental
resultante dos poluentes atmosféricos vém se tornando cada vez mais
preocupantes, entre as quais se destacam as doencas respiratorias e
cardiovasculares. Varios estudos tém mostrado uma associacao entre poluicao
atmosférica e o desenvolvimento de doengas cardiovasculares, especialmente
devido ao material particulado no ar. Este material, por sua vez, possui
diversas substancias em sua composicdo quimica, dentre eles o0s
hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAs), os quais tém sido fortemente
associados com o processo inflamatério em estudos in vitro. O benzo[a]pireno
(BaP) é um dos HPAs mais importantes, sendo que seu metabdlito mais
utilizado como biomarcador de exposi¢cdo € o 1-hidroxipireno (1-HP) urinario.
Considerando as doencgas cardiovasculares, o infarto agudo do miocardio (IAM)
€ um dos desfechos clinicos mais relevantes pela sua alta morbidade e
mortalidade. Sabe-se que, além dos efeitos da poluicdo atmosférica, outros
fatores sdo considerados determinantes no desenvolvimento de doencas
cardiovasculares, como o tabagismo, sedentarismo, dislipidemias, historico
familiar, entre outros. Neste contexto, o presente trabalho avaliou a possivel
associacdo entre exposicdo ambiental ao benzo[a]pireno, inflamacdo e
biomarcadores do estresse oxidativo em pacientes com IAM. Fizeram parte
deste estudo individuos diagnosticados com IAM (N=58) e individuos néo
infartados controles (N=41), sendo cada grupo dividido em fumantes e nao
fumantes. A concentracdo urinaria de 1-HP foi quantificada por CLAE e os
resultados corrigidos pela excrecdo urinaria de creatinina. Analises laboratoriais
de rotina como exames hematologicos, bioquimicos, bem como biomarcadores
inflamatorios (PCRus) foram quantificados, além de biomarcadores do estresse
oxidativo (MDA, SOD, &-ALA-D, CAT, GPx), antioxidantes n&o-enzimaticos
exdgenos (B-caroteno, licopeno, vitamina E e retinol) e carboxihemoglobina
(COHb), todos em amostras sanguineas. Os resultados demonstram aumentos
significativos dos niveis de 1-HP urinario, PCRus, MDA e das atividades das
enzimas CAT e GPx em pacientes poés-infarto (fumantes e ndo fumantes) e
ainda uma inibicdo da &-ALA-D somente no grupo pés-infarto ndo fumantes,

comparados aos grupos controles. Além disso, uma diminuicdo na atividade



enzimatica de SOD e dos niveis de B-caroteno foram encontrados nos dois
grupos pos-infarto comparados aos grupos controles. Os niveis de COHb nédo
apresentaram alteracdes significativas nos grupos estudados, exceto para o0s
fumantes, independente do infarto. Correlagcdes positivas de MDA (r=0,326,
p=0,01) e CAT (r=0,474, p=0,001) com os niveis urinarios de 1-HP foram
encontradas. Por outro lado, &-ALA-D (r=-0,353, p=0,01) e [B-caroteno (r=-
0,309, p=0,05) foram negativamente correlacionados com a excre¢ao urinaria
de 1-HP; as correlagdes foram obtidas somente para 0s grupos nao-fumantes.
Os resultados indicam que os individuos com IAM apresentam maiores niveis
do biomarcador inflamatério PCRus, além de alteracbes em varios
biomarcadores de dano oxidativo em conjunto com um aumento da excrecao
urinaria de 1-HP. Desta forma, estes resultados sugerem que, para uma melhor
compreensao da exposicdo ao benzo[a]pireno e eventos cardiovasculares, o
tabagismo deve ser excluido. Ainda, os resultados demonstram que o BaP
tende a aumentar a peroxidacao lipidica, apesar de aumentar a atividade da
catalase. Além disso, o BaP demonstrou inibir a enzima 8-ALA-D e atuar na
deplecédo de B-caroteno. Desta forma, sugere-se que o BaP induz o estresse
oxidativo e que este aumento, isoladamente e/ou em conjunto com o
metabolitos ativos do benzo[a]pireno, podem contribuir para o desfecho clinico

do infarto agudo do miocardio em individuos nao-fumantes.

Palavras chave: poluicdo do ar, 1-hidroxipireno, peroxidacéo lipidica,

inflamacéo.



ABSTRACT

Diseases caused or aggravated by environmental pollutants are
becoming increasingly worrisome, especially respiratory and cardiovascular
diseases. Several studies have shown an association between air pollution and
the development of cardiovascular diseases, considering the existence of
particulate matter in the air pollution. Particulate matter presents various
substances in its chemical composition, e.g. polycyclic aromatic hydrocarbons
(PAHSs), which have been strongly associated with the inflammatory process in
in vitro studies. Benzo[a]pyrene (BaP) is one of the most important PAHSs,
whose most commonly utilized biomarker of exposure is the urinary metabolite
1-hydroxypyrene (1-HP). Regarding cardiovascular diseases, acute myocardial
infarction (AMI) is clinically relevant due to its high morbidity and mortality. In
addition to air pollution effects, several other factors are determinant in the
development of cardiovascular diseases, for instance, smoking, sedentary
lifestyle, dyslipidemia, family history, etc. In this context, the present study
evaluated the possible association of environmental exposure to BaP,
inflammation and oxidative stress biomarkers in AMI patients. Patients
diagnosed with AMI (N=58) and controls (N=41) were enrolled in this study and
divided into smokers and non smokers. The urinary excretion of 1-
hydroxypyrene (1-HP) was analyzed by HPLC and results were corrected by
urinary creatinine values. Hematological and biochemical parameters,
inflammatory (hsCRP) and oxidative stress (MDA, SOD, 8-ALA-D, CAT, GPx)
biomarkers, exogenous non-enzymatic antioxidants (p-carotene, lycopene,
vitamin E e retinol) and carboxyhemoglobin (COHb) were determined in blood
samples. We report increases in 1-HP urinary excretion, hsCRP and MDA
levels, in CAT and GPx enzymatic activities in post-infarction patients (smokers
and non smokers) and also an inhibition of 8-ALA-D activity only in the post-
infarction non smoker group, compared to the control groups (p<0.05).
Furthermore, decreases in SOD enzymatic activity and B-carotene levels have
been found in the post-infarction groups compared to controls. COHb levels did
not change significantly in both groups, except for smokers which increased
independently from the infarction. MDA (r=0.326, p=0.01) and CAT (r=0.474,

p=0.001) were positively correlated with the levels of urinary 1-HP. On the other



hand, &-ALA-D (r=-0.353, p=0.01) and [B-carotene (r=-0.309, p=0.05) were
negatively correlated with 1-HP urinary excretion; correlations were obtained
only with non smoker groups. Thus these results suggest that in order to better
understand the exposure to BaP and cardiovascular events, smoking must be
excluded. Moreover, BaP was shown to increase lipid peroxidation despite the
increase in catalase activity; BaP was also able to inhibit 8-ALA-D enzymatic
activity and deplete 3-carotene levels. Therefore, our findings suggest that BaP
increases oxidative stress by itself or in conjunction with its active metabolites,
which may contribute to the clinical outcome of the AMI in non smokers.

Keywords: air pollution, 1-hydroxypyrene, lipid peroxidation,

inflammation.
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Doencas desencadeadas ou agravadas pela contaminagcdo ambiental
atmosférica vém sendo cada vez mais preocupantes, pois desencadeiam as
doencas respiratorias e cardiovasculares. Além disso, representam, em médio
e longo prazo, aumentos nos gastos com salde, pelo Sistema Unico de Salde,
com mais atendimentos ambulatoriais, gastos com medicamentos, internacgoes,
intervencdes clinicas e ainda queda na qualidade de vida da populacéo.

Os contaminantes ambientais atmosféricos ocasionam intoxicacdes
exdgenas que podem ser cronicas e/ou agudas, provocando o
desenvolvimento de sinais e sintomas nos individuos expostos. Os grupos
etarios mais suscetiveis aos efeitos dos poluentes sédo os idosos e as criancas.
Porém a populacdo em geral e os profissionais que permanecem expostos a
estes xenobidticos por um periodo diario maior também séo afetados.

Neste sentido, consta no plano estratégico dos grandes centros de
estudo em meio ambiente, como o National Institute of Environmental Health
Sciences dos Estados Unidos da América, a definicdo de algumas principais
metas no seu plano estratégico para 0s proximos anos, as quais podem ser
adaptadas para a realidade brasileira da seguinte forma: aumento do papel da
pesquisa clinica nas ciéncias ambientais, especialmente com estudos em seres
humanos acerca dos efeitos téxicos dos poluentes ambientais na saude. Deste
modo, € possivel utilizar os estudos dos efeitos dos poluentes ambientais como
uma forma de ampliacdo do conhecimento da biologia humana, incluindo
investigacOes da relacdo do estresse oxidativo como mecanismo patologico
desencadeador de doencas, bem como medidas de material particulado em
amostras ambientais. Sabe-se que as doencas cardiovasculares contribuem
significativamente, como grupo causal para a taxa de mortalidade em todas as
regides brasileiras. Estas doencas constituem uma das principais causas de
permanéncia hospitalar prolongada e sao responsaveis pela alocacdo de
importantes quantias de recursos publicos em hospitalizacées no Brasil. Vale
ressaltar que os fatores ambientais sdo considerados determinantes das
doencas cardiovasculares, apesar de outros habitos de vida também
exercerem forte influéncia no risco ao desenvolvimento de doencas coronarias,

entre eles o tabagismo.
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2.1. Objetivo geral

e Avaliar possiveis associacfes entre biomarcadores da poluicdo
atmosférica, dano oxidativo e inflamagdo em pacientes apos infarto

agudo do miocardio.

2.2. Objetivos especificos

e Comparar os resultados entre percentagem da carboxihemoglobina e
concentracdo urinaria do 1-hidroxipireno como possiveis biomarcadores

da exposicdo ambiental a poluicdo atmosférica;

e Estudar possiveis correlacbes entre os biomarcadores da poluicao

atmosférica e o biomarcador de lipoperoxidacgéo;

e Estudar possiveis correlacbes entre os biomarcadores da poluicao

atmosférica e antioxidantes enddgenos;

e Estudar possiveis correlacbes entre os biomarcadores da poluicao

atmosférica e antioxidantes exdgenos;

e Estudar possiveis correlacbes entre os biomarcadores da poluicao

atmosférica e a inflamacéao;
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3.1. Poluicdo ambiental

Os efeitos deletérios da poluicdo ambiental sobre a saide humana vém
sendo relatados nos udltimos anos. Dentre eles, Logan reportou em 1953 o
aumento da mortalidade em Londres no inverno de 1952, durante o qual houve
aumento intenso da poluicédo do ar, sendo registradas mais de 4000 mortes.

Em 2002 uma publicacdo na Associacdo Médica Americana demonstrou
gue a exposicao cronica aos poluentes atmosféricos reduz significativamente a
expectativa de vida, devido um numero excessivo de casos de cancer de
pulméo, doenca pulmonar obstrutiva cronica e doengas cardiovasculares.

No final de 2006 a Organizacdo Mundial de Saude (OMS) recomendou
um rigoroso controle da qualidade do ar, reconhecendo que a poluicdo mundial
€ responsavel por mais de dois milhdes de mortes por ano.

No Brasil, o desenvolvimento tecnoldgico e econdmico norteado pelo
aumento do parque industrial, crescimento da frota leve e pesada e expansao
da fronteira produtiva, acarretou novos desafios para a determinacdo dos
impactos da poluicdo a saude humana. Assim, a expansdo das fontes levou
problemas de poluicdo atmosférica a areas desprovidas de capacidade de
monitoramento e gestdo do risco.

Neste sentido, varios trabalhos vém sendo iniciados no pais para
investigar questbes importantes entre os efeitos da poluicdo em cidades
urbanas e a saude humana, especialmente, com abordagem sobre o sistema
cardiovascular e respiratério (Saldiva, 1994; Martins, 2002; Bakonyi, 2004;
Braga, 2007; Carmo, 2010; Bueno, 2010; Souza, 2010).

Dentre os poluentes ambientais destacam-se o material particulado
(MP). A poluicao pelo MP refere-se a uma mistura de particulas soélidas ou
liquidas suspensas no ar, que variam em forma, composicdo e origem. De
modo geral, pode-se definir a distribuicdo do MP como trimodal, com fracGes
grossa, fina e ultrafina (Pope et al., 2002). A fracdo grossa € composta por
particulas com diametro aerodinamico superior a 2,5 um, estando presentes e
naturalmente geradas a partir do solo ou outros materiais da crosta. Nas
cidades com alta densidade de trafego, uma fracdo significativa da fracao
grossa € produzida pela friccdo dos pneus dos veiculos com o asfalto das ruas,

contendo elementos do pavimento e da borracha pneumatica.
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As particulas finas (MP 2,5) sdo derivadas, de maneira geral, de
processos de combustdo de automotores, industrias ou usinas termoelétricas.
O MP 2,5 contém particulas primarias, produzidas diretamente pelas fontes
emissoras, bem como particulas secundarias (principalmente sulfatos e
nitratos), geradas pelo processo de conversao de gas a particulas a partir de
oxidos de enxofre e 6xidos de nitrogénio. Fazem parte do MP 2,5 particulas de
carvdo produzidas pela combustdo dos combustiveis fésseis, que possuem
adsorvidos a sua superficie diferentes elementos e compostos, tais como
metais pesados e hidrocarbonetos. As particulas ultrafinas, definidas como
aquelas com diametro aerodinamico inferior a 0,1 pm, tém um tempo de
residéncia na atmosfera relativamente curto, pois se agregam
progressivamente para formar particulas finas.

Além do MP, o monéxido de carbono (CO), o ozodnio (O3), 0 Oxido de
nitrogénio (NO;) e o didxido de enxofre (SO,) sdo importantes poluentes a
serem estudados.

O CO é um gas incolor, inodoro, insipido, néo irritante, emitido da
combustdo incompleta de materiais de carbono. As concentracfes desse gas
sdo geralmente elevadas em regides de trafego pesado, sendo os veiculos
responsaveis por cerca de 60% das emissbes de CO (WHO, 1999). Outra fonte
importante de exposicdo ao CO é a fumaca do cigarro que contem cerca de 5%
desse gas (Maynard e Waller, 1999). A afinidade da hemoglobina pelo CO é de
200 a 300 vezes maior do que o oxigénio, formando a carboxiemoglobina
(COHb), tornando a hemoglobina incapaz de se combinar com o oxigénio que
dependendo do nivel de exposicdo pode causar impactos sobre a saude
(Curtis, 2006; Maynard, 2004). A COHb € um biomarcador de exposi¢cdo ao
monoxido de carbono oriundo da poluicdo atmosférica, do trafego e do cigarro,
sendo que em um estudo com guardas de transito mostrou que a influéncia do
cigarro era muito mais representativa em relacédo a exposi¢ao a poluicao do ar
nos niveis de COHb, indicando que este ndo seria um bom biomarcador de
exposicao a poluicado atmosférica (Bono, 2007).

O MP em suspensdo permanece por longos periodos na atmosfera
antes de ser removido por mecanismos de depuracdo. O MP é tido como o
maior causador de efeitos adversos a saude entre os poluentes presentes no ar

(D’Amato, 2002). Isso se deve ao fato de que geralmente esta agregado em
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sua superficie uma mistura complexa de substancias téxicas, como o0s
hidrocarbonetos policiclicos arométicos (HPAs) (Dallarosa, 2005; Valavanidis,
2006; Machado, 2009; Halec, 2010). O benzo[a]pireno € o mais abundante
entre os HPAs, considerado um dos mais potentes agentes carcinogénicos em
animais, além de embriotéxico e teratogénico (IARC, 2010). Por esta razéo, ele
tem sido utilizado como indicador da presenca de outros HPAs em amostras
ambientais. A toxicidade do BaP € provocada por sua potente acdo pro-
carcinogénica, uma vez que alguns dos seus metabdlitos intermediarios sao
intercalantes de DNA e, portanto, agentes mutagénicos/oncogénicos (Boffetta,
1997).

A exposicao aos HPAs carcinogénicos tem sido implicada na etiologia da
aterosclerose. Estudos tém demonstrado que a exposicdo ao BaP causa
aumento da progressdo da aterosclerose que € caracterizada pelo aumento
das ceélulas inflamatorias e placas ateroscleréticas (Knaapen, 2005),

importantes complicadores nas doencgas cardiovasculares.

3.2. Doencas cardiovasculares

Sabe-se que as doencas cardiovasculares contribuem
significativamente, como grupo causal, para a taxa de mortalidade em todas as
regides brasileiras. Além disso, constituem uma das principais causas de
permanéncia hospitalar prolongada e sdo responsaveis pela principal alocacao
de recursos publicos em atendimentos ambulatoriais e hospitalizagcbes no
Brasil (James, 1991).

Apesar dos fatores de estilo de vida, como o habito de fumar, a dieta e
0s exercicios, exercerem forte influéncia no risco ao desenvolvimento de
doencas coronarianas, os fatores ambientais sdo considerados determinantes
das doencas cardiovasculares. Nas Ultimas décadas, muitos estudos
epidemiologicos mostraram que a exposicdo a MP presente no ar respirado
estd associada com o aumento da mortalidade cardiovascular. Relaces
estatisticas significativas foram obtidas entre o MP do ambiente e isquemia do
coracao, arritmias e derrames (Colombini, 2008; Cancado, 2006; De Paula,
2005). Estudo com animais mostrou que a exposi¢cdo a MP aumenta o risco de

tromboses e forma lesdes ateroscleréticas (Zanobetti, 2005).



32

As doencas cardiovasculares sdo uma das principais causas de morte
nos paises desenvolvidos e em desenvolvimento, principalmente o infarto
agudo do miocéardio (IAM), que é uma necrose miocardica causada pela
isquemia, que pode ser diagnosticado e avaliado por métodos clinicos,
eletrocardiogréficos e bioquimicos. Os fatores de risco para doencas
cardiovasculares sao classificadas em ndo modificaveis, que sédo
essencialmente imutaveis, tais como faixa etaria mais elevada, sexo masculino
e histoéria familiar de doenca cardiovascular e os modificaveis como tabagismo,
dislipidemia, hipertensdo, inatividade fisica, obesidade e alcool (Goldman,
2010).

Apesar das evidéncias epidemioldgicas indicando que o MP pode
promover lesdes cardiovasculares e aterosclerose, os mecanismos da lesdo
cardiovascular e os seus efeitos ainda ndo estdo bem esclarecidos. Os
mecanismos que relacionam poluicdo do ar e sistema cardiovascular tém sido
atribuidos a mudancas na sintese ou reatividade do oxido nitrico (NO) que
podem ser causadas pela acao de oxidantes contidos no MP ou pelo aumento
enddgeno de espécies reativas de oxigénio (EROS), pela alteracdo dos fatores
de coagulacdo sanguinea, por ativacdo de resposta inflamatoria pulmonar e
sistémica, pela promocdo e potencializacdo do processo aterosclerético e
disfuncéo cardiaca (Zeka, 2006; Cancado, 2006). Portanto, estudos de efeitos
oxidantes sdo importantes, mais especificamente a abordagem do estresse
oxidativo como mecanismo patolégico. Porém, existem somente alguns
trabalhos experimentais relacionando efeitos do BaP e as doencas
cardiovasculares.

A toxicodinamica de muitos xenobioticos esta relacionada com o
aumento de dano oxidativo, devido ao aumento da formac&o de oxidantes e/ou
a deplecédo de antioxidantes no organismo. Muitos xenobioticos ao qual o ser
humano esta exposto ambientalmente geram intracelularmente espécies
reativas, especialmente de oxigénio, ocasionando danos oxidativos, por
exemplo, pode ocorrer modificacdo de proteinas e/ou enzimas, com perda de
funcao biolégica, a peroxidacao lipidica, que aumenta a perda da integralidade
de membranas celulares e, ainda o dano de DNA, sendo que, em todas as
situacbes, ha como consequéncia danos teciduais. Os danos oxidativos

induzidos nas células e tecidos tém sido relacionados com a etiologia de vérias
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doencas, incluindo algumas degenerativas, e também cardiopatias,
aterosclerose e problemas pulmonares (Ames, 1993; Sies e Stahl, 1995).

3.3. Estresse oxidativo

O estresse oxidativo é um processo desencadeado pelo desequilibrio
gerado entre as espécies oxidantes e antioxidantes do organismo, decorrente
da producdo excessiva de agentes oxidantes e/ou deplecdo de antioxidantes
(Sies, 1986; McGrath, 1995; Descamps-Latscha, 2001; Morena, 2002).

Os radicais livres (RLs) sdo agentes oxidantes caracterizados como
espécies atdbmicas ou moleculares que possuem um ou mais elétrons
desemparelhados na sua Orbita externa, tornando-as espécies altamente
reativas que agem como eletrofilos (GILLHAM et al., 1997). Sdo substancias
capazes de reagir rapidamente com diversos compostos e alvos celulares,
provocando danos a proteinas, carboidratos, lipidios e acidos nucléicos
(GILLHAM et al., 1997).

Dentre os oxidantes mais importantes envolvidos em processos
patolégicos estdo as espécies reativas de oxigénio (EROS) e as de nitrogénio
(ERNS). As principais EROS distribuem-se em dois grupos, as radicalares:
superéxido (O3’), hidroxila (OH") peroxila (ROO") e alcoxila (RO’); e as nao-
radicalares: oxigénio singlete ('O.), perdxido de hidrogénio (H.0,) e éacido
hipocloroso. Dentre as ERNS incluem-se o 6xido nitrico (NO"), o 6xido nitroso e
o peroxinitrito (HNOQ"), dentre outros. A maioria destes compostos apresenta
tempo de meia-vida muito curto (GILLHAM et al., 1997; SIES, 1997).

Os oxidantes podem ser formados no organismo através de diversos
processos. Durante a fosforilagdo oxidativa, mecanismo usado pelas células
para produzir energia quimica (ATP), parte dos elétrons é transferida para o
oxigénio, dando origem ao radical anion superéxido (O;) (JUNQUEIRA &
RAMOS, 2005). Eles ainda podem ser produzidos durante a oxidacdo de
acidos graxos, reacfes do citocromo P-450 e de células fagociticas, entre
outros. Algumas enzimas também sdo capazes de gerar RLs, sob condi¢des
normais ou patoldgicas. Fontes exdgenas como tabaco, radiacdes, luz
ultravioleta, solventes e alguns farmacos, dentre outros, também geram RLs ou

espécies reativas nao radicalares (BIESALSKI, 2002).
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Em condi¢des fisiolégicas normais, as EROS podem desempenhar
importante papel fisiolégico na regulagéo da resposta imunoldgica, participando
do processo fagocitico de defesa contra infec¢bes e atuando como fatores de
transcricdo na sinalizagéo intracelular, induzindo a apoptose (HALLIWELL,
1994; BIESALSKI, 2002). No entanto, o0 aumento na sua producdo e/ou a
reducdo de antioxidantes gera um desequilibrio, caracterizando o estresse
oxidativo (BEAL, 1995; FINKEL & HOLBROOK, 2000; GUTTERIDGE &
HALLIWELL, 2000; JUNQUEIRA & RAMOS, 2005), que provoca danos em
muitos constituintes celulares, como lipidios insaturados, proteinas e DNA
(FINDLAY et al., 2005).

O ataque de espécies reativas aos lipidios das membranas desencadeia
um processo chamado peroxidacgéao lipidica (URSO & CLARKSON, 2003), que
origina varios produtos secundarios. Estes produtos s&o principalmente
aldeidos, com capacidade para aumentar o dano oxidativo (UCHIDA, 2000).

O malondialdeido (MDA) é um dos mais conhecidos produtos
secundarios da peroxidacdo lipidica, resultante da exposicdo de membranas
biologicas a radicais livres, podendo ser utilizado como indicador da injaria de
membranas celulares. A quantificacdo de MDA em biomateriais € amplamente
utilizada como biomarcador do estresse oxidativo (ESTERBAUER et al., 1991).

O tempo de vida longo e a alta reatividade permitem ao MDA agir tanto
dentro, quanto fora das células, interagindo com outras biomoléculas como
acidos nucléicos e proteinas, frequentemente levando a danos irreversiveis
sobre o delicado mecanismo de funcionamento da célula (DEL RIO, 2005). O
continuo dano oxidativo leva a destruicdo de membranas, ricas em acidos
graxos poliinsaturados, contribuindo para a diminuicdo da sua fluidez e para a
injaria celular (HERSHKO, 1989). Ocorre perda da seletividade na troca idnica,
inativacdo de enzimas e proteinas de transporte da membrana e liberacao do
conteudo de organelas, como as enzimas hidroliticas dos lisossomos.
Adicionalmente, a oxidacdo de lipidios no sangue agride as paredes das
artérias e veias, facilitando o acumulo destes lipidios, com consequente
aterosclerose, podendo causar trombose, infarto ou acidente vascular cerebral
(BARREIROS, 2006).

Apesar disto, como na formacdo de RLs e espécies reativas, a

peroxidacgéo lipidica pode ser um processo fisiologico nem sempre prejudicial,
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capaz de induzir a morte da célula, uma vez que participa da resposta
inflamatéria  liberando  &cido  araquidénico e, subsequentemente,
prostaglandinas e distintos endoperoxidos (JAMIESON, 1989). Todavia, a
excessiva liberacdo destes produtos durante o dano oxidativo pode causar
edema celular, modificacdes na permeabilidade vascular, quimiotaxia e danos
teciduais (BLAKE et al.,, 1987), implicando, por exemplo, na patogénese da
aterosclerose (VAGIMIGLI et al., 2003).

O alvo celular primério do estresse oxidativo pode variar dependendo do
tipo celular, dos niveis absolutos de oxidantes produzidos, das espécies de
EROS geradas, do sitio de geracédo (intra ou extracelular) e da proximidade do
oxidante a estrutura celular. A extensdo do dano também dependera de
multiplos fatores.

As proteinas sdo um dos principais alvos celulares dos EROS e de
produtos do estresse oxidativo, por constituirem importantes componentes de
muitos sistemas biologicos e por combaterem de 50 a 75% de EROS como a
OH" (DAVIES, 1999), sendo também modificadas por um vasto numero de
reagbes envolvendo EROS (NYSTROM, 2005). Algumas modificagbes
protéicas provocadas por agentes oxidantes podem ou ndo provocar perda
funcional e alteracfes estruturais em proteinas, originando oxidacao reversivel
ou irreversivel, respectivamente (LEVINE et al., 2000; DALLE-DONE et al.,
2005).

O acido delta-aminolevulinico desidratase (3-ALA-D) é uma metaloenzima

ligada ao zinco, que tem atividade ligada aos grupamentos tidlicos da sua estrutura (FUKUDA

et al., 1998). E uma enzima essencial em muitos organismos, como componente
da rota de biossintese do heme, catalisando a condensacao de duas moléculas
de acido &-aminolevulinico (ALA) para formar o composto monopirrélico
porfobilinogénio. Assim, por participar na biossintese de moléculas
tetrapirrolicas, tem acdo na constituicdo de grupos prostéticos de importantes
proteinas fisiolégicas como a hemoglobina e citocromos (SASSA, 1998).

A 3-ALA-D é sugerida como um biomarcador de estresse oxidativo, uma vez que sua
atividade € altamente sensivel a presenca de elementos pro-oxidantes, os quais

podem oxidar seus grupamentos —SH (BOLZAN et al., 2002; SOARES et al.,
2002), levando a uma atividade enzimatica reduzida (ROCHA et al., 2004).
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Em patologias humanas, tais como cancer (GONCALVES et al., 2005),
diabetes (FERNANDEZ-CUARTERO et al., 1999) e insuficiéncia renal crénica
(FONTANELLAS et al., 2002) sao relatadas diminuigdes de atividade da 6-ALA-

D, ao mesmo tempo em que ocorrem danos oxidativos.

3.4. Antioxidantes

Para se proteger dos danos causados pelo estresse oxidativo, o
organismo dispde de um elaborado sistema de defesa antioxidante constituido
por enzimas como catalase, superéxido dismutase, glutationa peroxidase, e
numerosos antioxidantes ndo enzimaticos enddégenos como a glutationa
reduzida (GSH) e ubiquinona e micronutrientes como as vitaminas A, C, E,
carotenoides e flavonoides (MAYNE, 2003; URSO & CLARKSON, 2003). Tais
moléculas e proteinas sé@o responsaveis por manter a homeostase entre a
formacéo e a degradacdo de EROs, restaurando o balanco redox (FINDLAY et
al., 2005).

Por definicdo, uma substancia antioxidante é aquela capaz de diminuir
ou inibir a oxidacdo, mesmo presente em baixas concentracbes em relacao a
seu substrato. Desta forma, estes compostos tém como funcéo proteger os
sistemas biologicos contra os efeitos deletérios dos processos ou das reacdes
gue levam a oxidacdo de macromoléculas ou estruturas celulares. Isto implica
gue, os diferentes antioxidantes podem atuar em niveis e com modos de acéo
distintos (CAMPQOS, 2005)

Frente a acéo potencialmente lesiva das substancias oxidantes, torna-se
vital um delicado controle de sua producdo e consumo dentro das células, ou
seja, um fino balanceamento de sua concentracao intra e extracelular. O que é
possivel gracas a atividade dos antioxidantes que, removendo as substancias
reativas, as mantém em baixas concentracdes (REILLY et al., 1991).

O mecanismo de acdo dos antioxidantes é bem variado, desde a
remocao do oxigénio do meio, varredura das EROS, sequestro dos metais
catalisadores da formacdo de radicais livres, aumento da geracdo de
antioxidantes enddégenos ou mesmo a interacdo de mais de um mecanismo.
Ainda conforme a acao sobre os radicais livres, o antioxidante pode ser

denominado de “scavenger”, quando age transformando um radical livre em
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outro menos reativo, ou ‘quencher’, quando consegue neutralizar
completamente o radical livre através da absorcdo de toda a energia de
excitacdo (BELLO, 2002).

As espécies reativas podem ser inativadas por sistemas antioxidantes
enzimaticos e nao-enzimaticos presentes na circulacdo sanguinea ou no
interior das células. A superdxido dismutase (SOD), a catalase e a glutationa
peroxidase (GPx) s&o enzimas antioxidantes intracelulares, as vitaminas C
(acido ascorbico) e E (a-tocoferol), glutationa reduzida (GSH) e albumina sao
antioxidantes ndo enzimaticos. (NAKAZAWA et al., 1996).

O sistema enzimatico é a primeira linha de defesa antioxidante do
organismo, evitando o acumulo do anion superdxido e do peroxido de
hidrogénio. E formado por diversas enzimas, destacando-se a superoxido
dismutase (SOD), a catalase (CAT) e a glutationa peroxidase (GPx) (BELLO,
2002).

Na Figura 1, etapa A, € possivel observar que a SOD age transformando
anions superoxido em peroxido de hidrogénio, a qual é uma reacdo normal em
pH fisiologico, porém muito acelerada na presenca dessa enzima. A superoxido
dismutase pode ocorrer de trés formas, dependendo do metal associado a
mesma: cobre (Cu) e zinco (Zn) no citoplasma dos eucariontes, manganés
(Mn) na matriz mitocondrial e ferro (Fe) em bactérias (GILLHAM et al., 1997,
SIES, 1997).

Outro antioxidante enzimatico € a catalase, a qual possui a capacidade
de transformar o peroxido de hidrogénio em agua e oxigénio (Figura 1, etapa
B). Sua localizacdo esta nos peroxissomas, tendo por isto acdo diminuida em
orgdos como O coracdo, pulmdo e o cérebro que possuem poucos
peroxissomas. Nestes 0Orgdos a acdo antioxidante por esta enzima ocorre
guando os radicais livres atingem a corrente sangilinea, através da catalase
eritrocitaria (GILLHAM et al., 1997, SIES, 1997).

O peroxido de hidrogénio (H,O,) também pode ser desintoxicado pela
glutationa peroxidase (GPx) (Figura 1, etapa C), localizada no citoplasma e na
matriz mitocondrial. Sua acdo ocorre através da reducdo do H,O, e de
hidropeptideos organicos através da utilizacao da glutationa reduzida (GSH). A
GPx ocorre em sua maioria associada ao selénio (Se), e seus principais locais

de acgéo sao figado e eritrocitos, podendo ocorrer também no coragdo, pulmdes
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e musculos (GILLHAM et al., 1997, SIES, 1997). Desta forma, o sistema
antioxidante enzimatico diminui a formagdo de radicais hidroxila e,

consequentemente a peroxidacao lipidica (Figura 1; etapa D).

Superoxido .
dismutase [fa}] E

' Radicais
Radicais superéxido =) Peréxido de hidrogénio § hidroxila

"N b

! i Glutationa
' Glutationa .
Z redutase (C) peroxidase Peroxidagao lipidica

! (D) :

Figura 1 - Sistema antioxidante enzimatico (Adaptado de SIES et al., 1972).

O sistema antioxidante nao-enzimatico € formado por antioxidantes
hidrofilicos (GSH, vitamina C, indbis e catecois) e lipofilicos (bioflavonas,
vitamina E, carotendides) (MAYNE, 2003; URSO & CLARKSON, 2003).

O sistema antioxidante exégeno é formado por antioxidantes hidrofilicos
(vitamina C, indois e catecois) e lipofilicos (vitamina E, carotendides, vitamina
A) (MAYNE, 2003; URSO & CLARKSON, 2003). Dentre eles, as vitaminas
lipossoluveis merecem destaque, uma vez que muitos estudos tém relatado
gue os carotendides, tocoferdis (vitamina E) e retinol (vitamina A) apresentam
funcdo antioxidante, desempenhando um importante papel na defesa do
organismo contra os danos causados pelo estresse oxidativo (MONAGHAN &
SCHMITT, 1932; DI MASCIO et al., 1991; MILLER el tal., 1993; PALACE et al.,
1999; YOUNG & LOWE, 2001; ZHANG & OMAYE, 2001;TAPIERO et al., 2004;
TAMIMI et al., 2004; SLUIJS et al. 2009).

A vitamina E € um componente muito importante para a defesa celular

contra compostos que causam oxidacdo das moléculas celulares em
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mamiferos, agindo como antioxidante pode prevenir a oxidacdo de varias
formas: destruindo agentes oxidantes, ao agir como doador de hidrogénio para
o radical peroxila, diminuindo a conversdo de agentes oxidantes menos
reativos a mais reativos, facilitando o reparo de danos causados pelos agentes
oxidantes, providenciando um ambiente favoravel para a atividade de outros
antioxidantes (MILLER et al., 1993; ZHANG E OMAYE, 2001).

O retinol foi primeiramente descrito pelo trabalho de Monaghan e Schmitt
(1932), os quais relatam que a vitamina A pode proteger lipidios de rancidez. A
atividade antioxidante do retinol pode ser pelo fato dele atuar como um agente
de quebra de cadeia oxidativa por se combinar com o radical peroxil, antes que
esse radical possa propagar a peroxidacdo na fase lipidica da célula e gerar
hidroperoxidos (PALACE et al., 1999). Tesoriere et al. (1993) sugerem melhor
eficiéncia do retinol, comparado ao tocoferol, devido a sua curta cadeia de
polienos, que permite uma alta mobilidade e melhor oportunidade para interagir
com o radical peroxil na membrana (DAS, 1989).

Além disso, Topinka et al. (2007) sugerem um efeito protetivo da
vitamina A em condicfes de elevada exposicdo a hidrocarbonetos aromaticos
policiclicos. Recentemente, Sram et al. (2009) mostraram em estudo conduzido
com voluntarios saudaveis de trés paises da Europa, que ha uma associacao
inversa entre 0s niveis
de vitamina A e aductos do DNA (os quais levam ao dano de DNA apés
ativacao metabdlica) e Ragin et al. (2010) mostraram essa mesma associacao,
em voluntarios tabagistas.

Porém, atualmente muitos autores tém proposto um papel pro-oxidante
do retinol em sistemas biologicos (GEILAN et al., 2008; OLIVEIRA et al., 2009;
ROEHRS et al., 2009). Oliveira e colaboradores relatam que o retinol induziu
danos oxidativos a lipidios, proteinas e DNA, e em menor proporcédo, disfuncéo
mitocondrial, através de um mecanismo envolvendo aumento do &anion
superoéxido, (OLIVEIRA et al., 2009). Roehrs et al. (2009), em estudo realizado
com hemodialisados, relatam que niveis elevados de retinol na circulacao
atuam como pro-oxidantes, causando assim efeito adicional no processo de
estresse oxidativo.

A principal atividade antioxidante dos carotendides € a desativacdo do

oxigénio singleto, que constitui uma forma altamente reativa do oxigénio
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molecular, sendo que a velocidade para essa reacdo € superior a dos
tocoferdis. Os carotendides protegem as células de danos oxidativos
provocados por RLs e por EROs que podem ser gerados no citoplasma, nas
mitocondrias ou na membrana, atacando lipidios, proteinas, carboidratos e
DNA (SHAMI & MOREIRA, 2004), desempenhando assim, um importante
papel na prevencao de doencas associadas ao processo de estresse oxidativo
(RIBEIRO & SERAVALLLI, 2004).

A protecdo antioxidante é fornecida pelos carotendides aciclicos, que
possuem nove ou mais duplas ligagbes conjugadas (DI MASCIO et al., 1989).
Esses carotendides sao capazes de sequestrar EROs, como o radical peroxil e
0 oxigénio singleto, estabilizando o elétron desemparelhado do radical por
ressonancia. Ao combaterem EROs, podem interagir de trés maneiras
diferentes: transferéncia de elétrons, remocdo de ions de hidrogénio, ou
adicdo de espécies radicalares (YOUNG & LOWE, 2001).

Outros efeitos benéficos dos carotendides incluem aumento da funcao
do sistema imune (BENDICH, 1989), protecdo da radiacdo solar (MATEWS-
ROTH,1990), e inibicdo do desenvolvimento de certos tipos de cancer (Nishino,
1998).

3.5. Justificativa

Existem poucos trabalhos cientificos que correlacionam exposicoes a
poluicdo atmosférica e os biomarcadores do estresse oxidativo em seres
humanos, principalmente avaliando conjuntamente antioxidantes exdgenos,
como as vitaminas E, retinol e carotendides. Desta forma, devido a escassez
de trabalhos encontrados sobre esse assunto, estudos que contribuam para o
melhor entendimento do possivel envolvimento da exposicdo ambiental a
poluicdo atmosférica, sistema antioxidante, exdgeno e enddgeno, e 0 estresse

oxidativo sdo importantes.
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Abstract

Several studies have shown an association of air pollution and the development
of cardiovascular diseases, especially considering the existence of particulate
matter in air pollution. Recently, the role of polycyclic aromatic hydrocarbons
(PAHs) on the inflammation has been described mostly by in vitro studies.
Benzo[a]pyrene is one of the most important PAHs which is biotransformed into
the urinary metabolite 1-hydroxypyrene. In this context, the present work
evaluated the possible association among exposure to benzo[a]pyrene,
inflammation and oxidative stress biomarkers in acute myocardial infarction
(AMI) patients. 58 subjects diagnosed with AMI and 41 healthy controls were
sub-divided into smokers and non-smokers. Urinary excretion of 1-
hydroxypyrene (1-OHP) was quantified by HPLC. Hematological and
biochemical parameters, inflammatory biomarker (hs-CRP) and oxidative stress
biomarkers (MDA, SOD, ®-ALA-D, CAT, GPx and exogenous antioxidants)
were determined in blood. We report increases of hs-CRP, MDA levels, CAT
and GPx enzymatic activities and also increased 1-OHP urinary excretion in
post-infarction patients in relation to controls. Besides, a decrease in 3-carotene
levels and SOD activities for smokers and non-smokers were found. 6-ALA-D
activities were also decreased, but only in non-smokers (p<0.05). COHb was
not significantly altered in the studied groups. MDA (r=0.326, p=0.01) and CAT
(r=0.474, p=0.001) were positively correlated to the 1-OHP urinary excretion in
non-smokers. On the other hand, &-ALA-D (r=—0.353, p=0.01) and [-carotene
(r=—0.309; p=0.05) were negatively correlated to the urinary excretion of 1-OHP
in non-smokers. Our findings demonstrate that AMI patients have higher hs-
CRP levels and that exposure to BaP in non-smokers was correlated with
oxidative damage and depletion of exogenous antioxidant. Thus, BaP could at
least partially be responsible for the process that triggers AMI, considering its
pro-oxidant and pro-inflammatory effects which may contribute to the
development of atherosclerosis; however, this mechanism should be confirmed
and fully elucidated in future animal studies.

Keywords: air pollution, 1-hydroxypyrene, lipid peroxidation, inflammation.
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Evidéncias e estudos anteriores in vitro indicam que o benzo[a]pireno
induz a inflamag&o que também esta associado ao estresse oxidativo. Além
disso, o MP da poluicdo atmosférica pode incorporar véarios HPAS,
especialmente o BaP (Pope et al., 2002). Neste contexto, este trabalho estudou
as associacdes do biomarcador de exposicdo ao BaP com o dano oxidativo e
inflamacdo em pacientes com infarto agudo do miocardio. Deve-se notar que o
ndamero de pacientes infartados submetidos ao tratamento com farmacos tais
como estatinas em nosso estudo foi maior em relagdo aos controles, o que
pode explicar a diminuicdo significativa nos niveis de triglicerideos. A lesdo do
miocardio tem sido associada com uma leucocitose (Goldman e Ausiello, 2010)
justificando 0 aumento dos leucécitos encontrado nos pacientes infartados.

A maioria dos estudos anteriores sugeriram que a quantificacdo de
urinaria 1-HP pode ser usado como um biomarcador representativo para avaliar
HAP exposicdo, mais especificamente, a exposicdo a BAP (Bergamaschi et al,
2005;. Campo et al, 2010; Castafio- Vinyals et al, 2004; Jongeneelen et al,
1988; Liu et al, 2010). Por conseguinte, este biomarcador estd sendo usado
também no biomonitoramento de exposi¢cdo humana a poluicdo do ar (Hansen
et al, 2008; Martinez-Salinas et al, 2010). Um aumento no nivel 1-HP urinério
foi encontrado para fumantes e ndo fumantes, indicando que a poluicdo do ar €
uma fonte possivel de exposicdo ao BaP para os ndo fumantes apos o infarto,
considerando que é uma fonte comum para ambos 0s grupos fumantes e néo
fumantes. Observamos que os fumantes apresentaram valores muito mais
elevados de 1-HP urinario em relacdo aos nao-fumantes, indicando que os
fumantes apresentam uma fonte adicional de exposi¢cdo BaP, habito de fumar

(Wang et al., 2011), mas também tendo maior exposi¢cdo ao benzo [a] pireno
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para os infartados ndo-fumantes, o que é, provavelmente, devido a poluicdo do
ar ambiental. Por outro lado, a COHb ndo demonstrou especificidade suficiente
para ser adotado como um biomarcador de exposicdo ambiental (Bono et al.,
2007), considerando a auséncia de diferenca significativa entre os controles e
pacientes com IAM, mas apenas entre fumantes e nao fumantes. Um estudo
realizado com ratos expostos a benzo [a] pireno demonstrou que o BaP foi
capaz de induzir danos as proteinas e ao DNA, provavelmente como resultado
da formacao de metabdlitos reativos do BaP e espécies reativas do oxigénio
(Kim e Lee, 1997).

Neste estudo, o0s pacientes poés-infarto apresentaram danos lipidico
significativamente maiores em relagdo aos controles e também que a excrecéo
do 1-HP é maior em pacientes fumantes e ndo-fumante com IAM. Além disso,
pacientes pos-infarto agudo do miocardio apresentaram uma inibicdo na
atividade da 6-ALA-D em relagao aos controles. A enzima 6-ALA-D tem sido
sugerido como um biomarcador de estresse oxidativo, porque é altamente
sensivel a oxidacdo -SH por elementos pro-oxidantes (Soares et al., 2002),
conduzindo a reducédo da atividade enzimatica (Rocha et ai. , 2004). Trabalhos
anteriores do nosso grupo também tém demonstrado que &-Ala-D foi diminuida
guando o stress oxidativo foi aumentado (Moro et al, 2010; Roehrs et al, 2009).

Nossos resultados também demonstraram uma diminuicdo da
superéxido dismutase (SOD) em pacientes poés-infarto. SOD é considerada
uma enzima chave na deplecéo de radicais superéxido, que sdo considerados
EROs primérios, uma vez que sdo conhecidos por culminar na formacéo de
novas espécies reactivas, a EROs assim chamada secundéaria, tais como o0s

radicais hidroxila e peréxido de hidrogénio (Moro et al, 2010; Kiruthiga et al,
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2007). Uma vez que a SOD é ativada, € conhecida por aumentar a formacao
de H>O, como um resultado da atividade enzimatica, na tentativa de reduzir os
niveis de radicais superoxido. No nosso estudo, a diminuicdo da atividade SOD
pode ser uma consequéncia de uma ativacdo enzimatica prévia, que foi
responsavel por diminuir niveis de radicais superéxido, resultando assim na
formacdo de H,O,. Neste caso, € provavel que ndo conseguimos detectar a
ativacdo SOD uma vez uma diminuicdo da atividade enzimatica ja tinha sido
estimulada por diminuicdo anion superéxido. Por outro lado, observou-se uma
ativacdo de ambas enzimas CAT e GPx que poderiam estar ligadas a uma
tentativa de limpar e inativar EROs secundarios, tal como peréxido de
hidrogénio, por um sistema antioxidante compensatoria (Fridovich, 1986;
Liochev e Fridovich, 1994) .

Além disso, alguns estudos tém sugerido que o0s carotendides
sequestram radicais peroxila por influxo de hidrogénio e de transferéncia de
adicdo ou de elétrons (Burton e Ingold, 1984; Liebler e McClure, 1996; Woodall
et al, 1997). Neste contexto, B-caroteno € um antioxidante n&ao-enzimatico
exdgeno importante que pode atuar por eliminacao de radicais livres e espécies
reativas de oxigénio antes que eles exercem os seus efeitos deletérios (El-
Agamey et al.,, 2004). Detectamos que os niveis de [-caroteno foram
diminuidos em pacientes com infarto agudo do miocardio em comparacao com
0s controles, mas ndo houve alteracdo significativa de outros antioxidantes
exdgenos analisados nestes pacientes.

Os niveis séricos hsCRP foram aumentados em pacientes pdés-infarto,
indicando que este biomarcador de inflamacéo esta ligado ao infarto agudo do

miocéardio. Apesar do aumento desta proteina inflamatoéria, nenhuma correlacao
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com a excrecao de 1-HP urinéario foi encontrado. Neste cenario, o envolvimento
de outras citocinas inflamatorias e moléculas de adesdo poderia ser
investigada e, possivelmente, correlacionadas com a excrecao 1-HP.

A exposicao ao benzo [a] pireno da poluicdo do ar, foi observada pelo
aumento do seu metabdlito o 1-HP, e suas correlacdbes com importantes
biomarcadores de estresse oxidativo, como MDA e &-ALA-D, antioxidantes néo
enzimaticos como B-caroteno e do sistema antioxidante enzimatico catalase
séo relatados em nosso estudo.

De acordo com as varias andlises de regressao linear realizadas neste
trabalho, os niveis urinarios de 1-HP explicam a peroxidacdo lipidica, o
aumento da atividade da catalase, e também explicam a inibicdo da atividade
de enzima &-Ala-D e diminuigdo dos niveis de B-caroteno em pacientes pos-
infarto. Portanto, para nosso conhecimento, este € o0 primeiro estudo da
associacao entre poluicdo do ar e danos oxidativos a proteinas e lipidios,
juntamente com alteracbes nos compostos antioxidantes, como carotenoides e
catalase, em pacientes com IAM. Estes resultados corroboram estudos
experimentais, sugerindo o envolvimento de BAP, em mecanismos de
formacdo de espécies reativas, que pode estar associado com danos lipidicos
e proteicos (Gao et ai, 2011;. Gentner e Weber, 2011;. Park et al, 2009).

Apesar do fato de que os efeitos cancerigenos e mutagénicos do benzo
[a] pireno estariam bem documentados na literatura, foram encontradas uma
associacao de inflamacdo com o estresse oxidativo e BaP da poluicdo do ar em
pacientes com IAM neste trabalho, porém serda necessario realizar mais
estudos em diferentes populacdes que corroborem com os resultados aqui

apresentados.



6. CONCLUSAO
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Nossos resultados indicam que individuos ndo-fumantes apds o infarto
guando, expostos ao benzo [a] pireno da poluicdo do ar, apresentam uma série
de alteracdes bioquimicas em importantes enzimas e vias de sinalizacao que
estao associados a patogénese do infarto agudo do miocardio
(IAM). O biomarcador de exposi¢cdo ao BaP presente na poluicdo ambiental, o
1-hidroxipireno, parece ser uma ferramenta importante na avaliagdo da
exposicdo a poluicdo do benzo[a]pireno em individuos que sofreram infarto
agudo do miocardio, e permitiu diversas correlacdes entre 0os mecanismos
subjacentes de danos oxidativos e a exposi¢cdo ao BaP presente na poluicdo do
ar.

Em resumo, os diferentes biomarcadores de dano oxidativo podem estar
associados com a exposicao ao BaP em pacientes com IAM. Um aumento na
PCRus também foi encontrado em pacientes infartados. No entanto, a
investigacdo de novos biomarcadores inflamatorios justifica-se, a fim de
compreender como a ativacao da inflamacao é influenciada pela exposi¢cdo ao

BaP na poluicdo atmosférica e no inicio do infarto agudo do miocardio.
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ANEXO |

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

......... data de nascimento S N S sSexo
RGi fui convidado(a) pelos profesores Dr. Iran Catro
(FUC) e Profd. Dra, Solange Cristina Garcia (UFRGS) a fazer parte de um
trabalho cientifico intitulado “AVALIACAO CLINICO-LABORATORIAL DOS
EFEITOS TOXICOLOGICOS DA POLUIQAO AMBIENTAL SOBRE A SAUDE
HUMANA”.

Neste trabalho serdo realizados exames clinico-laboratoriais com o
objetivo de avaliar os niveis de vitaminas (substancias capazes de impedir a
acdo dos radicais livres, que podem causar doencas). Além de analisar outros
parametros que possam ser relacionados a exposi¢cdo ambiental. Além destes
exames serdo realizadas entrevistas com questionarios sobre o uso de
medicamentos e o estado de saude dos individuos. Fui esclarecido que minha
participacao € de livre e espontanea vontade e que caso aceite, sera realizada
uma coleta de sangue venoso (10mL) minimo de risco ja conhecido para esta
técnica sem custo para o doador, além de uma amostra de urina (50mL)

Estou ciente de que receberei os resultados dos exames sem custo, mas
nao receberei nenhuma outra forma de pagamento e que poderei desistir de
fazer parte do trabalho a qualquer momento, sem qualquer tipo de
constrangimento, restricbes ou consequéncias.

Eu terei garantia da nao identificacdo e do carater confidencial dos
resultados. Terei garantia de acesso, em qualquer etapa da pesquisa, aos
profissionais responsaveis pela mesma, para esclarecimento de eventuais
duvidas acerca de procedimentos, riscos, beneficios, contatando a professora
Dra. Solange Cristina Garcia, responsavel pelo projeto.

Acredito ter sido suficientemente informado a respeito das informacgdes
gue li ou que foram lidas por mim, descrevendo o estudo.

Concordo, voluntariamente, em participar deste estudo e poderei retirar
0 meu consentimento a qualquer hora, antes ou durante o mesmo, sem
penalidades ou prejuizo ou perda de qualquer beneficio que eu possa ter
adquirido.

Porto Alegre,  de de 201 .

Assinatura do paciente ou responsavel

Assinatura de um dos responsaveis pela pesquisa



QUESTIONARIO DE AVALIAGAO

B Data: /| |
IDENTIFICACAO:
Nome:-
Endereco: Bairro:
Telefone: Escolaridade:
Idade: Data de nascimento: __ / /  Estado civil:
DIAGNOSTICO:

DADOS GERAIS:

1) Profisséo:

2) Tempo que exerce a funcéo:

3) Local de Trabalho (Bairro):

4) Numero de horas diarias de permanéncia no trabalho?

5) Medicamentos? ( )Sim ( ) Nao Qual?

6) tempo uso/frequéncia:

7) Polivitaminicos? ( )Sim ( ) Nado Qual?

8) tempo uso:

9) Doenga crdnica? ( )Sim () Nao

() Hipertensao arterial ( )AvVC

() Infarto do miocérdio () Diabetes mellitus
() Outros:

10) Frequéncia/episodios:

11) Apresenta histoérico familiar de doenga? ( ) Sim () Nao
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() Hipertenséo arterial ( )AVC
() Infarto do miocérdio () Diabetes mellitus
() Outros:

ALTERACOES RESPIRATORIAS E CARDIOVASCULARES

Frequéncia | Estacdo | Tratamento | Observacbes
* do ano

Rinite

Sinusite

Gripes/resfriados

Dores de
garganta

Tosse

Pigarro

Bronquites

Asma

Pneumonia

Falta de ar

Palpitacéo

Dor no peito

Tonturas

Escurecimento
visao

Dores de cabeca

Enxaqueca

Convulsdes

Perda de
sensibilidade

Formigamento

Ardéncia nos
olhos

Outros

(*) F =frequentemente R =raramente N = nunca

HABITOS DE VIDA

Tabagismo:




Fumante? ( ) Fumante () Ex-fumante () Nunca fumou
34)Se fumante, quantos cigarros por dia?

35)Com que idade comecou a fumar? anos

36)Se Ex-fumante, quantos cigarros por dia?

37)H& quanto tempo parou de fumar? anos meses

Etilismo:
38)Faz uso de bebidas alcodlicas? ( )Sim () Nao

39)Qual a frequiéncia, a quantidade e o tipo de bebida (por semana)?
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40)Fez uso de bebidas alcodlicas nos dltimos 2 dias? ( ) Sim  ( ) Nao

41)Qual?

Habitos Alimentares:

42)Churrasco; Assador; ( )Sim ( ) Nao

43)Consumo mensal,

( ) Nenhuma ( )umavez ( )duasvezes ( ) trésvezes ou mais
44)Chimarrdao; ( )Sim ( ) Néao

Frequéncia/quantidade;

Atividade Fisica:

45)Pratica regularmente atividades fisicas? ( ) Sim ( ) Néo
46)Qual atividade vocé pratica?

( ) Caminhada ( ) Corrida ( ) Bicicleta ( ) Futebol ( )
Outro

47)Com que freqléncia e onde vocé pratica?
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O Comité de Etica em Pesquisa analisou o Projcto de Pesquisa “Avaliacdo Clinico-

Laboratorial dos Efeitos Toxicoldgicos da Polui¢do Ambiental sobre a Satide Humana”

Projeto de Pesquisa, de cunho interdisciplinar. apresenta uma proposta em toxicologia
clinico-laboratorial, + qual pretende analisar os niveis de poluentes que individuos estdo
expostos ambientali-2nte, avaliando os possiveis reflexos desta exposicdo para o
sistema cardiovascular, bem como a sua rela¢do com o estresse oxidativo, na tentativa
de obter informagdes clinicas ¢ laboratoriais qualificadas sobre os efeitos da poluicéo
ambiental na saide humana que possam ser fundamentais na =laboragdo de politicas
voltadas & melhoria das questdes relacionadas 2 poluicfo e a saude.

Parecer: Projeto Aprovado em 28 de abril de 2010.
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