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I. Resumo




Este trabalho fay parte de um projeto maior intitulado
‘Projeto Integrado de Estudo da Hemotoxidade do Benzeno e
Pesticidas”, um estudo muitidisciplinar que visa uma avaliagdo
sistémica de funciondrios e ex-funcionéarios das Empresas Quimicas
e Siderurgicas de Cubatéo, Sao Paulo, Brasil.

Estudamos um grupo de trabalhadores expostos aos
compostos organociorados. Avaliamos g imunidade inespecifica
atraves da atividade fagocitaria e litica de neutréfilos e a imunidade
humoral através dos niveis séricos das imunoglobulinas. A funcao
hepética ¢ a dosagem dos niveis sanguineos de hexaclorobenzeno
(HCB) foram realizadas por um outro grupo dentro deste projeto.

Todos os individuos avaliados apresentaram niveis
detectéveis de HCB no sangue, sendo que este foi utilizado como o
indicador bioldgico de exposicio,

Nossos resultados demonstraram reducéo significativa na
atividade Ijtica de neutréfilos frente aos antigenos Candida albicans
& Candida pseudotropicalis. Este fato pode estar relacionado a um
desequilibrio nos mecanismos anti-oxidantes da célula provocada
petos compostos organoclorados, levando a uma condi¢do téxica e

‘Onsequente reducdo na atividade funcional da mesma.

Observamos também, um auments nos niveis séricos de
IgG e IgM que foi associada com a alteracdo hepatica destes

trabalhadores.

Estes resultados indicaram que o estudo da funcado litica
de neutrofilos e os niveis sericos das imunoglobulinas, contituem
indicadores sensiveis de efeifos téxicos dos compostos

organoclorados na populagdo exposta.



II. Introducédo




Os compostos organocliorados apresentam uma variedade
de efeitos téxicos que incluem hepatotoxicidade, teratogenicidade e
carcinogenicidade, neurotoxicidade e imunotoxicidade. 0O grau de
toxicidade depende principalmente do conteudo e posicdo dos
atomos de cloro na molécula (SAFE, 1894; ESPOSITO, TIERNAN &
DRYDEN, 1980). Os efeitos imunotdxicos destes compostos foram
estudados quase que exclusivamente in vitro e in vivo em animais de
experimentagdo, e incluem o tetraclorodibenzodioxing (TCDD), o
tetraclorodibenzofurano (TCDF}, os difenil policiorados (DPC)Y & o
hexaclorobenzeno (HCB). Destes, o TCDD foi 0 mais extensivamente
estudado do ponto de vista imunolégico

O TCDD e outros hidrocarbonetos aromaticos halogenados
como o TCDF, produzem um padréo de resposta téxica através da
indugdo de varias enzimas, inclusive a arj hidrocarboneto
hidroxitase Esta enzima esta intimamente ligada a caracterizacdo de
populacéo susceptivel a inducéo de mutagenicidade e
carcinogénese, Assim, fumantes e pacientes pertencentes a grupos
geneticos para desenvolvimento de cancer de puimao possuem alta
indugdo desta enzima. Estes hidrocarbonstos se ligam de forma
reversivel e com grande afinidade a uma proteina citosblica (dioxina
Ou receptor Ah) e esta interagdo ird mediar os efeitos toxicos destas
substdncias. Este receptor para o TCDD foi também encontrado em
hepatécitos {(POLAND, GLOVER & KENDE, 1976). © compiexo
composto-receptor atravessa a membrana nuciear e se liga ao DNA
{GREENLE & POLAND, 197%) resuitando em maior expressdo das

enzimas.

Estudos in vitro demonstraram redugdo na resposta
linfoproliferativa em presenca de mitégenos (FAITH, LUSTER &
MOORE, 1978) e redugdo na producio de finfocitos T citotéxicos
(CLARK et al, 1981). O sistema imune em desenvolvimento parece



Ser 0 mais sensivel gog efeitos téxicos do TCDD (CLARK et at,
1981; FAITH, & MOORE, 1977).

Em estudos experimentais observoyu-se que o efeito
imunotdxico mais tonsistente do TCDD e Compostos relacionados é g
involucdo e atrofia timica. Estas alteragGes sdo0 maijg pronunciadas
no cértex da glandula ¢ estdo associadas g deplecdo de linfécitos
(VOS, FAITH & LUSTER, 1980). A deplecdo de greas T-dependentes
ocorrem também no baco e nédulos linfaticos. (CLARK et al, 1981,
VOS, MOORE & ZINKL, 1974). Varias alteracbes na resposta imune
celular foram observadas incluinde depressao na reagdo cutdnea de
hipersensibilidade do tipo tardio, reducéo na capacidade de rejeitar
enxertos de pele e aumento de susceptitidade a agentes infecciosos
(FAITH & LUSTER, 1879).

A resposta imune humoral também é deprimida em animais
tratados com TCDD, emborg para a ocorréncia dessa depressio
sejam necessarias maiores doses do composto, se comparado com a
depressio da resposta imune celular (VOS, FAITH & LUSTER, 1980).
O TCDD interfere no processo de maturagéo do linfécito B (LUSTER,
GEMOLEC & ROSENTHAL, 1988) e leva g redugdo nos niveis das
imunoglobulinas séricag {CLARK et at, 1881).

Portanto, os efeitos imunotdéxicos de composteos da familia
do TCDD incluem Supressao da resposta imune celular e humoral e
causam efeitos carcinogénicos e teratogénicos.

O outro grupo de compostos organociorados que foram
investigados foram os difenilpoliciorados (DPC), cujo efeitos
imunotoxicos sdo semelhantes a0s observados com o TCDD. Em
animais 0s DPC além de serem carcinogénicos (KIMBROUGH et al,
1975), induzem a atrofia cortical do timo, reducdo no numero de
centros germinativos no bago e ndédulos linfatices, bem como ne

namero de linfécitos circulantes. A resposta imune humorai também &



deprimida em animais tratados com DPC (THOMAS & HINDSDILL,
1978; KOLLER & THIGPEN, 1973).

Um  outro  composto organoclorado com efeitos
imunotéxicos documentados em modelos experimentais & o
hexaclorobenzeno (HCR).

Este composto, além de potente carcinogénico (SMITH &
CABRAL, 1980), afeta tanto a resposta imune humoral quanto a
celular em camundongo adulto (LOOSE et al, 1978). A producdo de
células formadoras de anticorpos esta deprimida, assim como a
hipersensibilidade do tipo tardio, a resposta mista de linfécitos e a
resposta mitogenica de células T e B. Os efeitos imunomoduladores
do HCB variam com a espécie estudada, sendo que apesar do HCB
deprimir a resposta humoral em camundongos, ele aumenta esta
resposta frente a toxina tetanica em ratos (VOS et al, 19792). A
exposicdo de camundongos da linhagem Balb/c ao HCB durante a
gestacdo resulta na depressio da resposta do tipo tardio ao
oxazolona (BARNETT et al, 1987). Aumento significante na
distribuicdo reiativa de células T esplénicas (aumento nas células T
supressoras e diminuicdo nas células T auxiliar} e uma diminuigéo
nas celulas B esplénicas foram relatadas em fémeas de
camundongos tratadas com HCB (SABOORI! & NEWCOMBE, 1882).

S&0 poucos os estudos sobre as alteragbes imunoldgicas
que podem ocorrer em individuos expostos aos compostos
organocicorados, Redug¢do nos niveis séricos de imunoglobulinas M e
A foi observada em individuos expostos aos DPC (CHANG et ai,
1881). Em outro estudo realizado em 1971 com 154 individuos
residentes em Missouri (EUA), em uma ares cujo soio havia sido
contaminado com TCDD demonstrou que as porcentagens de
linfocitos T auxiliares e T supressores estavam reduzidas na
populagédo exposta (HOFFMAN et al, 1986). A utilizagdo inadequada



do HCB na Turquia, entre os anos de 19565 e 1959, provocou uma
intoxicac&o em massa da populagdo resultando em aproximadamente
3000 casos de porfiria com taxa de mortalidade de 10% (PETERS,
19786). Infelizmente, os parametros imunolégicos n#&o foram
estudados nesta ocasido e portanto ndo podemos associar a porfiria
toxica com a disfungédo imune (SABOORI & NEWCOMBE, 1992).

Neste trabalho vamos investigar um grupo de individuos
Com exposicdo ocupacional a varios compaostos organociorados onde
predominam o HCB, o percloroetileno (PER) e o tetracioreto de
carbono (CCls). Embora os efsitos hepatotoxicos, nefrotéxicos e
sobre o sistema nervoso central do PER e CCly, sejam bem
documentados (CORNISH, 1971 DE GROTT & HAAS, 1981) nao
encontramos na literatura estudos sobre os possiveis efeitos
imunotdxicos destes compostos no homem.

Os pardmetros imunolégicos investigados neste trabalho
SA0 a capacidade fagocitéria e litica dos neutrofilos destes
individuos e o©s niveis séricos de imunoglobulinas G, M & A
Trabathos realizados em nosso iaboratério demonstraram gue a
atividade titica de neutrofilos, assim como a determinacdo dos niveis
séricos de imunoglobulinas sio um indicador sensivel de toxicidade
em individuos expostos 3 agentes téxicos como © mercirio
{(PERLINGEIRD & QUEIROZ, 1984; QUEIROZ et al, 1994 a) e o
chumbo (QUEIRQOZ et al, 1994 b; QUEIROCZ et al, 1994 ) mesmo
quando esta exposicdo ocorre em presenga de concentracdes
consideradas biologicamente Séguras no campo profissional.



III. Objetivos




Este trabalho faz parte do “Projeto Integrado de Estudo da
Hemotoxicidade do Benzeno e Pesticidas”, um estudo
multidisciptinar, que visa uma avaliagdo sistémica de funcionarios e
ex-funcionarios das Empresas Quimicas e Siderdrgicas de Cubatéao,
S8do Paulo.

Neste trabalho, estudamos a atividade fagocitaria e litica
de neutréfilos frente aos antigenos Candida albicans e Candida
pseudotropicalis e os niveis séricos das imunoglobulinas em
individuos com exposigcdo crénica a compostos organoclorados.
Nosso objetivo foi avaliar os efeitos imunotéxicos e identificar
indicadores sensiveis de efeito, apos exposicdo a estes compostos.



IV. Casuistica e Métodos




1.Casuistica

Foram estudados seéssenta e nove (69) funcionédrios da
Usina Quimica de Cubatio da Empresa Rhodia. Estg usina, que
desde junho de 1993 esta fechada por decisdoa judicial, produzig
Tetracloreto de Carbono, Percloroetileno e Acido cloridrico. Em
decorréncia do processo industrial adotado era gerada uma mistura
de diversos residuos solidos tais como: o hexaclorobenzeno, o
hexaciorcbutadieno; O pentaclorobenzeno, o tetraclorobenzeno e o
hexaciorcetano.

O processo de produg¢do nesta Usina poderia ser
esquematizado como a seguir :

Cloro \ / Propileno

reagao
e separacido \

Acido Cloridrico Solventes Clorados

+

cl, / \

+

Propileno Tetracloreto Percloroetiieno
/ \ de Carbono
Dicloropropano HCI

prop Residuos Pesados:

Hexaclorobenzeno
Hexaciorobutadieno
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O HCB foi utilizado cemo o indicador bioldgico de
BXpOsSicdo aos residuos dos compostos Organociorados, por ser muito

estavel no meio ambiente e nos tecidos organicos ricos em gordura.

Em 1993, apés o fechamento desta empresa, iniciou-se
nosso estudo. Dos sessenta e nove (69) individuos estudados, todos
do sexo masculino, catorze (14) estavam afastados neste periodo.
Todos apresentaram niveis detectdveis de HCB no sangue. Em
dezoito (18) familiares voluntarios, oito (8) apresentaram “tracos”’ de
HCB bem abaixo do grupo exposto e, em dez (10) ndo foram
detectados niveis de HCB no sangue.

Os pacientes foram avaliados clinicamente através de
anamnese completa, exame fisico e diversos exames laboratoriais
definidos no protocelo de estudo. Quando og pacientes
apresentavam histéria ou exame fisico sugestivo de hepatopatia e ou
esplenomegalia, os mesmos eram submetidos a estudo ultra-
sonografico de abdome o eventualmente a biépsia hepética. As
manifestagdes clinicas mais freqlentes foram dermopatias do tipo
clorocacnes e alteractes neuropsiquiatricas como dificuldade de
memorizagdo, astenia, fadiga facit e esquecimento constante. Além
disso cinco trabalhadores apresentaram esteatose hepatica e quatro
esplenomegalia.

O grupo controle foi constituido de doadores de sangue do
Hemocentro da UNICAMP, também do sexo masculino, clinicamente
normais e sem histéria de exposicdo a estes compostos
organociorados, ou a qualguer outrc produto quimico terapéutico ou
néao.

12



2. Métodos

2.1, Determinacgio de residuo de hexaclorobenzeno no sangue

A determinagéo de presenga de HCRB no sangue foi
realizada no Instituto Adolfo Lutz, na Se¢do de Aditivos e Pesticidas
Residuais através do metodo de Dale e colaboradores, 1966,

2.1.1. Descrigdo da Técnica

Em um tubo de vidro pipetar 1,0 mL de soro e adicionar
50 mbL de hexano. Agitar por um minuto em agitador e retirar a
camada hexanica com pipeta Pasteur, passando para um segundo
tubo de vidro graduado de 10,0 mbL. Reextrair o soro com mais 5,0
mL de hexano, retirar a Camada hexénica e reunir ao segundo tubo.

Concentrar com corrente de nitrogénio, ajustando o volume final de
acordo com a cencentragdo do residuo, Injetar 5,0 ubL no

cromatografo,

Para a cromatografia é utilizado © cromatografo CG 90
com detector de captura de elétrons com fonte de niquel com coluna
de vidro espiralada de 1/8 de polegada de didmetro internc e 6 pés
de comprimento com g fase estacionaria 1,5 % de 0V 210 em Chrom
Q 11 100-120 mesh.

S&o utilizadas as seguintes condigdes:
Temperatura da coluna: 208°C
Temperatura do injetor: 240°C
Temperatura do detector: 260°C

Fluxo de nitrogénio: 40 mli/mim

13



amostra isenta de HCRB 1.0 mL de uma solug@o de HCB a 0.5 ng/mt.
A recuperacéo deve estar acima de 90%.

O limite de sensibilidade do método & de 0,02 ng/dL de
HCB,

Foram analisadas dez {10) amostras de sangue de
moradores de Itanhaem Na&o expostos (controles), onde né&o foi
encontrado residuo de HCB no limite de determinacio.

14



2.2, Determinagido da atividade fagocitsria e litica de neutréfilos

frente aos antigenos Candida albicans e Candida
pseudotropicalis

O sistema fagocitério, desempenha um papel fundamental

NOS mecanismos de primeira linha de defesa do organismo conira os
agentes infecciosos.

A Capacidade dos leucdceitos em fagocitar
microorganismos, pode ser detectada através da incubacéo in vitro
de neutréfilos com uma suspenséo celular de leveduras, para que
OcCorra a fagocitose e conseguente lise celular (BALLART ot al,
1987).

2.2.1. Técnica

Colocar 2,0 mL de sangue periférico coletado sem
anticoagulante diretamente sobre duas [aminas de bordas
esmaltadas e incubar em camara Umida por duas horas a 37°C.
Preparar uma Suspensio de Candida Albicans € outra de Candida
fseudotropicalis em meio Eagle. Lavar as suspensdes duas vezes em
meio  Eagle desprezando o sobrenadante. Ressuspender o
precipitado em meio Eagle deixando-o na concentragéo de 5 x 40°
ImL,

Opsonizar as leveduras em meio Eagie com 10 % de soro
humano normai tipo AB.

Desprezar com cuidado o coagulo das laminas incubadas,
tava-ias com meio Eagie. Distribuir 1,0 mL das suspensdes de
leveduras sobre as laminas e incubar por 30 minutos a 37°C.

Apés este tempo lavar as fdminas em meio Eagle. Dejxa-
las secar e cora-las com Giemsa.

i5



Realizar a leityra das [&minas ao microscépio com objetiva
de imersdo contando o nimero de leveduras fagocitadas e lisadas no
totat de 100 neutréfilos (BALLART et al, 1987).

De acordo com 0s nossos controles (n=686), estabelecemos
valores de referéncia para a fagocitose de 182,3 2 313,9 (X=248.1 +
65,8) & para lise de 18,6 a 40,8 % (X=29,7 £ 11,1) frente a Candida
albicans; e de fagocitose de 151,8 a 313,6 (X=232,7 + B0,9) e de lise
de 12,3 a2 26,1 % (X=18.4 + 87) frente a Candida pseudotropicalis.

16



2.3. Determinacio das Imunoglobulinas G, M e A:

A concentragdoc  sérica das imunoglobuiinas  foi
determinada pela técnica de imunodifusio radial simples de acordo
com Mancini et ai (1964).

2.3.1. Técnica

De acordo com esta técnica quando temos um anticorpo
especifico para determinado antigeno incorporado ao gel, distribuido
sobre famina de agar ou disco de Petri e em posigdes adegquadas do
gel sdo feitos orificios, que sdo preenchidos com os antigenos em
cencentragdes padronizadas e outros com o antigeno de
concentragao desconhecida. H4 a difusio radial & partir do orificio e,
quando tedo o antigeno estiver difundido verifica-se a opacificacéo
em forma circuiar em torno do orificio. Pelo menos trés padrbes com
concentracdes diferentes conhecidas das respectivas
imunoglobulinas foram utilizadas para cada determinagéo.

Procede-se, apés o término da difus@o, a leitura dos
diametros correspondentes aos halos de precipitacdo dos padrdes e
dos desconhecidos e traga-se uma reta lancando-se em ordenadas as
concentragbes dos padrées contra o quadrado dos didmetros dog
respectivos halos de precipitaggdo. Lé-se a concentracido do
desconhecido, & partir do quadrado do didmetro, sobre a reta, a qual
deve ser estabelecida para cada experimento.

Para esta determinagédo, utilizamos o soro de 56
trabalhadores com exposicéo ocupacional a composios
organociorados e o kit comercial da BEHRING® para as respectivas

Imunogiobulinas.

Os nossos valores de referencia, de acordo com os
controles (n=30) foram 952 - 1538 mg/dl (X=1245+ 293) para IgG; 73

17



- 171 mg/dl (X=122+49) para IgM ¢ 153 - 358 mg/dl (X=2584103)
para IgA.

18



2.4. Determinacédo da fungdo hepéatica

O figado & um érgdo complexo que desempenha muitas
funcbes metabdlicas.

Uma importante fungdo ¢é remover do sangue as
substéncias potencialmente nocivas, endoégenas ou exdégenas e,
excretd-las para a bilis. Pode ainda, converté-las em produtos
adequados para serem excretados pelo rim e pulmao.

2.4.1. Descrigdes das Técnicas

Os indicadores de funglo hepética abaixo mencionados
foram determinados através de exame clinico, laboratorial e, se
necessario, ultrassonografico realizado na Disciplina de Hematologia
da Faculdade de Santos.

a} Determinagdo da bilirrubina total e fragdes

A bilirrubina foi pela primeira vez identificada no soro por
Van den Bergh e Mdaller. Estes autores verificaram que a bilirrubina
do soro reagia com o diazo-reagente de Ehrlich (acido sulfanilico
diazotizado), apenas quando se adicionava alcool. A observag8o de
que o pigmento biliar contido na bile humana reagia com o diazo-
reagente, sem a adicdo de alcool, foi denominada de bilirrubina
direta (conjugada) e a variedade Gue reage apenas na presenca de
alcooel, bilirrubina indirets (n&o conjugada).

A analise quantitativa das bilirrubinas sericas,
distinguindo-se os tipos direto e indireto segundo Van den Bergh, ha
muito foi substituida pelo doseamento da bilirrubina total e da direta,
presumindo-se que a diferengca dos dois valores corresponda a
bitirrubina indireta.

19



Em 99% dos individuos normais o valor da bilirrubinag
sérica total é inferior a 1.0 mg/dl. Esta bilirrubina & quase totalmente
néo conjugada. Uma porgéo de até 20% da bilirrubina conjugada,
contudo, pode reagir com o reagente de Van den Bergh, simulando a
existéncia de 0,2 mg/dl de bilirrubina conjugada no plasma normal
(DESMOND BURKE, 1875).

A bilirrubina total (conjugada e nao conjugada) e a direta
(tonjugada), foram dosadas utilizando-se o metodo do &cido
sulfanilico diazotado. Ambas as Dbilirrubinas reagem em sua
presenca, para formar um azo composto de cor azul, com a
participac&o de aceleradores para a reagdo da bilirrubina total

A bilirrubina indireta {néo conjugada), foi obtida através
da subtragdo da bilirrubina direta da total.

G material utilizado foi soro de sessenta e dois {(62)
trabathadores expostos ocupacionalmente a compostos
organoclorados, utifizando o kit comercial da “AMES”,

O valor de referéncia utilizado para bilirrubina direta foi
de 0,2 mg/dl, para a bitirrubina total de 1,0 mg/dl e para a bilirrubina
indireta de 0.8 mg/dl.

bj Determinagido da atividade da aspartato aminotransferase
(AST)

Foi baseada no seguinte esquema reacional:

L-Aspartato + 2 Oxoglutarato 3] Oxalacetato + L Glutamato

Oxalacetato + NADH + H Mo L-malato + NAD
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A reagdo principal, catalisada pela AST, ests deslocada
para a formacdo de Oxalacetato, que reage imediatamente com a
desidrogenase malica (MDH), de modo que a velocidade de oxidagédo

do NADH, medida g 340 nm a 25°C ¢ proporcional a atividade de AST
na amostra.

Para esta determinacéo utilizamos s$oro de sessenta e um
(61) trabalhadores €xpostos ocupacionalmente g composfos
organociorados, utilizando o kit camercial da “Roche”.

Utilizamos como valores de referéncia aquele apresentado
pelo fabricante de até 15 UsL.

¢} Determinacio da atividade da alanina aminotransferase (ALT)

Foi baseada no seguinte esquema reacional:

L-Alanina + 2 Oxoglutarato 2L Piruvato + L-giutamato

Piruvato + NADH+ H 2", .| actato + NAD

A reagéo principal, catalisada pela ALT, estd desiccada
para a formagido de piruvato, que reage imediatamente com g
desidrogenase l4tica (LDH), de modo que a velocidade de oxidacéo
do NADH, medida a 340 nm a 25°C & proporcional 3 atividade de ALT
na amostra,

Para esta determinacéo foi utilizado soro de sessenta e
um (61) trabaihadores éxpostos ocupacionalmente a compostos
organociorados, utitizando o kjt comercial da “Roche”,

Utilizamos como valores de referéncia aquele fornecido
pelo fabricante de 17 U/L.
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d} Determinagéo da gama glutamil transferase {(GGT)

A enzima GGT é umsg carboxipeptidase que cataliza g
transferéncia do grupoc gama-giutamil desde a gama-ghutamii-
paranitroanilidsg (substrato), & moléculg de glicilglicina (aceptor)
liberando a p-nitroaniling em guantidade equimoleculares, de acordo
com a equacgio;

Gama glutamil-p-nitroanilida 22 L,Gama-glutamil glicilglicina

+ glicilglicina + p-nitroanilina

Nas condigdes da reacdo, a quantidade de p-nitroanilina
liberada ¢ proporcional 3 atividade GGT do soro.

A atividade enzimatica é avaliada pela medida da
velocidade de aparigdo da cor amarela da p-nitroanilina a 405 nm a
25°C.

Para esta determinacio foi utilizado soro de sessenta e
um {81) trabalhadores expostos ocupacionaimente a compostos
organoclorados, utilizando o kit comercial da “CELM”.

Utilizamos como valores de referéncia os fornecidos peio
fabricante de 6 a 28 U/L.

e) Determinacdo da fosfatase alcalina (ALP)

As diferentes formas isoméricas da fosfatase alcaling
hidrolizam os ésteres monofosféricos formando um fosfato e um
fenol, como demonstra a reagdo abaixo:

4-nitrofenilfosfato + Agua 2% 4-Nitrofenol + fosfato
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A velocidade de formagdo de 4-nitrofenol & diretamente
proporcional & atividade da fosfatase alcaling € € medida
fotometricamente em 405 nma 25°C.

Para esta determinacédo foi utilizado soro de sessenia o
um (61) trabaihadores éxpostos a compostos organoclorados,
utilizando o kit comercial da “AMES”. Utilizamos como valor de
referéncia aquele fornecido pelo fabricante de até 160 U/L.

3. Analise Estatistica

A avaliagdo estatistica dos resultados foi realizada
empregando-se o teste t de Student.
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V. Resultados




1. Dosagem dos niveis de HCB em sangue

Cs sessenta e noave (89) trabalhadores expostos
apresentaram niveis detectaveis de HCB sanglineos. A média de
idade do grupo estudado foi de trinta e oito (38) anos e desvio
padréo de oito (8) enos, a média de teores de HCB sanglineo de 3.5
ug/dl e desvio padrio de 2.5 ug/dl e o tempo médio de exposicido de
9,8 anos e desvio padréo de 5,8 anos. (tabela 1).

Destes sessenta o nove (69) individuos avaliados, catorze
(14) séo ex-funciondrios. A tabela 2, mostra a distribuicdo destes
Casos, segundo o tempo e motjvo de afastamento, tempo de trabalho
€ niveis séricos de HCB. Observamos que, neste grupo, o tempo
médio de afastamento varioude 1 g 7 anos, a meédia foi de 2,8 anos
e o0 desvic padrdo de 1.8; 0 tempo de trabatho variou de 4 g 22 anos,

o desvio padrido de 2,1 ugl/dL.

Ndo houve corretagcdo entre o tempo de afastamento e g
concentracdo de HCB sanglinea.

Em dez (10) familiares voluntarios, destes trabalhadores,
ndo foram detectados niveis sanglineos de HCB no limite de
sensibilidade do método para determinacdo do HCB sanguineo, ouy
seja, 0,02 ug/dl.

Ainda nao foi fixado um valor fimite de tolerancia bioiégico
para o HCB (BASELT & CRAVEY, 1990),
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2. Atividade fagocitiria e litica de neutréfiios

Foi avaliada a atividade fagocitaria e titica de neutréfilos
frente a Candida albicans (n=66) e & Candida pseudotropicalis (n=69)
em individuos expostos a compostos organociorados.

2.1. Atividade fagocitaria e litica frente & Candida albicans

Os resultados da atividade fagocitaria e litica ao antigeno
Candida albicans estio apresentados na tabela 3.

Observamos que a1 Capacidade fagocitaria se mostroy
semeihante aos controles sem historia de exposicao {figura1).

A atividade titica, no entanto, mostrou-se
significantemente reduzida (P < 0.01), aproximadamente 80%,
quando comparada aos coniroles (figura 2 ).

2.2. Atividade fagocitaria e litica frente a Candida
pseudotropicalis

Os resultados da atividade fagocitaria e litica frente ao
antigeno Candida pseudotropicalis estédo apresentados na tabeia 3.

Como no caso anterior aqui também observamos que nao
houve alteragdo na capacidade fagocitaria, em relacdo aos controles
{figura 3). Por outro lado, a atividade Iitica mostrou-se
significantemente reduzida {(p < 0.01), aproximadamente 80% em
comparagdo com os controles (figura 4).
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3. Avaliacdo das Imunoglobulinas

Os niveis de 19G, IgM, IgA foram avaliados em cingienta e
seis (58} trabalhadores expostos frente a controles (n=30) sem
histéria de exposicdo (tabela 5}.

Observamos um aumento significativo de IgG (p < 0,05) e
IgM (p < 0,01), frente aos controles. Por outro tado, os niveis de igA
nao estavam alterados (p > 0,05). Estes resultados estio
representados na figura 5.

Embora ndo tenha havido corretagéo entre os niveis de
imunoglobulinas e idade e niveis de HCRB no sangue, foi observada
uma correlag@o linear entre o tempo de exposicdo ao HCB e o
aumento dos niveis séricos de lgM  (r=0,3668 e intervalo de
confianga de 0,103 a 0,583) (figura 8).
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4. Avaliagdo da fungio hepatica

Foram avaliados em sessenta e um (61) trabalhadores

expostos os niveis de Bilirrubinas total e fragdes, AST, ALT, GGT,
ALP {tabela 6).

Destes, sete (7) deles possuiam a bilirrubina direta e g
bilirrubina total aumentadas. Em dois (2) trabathadores, a bilirrubina
indireta também estava alterada (figuras 7, 8, 9).

Em doze (12) trabalhadores a transaminase AST estava
aumentada, em quatro (4) moderadamente aumentada e em oito (8)
discretamente aumentada (figura 10). Em vinte e quatro (24)
trabalhadores a transaminase ALT estava aumentada, em trés (3)
trabathadores acentuadamente aumentada, em trés (3) trabalhadores
moderadamente aumentada e em dezcito ({18) trabalhadores
discretfamente aumentada (figura 11}.

Apenas dois (2) trabalhadores apresentaram aumento de
GGT no soro (figura 12).

N&o houve aumento da ALP (figura 13).

Uma correlagdo linear foi observada entre o aumento da
IgM 2 AST, onde r=0,3618 ¢ intervalo de confianga=0,057 a 0,805
(figura 14) e entre os niveis de IgM e de ALT, onde r=0,5066 e
intervalo de confianca=0,232 a 0,706 (figura 15 ).
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VI. Discussdao




1. Atividade fagocitaria e litica de neutréfilos (figura 186)

O sistema fagocitario constitui um mecanismo de defesa
do organismo que realiza fungbes especializadas juntamente com
fatores humaorais e celulares.

As células fagocitérias possuem a capacidade de se
locomoverem até o local onde o microrganismo estd localizado, no
sentido de um gradiente crescente de concentragdo das substancias
quimioatraentes. O microrganismo esta recoberto por substéncias
chamadas opsoninas (imunogiobulinas e substancias do
compiemento) e isto facilita o fenémeno de fagocitose, pois as

células fagocitarias possuem receptores para estas opsoninas.

A seguir, hd a fagocitose, onde pseuddpodos sao
direcionados ao microrganismo e ocorre a formagédo do fagossomo.
Os grénulos lisossomais contidos no leucdcito juntam-se ao
fagossomo, suas membranas fundem-se e ha a formagédo do
fagolisossomo. Nesta fase ocorre a degranulacdo, onde os granulos
se rompem liberando seu conteldo enzimatico no interior do vacuiole.
Estes granulos liberados contém varias enzimas hidroliticas, entre
elas a mieloperoxidase (ROOS & WEENING, 1979).

O contato do microrganismo a ser fagocitado com a
membrana celular resuita em um aumenic da atividade respiratoria
da célula conhecido como explosio respiratéria. Este fenémeno &
caracterizado por um maior consumo de glicose peia via da hexose-
monofosfato acompanhada por um aumento no consumo de oxigénio
¢ produgdo de peroxido de hidrogénio (H,0:). A via hexose
monecfosfato, &€ uma importante via na geracdo de ribose ¢ NADPH. O
complexo enzimatico responsavel por esta ativagdo metabdlica é o
NADPH oxidase presente na membrana plasmatica, que oxida o
NADPH oriundo do ciclo da hexose monofosfato , sendo os elétrons

usados para reduzir o oxigénio a &nion superdxido,
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A partir do anion superoxido formam-se peroxido de
hidrogénio através da reagdo de dismutagdo espontianea ou
catalisada pela enzima superdxido dismutase e radical hidroxila
{{OH) (KLEBANOFF, 1980; ROSEN & KLEBANOFF, 1979).

A seqléncia de reagdes estdo abaixo relacionadas:

20, + NADPH NADPH oxidase wADP + 2.0, + H*

2-0-2 + 2 Hs- superéxido dismuta:e 02 + Hzoz

- 1 icd “
Haoz + 02 metal de lrans:gaGFOH + 02 + OH

O peréxido de hidrogénio pode atravessar as membranas
celulares e desta forma ter acesso aos sitios onde seus produtos

altamente reativos exercem efeilos t6xicos.

0O sistema constituido de peréxido de hidrogénio,
halogénio e a enzima mieloperoxidase tem uma potente atividade
microbicida, decorrente da formacdo de acido hipocloroso (HOCH),

composto altamente reativo, como representa a reacéo abaixo:

H202 * Cl' + H+ mieiogeraxidas: Hzo $ HOC!

Este composto pode lesar o microrganismo através da
oxidagdo de grupos sulfidrilicos ou pela peroxidagédo de lipideos e
também pela formagdo de aldeidos e cioraminas, potentes agentes
bactericidas (KLEBANOFF, 1980).
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O leucdcito, é pfotegido contra 0s danos oxidativos de
seus proprios produtos por enzimas citosolicas como a superoxido
dismutase, catalase e pelo sistema glutationa peroxidase/redutase
(NAUSSEF, METCALF & ROOT, 1983). Esse sistema protege os
caomponentes da ceélula do excesso de H,0, formado durante a
fagocitose, através das reagfes;

ZGSH + H202 glutatiana perexidas: GSSG + 2“20

GSSG + NADPH + H* flutationa redutase 9a5H + NADP®

Onde : GS8H= glutationa reduzida

GSSG= glutationa oxidada

No presente trabalho, investigamos a atividade fagocitaria
e litica de neutrdfilos de individuos com exposigdo ocupacional a
agentes organocciorados frente a duas espécies de antigenos a saber
Candida albicans e Candida pseudotropicalis. A utilizacdo destas
duas Candidas se justifica pelo fato da primeira ser dependente e a
segunda independente da enzima mieloperoxidase para sua lise
(LEHRER & CLINE, 19869).

Trabalhos recentes tem demonstrade que a atividade litica
de neutrdfilos constitui um indicador sensivel da exposicdo
ocupacional a xenobidticos (TSVETKOVA et al, 1992; QUEIRQOZ et al,
1984 b, PERLINGEIRO & QUEIROZ, 1994). Em estudos realizados
em nosso laboratdrio, individuos expostos ao chumbo apresentaram
diminuigdo da atividade litica frente a Candida albicans, mas néo a
Candida pseudotropicalis indicando portanto uma interagdo do
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chumbo com a enzima mieloperoxidase (QUEIROZ et al, 1984b). Ja,
em individuos expostos ao mercGrio, ocorreu a diminuicdo da
atividade litica frente aos dois antigenos utilizados. Isto pode ser
explicado pelio fato do mercdrio interagir com a porgdo nicotinamida
da molécula de NADPH, num complexo 1:1 (MARSHAL, BOOTH &
WILLIAMS, 1984). Assim este complexo atuaria como um inibidor de
reacSes catalisadas por esta enzima como é o caso da NADPH
oxidase (PERLINGEIRO & QUEIROZ, 1994).

Nossos resuitados apontam para um comprometimento na
capacidade litica dos neutrdfilos frente as duas espécies de
Candidas, sugerindo portanto uma interferéncia em uma gtapa do
processo litico comum as duas espécies. Em estudos adicionais,
neste projeto (QUEIROZ et al, 1995, enviado para publicagédo) e em
individuos com exposigdo ocupacional ao chumbo e mercurio
(QUEIROZ et al, 1993; PERLINGEIRO & QUEIROZ, 1995)observamos
uma diminuigdo significativa na capacidade de neutrdfilos em reduzir

o corante Nitroblue Tetrazolium (NBT).

A rteducdo do NBT ocorre em neutréfilos apés prévia
fagocitose deste coran'te‘ Nos observamos, neste trabalho que a
capacidade fagocitaria estda normal e apenas a fun¢do litica de
neutréfilos esta deficiente. Isto indica que a reducdo de atividade na
explos@o respiratéria apontada peia deficiéncia em reduzir o NBT
ndo se deve a defeitos no processo de fagocitose. Uma explicacao
para este fato portanto deve ser atribuida a alteragdes metabglicas
nos neutrdfilos de individuos expostos a compostos organoclorados,
uma vez que a reducéo intracelular do corante depende da ativacao
da via hexose-monofosfato. A redugdo nesta funcdo dos neutréfilos é
um reflexo da reducgéo na geracédo de &nion superoxido (KLEBANOFF,
1988).
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Dados na literatura demonstram que no figado, os
compostos organoclorados, induzem a um aumento da taxa de dnion
superdxido levando a um aumento significativo nos indicadores de
lipoperoxidacéo. Concomitantemente, ocorre diminui¢do da atividade
dos sistemas protetores da célula através de interferéncia com as
enzimas super6xido dismutase, catalase e do conteudo de glutationa
reduzida (VIDELA, BARROS & JUNQUEIRA, 1990). Outro estudo
demonstrou que as alteragGes no metabolismo oxidativo provocado
pelos compostos organoclorados ocorre também em varios tecidos
extra-hepaticos em animais tratados com estes compostos (STOHS,
1890).

Ne nosso estudo, a diminuigdo da capacidade litica de
neutrofilos, pode estar relacionada a um desequilibrio nos
mecanismos antioxidantes da célula levando a uma condi¢éo tdxica e

conseqlente reducéo na atividade funcional da mesma.

Portanto, nossos achados clinicos corroboram os dados na
literatura /in vitro e in vivo que apontam o estresse oxidativo como

responsavel pelos efeitos {6xicos dos compostos organocliorados.
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Fotos 1 e 2. Fagocitose e lise de neutréfilos de trabalhadores

expostos a compostos clorados.




Fotos 3 e 4. Fagocitose e lise de neutréfilos de individuos néo

expostos a compostos clorados (controles).
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2. Avaliacdo das imunoglobulinas

QO anticorpo é uma globulina sintetizada por linfécitos B e
principalmente por plasmocitos, por estimulos de um antigeno e que

possui a propriedade de interagir com este de maneira especifica.

Ap6s o reconhecimento do antigeno pelo linfécite B,
seguem-se varias transformacdes, ocorrendo divisges mitdlicas
sucessivas. Diferenciando-se a partir dos linfécitos B, surge oulro
tipo celular o plasmocito. Este sintetiza e libera um grande namero
de imunoglobulinas capazes de interagir especificamente com ©
estimulo imunogénico inicial. Esta ativacdo dos linfécitos B e
independente da cooperagéo dos tinfécitos T, ou seja por antigenos

T independentes.

Ha também a ativagdo dos linfocitos B induzida por
antigenos T dependentes, onde depois de processados por
macrifagos, estes antigenos T dependentes associam-se &
membrana plasméatica dessa célula e no contexto das moléculas de
classe |l do Complexo Principal de Histocompatibilidade s&o
apresentadas ao0s linfocitos T auxiliares. Estes, ao interagirem
através de seu receptor especifico com 0 antigeno e as moléculas de
ciasse 11, ativam-se expandindo o seu clone por divisdes multiplas e
praduzindo fatores com propriedades de reagir com 0s finfocitos B.
As células T ativadas interagem com 0S linfocitos B via “ponte
antigénica”, na qual uma por¢do do antigeno esta ligada a
imunogiobulina de superficie das células B e outra porgao ao
receptor dos linfécitos T que simultaneamente liga-se com 2

molécula de classe 1.

A interacdo simultanea com 0 antigeno e a ceélula

T
auxiliar inicia uma série de evenios que leva os linfécitos B a
transformacdo morfoldgica em célula blastica. Neste estagio, o0

a

linfocitc B necessita de um fator com atividade mitogénica que leva
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celula a divisbes sucessivas. S3oc os linfécitos T auxiliares que
liberam este fator.

Consideram-se trés grupos de fatores liberados pelos
linfécitos T envolvidos na estimulagédo dos linf6citos B:

ajfator com atividade de induzir a proliferagéo (BSF1 ou BCGF)

b)fator com atividade de induzir a diferenciagdo celular até
plasmécito (BCDF)

c)fator com propriedades de induzir a proliferacdo e diferenciacéo
final (BGDF)

Ao diferenciar-se em plasmécitos a célula B perde
progressivamente suas imunoglobulinas de superficie. Os
plasmécitos sdo células terminais e, portanto, nido se diferenciam
mais, e secretam apenas uma classe de imunogiobulinas com

especificidade idéntica & do {infocito precursor.

As duas principais fungbes das imunoglobulinas sdo o
reconhecimento do antigeno (realizado pelo fragmento Fab) e as

fungbes efetoras (realizadas peio fragmento Fc).

O reconhecimento do antigenc é realizado pela interacéo
do determinante antigénico com o sitio para ¢ anticorpo especifico.
Em geral, os sitios combinatérios dos anticorpos s&o dirigidos contra
bactérias, fungos, virus e seus produtos. Reconhecem também
epitopos presentes em parasitas protozodrios e metazoarios. A
simples interagé@o entre um antigeno com o anticorpo ndo leva
necessariamente a destruicdo do mesmo (excegdo feita a interacéo
enire certas toxinas bacterianas e anticorpos onde ocorre a compieta
neutralizagdo do produto bacterianc). A ligagdo antigeno-anticorpo,
em geral, prepara para a etapa efetora que é mediada por outros
agentes. A porgdo Fc¢ de uma imuncoglobulina serve para ativar o
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complemento, para ligé-la a varios receptores celulares e transferi-ia
através das membranas.

A 1gG estd em maior quantidade no plasma, e tem a fungao
de neutralizar as toxinas bacterianas e de combinar-se com
microrganismos para facilitar sua fagocitose além de ativar o
compliemento.

A IgM é um agente aglutinante e citolitico extremamente
eficaz, dado que aparece nos estagios iniciais da resposta 3
infecgéo e que esta confinado em grande parte a corrente sangtinea.

A IgA aparece seletivamente nas secre¢des mucosas, tais
como saliva, lagrimas, fluidos nasais, suor, colostro e as secrecgdes
do pulmio e nos tratos geniturinario e gastrointestinal, onde tem,
claramente a fungao de defender as superficies externas expostas do
corpo contra o ataque de microrganismos. Funciona inibindo a
aderéncia destes a superficie das células da mucosa, impedindo

assim sua penetragdo nos tecidos Qrgéanicos.

Os efeitos do HCB, sobre a respostas imune humoral
variam de acordo com a espécie estudada. Assim, camundongos
adultos tratados com dieta de 187 ppm de HCB por seis semanas
apresentaram supressédo na resposta imune humoral, com diminuigdo
de 1gG, 1gM e mais significantemente de IgA (LOOSE et al, 1977).
Por cutro lado, em ratos de trés a quatro semanas tratados com dieta
de 500, 1000, 2000 mg/kg por trés semanas, observou-se um
aumento significative de IgM, mas os niveis de iIgG nao sofreram
alteracdo (VOS, 1979).

S&0 poucos os estudos clinicos encontrados na literatura
dos efeitos dos compostos organociorados sobre as imunogiobulinas.
Assim, diminuicdo nos niveis séricos de IgM e IgA, mas n&o de IgG
foram relatados em individuos expostos ao BPC. Foram observados

também, diminuicdo das porcentagens de linfécitos T auxiliares, mas
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ndo houve alteracio nas porcentagens de linfocitos B e T
supressores(WORLD HEALTH ORGANIZATION, 1993).

Nossos resultados demonstraram aumento significativo de
IgG e IgM, sendo que os niveis de IgA estavam normais. Embora nao
tenham sido observadas correlagBes entre os niveis de IgG e IgM e
08 niveis de HCB no sangue, pudemos verificar uma correlagéo

positiva entre os niveis de IgM e o tempo de exposicéo.

Os indicadores de fungdo hepatica utilizados neste
trabalho foram os niveis séricos de bilirrubinas total e fraghes, AST,
ALT, GGT e ALP, sendo que obtivemos aitergdes nos niveis de AST ¢
ALT, pequena alteracéo nos niveis de bilirrubinas total e direta, sem
alterag@o nos niveis de GGT e ALP. Isto sugere que pode haver uma
alteragdo provavelmente de origem téxica (HENRY, 1982). As
correlagBes entre o aumento de IgM e as enzimas AST e ALT nos
leva a considerar o fato de que o aumento das imunoglobulinas
possa estar relacionado a disfungéo hepatica demonstrada nestes
trabalhadores.

A associagdo entre niveis elevados das imunoglobulinas e
doencas hepaticas é bem conhecida, e parece estar relacionado com
a hiperestimulagdo do sistema imunolégico devido a um aumento na
carga antigénica circulante ndoc retirada do organismo por uma
alteragéc na fungéo metabolizadora hepatica (GIRON et al, 1992). O
envolvimento de diferentes classes de imunoglobulinas em
patologias hepéaticas tem sido estudado com objetivo diagndstico e
prognéstico destas doencas. Os niveis das globulinas séricas esta
muitas vezes elevado em pacientes com doencas hepéaticas cronicas,
atingindo principalmente a fragdo das imunoglobulinas interferindo
desta forma na resposta imunolégica. O aumento das gamaglobulinas
na hepatite ativa crénica, na cirrose criptogenética e na hepatite
viral subaguda ocorre principalmente as custas da igG e contém

56



apenas minimas elevagdes das outras imunoglobulinas. Na cirroge
alcodlica, a IgA e a IgG estdo aumentadas (GIRON et al, 1992). Na
cirrose biliar primaria, que parece ocorrer por um mecanismo
autoimune, encontramos o aumento de IgM e IgG (MENENDEZ-
CARO et al, 1994; JAMES et al, 1980). Portanto o aumento de IgG e
IgM em associagdo com o aumento das transaminases encontrado
nestes trabalhadores, sugerem alguma relagdo com um possivel
mecanismo autoimune. No entanto, investigag6es futuras sao
necessarias para clarificar este ponto. O mecanismo de surgimento
de um processo autoimune é dependente da ativagdo de linfécitos B
e consequente aumento nos niveis de imunoglobulinas. Este
estimulo, pode ocorrer de forma dependente ou independente dos
tinféeitos T (HOLLAND & SPIVAK, 1992; BONA et al, 1978). Portanto
um outro fator que pode estar alterado em um quadro de aumento de
imunoglobulinas pode ser uma deficiéncia na regulacdo de linfécitos
T. gerando uma Cooperacdo anormal entre os linfécitos T-B e
consequente aumento na secrecdo de linfocinas pelos tinfécitos T
auxiliares. Esta regulacao imunclégica anormal poderia provocar
uma alteragéo no equilibrio dindmico deste sistema e possiveimente
contribuir  para uma autorreatividade e conseqlente dano
hepatico. (MENENDEZ-CARO et al, 1994, JAMES et al, 1980).

No entanto, aumento nos niveis séricos de imunogiobulinas em
individuos expostos a compostos téxicos nem sempre estad associado
a disfungbes hepaticas. Trabalhos realizados em nosso laboratorio
demonstiraram que individuos expostos ocupacionalmente agp
mercuric possuem aumento de lgG, IgM e igA sem contudo haver
alteracdo das transaminases AST o ALT (QUEIROZ et al, 1994a).
Uma cutra parte deste trabaiho (DANTAS & QUEIRQZ, 1995, enviada
para publicagdo) demonstrou que estes individuos possuem umas
diminuig@o no nimero de linfécitos B, de linfécitos T auxiliares e um
aumento nos {infécitos T supressores. Embora aparentemente
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contraditorios, estes dados s&o conciliados com as descobertas
recentes de que os linfocitos T supressores estdo subdivididos em
duas subpopulacbes sendo que uma delas suprime e a outra estimuia
as linfécitos B na produgdo de imunogiobulinas (KEMENY et ai,
1984).

Um outro fator importante a ser considerado como indutor
noc aumento das transaminases é a ingestdo de alcool, comum entre
estes trabalhadores. No entanto, devemos considerar aqui alguns
resuitados anteriores, onde a ingestdo alcodlica diaria por
trabathadores expostos ao merclrio nao ocasionou aumento de AST
e ALT, apesar do aumento poticlonal dos niveis séricos de

imunoglobulinas estar presente (QUEIROZ et al, 1994a).

Assim, nossos resultados demonstram que a determinacgéo
dos niveis séricos de imunoglobulinas também constitui um indicador

sensivel dos efeitos dos organoclorados no sistema imunolégico.
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VII. Concluséo




No estudo de trabalhadores com exposicdo crénica a

compostos organociorados observamos:

. Todos os individuos avaliados apresentaram niveis sangiineos de
hexaclorobenzeno

. A atividade fagocitaria de neutrdfilos se mostrou semethante
quando comparada aos controles sem histéria de exposigdo, frente
aos dois antigenos utilizados. Por ocutro lado, a atividade litica de
neutrofiles  mostrou-se  significantemente reduzida quando
comparada aos controles, frente aos dois antigenos utilizados.

. Us niveis séricos de 1gG e IgM mostraram-se significantemente
aumentados quando comparados aos controles. Por outro lado, os

niveis séricos de IgA néo estavam alterados.

. Houve uma correiagdo linear entre o tempo de exposicéo aos

compostos organociorados e 0 aumento dos niveis séricos de IgM.

. Os indicadores de fun¢dc hepatica que se mostraram alterados
foram os niveis séricos de bilirrubina direta, AST e ALT, sem
alteragdo dos niveis séricos de GGT e ALP.

. Houve uma correlacdo linear entre o aumento dos niveis séricos

de igM e as transaminases AST e ALT

80



VIII. Summary




This work is part of a targer project intitied “Integrated
Project for the Study of the Hematotoxicity of Benzene and
Pesticides”, which is a multidisciplinary study for the systemic
evaluation of workers and ex-workers of the Empresa Quimica de
Cubatéo, S&o0 Paulo, Brazil.

We have studied in a group of workers exposed to
chiorinated compounds the inespecific immune response, as
measured by the evaluation of the engulfment and killing capabilities
of the neutrophils, and humoral immune response, as measured by
the fevels of immunoglobulins in serum. Hepatic function and the
blood levels of hexachlorobenzene (HCB), which was chosen as a
biological indicator of Exposure, were determinated by other
scientists in the group. All the workers studied had detectable levels
of HCB in the blood.

Our results demonstrated a significant reduction in the litic
activity of the neutrophils in the presence of both antigens, Candida
albicans and Candida pseudotropicalis. These findings might be
related to a derangement in the antioxidant mechanisms of the cell
caused by the chlorinated compounds. This would lead to a toxic
condition with consequent reduction in the functional activity of the

cell.

The have also observed an increase in the fevels of IgG
and IgM in the serum, which was associated with the changes in

hepatic function observed in these workers.

The resuits indicate that the study of the titic function of
the cell and the serum levels of immunocglobulins provide a sensitive
functional indicator of the toxic effects of chiorinated compounds in

exposed populations.
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X. Apéndice



Tabela 1. Niveis de HCB em trabalhadores expostos

AAQ

1 10
2  AAP 22 4,7 43
3  ABS 5 1,3 23
4 AC 7 1,5 33
5 AFSB 5 2,6 25
6 AJS 11 2.5 40
7 AJS 14 3.8 40
8 ALS 7 0,8 37
8 AM 17 5.8 49
10  ANN 17 5,1 53
11 AO 10 4.4 52
12 AOF 10 2.3 39
13 AS 4 1,2 33
14 BVPA 4 2.5 32
15 CAFV 17 6,4 47
16  CBS 5 2.9 28
17 CcL 4 1,8 31
18  CLA 17 1,6 54
19  CSL 7 3.0 32
20 cVv 6 1,4 41
21  EAS 8 2,3 40
22  EBS 4 3,1 24
23 ESS 17 1,2 44
cont.
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.m .;;ﬂH?é&?$§ﬁéQ§@{
T T gidn

24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46

FAMF
FAQ
FCR
FVE
GSL
HLR
ICC
{DP
ISC
JAA
JAC
JAS
JAS
JCAS
JCB
JCG
JES
JJA
JN
JNF
JOS
JR
JRFL

11
10

6

iy
o

o b

3,4
0,8
4,4
7,2
7,2
1,3
7,0
7.8
3,5
6,4
1,2
6,1
2.1
1,0
8,1
1,3
0,1
8,6
0,7
1,8
1,4
2,5
6,8

cont,
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cont, Tabeia 1

47 JRP 2.6

48 JRRG 4.3

49  JSBF 4.5 28
S0 JSC 5 3,0 28
51 LCF 19 4.1 42
52 LCS 4 1,4 33
53 MAMS 7 0,8 36
54 MFS 18 2,4 43
55 MJS 4 5.1 28
56 MSS 13 4.5 25
57 MTSS 3 0,4 22
58 NP 7 g,5 55
59 NPE 21 3,2 41
60 NQM 13 0,8 35
61 QAC 17 7,3 45
62 PST 17 7,2 42
63 RPR 7 0.7 28
64 RRB 5 10,4 256
55 VAF 18 4.7 35
513 VDS 18 6,6 46
67 WASC 6 8.7 33
68 WC 8 8.0 45
89 WRS 6 1,5 34
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Tabela 2. Niveis de HCB em ex-funcionéarios expostos

d 7] de HCB - ;

1 AAP 22 4.7 43 2 aposentadso
2 AFSB 5 2.6 25 1 demitido
3 AdS 11 2.5 40 3 demitido
4 ANN 17 5.1 53 3 aposentado
5 AQF 10 2,3 39 7 demitido
8 CLA 17 1,8 54 2 aposentado
7 FOR 13 4.4 43 5 demitido
8 HLR 4 1.3 50 3 demitido
8 JAA 17 6.4 45 3 aposentado
i0 JAC 4 1.2 40 3 demitido
11 JRRG 17 4.3 49 2 aposentado
12 OAC 17 7.3 45 2 demitido
13 VDS 18 8,6 48 1 demitido
14 WRS 8 1,5 34 2 demitido
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Tabela 3. Atividade fagocitaria e litica de neutrdfilos frente ao

antigeno Candida albicans

Candida albicans

i Fagoeitose

_(_:_:o"n.t__.r.olg C'O‘mpostos-arganqc%q:rado.é:. CQt_t.t.r__.t__l_'ia L
1 360 ' 217 72,32
2 228 236 27,50
3 1889 320 35,39
4 175 324 ar, 7
S 171 318 57,89
8 224 439 43,12
7 211 459 41,28
a 358 300 20,00
g 201 313 3%9.50
10 ago 289 25,80
11 245 261 36,68
12 331 235 35,38
13 237 282 26,78
14 387 282 35,68
18 181 346 28,15
18 224 263 30,74
17 213 178 16,814
i8 226 192 45,78
i@ 283 235 30,75
20 291 244 19,20
21 360 303 29,00
22 231 208 47,34
23 264 181 27,20
24 204 256 35,18
25 220 178 16,39
26 3686 208 56,46
27 264 218 22,27
28 228 222 20.71
29 280 234 23,00
30 288 181 24,44
31 225 204 26,62
az aon7 238 18,64
33 328 203 22,18
34 490 189 21,75
35 239 284 35,80
36 256 240 22,66
ar 241 184 28,21
38 203 176 23,37
39 241 204 21,02




cont. Tahela 3
Candida aibicans
. V. Fagotitosa e
~ Controle  "Compgstos Eontrote

) L . .F;:i'ﬁé"_n-u'é-'i'dradus.: ' L .
40 213 214 32,30
41 243 240 26,00
42 242 738 26,90
3 247 181 64,02
44 220 300 27.20
a 164 312 29,20
45 249 188 17,85
o7 167 184 23,90
48 358 315 19.27
49 191 252 29,00
50 183 140 18,50
51 361 251 29,60
62 281 245 21,02
53 329 317 29,80
54 158 303 40.70
" va 210 22,15
56 241 320 217
57 249 310 23.37
g 203 262 22,66
5y 213 283 20,40
a0 171 247 29,50
84 183 303 28,99
82 220 215 27,20
63 164 298 29,20
84 313 240 26,80
65 181 315 19,27
68 185 305 28.00

Valores de Referéngia

Fagocitose = 182,3 - 313,9

% lise

18,6 - 40,8
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Tabela 4. Atividade fagocitaria e f{itica de neutrdfilos frente an

antigeno Candida pseudotropicalis
Candida pseudotropicalis

o - Fagocitose ColoLise >
~ Controle . Compostos “Gompostes
S '"'-"':':_"'d':iﬁ_f'a'iﬁfg';.éié rados - - organm:tor d S
1 148 243 22,40 4,10
2 153 291 13,00 4,26
3 136 288 22,00 2,80
4 150 238 20,60 3,20
5 193 267 8,70 3,30
& 182 <Y 13,90 4,30
7 244 430 25,00 5,80
8 236 347 18,50 6,80
g 251 385 8,70 6,20
10 213 350 9,00 8,00
11 271 372 17,40 9,00
12 158 232 24,30 3,40
13 213 331 33,80 8,60
14 347 261 15,50 2,01
15 147 260 ' 23,10 3,00
16 155 193 14,50 5,61
17 228 234 18,60 6,83
18 233 233 10,20 5,51
19 186 274 14,20 2,31
20 271 188 16,20 8,40
21 138 229 10,70 3.10
22 238 229 16,60 1,30
23 424 234 15,50 4,70
24 213 186 32,00 2,70
25 271 318 17,406 6.60
28 223 205 19,30 2,80
27 341 170 33,80 3,50
28 261 188 15,50 5,80
2% 185 153 28,69 2,60
30 311 240 14,66 6,25
31 352 253 23,75 3,10
32 148 252 24,86 6,70
33 242 216 16,07 2,80
34 265 240 27,32 3,30
35 174 179 35,94 2,80
36 145 192 17,786 4,70
37 153 172 18,11 2,30
38 180 181 18,39 2,20
39 168 278 10,34 10,10

cont.
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cont. Tabela 4
Candida pseudatropicalis

T F agocitose.

" Gontrale T Compostos Controle

‘grganociorados

40 152 273 22,22

41 2a0 247 17,50
42 178 226 28,94
43 352 228 22,34
44 216 263 27,32
45 233 148 20,40
46 1986 162 28,00
47 168 176 21,00
48 298 260 13,40
49 258 250 18,89
50 3s 280 14,30
51 166 tag 28,50
52 256 253 16,60
53 294 208 14,00
54 271 144 24,48
55 213 143 15,50
56 424 171 33.80
57 238 382 18,30
58 251 276 17,40
58 207 288 24,30
60 422 161 14,80
61 16 180 10,36
62 258 253 16,60
63 301 196 14,00
64 318 275 28.50
&5 356 252 14,32
68 188 249 14,00
87 242

68 283

6% 162

Valores de Referéncia
Fagocitose = 151,8 - 313.6

% iise = 12,7 -« 28,1



Tabela §. Niveis séricos de imunoglobulinas em trabalhadores

expostos a compostos organociorados

Trabathadores ~  19G (mg/dL)  IgM (mg/dL) IgA (mg/dL)
1. ABS 1873 175 200
2. AC 2080 250 185
3. CLA 1300 230 185
4. AQF 2975 210 435
5. JRP 2500 340 275
6. JRFL 2150 150 255
7. AM 1700 280 220
§. WRS 1540 150 110
9. JCG 1725 130 208

10. WASC 810 100 390
11. CV 1925 385 275
12. EBS 2350 175 635

13. MAMS 1400 280 540
4. PST 2975 365 540
15. JN 1525 170 375
18. CL 810 125 200
17. LCF 1575 250 185
i8. LCS 10 50 198
19, i1DP 1985 158 237
20. RPR 1359 150 272
21. JES 1520 87 320
22. CS8T 1520 134 113
23. HLR 1808 150 254
24, JAC 1010 134 237

25. MT8S8 1985 111 381
26, JMS 1576 126 329
27. DS 1576 a7 186
28. ALS 1205 203 350
28. MJF 2920 3986 494
30. MMM 1205 58 263
31, 48C 1632 175 340

32. FAMF 11086 228 186

continya
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coni, Tabeta &

_ Trabalhadores  1gG {mg/dL)  IgM(mg/dL) igA{mg/dL)
33. OAC 1412 228 186
34. RRB 658 104 163
35. NSS 1466 219 127
36. LSN 1057 126 211
37. 1sC 2501 219 310
38. J8 963 104 272
39, JAA 963 134 141
40. LCPA 1255 178 245
41. JCB 1057 158 330
42. JJA 1632 158 566
43. WC 1205 287 381
44. iBM 1412 150 141
45. VDS 1412 150 381
48. 1CC 1412 257 228
47. NESB 784 142 240
48. JCAS 1412 186 282
49. FAC 2387 166 260
5C¢. DSC 2837 ag2 554
51. FCL 14686 388 403
82. AAP 1205 362 186
53. AAO 1412 203 425

Vaiores de Referéncia:

gG
lgh

igA

H

852 - 1538 myg/dl
73 - 171 mg/dL

153 - 358 mg/dL
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‘Tabela 6. Funcao hepatica dos trabalhadores exposios a compostos
organociorados

. Bilirrubinas

' Nome Direta  Total

Andireta Do
1 AJS 0,24 0,88 072 12 13 11,7 22
2 CLA 012 0,72 0,60 6 22 13 44
3 AOF 0,24 06 0,38 7 16 18 40
4 JURP 0,44 0,72 0,58 38 83 38 61
5 JRFL 0,12 0,6 0,48 7 10 13 57
& ABS 0,24 0,72 0,48 7 10 20 49
7 AM 0,24 0,72 0,48 6 12 13 67
8 JCG 0,12 0,48 0,36 9 7 20 28
9 WASC 0,12 0,36 0,24 7 8 17 56
10 AC 042 072 0,80 18 25 17 68
11 CV 0,24 072 048 7 16 17 a4
12 EBS 0,24 0,48 0,24 9 10 20 24
13 MAMS 017 0,48 0,31 14 25 25 28
14 PSP 0,12 0,60 0,48 12 12 7 27
15 JN 0,12 0,84 072 15 10 24 72
16 cL 0112 086 0,84 10 16 21 74
17 LCF 0,24 0,96 0,72 10 22 11,7 27
1§ IDP 0,48 12 072 12 22 19,5 38
19 RPR 0,48 1,44 0,96 10 20 9 22
20 JES 072 1,68 092 12 16 8 14
21 AFSB 0,24 0,72 0,48 13 15 156 19
22 JNSL 0,24 0,72 0,48 14 18 19,5 40
23 JAS 024 0,60 036 10 10 15 30
24 MGL 024 096 072 14 25 28 49
26 CST 0,24 0,72 0,48 18 20 8,7 35
26 HLR 0,24 0,72 0,48 6 10 17,5 35
27  JAC 0,24 0,48 0,24 8 10 11,7 27
28 MTSS 0,72 1,68 0,96 10 16 27,3 32
29 JNTS 0048 1,20 0,72 8 12 7.8 40
30 NGM 0,24 096 072 10 10 11,7 37
cont.
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cont. Tabela 8

__'f'_iz'd:ta"[*_*fI'n.d-isr;ét:a e e T

0,24 0,72 0,48 10 10 7.8 27.%
32 0,24 0,72 0,48 20 22 11,7 30
33 0,12 0,36 0,24 18 25 13,5 32
34 MJF 0,24 0,98 0,72 9 10 7,8 36
35 MMM 0,24 0,48 0,24 7 14 7.8 39
36 Jsc 0,24 0,96 0,72 17 25 11,7 35,7
37 L8N 0,24 0,48 0,24 12 18 7,5 21
38 JNF 0,10 0,5 0,4 8 10 10 32
38  JRRG 0,24 0,80 0,36 48 36 7 38
40 AS 0,24 0,76 0,52 7 50 7
41 ISC 0,24 0,48 0,24 g 8 7 36
42  USBF 0.24 0,48 0,24 7 16 14 36
43 J& 0,12 0,48 0,36 9 10 14 28
44 JR 0,24 0,72 0,48 17 18 7 46
45 FAMF 0,20 0,50 0,30 7 18 15 58
48 OAC 0,24 0,98 0,72
47 RRB 0,12 0,72 0,60 9 12 12 46
48 EAS 0,48 1,44 0,96 15 16 17,5 27
49 CBS 0,24 0,48 0,24 12 23 21 43
50 SN8 0,12 0,84 0,72 15 36 69 65
51 MSS 0,24 0,06 0,72 20 22 10 50
52 JAA 0,24 0,75 0,51 g 10 19 38
53 LCPA 0,12 0,386 0,24 10 12 14 38
54 JCB 0,24 0,72 0,48 8 12 9 36
55 VAF 0,24 0,48 0,24 4 7 7.5 3z
56 MFS 0,12 0,84 0,72 28 78 28 61
57 GOS 0,20 0,45 0,25 4 8 10 30
58 BAS 0,20 1,20 1,00 7 8 15 29
59  ORSJ 0,40 1,00 0,60 32 75 21 42
80 CAM 0,10 0,20 8,10 10 18 24 55
81 JCP 0,30 0,72 0,36 24 22 14 44

&2 HRE 0,24 0,84 0,60 14 18 15,8 27,5




