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RESUMO

Criangas sdo mais sensiveis aos efeitos adversos causados por contaminantes
ambientais, tais como 0os metais, do que os adultos. Dentre esses efeitos adversos,
estdo os danos ao sistema nervoso central e inibicdo da enzima &-aminolevulinato
desidratase (ALA-D). Neste trabalho, as concentra¢des de alguns metais (Al, Pb, Cd,
As, Hg, Cr, Mn e Fe) foram quantificadas em amostras de sangue total, soro e
cabelo de criancas provenientes de uma area rural e de uma area urbana. Esses
elementos também foram quantificados em amostras de agua das residéncias das
criancas. A funcdo cognitiva foi avaliada através da aplicacdo do Teste Matrizes
Progressivas Coloridas de Raven. A atividade da enzima ALA-D e o indice de
reativacao da enzima (ALA-RE) com DTT e com ZnCl, foram avaliados. As criancas
da area rural demonstraram menor desempenho cognitivo no Teste de Raven do
que as criancas da area urbana (p<0,001). Niveis sanguineos de Cr e Hg foram
negativamente associados aos escores de QI (p<0,005). Além disso, os escores de
QI foram negativamente associados com os niveis de Mn e Fe no cabelo (p<0,01).
Adicionalmente, correlagcbes de Spearman foram observadas entre: Mn no cabelo
vs. Mn na &agua (p<0,001); Fe no cabelo vs. Fe na 4gua (p<0,05) e Fe no sangue
total vs. Fe na agua (p<0,001). A atividade da enzima ALA-D foi significativamente
diminuida nas criancas da é&rea rural em relacdo as criancas da area urbana
(p<0,05), bem como a ALA-RE com DTT e ZnCl; foi significativamente aumentada
nas criancas da éarea rural em comparacdo com as criancas da area urbana
(p<0,005). Adicionalmente, a inibicdo da ALA-D foi correlacionada com os niveis
sanguineos de Cr (p<0,05) e a ALA-RE com DTT foi associada com o0s niveis
sanguineos de Cr (p<0,001) e Hg (p<0,001). De forma semelhante, a ALA-RE com
ZnCl, foi também correlacionada com niveis sanguineos de Cr e Hg (p<0,05). Neste
estudo foi possivel observar déficit na fungdo cognitiva e inibicdo da ALA-D
associados a exposicao a alguns metais em criancas da area rural. Aléem disso, os

resultados indicaram a agua como uma provavel fonte de contaminacdo a metais.

Palavras-chave: Metais; déficit cognitivo; inibicdo da ALA-D; criangas.






ABSTRACT

Possible inter-relation between environmental xenobiotics and effects on

health of exposed children

Children are more sensitive to the adverse effects caused by environmental
contaminants, such as metals, than adults. Among these adverse effects, there are
the damage to nervous system central and inhibition of the enzyme 6-
aminolevulinate dehydratase (ALA-D). In this study, the concentrations of some
metals (Al, Pb, Cd, As, Hg, Cr, Mn and Fe) were quantified in whole blood, serum
and hair of children from rural and urban areas. These elements were measured on
samples of drinking water from household’s children. The cognitive function was
evaluated by the Raven’s Colored Progressive Matrices Test. The activity of the ALA-
D and the rate of reactivation of the enzyme (ALA-RE) with DTT and ZnCl, were
evaluated. Children from rural area had lower performance on the Raven’s Test than
children from urban area (p<0.001). The Cr and Hg blood levels were negatively
associated with percentile 1Q scores (p<0.05). Moreover, the 1Q scores were
negatively associated with Mn and Fe in hair (p<0.01). Additionally, Spearman’s
correlations were found between: Mn in hair vs. Mn in drinking water (p<0.001); Fe in
hair vs. Fe in drinking water (p<0.05) and Fe in whole blood vs. Fe in drinking water
(p<0.001). The activity of ALA-D was significantly decreased in children from rural
area when compared with children from urban area (p<0.05) and the ALA-RE with
DTT and ZnCl, was significantly increased in children from rural area compared with
children from urban area (p<0.005). Additionally, the ALA-D inhibition was correlated
with Cr in blood (p<0.05) and ALA-RE with DTT was associated with blood levels of
Cr and Hg (p<0.001). Similarly, ALA-RE with ZnCl, was also correlated with blood
levels of Cr and Hg (p<0.05). In this study it was revealed cognitive deficit and ALA-D
inhibition associated with exposure to some metals in children from a rural area.
Moreover, the results indicated the drinking water as a possible source of

contamination to metals.

Keywords: Metals; cognitive deficit; ALA-D-inhibition; children.






APRESENTACAO

Esta dissertacdo esta estruturada na forma de encarte de publicacdes
submetidas e/ou publicadas e dividida em secbes da seguinte maneira: Introducéo,
Objetivos, Revisdo da Literatura, Artigo presente no Capitulo |, Discussao,
Conclusbes, Referéncias Bibliograficas e Anexos.

A Introducéo apresenta de uma forma geral o embasamento tedrico no qual a
proposta deste trabalho foi construida. Os Materiais e Métodos, Resultados e as
Referéncias Bibliograficas pertinentes a publicacdo especifica encontram-se no
Capitulo I.

A secédo Discussado contém uma interpretacdo geral dos resultados obtidos. A
secdo Conclusdes aborda as conclusdes gerais da dissertacao.

A secdo Referéncias Bibliograficas lista a bibliografia utilizada nas sec¢des
Introducao e Discussao.

A secao “Anexos” contém o comprovante de submissao do artigo e 0 modelo

do termo de consentimento livre esclarecido.
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INTRODUCAO







Nos ultimos anos, o numero de substancias quimicas pelas quais os seres
humanos estdo expostos tem aumentado drasticamente (Carpenter, Arcaro e Spink,
2002). Sabe-se que, especialmente, apds a Segunda Guerra Mundial, milhares de
novos compostos quimicos sintéticos tém sido liberados no ambiente (Lloyd-Smith e
Sheffield-Brotherton, 2008). Em vista disto, os humanos estdo expostos a misturas
de contaminantes ambientais e ndo apenas a compostos isolados (Carpenter,
Arcaro e Spink, 2002; Henn, Coull e Wright, 2014). Embora muitas dessas
substancias possam causar efeitos téxicos independentes, em muitos casos, duas
ou mais substancias podem interagir causando efeitos adversos sinérgicos sobre os
sistemas biolégicos (Carpenter, Arcaro e Spink, 2002).

Nos paises em desenvolvimento, principalmente, os seres humanos podem
estar expostos a niveis elevados de alguns contaminantes ambientais, tais como
agrotoxicos, metais, entre outros residuos perigosos (Dominguez-Cortinas et al.,
2013). Os metais estdo entre 0s principais agentes toxicos detectados no ambiente
guando se trata de exposi¢cdo humana a substancias quimicas ambientais (Migliore e
Coppedé, 2009). Os agrotdéxicos constituem uma das principais fontes
antropogénicas de metais no ambiente (Tavares e Carvalho, 1992). Esses metais
podem contaminar a 4gua, comprometendo a qualidade para o consumo humano e,
consequentemente, trazer riscos para a saude das popula¢cdes expostas (Krishna e
Mohan, 2013).

As criancas representam um grupo especial quando se trata de exposicao
ambiental a agentes quimicos em areas contaminadas (Dominguez-Cortinas et al.,
2013). Isso porque, quando comparadas aos adultos, as criancas sao mais
vulneraveis aos efeitos téxicos causados pelos contaminantes ambientais,
principalmente devido a sua imaturidade fisica, cognitiva e fisiolégica (Lloyd-Smith e
Sheffield-Brotherton, 2008; Dominguez-Cortinas et al., 2013). A exposi¢ao infantil
em fases criticas do desenvolvimento pode trazer graves consequéncias
irreversiveis em longo prazo para a saude (Lloyd-Smith e Sheffield-Brotherton,
2008).

Os metais representam preocupacgdo particular para a saude das criancas
devido a probabilidade relativamente elevada de exposi¢cdo, uma vez que estdo
amplamente distribuidos no ambiente, podendo causar efeitos adversos

neurolégicos e sobre o desenvolvimento infantil (Henn, Coull e Wright, 2014). Além
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disso, a exposicado a metais raramente ocorre de forma isolada (Kordas et al., 2010).
A exposicdo a mdltiplos metais é associada a efeitos adversos sobre o
desenvolvimento neurolégico (Kim et al., 2013). Sendo assim, estudos avaliando
exposicdes a multiplos metais sdo importantes uma vez que a fonte de exposicao,
em muitos casos, pode ser a mesma (Rhonda Folio, Hennigan e Errera, 1982).

Além dos danos neurolégicos, a toxicidade induzida pelos metais pode causar
danos ao DNA, danos renais, disturbios sobre a biossintese do grupo heme da
hemoglobina, entre outros (Landrigan, 1982; Goyer e Clarkson, 1996;
Méndez-Gémez et al., 2008; Reyes et al., 2013).

Diante disso, percebe-se a necessidade de se investigar os efeitos adversos
provocados pela exposicdo a contaminantes ambientais, especialmente os metais,
sobre a saude de criancas, principalmente por ser um grupo sensivel a toxicidade
dessas substancias. Além disso, € importante se estudar os efeitos da exposicdo a
multiplos metais nesse grupo, uma vez que existem poucos estudos com este
enfoque. Também, a avaliacdo da presenca desses xenobidticos em amostras de
agua de consumo humano se faz necesséria, ja que pode possibilitar a investigacao
de uma possivel fonte de exposicdo. Dessa forma, o presente trabalho realizou a
quantificacdo de alguns metais em amostras bioldgicas (sangue e cabelo) de
criancas da area rural e da area urbana da regido central do RS, bem como realizou
a avaliacdo de alguns biomarcadores de exposicdo a esses xenobioticos e avaliacao
da funcdo cognitiva. A gquantificacdo dos metais na agua de consumo humano

também foi realizada.
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OBJETIVOS







Objetivo geral

v Avaliar a possivel relacdo entre a exposicao a metais e déficit cognitivo
em criancas residentes na area rural da regido central do Rio Grande
do Sul (RS).

Objetivos especificos

v Avaliacdo neuropsicolégica, através da aplicacdo de teste cognitivo
(Teste Matrizes Progressivas Coloridas de Raven) em criancas da area

rural e area urbana;

v' Quantificar metais téxicos e elementos essenciais em amostras de
sangue e cabelo, bem como quantificar metais em amostras de agua
das residéncias das criancas, utilizando espectrometria de massas com

plasma indutivamente acoplado (ICP-MS) como metodologia;

v Realizar uma comparacgao dos niveis de metais em amostras biolégicas

entre criancas da area rural e da area urbana do centro do Estado;

v Investigar a possivel associacao entre a exposicao infantil a metais e
inibicdo da enzima ALA-D;

v' Investigar a possivel associacdo entre a exposicdo infantil a metais e a

avaliacdo neuropsicologica.
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REVISAO DA LITERATURA







1. Toxicologia Ambiental e Contaminantes Ambientais

A Toxicologia Ambiental é uma das grandes areas da Toxicologia. Essa area
estuda os efeitos toxicos de contaminantes ambientais presentes no ar, agua e solo,
sobre os organismos vivos (OGA, 2008). Segundo um dos principios da Toxicologia
Ambiental, tanto os agentes toxicos de fontes antropogénicas, como os de origem
natural podem causar dano aos organismos, inclusive a saude humana. As fontes
naturais estdo relacionadas a fendmenos da natureza, como atividade vulcéanica,
incéndios florestais ndo causados pelo homem, entre outros. Por outro lado, as
fontes antropogénicas s&o decorrentes da atividade humana e incluem as fontes
industriais, esgoto, lixo doméstico e os agrotéxicos utilizados na agricultura (OGA,
2008).

Os metais sao produtos quimicos amplamente distribuidos no ambiente,
podendo ser encontrados naturalmente, além de poderem ser derivados de fontes
antropogénicas, entre elas, os produtos agricolas (Wang e Fowler, 2008; Kordas et
al., 2010). Alguns metais toxicos, como o0 mercurio e o arsénio, fazem parte da
composi¢ao dos agrotoxicos (Rhonda Folio, Hennigan e Errera, 1982; ATSDR, 1999;
ATSDR, 2007). Os agrotoxicos sdo produtos quimicos extensivamente utilizados na
agricultura para controlar pestes e insetos que atacam as plantacées (Khan et al.,
2013). Embora beneficiem amplamente a vida humana através do controle de
doencas, estdo entre 0s principais contaminantes ambientais nos dias de hoje
(Mostafalou e Abdollahi, 2013). O Brasil € um grande consumidor de agrotoxicos,
sendo considerado um dos maiores consumidores mundiais (Benedetti et al., 2013).
Estudos tém demonstrado que esses produtos quimicos tém a capacidade de
causar efeitos adversos a saude humana e contaminar o ambiente ao mesmo tempo
(Khan et al., 2013).

Alem disso, acredita-se que, geralmente, a exposicdo ambiental a metais
ocorre a uma mistura desses xenobidticos, e ndo apenas a metais isolados, 0s quais
podem agir no mesmo alvo através de efeitos sinérgicos (Wang e Fowler, 2008;
Kordas et al., 2010).
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2. Metais

Uma vez que sdo substancias onipresentes no ambiente, a exposicéo
humana a metais torna-se inevitavel, independente da seguranca com que Sao
usados em processos industriais ou produtos de consumo (De Casarett e Doull,
2012). Ao contrario de outras substancias toxicas, os metais ndo sdo produzidos
nem destruidos pelo homem. Porém, a sua utilizacdo pelos humanos influencia o
potencial toxico para gerar efeitos adversos sobre a saude de, pelo menos, duas
maneiras: (i) transporte ambiental para o ar, 4gua, solo e alimentos, através de
contribuicdes antropogénicas; (ii) alteracdo da forma quimica ou especiacdo de um
elemento (Goyer e Clarkson, 1996; De Casarett e Doull, 2012). Portanto, a
indestrutibilidade adicionada a bioacumulacdo dos metais contribui para o0 aumento
da preocupacdao relacionada aos efeitos toxicos provocados por esses xenobidticos
(De Casarett e Doull, 2012). A exposicdo ambiental a metais ocorre a partir de
diversas fontes, sendo a 4gua e os alimentos as fontes mais comuns de exposi¢ao
(Barany et al.,, 2002a; Dongarra et al., 2011). A toxicologia dos metais esta

brevemente resumida na Figura 1.

Ciclo ambiental Ecotoxicidade
Ampla distribuicao Solo
— 5 | Biotransformagdo — > Plantas
Biomagnificagao Animais

L/

i Dose
Ocupacional 3
Natural . Ambiental - Absorgao
Antropogénica Medicinal Distribuigdo
Dieta Biotransformagéo
Fonte Excregao

Exposicdo Humana . -
posig Toxicocinética

|

Estresse oxidativo g‘ade
Efeitosadversosa _  |Inibicdode enzimas . exo

saude humana Dano ao DNA sl e adaptadore§
Transportadores de metais

Proteinas de ligagdo a
Mecanismos de Toxicidade metais

Expresséo genética

Fatores do Individuo Exposto
Figura 1. Toxicologia dos metais (Modificado de De Casarett e Doull, 2012).
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Diversos efeitos adversos relacionados a exposicdo ambiental a metais
toxicos como o aluminio (Al), arsénio (As), chumbo (Pb), cromo (Cr) e mercurio (Hg),
tém sido relatados na literatura. Dentre eles, destacam-se a neurotoxicidade e a
genotoxicidade induzida por esses xenobidticos (Grandjean et al., 1999; Bouchard et
al., 2007; Méndez-Gomez et al., 2008; Kordas et al., 2010; Ciesielski et al., 2013;
Kim et al., 2013).

Além disso, alguns metais considerados essenciais para as funcgbes vitais
podem induzir toxicidade quando presentes em altas concentragcdes no organismo,
como o manganés (Mn) e o ferro (Fe) (Lee, Andersen e Kaur, 2006; Menezes-Filho
et al., 2009).

2.1. Aluminio

Aluminio (Al) € um dos metais mais abundantes na crosta terrestre (Goyer e
Clarkson, 1996; WHO, 1996). A 4gua e os alimentos, como frutas, vegetais e carne,
além de alimentos e bebidas industrialmente processados, constituem as principais
fontes de exposicdo ao Al na populacdo em geral. Outras fontes para a populacéo
incluem os utensilios de cozinha, desodorantes, antiacidos, etc (Abu-Tawel et al.
2012). Além disso, esse metal pode ser encontrado na atmosfera sendo proveniente
da erosao natural do solo, atividades agricolas e de mineragéo (WHO, 1998).

O Al ndo é um metal essencial para o ser humano, sendo que a principal
preocupacdo se refere a potencial toxicidade associada a exposicdo excessiva
(WHO, 1996). Além disso, é pobremente absorvido através da via oral e pela
inalagcdo, sendo que aproximadamente 0,1 % do Al ingerido pela dieta é absorvido
pelo organismo. No plasma, 80 a 90 % circula ligado a transferrina e a urina é a
principal rota de excrecdo do metal do organismo (Goyer e Clarkson, 1996; WHO,
1998).

Os principais orgaos afetados pela toxicidade do Al sdo os pulmdes, 0S 0SS0S
e o sistema nervoso central (Goyer e Clarkson, 1996). A neurotoxicidade associada
a exposicdo ao Al é bem relatada em estudos com animais de experimentagéo,
sendo relacionada a disfungdes das fungbes cognitiva e motora, além de

anormalidas comportamentais (De Casarett e Doull, 2012).
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2.2. Arsénio

O arsénio (As) é classificado com metaloide, uma vez que possui
propriedades intermediarias entre metais e ndo metais. E amplamente distribuido na
natureza na forma de diversos compostos, sendo 0s mais prevalentes as formas
inorganicas trivalente e pentavalente. Além das formas inorganicas, existem as
formas organicas, que podem ocorrer na forma metilada como consequéncia da
biometilacdo de organismos no solo, agua fresca e agua do mar (Goyer e Clarkson,
1996; ATSDR, 2007).

Cerca de 80 a 90 % do As inorganico ingerido € absorvido pelo trato
gastrointestinal (TGI), distribuindo-se rapidamente no organismo ligado a porcao
globina da hemoglobina, podendo acumular-se em unhas e cabelo (Goyer e
Clarkson, 1996).

Exposicao ao As pode ocorrer através do solo, 4gua, alimentos e ar. Criancas
expostas ao As podem apresentar os mesmos efeitos adversos que os adultos, tais
como irritacdo das mucosas intestinal e estomacal, problemas dérmicos, além de
reducédo na funcdo nervosa. Existem evidéncias de que exposi¢cdo em longo prazo
ao As inorganico em criancas pode levar a diminuicdo em escores de quociente de
inteligéncia (Ql) (ATSDR, 2007).

2.3. Chumbo

O chumbo (Pb) é um metal ubiqguo no ambiente, presente naturalmente ou
proveniente de atividades industriais. E um metal sabidamente tdxico, levando a
danos a diversos 6rgdos e sistemas, como ao trato gastrointestinal, aos rins, aos
sistemas cardiovascular, reprodutivo e hematolégico e, principalmente, a efeitos
adversos sobre o sistema nervoso central (Goyer e Clarkson, 1996).

A abosrcédo de Pb pelo TGl é de 10 %, enquanto que em criancas essa
absorcéo € de 40 %. Por causa disso, e por se tratarem de um grupo especialmente
sensivel aos efeitos toxicos da exposicdo a metais, existe uma crescente
preocupacao em relacéo a exposicao de criancas ao Pb (Goyer e Clarkson, 1996).

Baixos niveis de Pb podem ser encontrados no solo, agua e alimentos. O

Centro para Controle de Prevencdo de Doencas americano (CDC) estabele que
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niveis sanguineis de Pb em criancas ndo devem exceder 10 pg/dL (Bijoor, Sudha e
Venkatesh, 2012). No entanto, recentemente, aumentaram os dados na literatura
evidenciando que criancas com concentracdes sanguineas de Pb < 10 pg/dL
apresentam reducdo no desenvolvimento cognitivo, incluindo déficits de QI e baixa
performance académica (Liu et al., 2013; Vigeh et al., 2014). Em relacéo aos efeitos
do Pb sobre o sistema hematolégico, acredita-se que a inibicdo da enzima &-
aminolevulinato desidratase (ALA-D) seja o mais sensivel, podendo levar, por

exemplo, ao desenvolvimento de anemia (Goyer e Clarkson, 1996).

2.4. Cromo

O cromo (Cr) existe na natureza em duas formas quimicas, a trivalente (Cr*")
e a hexavalente (Cr®"), sendo a Gltima associada aos efeitos nocivos causados pela
exposicdo ao metal. O Cr® é considerado extremamente toxico aos sistemas
biolégicos, enquanto o Cr** é considerado um elemento essencial para o bom
funcionamento do organismo humano. O Cr pode ser lancado no ambiente a partir
da queima do gés natural, 6leo e carvao (Goyer e Clarkson, 1996; ATSDR, 2012).

O Cr* é classificado como um importante carcinogénico humano pela
Agéncia Internacional de Pesquisa em Cancer (IARC). Acredita-se que os efeitos
adversos atribuidos a exposicdo em adultos sdo 0s mesmos em criancas, sendo que
ainda ndo se sabe se as criancas sao mais sensiveis do que os adultos aos efeitos
causados pelo Cr (ASTDR, 2012).

2.5. Ferro

A deficiéncia de ferro (Fe) é um grave problema em criancas, uma vez que
leva ao desenvolvimento de anemia. Essa deficiéncia esta, principalmente,
relacionada a dieta inadequada, especialmente em paises em desenvolvimento (Low
et al., 2013).

Pouco se sabe quais efeitos adversos relacionados ao excesso de Fe no
organismo podem estar relacionados a saude infantii. Um estudo recente
demonstrou que a suplementacdo com esse elemento na infancia pode levar a

danos cognitivos no futuro (Lozoff et al., 2012). Por outro lado, existem evidéncias
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de efeitos benéficos resultantes da suplementacdo com Fe para a fungdo cognitiva
infantil (Low et al., 2013).

2.6. Manganés

Manganés (Mn) € um elemento essencial que ocorre naturalmente na
natureza. E considerado essencial, pois € um constituinte de diversas enzimas
importantes do organismo. Manganés existe nas formas organica e inorganica,
sendo que a forma inorganica pode estar presente na industria quimica, industria
téxtil e de couro e na composicéo de fertilizantes (ATSDR, 2012; WHO, 1996).

A absorcédo pelo TGI é de cerca de 5 %, apos € transportado pelo plasma
ligado a proteinas, sendo distribuido por todo o organismo. No organismo, Mn
apresenta a capacidade de atravessar a barreira hematoencefélica podendo se
acumular no cérebro (Goyer e Clarkson, 1996). O aumento de Mn no cérebro pode
causar injaria neuronal, podendo resultar na diminuicdo no namero de neurdnios
dopaminérgicos (Dorman et al., 2006). Elevadas concentracdes de Mn no cabelo de
criancas tém sido relacionadas a desordens cognitivas (Kordas et al., 2010; Riojas-
Rodriguez et al., 2010).

2.7. Mercurio

Mercurio (Hg) € um metal sabidamente toxico, existindo em diversas formas
guimicas no ambiente com diferentes perfis toxicologicos (Grotto et al., 2010). O
mercurio metalico € encontrado na natureza na forma liquida em temperatura
ambiente. O vapor de mercdrio (Hg®) é mais perigoso do que a forma liquida. Se
inalado, o vapor difunde pelos pulmdes, sendo distribuido para a corrente
sanguinea, atravessando a barreira hematoencefalica, levando a danos neurologicos
(De Casarett e Doull, 2012).

No ambiente, ocorre a metilagdo do Hg formando as formas metiladas do
metal, sendo o metilmercurio a mais toxica e mais importante quando se trata de
exposicao humana. Isto porque, a exposicdo ao metilmercurio pode ocorrer atraves
da dieta com consumo de peixes, uma vez que esses animais bioacumulam o

mercurio através da cadeia alimentar (De Casarett e Doull, 2012). Além disso,
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formas organicas do Hg sdo usadas como pesticidas em produtos agricolas
(ATSDR, 1999). Estudos tém evidenciado déficits no neurodesenvolvimento e em
funcdes neuropsicologicas em criancas e adultos relacionados a exposicdo ao Hg
através da dieta (Grotto et al., 2010). Em um estudo com criancas brasileiras da
regido da Amazobnia, foram evidenciados decréscimos na performance em testes
neuropsicolégicos associados ao consumo de dieta rica com metilmercario
(Grandjean et al., 1999).

3. Monitorizagdo ambiental e biomonitoramento

A exposicdo humana a contaminantes ambientais pode ser mensurada
através da quantificacdo dos xenobidticos em amostras de ar, agua e solo,
denominada monitorizagdo ambiental (Kuno, Roquetti e Gouveia, 2010). A
determinacdo dos agentes presentes no ambiente permite avaliar o risco a saude,
comparando-se os resultados obtidos com referéncias apropriadas (OGA, 2008).

A contaminacéo da agua de consumo humano traz riscos a saude. Em paises
em desenvolvimento, ha uma grande preocupacdo quanto ao escoamento de
produtos agricolas para as fontes de agua (Krishna e Mohan, 2013). Além disso,
diversos estudos tém correlacionado concentracdes elevadas de metais na agua
com altas concentracbes em amostras biolégicas e com danos neurolégicos,
especialmente em criancas (Kazi et al., 2011; Khan et al., 2012).

Ja4 o monitoramento biolégico, também conhecido como “biomonitorizagcéo
humana”, consiste na quantificagdo dos contaminantes ambientais e/ou de seus
metabdlitos em amostras biolégicas da populacdo exposta com o intuito de avaliar a
exposicao e o risco a saude comparando-se os resultados obtidos com referéncias
apropriadas (OGA, 2008; Kuno, Roquetti e Gouveia, 2010). Entre os principais
fatores que provocaram o avan¢o do monitoramento biolégico nos ultimos anos, esta
0 aumento no interesse das atividades de prevencdo, como a principal maneira de
se limitar as patologias relacionadas ao ambiente (Pivetta et al., 2001).

O monitoramento ambiental combinado ao biomonitoramento fornece uma
relacdo direta entre a exposicao e possiveis efeitos adversos a saude. Tal medida é
obtida através dos “marcadores biolégicos” ou “biomarcadores”, que refletem as

alteracbes moleculares e celulares que ocorrem em um organismo. Os
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biomarcadores de exposi¢cdo e de efeito sdo os mais utilizados (Kuno, Roquetti e
Gouveia, 2010).

4. Biomarcadores de exposicdo a metais

As concentracdes de metais em amostras biolégicas como sangue, urina e
cabelo, constituem biomarcadores de exposicdo utilizados largamente quando se
trata de exposicdo ambiental ou ocupacional a metais (Rodrigues et al., 2008; De
Casarett e Doull, 2012). No entanto, a escolha da matriz biolégica depende de
diversos fatores, tais como a toxicocinética, o procedimento de coleta, considerando
a conveniéncia e se a coleta € invasiva ou nao invasiva. Sendo assim, a selecao
apropriada da amostra e a quantificacdo dos biomarcadores constituem critérios de
extrema importancia na prevencdo de patologias e tomada de medidas frente a
exposicao a metais (Rodrigues et al., 2008).

A amostra de escolha para biomonitoramento da exposicdo ambiental ou
ocupacional a metais € o sangue total, principalmente para alguns metais como Pb,
Hg e Cd, uma vez que estao ligados as células vermelhas (Barany et al., 2002b). Ja
no plasma, os metais estdo ligados a proteinas (Ingvara Bergdahl et al., 1997). O
plasma ou soro ndo sdo amostras adequadas, pois 0s metais estdo presentes em
concentracfes maiores no sangue total, sendo mais facilmente detectados nessa
matriz através das técnicas convencionais (Barany et al., 2002b). No entanto, as
concentracbes no plasma/soro representam interesse, pois refletem a fragcdo de
metais que estd em transporte para os tecidos (Ingvara Bergdahl et al., 1997).

O cabelo constitui uma matriz importante para determinacdo das
concentracfes de metais em estudos de exposicdo ambiental uma vez que é uma
amostra ndo invasiva (Kordas et al., 2010). Além disso, permite que elementos
tracos possam ser determinados por uma variedade de técnicas analiticas, devido
as maiores concentracfes encontradas, quando comparado com tecidos ou outros
fluidos corporais (Carneiro et al.,, 2002). Adicionalmente, € uma amostra facil de
coletar e transportar, além de refletir uma exposicao crénica devido ao acumulo dos
metais na queratina do cabelo (Rhonda Folio, Hennigan e Errera, 1982; Carneiro et
al., 2002; Kordas et al., 2010; Serdar et al., 2012).
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5. Efeitos neurolégicos dos metais sobre a saude infantil

Os fatores ambientais contribuem com uma parcela significativa sobre os
determinantes para a saude infantil (Mello-Da-Silva e Fruchtengarten, 2005). Tendo
em vista que as criangas tém muitos anos de vida pela frente, as repercussoes
decorrentes da exposi¢cdo ambiental a xenobidticos na infancia poderdo ocorrer apos
anos, com efeitos em longo prazo, como o desenvolvimento de asma, desordens
sexuais e enddcrinas e cancer (Landrigan et al., 1998). Em curto prazo, podem ser
observados danos neurolégicos, incluindo dificuldades de aprendizagem e outros
distarbios cognitivos e comportamentais (Mello-Da-Silva e Fruchtengarten, 2005).

As criancgas representam um grupo especial em relacdo a vulnerabilidade aos
efeitos toxicos dos contaminantes ambientais. Quando comparadas aos adultos, as
criancas apresentam algumas particularidades que as tornam mais susceptiveis aos
efeitos adversos dos xenobiéticos ambientais: (i) respiram mais ar, comem e bebem
mais por peso corporal; (ii) os sistemas (nervoso, endocrino, reprodutivo, imune e
respiratorio) sdo imaturos e mais sensiveis a danos irreversiveis; (iii) possuem o
hébito de brincar e se locomover proximo ao solo e colocar objetos na boca; (iv)
possuem sistema de detoxificacdo imaturo (Lloyd-Smith e Sheffield-Brotherton,
2008; Landrigan e Goldman, 2011).

Os metais representam preocupacdo para a saude infantil, sendo que a
exposicdo pode ocorrer através do ar, agua e solo (Kordas et al., 2010). O primeiro
relato na literatura relacionando metais a distarbios neuroldgicos foi um estudo que
demonstrou que a exposicao de crian¢as ao Pb levou a decréscimos de QI e a uma
série de desordens comportamentais relacionadas a atencdo (Needleman et al.,
1979). A partir de entdo, diversos estudos tém comprovado a neurotoxicidade do Pb
em criangas (Ahamed et al., 2008; Bijoor, Sudha e Venkatesh, 2012; Caravanos et
al., 2013).

Estudo recente demonstrou que a exposi¢cdo ao Al durante a gravidez e a
lactacdo, pode afetar o desenvolvimento do feto e trazer consequéncias negativas
ao desenvolvimento cerebral no periodo perinatal (Abu-Taweel, Ajarem e Ahmad,
2012). Adicionalmente, Mn e As tém sido relacionados a disfungbes
neuropsicoldgicas em criancas (Wright et al., 2006; Carvalho et al., 2013). O Cr é

outro metal toxico amplamente estudado em relacdo aos potenciais efeitos adversos
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a saude das criancas, sendo que altos niveis sanguineos desse metal foram
associados a implicacdes no crescimento fisico e desenvolvimento infantil (Xu et al.,
2013). Neurotoxicidade também tem sido relacionada aos niveis de Hg em criancas
expostas (Grandjean et al., 1999).

Além disso, atualmente, acredita-se que os efeitos adversos a saude das
criangas podem ser potencializados através da exposicdo a multiplos metais
presentes no ambiente (Carpenter, Arcaro e Spink, 2002; Kordas et al., 2010). A co-
exposicao a metais toxicos esta relacionada com déficit cognitivo, prejudicando o

desenvolvimento normal e a aprendizagem de criancas (Kordas et al., 2010).

6. Efeitos dos metais sobre a atividade da ALA-D

o0-Aminolevulinato desidratase (ALA-D) é uma enzima envolvida na
condensacéo de duas moléculas de acido &-aminolevulinico (ALA) para formar o
porfobilinogénio (PBG), composto monopirrélico envolvido na biossintese do grupo
heme da hemoglobina (Figura 2). (Lombardi, Peri e Verrengia Guerrero, 2010;
Rocha et al.,, 2012). Nas células, compostos monopirrélicos, como o PBG, séo
precursores para a sintese de compostos tetrapirrélicos, tais como o grupo heme da
hemoglobina e a clorofila, essenciais para o metabolismo aerébico e fixacdo de
carbono. Dessa forma, substancias toxicas que inibam ou interfiram na sintese
desses compostos tetrapirrlicos podem trazer graves consequéncias para o
metabolismo celular (Rocha et al., 2012).

A ALA-D é uma metaloenzima, que requere grupamentos tiolicos (-SH)
reduzidos para a sua atividade (Grotto et al., 2010). Esses grupamentos estao
envolvidos na coordenacéo de fons essenciais de zinco (Zn*?), sendo que a remocao
de zinco por elementos quelantes pode acelerar a auto oxidagdo da enzima (Rocha
et al., 2012). Além disso, a ALA-D é altamente sensivel a compostos pré-oxidantes,
0S quais agem nos seus grupamentos —SH, levando a diminui¢cdo da sua atividade
(Baierle et al., 2010). Por causa disso, ALA-D tem sido sugerida como um
biomarcador para o estresse oxidativo (Valentini et al., 2007). O acumulo do
substrato ALA gerado a partir da inibicdo da enzima também tem sido associado a
inducéo de eventos pro-oxidantes, através da geracdo de radicais livres a partir de

sua auto-oxidacao (Valentini et al., 2007; Ahamed et al., 2008). Portanto, agentes
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gue oxidam os grupamentos —SH, metais com alta afinidade por esses grupamentos
ou que competem com o sitio do Zn*? podem provocar a inibicdo da ALA-D (Rocha
et al., 2012).

o, .
o JoH /c= H c/ —
— A Hzc\ HO 2 \c

—c
b C/CHz + i o {2 i + 2 H,0
h __ 2 5

“e=o O—C\CH c// \\cn
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5-ALA 5-ALA

Porfobilinogénio

Figura 2. Sintese de porfobilinogénio (PBG) a partir de duas moléculas de o6-
aminolevulinico (ALA). &-Aminolevulinato desidratase (ALA-D) € a enzima
responsavel pela condensacdo das moléculas de ALA para formagcdo do PBG
(Modificado de Rocha et al., 2012).

Sabe-se gque alguns metais, tais como Al, Pb e Hg, possuem alta afinidade
pelos grupamentos tiélicos da ALA-D (Valentini et al., 2007; Rocha et al., 2012).
Dentre os efeitos hematoldgicos da exposi¢do ao Pb, o mais sensivel é a inibicdo da
enzima ALA-D. A diminuicdo na atividade da ALA-D e consequente aumento na
producdo do ALA, correlacionam com aumento nas concentracfes sanguineas de
Pb e excrecdo urindria de ALA. Portanto, representam indicios bioquimicos de
exposicdo ao Pb (Goyer e Clarkson, 1996). Atualmente, a quantificacdo sanguinea
da atividade da ALA-D tem sido considerada um importante biomarcador clinico para
exposicdo ao Pb (Rocha et al.,, 2012). A anemia € um dos principais sinais
decorrentes da inibicdo da ALA-D, uma vez que metais como o Pb interferem com a
sintese do grupo heme da hemoglobina (Goyer e Clarkson, 1996). Um estudo
demonstrou que criancas que apresentavam anemia aplastica, tinham niveis
sanguineos de Pb significativamente elevados quando comparadas a um grupo
controle (Ahamed et al., 2011). Adicionalmente, existem evidéncias de que o
substrato ALA é neurotéxico, portanto, a inibicdo da ALA-D pode estar relacionada a
efeitos neurolégicos (Krieg Jr et al., 2009). Ahamed et al. (2008) demonstrou que a
atividade da ALA-D foi significativamente menor em criancas com desordens
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neurolégicas, como paralisia cerebral, convulsbes e encefalopatias, e com
concentracbes sanguineas de Pb superiores do que em criancas sem essas
desordens.

Metais como o Pb, Hg e Cd, também podem influenciar a sintese de clorofila
em plantas, por se tratar de um grupo tetrapirrélico como o grupo heme. Um estudo
com uma espécie de planta demonstrou que o tratamento com Cr levou ao aumento
nos niveis de ALA e consequente diminuicdo na quantidade de clorofila, pela
inibicdo da ALA-D causada pelo metal (Vajpayee et al., 2000). No entanto, ndo
existem evidéncias na literatura comprovando o envolvimento do Cr com a inibicao
da enzima ALA-D em humanos.

Além disso, em estudos com humanos, tem-se utilizado o parametro indice de
reativacdo da enzima ALA-D (ALA-RE), que avalia a relacdo da inibicdo da ALA-D
por agentes oxidantes (Grotto et al., 2010). Alguns agentes, tais como o ditiotreitol
(DTT) e ZnCl,, podem ser utilizados em reacdes in vitro para prevenir e/ou reverter a
atividade inibida da ALA-D, representando a ALA-RE em % de reativacdo da enzima
(Valentini et al., 2007). O DTT é um agente redutor que possui a capacidade de
reverter e/ou prevenir a inibicdo da ALA-D por agentes oxidantes (Valentini et al.,
2007). Em um estudo com expostos cronicamente a forma organica do Hg através
da dieta, o metilmercurio, Grotto et al. (2010) encontraram associacdo entre niveis
aumentados de Hg no sangue e ALA-RE, indicando o envolvimento do metal na
inibicdo da ALA-D via estresse oxidativo, devido a afinidade que possui com 0s
grupamentos tiolicos. Por outro lado, o ZnCl, é utilizado em reacdes in vitro para
proteger ou restaurar a atividade inibida da ALA-D, quando essa inibicdo esta
relacionada ao deslocamento do zinco do sitio ativo da enzima devido a oxidagao

dos grupamentos tidlicos (Briining et al., 2009).
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CAPITULO | (ARTIGO):

Cognitive deficits and ALA-D-inhibition in children exposed to multiple metals

Submetido para publicacao na revista Environmental Research




Criangas sdo mais sensiveis aos efeitos adversos causados por contaminantes
ambientais, tais como os metais, do que os adultos. Dentre esses efeitos adversos,
estdo os danos ao sistema nervoso central e inibicdo da enzima &-aminolevulinato
desidratase (ALA-D). Neste trabalho, as concentra¢des de alguns metais (Al, Pb, Cd,
As, Hg, Cr, Mn e Fe) foram quantificadas em amostras de sangue total, soro e
cabelo de criancas provenientes de uma area rural e de uma area urbana. Esses
elementos também foram quantificados em amostras de agua das residéncias das
criancas. A funcdo cognitiva foi avaliada através da aplicacdo do Teste Matrizes
Progressivas Coloridas de Raven. A atividade da enzima ALA-D e o indice de

reativacao da enzima (ALA-RE) com DTT e com ZnCl, foram avaliados.
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DISCUSSAO




As criangcas crescem e se desenvolvem rapidamente, sendo que o0 seu
desenvolvimento pode ser facilmente afetado por substancias quimicas ambientais.
Além disso, uma vez que sdo mais sensiveis aos efeitos adversos dos
contaminantes ambientais, existe uma crescente preocupacdo em relacdo a
exposicao infantil a esses xenobidticos (Landrigan et al., 1998).

Os metais estdo amplamente distribuidos no ambiente e a exposicao infantil a
esses xenobidticos ocorre através da inalacédo, ingestdo e absorcdo. A exposicao
pode ocorrer através do ar, solo, alimentos e agua e, potenciais efeitos sinérgicos da
co-exposicao a diversos metais sobre a salde das criancas tém sido estudados
(Kordas et al.,, 2010). As fontes de exposicdo a multiplos metais podem variar
dependendo da area de exposicdo (Barany et al., 2002c). Criancas residentes em
area rural podem estar expostas a metais derivados de agrotoxicos, ou até mesmo
derivados de emissdes geradas pelas maquinarias utilizadas na agricultura (Rhonda
Folio, Hennigan e Errera, 1982). Por outro lado, criangas residentes em area urbana
podem estar expostas a metais gerados por outras fontes, tais como emissdes de
veiculos e poluicdo industrial (Rhonda Folio, Hennigan e Errera, 1982; Shi et al.,
2011).

Este estudo realizou a quantificacdo de metais em amostras bioldgicas de
criancas de uma éarea rural e de uma area urbana. Também, foram quantificados os
niveis de metais em amostras de agua das residéncias das criancas, para investigar
uma possivel fonte de contaminacéao.

Além disso, o Teste Matrizes Progressivas Coloridas de Raven foi aplicado
para avaliar a capacidade intelectual das criancas. Esse é um teste nao verbal, cujos
resultados sdo expressos como escores de percentis de QI (Angelini, 1999). Neste
estudo, as criancas da area rural apresentaram um menor desempenho no teste em
relacdo as criangas da area urbana, com escores de QI estatisticamente diminuidos
no primeiro grupo (p<0,001).

Um dos mais importantes resultados encontrados nesse estudo foram os
niveis de Mn elevados nos cabelos das criancas da é&rea rural em relacdo as
criancas da area urbana. Além disso, os niveis de Mn no cabelo foram
negativamente correlacionados com o desempenho no teste de Raven (p<0,01).
Sabe-se que, o0 manganés pode se acumular em regifes cerebrais especificas,

bY

levando a injaria neuronal, principalmente reducdo do numero de neurdnios
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dopaminérgicos (Dorman et al., 2006). Nossos resultados foram similares a estudos
recentes, cujos altos niveis de Mn no cabelo de criancas também foram
inversamente correlacionados com o baixo desempenho em avaliacdes cognitivas
(Riojas-Rodriguez et al., 2010; Carvalho et al., 2013). Adicionalmente, os niveis de
Mn no cabelo foram positivamente correlacionados com os niveis do metal
encontrados nas amostras de agua, refletindo que essa pode ser uma provavel fonte
de exposicdo. Estudos prévios demonstraram associacdo entre niveis aumentados
de Mn no cabelo e agua e déficits cognitivos em criancas expostas (Bouchard et al.,
2007; 2011).

O Mancozeb é um importante agrotoxico amplamente utilizado em atividades
agricolas, como o cultivo de tabaco, sendo o manganés um dos seus principais
constituintes (Kimura et al., 2005; Brody et al., 2013; Mora et al., 2014). A presenca
de Mn em aguas contaminadas pode refletir os residuos de mancozeb lancados a
partir de praticas agricolas (Mora et al., 2014). Portanto, nossos resultados reforcam
o potencial efeito adverso sobre o sistema nervoso central gerado pela exposicdo a
concentracfes elevadas de Mn em criancas, especialmente através da agua, em
criangas residentes em area rural.

Correlacbes negativas também foram observadas entre os niveis de Fe no
cabelo das criangcas e o desempenho das criangas no teste de Raven (p<0,01).
Ainda existem controvérsias quanto aos potenciais efeitos da suplementacdo com
ferro na infancia (Lozoff et al., 2012; Low et al., 2013). Porém, sabe-se que, quando
presente em altas concentracdes, esse elemento pode acumular-se no cérebro,
além de estar relacionado com o desencadeamento de doengas neurodegenerativas
(Schroeder, Figueiredo e De Lima, 2013). Os niveis de Fe no cabelo também foram
correlacionados positivamente com os niveis de Fe na agua, sugerindo esta como
uma provavel fonte de exposicao.

O mercuario também é um metal sabidamente neurotdxico e seus niveis
sanguineos correlacionaram negativamente com os escores de QI das criancas
(p<0,05). Esse metal foi utilizado em misturas de agrotéxicos no passado. Sendo
assim, solos onde esses tipos de xenobidticos foram utilizados podem estar
contaminados (ATSDR, 1999). O solo contaminado pode colocar em risco a saude

das criangas, uma vez que se torna uma fonte de exposicao.
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Quanto ao Cr, correlagdo negativa foi também observada entre os niveis
sanguineos do metal e os escores de QI das criancas (p<0,05). Sabe-se que o
sistema nervoso central € um dos principais alvos da toxicidade induzida pelo cromo
(ATSDR, 2012). Além disso, nossos resultados demonstraram que os niveis de Cr
nas amostras de agua das residéncias das criancas da é&rea rural foram
significativamente elevados em comparacdo com os niveis do metal nas residéncias
das criancas da area urbana (p<0,05), sugerindo a 4gua como uma provavel fonte
de exposicdo ao cromo na area rural.

Adicionalmente, a atividade da enzima ALA-D foi investigada neste estudo,
uma vez que se sabe que alguns metais, como o Pb e Al, tem a capacidade de inibir
a atividade dessa enzima, através da ligacdo a seus grupos tidlicos (—-SH) (Valentini
et al., 2007). Os resultados desse estudo demonstraram que as criancas da area
rural apresentaram a atividade da enzima ALA-D inibida em relacdo as criancas da
area urbana. Paralelamente, essa inibicao foi correlacionada com altos niveis
sanguineos de Cr (p<0,05). Apesar de diversos relatos na literatura sobre a inibicdo
da ALA-D por metais toxicos, esse foi o primeiro relato de inibicdo da enzima pelo
Cr. A inibicdo da ALA-D pode levar a anemia, uma vez que a enzima esta envolvida
na rota biossintética do grupo heme da hemoglobina (Goyer e Clarkson, 1996;
Valentini et al., 2007).

Além disso, o indice de reativacdo da ALA-D (ALA-RE) foi avaliado nesse
estudo utilizando o DTT, um potente agente redutor. Os resultados demonstraram
que as crian¢as da area rural apresentaram um aumento na reativacdo da enzima,
em comparacao com as criancas da zona urbana, suportando a hipétese de que a
inibicdo da ALA-D esta relacionada a oxidagdo dos grupos tidlicos da enzima. A
ALA-RE também foi avaliada utilizando-se o ZnCl,. Uma vez que a ALA-D é uma
metaloenzima, tem sido reportado que a oxidacdo dos seus grupamentos tiolicos
leva a liberagdo do zinco (Bruning et al., 2009). De fato, nossos resultados
demonstraram que a ALA-RE com ZnCl, foi aumentada nas criancas da area rural
em relacdo as criangas da area urbana(p<0,05). Também, os niveis sanguineos de
Cr e Hg foram correlacionados positivamente com a ALA-RE com DTT e ZnCl,
(p<0,05), refletindo o possivel envolvimento desses metais na inibicdo da enzima.

Resultados similares foram demonstrado em um estudo de Grotto et al. (2010), onde
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0s niveis sanguineos de Hg em uma populacdo exposta ao metal através da dieta
foram correlacionados com a ALA-RE utilizando o DTT.

Este estudo teve algumas limitacdes. Primeiramente, o nimero de amostras
de sangue total ndo foi 0 mesmo que o nimero de amostras de soro, uma vez que
algumas coletas de soro foram dificeis. Além disso, alguns meninos da area rural
tinham o cabelo muito curto, o que inviabilizou a coleta dessa amostra bioldgica,
diminuindo o nimero de amostras de cabelo no grupo de criancas da area rural.
Adicionalmente, a falta de valores de referéncias para concentracdes de metais em
amostras de criangas foi um dos principais fatores limitantes. Dessa forma, foram
utilizados os valores de referéncia preconizados pela Organizagdo Mundial de
Saude (OMS) (WHO, 1996). Para amostras de cabelo, foram utilizados valores de
referéncia estabelecidos para a populacédo brasileira em um estudo utilizando ICP-

MS como metodologia (Miekelay et al., 1998).
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CONCLUSOES




Este estudo demonstra que tanto criancas da area rural quanto criancas da
area urbana estdo expostas a multiplos metais, avaliados nesse estudo em

diferentes amostras biologicas.

A 4&gua pode ser sugerida como uma importante fonte de exposicao a esses

xenobidticos.

Este estudo demonstrou que € importante investigar as fontes de exposicao a
metais e tomar medidas preventivas para eliminar ou minimizar os riscos dos
efeitos adversos relacionados a exposicdo excessiva a multiplos metais em

criancas.

Alguns efeitos adversos da exposicao infantil a metais foram demonstrados
nesse estudo, tais como a déficit cognitivo e inibicAo da enzima ALA-D
associados a alguns desses elementos, especialmente Mn, Fe, Cr e Hg,

especialmente em criancas da area rural.

Mais estudos s@o necessarios investigando diferentes areas de contaminacao
ambiental a metais, identificando provaveis fontes de exposicao,
especialmente estudos envolvendo criancas, por se tratarem de um grupo

especialmente sensivel a toxicidade desses xenobioticos.
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ANEXO I

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Meu (MINNA) fIINO (B) yeeeeiiieeieei it e e e e e as , data de
nascimento ..../J....[......... y SEXO iiiiiiiiii sy RG , foi convidado(a) pela profa.
Dra. Solange Cristina Garcia a fazer parte de um trabalho cientifico intitulado “ESTUDO DA
POSSIVEL INTER-RELACAO ENTRE A EXPOSICAO INFANTIL A DIFERENTES XENOBIOTICOS
AMBIENTAIS DO CULTIVO DO TABACO E EFEITOS SOBRE O DEFICIT COGNITIVO”. Neste
trabalho serao realizados exames que ndo costumam ser feitos nos laboratérios de analises clinicas,
com o objetivo de avaliar os niveis (medir) dos metais pesados e elementos essenciais, substancias
antioxidantes (substancias capazes de impedir a acdo dos radicais livres, que podem causar
doencgas). Além dos indicadores bioldgicos de exposi¢do aos agrotdxicos, metais pesados e outras
substancias quimicos presentes no ambiente da cultura do tabaco. Serdo necessarias amostras de
urina (50mL) e sangue (10mL), coletadas pela manhd (primeira urina da manh&). Além destes
exames serdo realizadas avalia¢cdes neuropsicologicas por um profissional qualificado, questionarios
sobre habitos de vida, uso de medicamentos e o estado de salde das criancas. Isto sera necessario
para a realizacdo de um trabalho de pesquisa de mestrado, onde serdo avaliados os niveis de
algumas substancias toxicas envolvidas no cultivo do tabaco e a relagdo com dificuldades de
aprendizagem e distUrbios cognitivos em criancas ja que ndo existem muitos estudos na literatura. Fui
esclarecido que a participagdo do meu (minha) filho (a) € de livre e esponténea vontade e que caso
aceite, sera realizada uma coleta de 10 mL de sangue venoso, com o minimo de risco ja conhecido
para esta técnica sem custo para o doador, além de uma amostra de 50 mL de urina e da mucosa
bucal. Estou ciente de que receberei os resultados dos exames do meu (minha) filho (a) sem custo,
mas nao receberei nenhuma outra forma de pagamento e que meu (minha) filho (a) podera desistir de
fazer parte do trabalho a qualquer momento, sem qualquer tipo de constrangimento, restricbes ou
consequéncias.

Eu terei garantia de néo identificacdo do meu (minha) filha e de 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, etc,
contatando a professora Dra. Solange Cristina Garcia.

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

Concordo, voluntariamente, com a participacdo do meu (minha) filho (a) neste estudo e poderei retirar
0 meu consentimento a qualquer hora, antes ou durante 0 mesmo, sem penalidades ou prejuizo ou
perda de qualquer beneficio que eu possa ter adquirido.

Data: / /

Assinatura do responsavel pela crianca

Assinatura do responsavel pela pesquisa
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DADOS DO PARECER

Muamero do Parecer: 296467
Data da Relatoria: 08/06/2013

Apresentagdo do Projeto:

O projeto tem condigoes de ser aprovado, pois foram atendidas a maioria das pend&ncias apontadas no
Glimo parecer. Sugere-se entretanto gue no termo de consentimento seja melhor explicitada a questio dos
rizcos associados & pesquiza. Como ja foi colocado anteriormente, o8 riscos ndo se resumem a coleta de
sangue. Para gue figue claro: a coleta de urina, por exemplo, pode causar constrangimento ao sujeito de
pesguisa. Também sugere-ze que os telefones do CEP-UFRGS e da pesquizadora responsavel ndo sejam
colocados no rodapé do termo - pode =er inserida uma fraze do tipo "Em caso de divida, vocé pode entrar
em contato com o CEP-UFRGS por meio do telefone....., ou com a pesquisa responsavel por meio do

telefone...”

Objetivo da Pesquisa:

O projeto tem condigoes de ser aprovado, pois foram atendidas a maioria das pend&ncias apontadas no
Glimo parecer. Sugere-se entretanto gue no termo de consentimento seja melhor explicitada a questio dos
rizcos associados & pesquiza. Como ja foi colocado anteriormente, og riscos ndo se resumem a coleta de
zangue. Para gue fique claro: a coleta de urina, por exemplo, pode causar constrangimento ao sujeito de
pesguisa. Também sugere-ze que os telefones do CEP-UFRGS e da pesquizadora responsavel ndo sejam
colocados no rodapé do termo - pode ser inserida uma fraze do tipo "Em caso de divida, vocé pode entrar
em contate com o CEP-UFRGS por
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meio do telefone....., ou com a pesquisa responsdavel por meio do telefone. "

Avaliagao dos Riscos e Beneficios:

O projeto tem condigoes de ser aprovado, pois foram atendidas a maioria das pendéncias apontadas no
ulfimo parecer. Sugere-se entretanto que no termo de consentimento seja melhor explicitada a questdo dos
riscos associados & pesquisa. Comao ja foi colocado anteriormente, o8 riscos ndo se resumem a coleta de
sangue. Para que fique claro: a coleta de urina, por exemplo, pode causar constrangimento ao sujeito de
pesguisa. Tambem sugere-se que os telefones do CEP-UFRGS e da pesquisadora responsavel ndo sejam
colocados no rodapé do termo - pode ser inserida uma fraze do tipo "Em caso de divida, vocé pode entrar
em contato com o CEP-UFRGS por meio do telefone ., ou com a pesquisa responsavel por meio do

telefone...”

Comentarios & Consideragoes sobre a Pesguisa:

O projeto tem condigoes de ser aprovado, pois foram atendidas a maioria das pendéncias apontadas no
Glfimo parecer. Sugere-se entretanto que no termo de consentimento seja melhor explicitada a questio dos
riscos associados & pesquisa. Coma ja foi colocado anteriorments, o8 riscos ndo se resumem & coleta de
sangue. Para que fique claro: a coleta de urina, por exemplo, pode causar constrangimento ao sujeito de
pesguisa. Também sugere-se que os telefones do CEP-UFRGS e da pesquisadora responsavel ndo sejam
colocados no rodapé do termo - pode ser inserida uma fraze do tipo "Em caso de divida, vocé pode entrar
em contato com o CEP-UFRGS por meio do telefone ., ou com a pesquisa responsavel por meio do

telefone...”

Consideragbes sobre os Termos de apresentagao obrigatoria:

O projeto tem condigoes de ser aprovado, pois foram atendidas a maioria das pend&ncias apontadas no
ulfimo parecer. Sugere-se entretanto que no termo de consentimento seja melhor explicitada a questdo dos
riscos associados a pesquisa. Como ja foi colocado anteriormente, 08 riscos ndo se resumem a coleta de
sangue. Para que fique claro: a coleta de urina, por exemplo, pode causar constrangimento ao sujeito de
pesguisa. Também sugere-se que os telefones do CEP-UFRGS e da pesquisadora responsavel ndo sejam
colocados no rodapé do termo - pode ser inserida uma fraze do tipo "Em caso de divida, vocé pode entrar
em contato com o CEP-UFRGS por meio do telefone....., ou com a pesquisa responsavel por meio do
telefone...”

Recomendagdes:

O projeto tem condigoes de ser aprovado, pois foram atendidas a maioria das pendéncias apontadas no
ulfimo parecer. Sugere-se entretanto que no termo de consentimento seja melhor explicitada a questdo dos
riscos associados & pesquisa. Como ja foi colocado anteriormente, os

Enderego:  Av. Paulo Gama, 110 - 2° andar do Prédio da Reitoria - Campus Centro

Bairro: Famoupilha CEP: 00.040-080
UF: RS Municipio: PORTO ALEGRE
Telefone: (51)3308-3733 Fax: (51)3308-4085 E-mail: eticai@propesq ufrgs. br

99



& UNIVERSIDADE FEDERAL DO

UEFERGS RO GRANDE DO SUL / PRO- W“\“

universioape repemar  REITORIA DE PESQUISA -

[=2=10 L=t Pt

Continuagio do Pamcer 295 457

riscos ndo se resumem & coleta de sangue. Para que fique claro: a coleta de urina, por exemplo, pode
causar constrangimento ao sujeito de pesquisa. Tambem sugere-se que os telefones do CEP-UFRGS e da
pesquisadora responsavel ndo sejam colocados no rodapé do termo - pode ser inserida uma frase do tipo
"Em caso de divida, vocé pode entrar em contato com o CEP-UFRGS por meio do telefone.._., ou com a
pesquisa responsavel por meio do telefone. "

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:

O projeto tem condigoes de ser aprovado, pois foram atendidas a maioria das pendéncias apontadas no
Ulfimo parecer. Sugere-se entretanto que no termeo de consentimento seja melhor explicitada a questio dos
riscos associados & pesquisa. Como ja foi colocado anteriormente, os riscos ndo se resumem a coleta de
sangue. Para gue figue claro: a coleta de urina, por exemplo, pode causar constrangimento ao sujeito de
pesguisa. Também sugere-ze que os telefones do CEP-UFRGS e da pesquisadora responsavel ndo sejam
colocados no rodapé do termo - pode ser inserida uma frase do tipo "Em caso de divida, vocé pode entrar
em contato com o CEP-UFRGS por meio do telefone...... ou com a pesguisa responsavel por meio do
telefone...”

Situagio do Parecer:
Aprovado

Mecessita Apreciagdo da COMEP:
Nao
Consideragdes Finais a critério do CEP:

Encaminhe-se.

PORTO ALEGRE, 07 de Junho de 2013

Aszszinador por:

Jose Artur Bogo Chies
(Coordenador)
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