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RESUMO
Dissertacao de Mestrado
Programa de Pés-Graduagdo em Bioquimica Toxicoldgica
Universidade Federal de Santa Maria

PARAMETROS HEMATOLOGICOS E TOXICOLOGICOS EM AMOSTRAS DE
SANGUE DE DOADORES FUMANTES E EFEITOS DA NICOTINA in vitro
AUTOR: VALERIO B. MELO DA SILVA
ORIENTADORA: MARIA ESTER PEREIRA
Santa Maria, 31 de outubro de 2006.

Os servicos de Hemoterapia no Brasil sdo regulados de acordo com a RDC-
153/2004. Em geral, os fumantes apresentam HT e niveis de Hb dentro dos valores
de referéncia para a doacédo de sangue. Considerando que os valores de referéncia
estdo em uma faixa muito ampla, este trabalho estudou a qualidade do sangue
utilizada para a doacédo em relacéo a alguns parametros hematolégicos e em relacao
a atividade das enzimas sanglineas, PBG-sintase e colinesterase. Além disto,
também se investigou a sensibilidade destas enzimas a nicotina in vitro. Este estudo
pode ajudar a esclarecer o possivel uso destas enzimas como biomarcadores a este
agente desde que as mesmas sao sensiveis a compostos oxidantes e inseticidas,
respectivamente. Para os experimentos in vivo, trinta amostras de sangue foram
divididas em trés grupos de acordo com o habito de fumar dos doadores: NF - néo
fumante, F10 — fumante de 10+5 cigarros/dia e F20 - fumante de 20 ou mais
cigarros/dia. Para os experimentos in vitro, somente as amostras de doadores néo
fumantes foram usadas. Os resultados demonstraram que 0s niveis de HT e de Hb
do grupo F20 foram significativamente mais elevados do que 0s dos outros grupos.
Os niveis de COHb foram significativamente mais elevados em ambos 0s grupos de
fumantes (F10 e F20) do que no grupo controle (NF). Com relacdo a PBG-sintase e
a colinesterase, o habito do fumar n&o alterou suas atividades. O grupo F20
apresentou uma pequena diminuicdo na atividade de PBG-sintase e no indice de
reativacao. A atividade da colinesterase do grupo F20 foi mais elevada (18%) do que
a dos outros grupos, mas nao significativamente. Os resultados in vitro
demonstraram que para a PBG-sintase, somente as concentra¢cées maiores que 10
mM foram capazes de inibir sua atividade, e 0 mecanismo envolvido nesta inibicao
parece ndo estar relacionado a efeitos oxidantes, uma vez que o DTT nao recuperou
a atividade. A AChE sanglinea foi mais sensivel a nicotina que a colinesterase
plasmatica, uma vez que as ICsp para suas atividades foram 3 e 22 mM de nicotina,
respectivamente. Tomando o0s resultados em conjunto, verificou-se que estas
enzimas apresentam baixa sensibilidade ao tabagismo e a nicotina. Entretanto, €
necessario considerar que todos os ensaios enzimaticos foram conduzidos com
concentracbes saturantes de substrato, o que ndo é uma condicao fisioldgica
normal. Este fato € importante principalmente com relacdo a AChE de sangue,
desde que a inibicdo por nicotina envolve um componente competitivo; assim, a
inibicdo endogena pode ocorrer mesmo sem ser aparente nos testes in vitro. Estes
resultados sugerem que mais atencdo deve ser dispensada quanto a qualidade do
sangue utilizado nos servigos hemoterapia no Brasil.

PALAVRAS-CHAVE: Parametros hematoldgicos; Colinesterases; Porfobilinogénio
sintase; Tabagismo; Hemoterapia; Nicotina.



ABSTRACT
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HEMATOLOGIC AND TOXICOLOGIC PARAMETERS IN BLOOD SAMPLES OF
SMOKER DONATORS AND EFFECTS OF NICOTINE IN VITRO
AUTHOR: VALERIO B. MELO DA SILVA
ADVISOR: MARIA ESTER PEREIRA
Santa Maria, 31 de outubro de 2006.

Hemotherapy services in the Brazil are regulated according to the RDC-153.
In general, smokers presented HT and Hb levels inside of the reference values to
blood donations. Considering that reference values are in ample zone, this work
studied the quality of blood utilized to donation in relations to hematologic parameters
and two blood enzyme activities, PBG-synthase and cholinesterase. Besides, we
also investigated the sensitivity of these enzymes to nicotine in vitro. These
experiments may be explanatory as regard possible use of these enzymes as
biomarkers to this agent since they are sensitive to oxidant and insecticides
compounds respectivily. For in vivo experiments, thirty blood samples were divided in
three groups according to smoke habit from donators: NF - non smoker, F10 -
smoker of 10+5 cigarettes/day and F20 - smoker of 20 or more cigarettes/day. For in
vitro, only samples from not smoker donators were used. The results demonstrated
that HT and Hb levels in the F20 group were significantly higher than others. The
COHb levels were significantly higher in the both smoker groups, F10 and F20, than
control group (NF). In relation to PBG-synthase and cholinesterase, smoke habit did
not alter their activities. The F20 group presented a short decrease in PBG-synthase
activity and in reactivation index. The cholinesterase activity from F20 group was
higher (18%) than other groups, but not significantly. The in vitro results
demonstrated that to PBG-synthase, only concentrations higher than 10 mM were
able to inhibit the its activity, and the mechanism involved in these inhibition seems to
be not related to oxidative effects since the DTT was not able to recover the activity.
Total blood AChE is much more sensitive to nicotine than the plasma ChE, since the
ICso for these activities were 3 and 22 mM of nicotine, respectively. Taking as a
whole, these results show the low sensitivity of these enzymes to smoke and to
nicotine. However, it is need to consider that all experiments were conducted with
substrate concentration at levels of saturation and this is not a physiologic condition.
This fact is important mainly in relation to blood AChE since the competitive
component is involved in this inhibition; thus, the endogenous inhibition can occur
even when this not appear in the in vitro assays. Then, according to these data, we
suggest more attention as to quality of human blood utilized in the hemoterapy
services in the Brazil.

KEY WORDS: Hematologic parameters. Cholinesterases. Porphobilinogen-synthase.
Smoker. Hemoterapy. Nicotine.
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1  INTRODUCAO

O tabaco é uma planta da familia das solanaceas, sendo a espécie
Nicotiana tabacum a mais usada. Durante o desenvolvimento da planta séo
usados varios tipos de inseticidas, incluindo os organoclorados e
organofosforados. Apds a confeccdo, o cigarro apresenta-se constituido por
varias substancias téxicas e apds a sua combustdo incompleta, encontra-se
na fumaca do cigarro, entre outras substancias nocivas, o monoxido de
carbono (CO), a nicotina e o cadmio (LARINI & SALGADO, 1997).

CO ¢ rapidamente absorvido ao nivel de alvéolo pulmonar, difunde-se
no plasma e fixa-se a hemoglobina (Hb). A consequente formacdo de
carboxihemoglobina (COHDb) altera o transporte de O, (LARINI & SALGADO,
1997; SMITH, 1996). O cadmio esta presente em cigarros e assemelhados
(KALCHER et al., 1993). O consumo de cigarros € uma forma de intoxicacao
nao ocupacional significativa; um cigarro contém de 1 a 2 ug do metal. A
excrecdo do cadmio é lenta e sua meia-vida chega ha trés décadas

(SALGADO, 1996; GOYER, 1996).

Os servicos de hemoterapia no Brasil sdo regulamentados segundo a
Resolucdo da Diretoria Colegiada (2004), RDC153: Regulamento Técnico
para a Obtencédo, Testagem e Controle de Qualidade de Sangue e
Hemocomponentes para o uso Humano. Segundo esta regulamentacdo, o
individuo candidato a doacdo passa por duas triagens, clinica e hematoldgica,
mas nenhuma questao relativa ao ato de fumar é avaliada. Alteracbes em
parametros hematolégicos como Hb, hematdcrito (HT) e COHb em individuos
fumantes s&o evidentes e bem conhecidos na literatura (HODGSON, 1997,
LEVI, 1997). Assim, o presente trabalho visa investigar alguns parametros
hematoldgicos e enzimaticos em amostras de sangue de individuos fumantes
considerados aptos a doacdo. Como parametros hematolégicos foram
analisados HT, Hb, COHb e correlagcao entre HT e COHb. Quanto as enzimas

foram estudas as atividades da porfobilinogénio-sintase (PBG-sintase, também
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conhecida como delta-aminolevulinato desidratase) eritrocitaria e da colinesterase
(ChE) sanguinea total. Ainda, foi investigado o efeito da nicotina in vitro sobre

estas atividades enzimaéaticas.

A nicotina é um alcaldide liquido produzido nas raizes da planta que
sobe pelo caule até as folhas. Farmacologicamente € o principio ativo mais
potente da fumaca do cigarro, sendo absorvido pela pele, mucosas e pulmdes.
A via pulmonar produz os efeitos perceptiveis no SNC e cardiovascular
(LARINI, 1999), causando dependéncia em seus usuarios.

A nicotina [3-(1-metil-2-pirrolidil)-piridina] esta extensamente disponivel em
produtos do tabaco. Ao ligar-se aos receptores colinérgicos nicotinicos, tem acfes
farmacoldgicas diversas e pode ser uma fonte de intoxicagcdo consideravel
(ANTHONY et al.,, 1995; YILDIZ, 2004). Visto que o envenenamento agudo é
incomum, a exposicdo em longo prazo ao alcaldide € muito comum e de interesse
epidemiolégico consideravel (ANTHONY et al., 1995). A nicotina se liga fracamente
as proteinas plasmaticas, o que facilita sua distribuicdo sistémica; seu metabolismo
ocorre no figado e a excrecdo renal é dependente do pH urinario (LARINI, 1999;
YILDIZ, 2004). Concentracbes sanguinea altas, variando de 15 a 50 ng/mL, séo
alcancadas em poucos minutos apds o uso do tabaco e caem a aproximadamente 5
a 15 ng/mL apds 120 minutos da tragada (DOMINO et al., 2004; SOHN et al., 2003,
MALSON et al., 2003).

A PBG-sintase € uma enzima sulfidrilica, o que a torna extremamente
sensivel a agentes oxidantes e metais pesados (ROCHA et al., 1995;
EMANUELLI et al., 1996; PEIXOTO, 2000; PEIXOTO et al., 2003), sendo
entdo considerada como indicador biolégico de intoxicacdo e/ou exposi¢cdo a
estes agentes (GOYER, 1996).

A manutencdo da intregridade da célula sanglinea e do metabolismo do
heme s&o de importancia fundamental ao transporte dos gases (LEHNINGER et al,
1993). Assim, as alteracBes na biossintese do heme podem ter como consequéncia
a producdo de porfirinas circulantes, as quais produzem espécies reativas do
oxigénio (AFONSO et al., 1997). O mais frequente 6rgdo alvo desta alteracdo do

metabolismo € o sistema nervoso central, pela presenca de alteragbes

Dissertacdo de Mestrado
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neuropsiquiatricas, e a pele por apresentar a fotossensibilidade (SMITH et al., 1985;
LEHNINGER et al., 1993).

De importancia notavel devido a sua sensibilidade a oxidagfes e ser objeto de
diversos estudos é a enzima PBG-sintase (E.C. 4.2.1.24) (ROCHA et al., 1995;
EMANUELLI et al., 1996; PEIXOTO et al., 2003; ROZA, 2001). Esta é uma enzima
citosdlica (peso molecular de aproximadamente 280.000 Da) que requer zinco
(metaloenzima), catalisa a segunda reacdo da sintese do heme ao condensar duas
moléculas de acido aminolevulinico (3-ALA) para formar o pirrol porfobilinogénio
(PBG) (SMITH, 1985; JAFFE et al., 1992).

Uma outra classe importante de enzimas séricas sdo as colinesterases (ChE).
E, por terem suas atividades inibidas por organofosforados sdo usadas na pratica
clinica como diagndstico de exposi¢do a estes inseticidas (SMITH, 1985). As ChE
séo encontradas em diversos tecidos e em todos os vertebrados, tendo um papel
crucial na neurotransmissao colinergica e em outros eventos fisiologicos. Os
mamiferos tém duas classes principais de ChE: acetilcolinesterase (AChE;
E.C.3.1.1.7) e butirilcolinesterase (BuChE; E.C.3.1.1.8). No sangue humano, as
atividades da ChE sao representadas principalmente pela BuChE no plasma
(também como AChE em quantidades muito baixas) e pela AChE no eritrocito
(MASSOULIE et al., 1993). Em geral ambas as atividades s&o investigadas como
ChE total de sangue humano quando se suspeita de intoxicacdo e/ou exposicdo. O
sangue humano é um material do acesso facil e fornece uma série de informacdes
essenciais relacionadas ao estado de satde do individuo. E uma fonte importante
das enzimas ChE e PBG-sintase, usadas extensamente como o biomarcadores de

intoxicacdo e/ou da exposicao a diversos agentes téxicos (WOREK et al., 1999).

Dissertacdo de Mestrado
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1.1 Objetivos

1.1.1 Objetivo geral

A abordagem deste trabalho, sob o ponto de vista da toxicologia, visa
relacionar o habito de fumar com a hemoterapia e com as enzimas PBG-sintase e
colinesterases, como bioindicadores enzimaticos; e o0 papel da nicotina neste

processo.

1.1.2 Experimentos in vivo

Para evidenciar alteracdes bioquimicas e hematolégicas no sangue de
doadores tabagistas moderados e assiduos e colocar em questdo a seguranca do
individuo receptor ao ser transfundido com este tipo de hemocomponente, tém-se

como objetivos especificos:
e Verificar o efeito do tabagismo sobre os parametros Hb, HT e COHb;
e Estudar a atividade da PBG-sintase eritrocitaria de individuos fumantes;

¢ Determinar a atividade da ChE sanguinea total destes individuos.

1.1.3 Experimentos in vitro

Desde que a nicotina é, em termos farmacoldgicos, o principal componente da

fumaca do cigarro (NAKAIAMA et al., 1993), tém-se como objetivos:

e Demonstrar o efeito do alcaldide sobre a atividade da enzima PBG-sintase

eritrocitaria, na auséncia e presenca de ditiotreitol;
e Determinar o efeito da nicotina sobre a atividade da enzima AChE eritrocitaria;

e Determinar o efeito da nicotina sobre a atividade da enzima BuChE

plasmatica.

Dissertacdo de Mestrado



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Tabaco, generalidades e constituicdo quimica

O cultivo e o0 uso do tabaco tiveram sua origem no continente americano,
onde os primeiros a usar foram os indios. Com a descoberta da América, o habito de
fumar foi importado para a Europa, tornando-se hoje, o que se pode chamar de uma
epidemia mundial. O consumo aumentou a partir da primeira Guerra Mundial e
culminou com a industrializagdo, com isso o tabagismo disseminou-se no mundo

todo e o produto tornou-se extremamente lucrativo, permanecendo até hoje (DELLA
ROSA, 1981).

Taxonomicamente, o tabaco é uma planta da familia das solanaceas sendo a
espécie Nicotiana tabacum a mais usada. O cultivo da planta é trabalhoso e
delicado, pois se trata de uma cultura onde a defesa fitossanitaria é amplamente
empregada para combater pragas e plantas invasoras que acometem a lavoura do
fumo. Durante o desenvolvimento da planta varios tipos de inseticidas sé&o
empregados, como por exemplo: organoclorados e organofosforados.
Quimicamente, ap0s a confeccdo, o cigarro é constituido por varias substancias
toéxicas que variam de acordo como tipo de tabaco, tipo do solo, clima, doses e
composicdo dos agrotéxicos, tipo de colheita, grau de amadurecimento e com o
tratamento dado a planta depois da colheita (DELLA ROSA, 1981).

Entre os constituintes mais importantes do tabaco podem-se distinguir os
seguintes grupos, conforme relata SALGADO (1996):
— Substancias nitrogenadas;
— Hidratos de carbono;
— Substéancias minerais;
— Oleos etéreos e resinas;
— Corantes, polifendis;

— Alcaldides e gases.



Valério B. Melo da Silva 14

A fumaca do cigarro é resultante da combustédo incompleta do tabaco, ja que
a combustdo completa somente se realiza na brasa, onde a temperatura atinge
850°C. Durante a combustdo ocorrem trés tipos principais de reacgdo: pirolise,
pirossintese e destilagdo (DELLA ROSA, 198 1). Na pirdlise, também chamada
decomposicdo térmica, as substancias orgéanicas do tabaco séo fracionadas em
pequenas moléculas devido a alta temperatura, oxigenacao do fogo e atmosfera rica
em hidrogénio. Na pirossintese, sintese pelo calor, os elementos oriundos da pirélise
recombinam-se em novos componentes que originalmente ndo existiam no tabaco. A
destilacdo € o processo através do qual se evapora ou se condensa um liquido, com
o fim de obté-lo puro ou separado de outro, por exemplo, a nicotina (SALGADO,
1996).

A composi¢do quimica da fumaca depende da qualidade do tabaco, das
caracteristicas do filtro e papel, da temperatura de combustdo e da maneira de
fumar. Neste contexto duas fases fundamentais da composicdo da fumaca podem

ser diferenciadas conforme descrito na quadro 1 (SALGADO, 1996).

As substancias se distribuem nestas fases segundo suas propriedades fisico-
quimicas. Durante o ato de fumar sdo produzidas duas correntes de inalacao:
corrente primaria e corrente secundaria. A corrente primaria é formada quando o
fumante traga o cigarro, é produzida a temperaturas altas, sendo esta, a fonte
predominante de exposi¢do dos fumantes ativos. A corrente secundaria € produzida
a temperatura mais baixa, durante a queima lenta do cigarro entre as tragadas, e &

responsavel pelo acometimento do fumante passivo (ROSEMBERG, 1981).

Os gases e vapores dispersos na fase gasosa sdo formados na pirdlise e
pirossintese. Os constituintes mais importantes desta fase, sob o ponto de vista
toxicoldgico, sdo: monoxido de carbono, Oxido de nitrogénio, amonia, aldeidos e
nitrosaminas volateis (nitrilas) (CARL, 1998). A fase particulada, também chamada
de condensada, é constituida de um aerossol contendo substancias volateis
incluidas na fase de dispersdo. Existem em média 5 x 10° particulas por mL de
fumaca, com tamanho que varia de 0,1 a 0,8 um. Os filtros somente retém particulas
com diametro igual ou superior a 0,3 um. Segundo ROSEMBERG (1981), os

constituintes mais importantes desta fase sdo: alcatréo, nicotina e agua.
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