
SÉRGIO EDUARDO FON TOU R A - D A - S11. V A

INTOXICAÇÃO POR AGROT^ÓXICOS NO ESTADO DO PARANÁ 
E SUA ASSOCIAÇÃO COM A VARIABILIDADE GENÉTICA 

DA COLINESTERASE DO SORO

Tese aprovada pelo Curso de PÓs- 
Graduaçao em Genética da Univer­
sidade Federal do Paraná, para a 
obtenção do título de Mestre em 
Ciências, na área de Genética.

CURITIBA
1993



ORIENTADORA

Profa. Dra. Eleidi Alice Chautard Freire Ilaia

II



A
meu pai,
onde ele estiver, 
com amor e saudade.

III



AGRADECIMENTOS

À Profa. Dra. Eleidi Alice Chautard Freire Maia, orienta­
dora e arniga, pela colaboração, orientação científica e sobre­
tudo estímulo.

À Scheila, esposa e mãe, pelo incentivo e paciência nos 
momentos em que esta tese era redigida. À Samantha, filha, 
pelo simples motivo de sua existência que contribuiu para que 
eu pudesse trabalhar com mais afinco e dedicação na elaboração 
desta tese.

Aos amigos do Núcleo Profilático Universitário Prof. Pe­
reira Filho, de modo especial á Dra. Silene Favorito, ao Sr. 
Renato Beatriz e aos motoristas Sérgio e V/aldir, do Setor de 
Ciências da Saúde, sem cujo auxílio seriam impossiveis as coljs 
tas de material.

Aos agrônomos que recepcionaram e apoiaram a equipe do 
NÚcleo Profilático Universitário nas diversas localidades visi^ 
tadas.

Ao Prof. Dr. Lodércio Culpi, pela dedicação durante o cur 
so de pós-graduação.

Aos Profs. Sérgio Luiz Primo Parmo, Maria Angelina Cane - 
ver de Lourenço e Vania Manfredini de Alcântara, pelo auxilio 
nos trabalhos de laboratório e sugestões no desenvolvimento 
desta tese.

À Profa. Maria Luiza Petzl Erler, pelas críticas e suges­
tões apresentadas.

IV



SU. íARjlO

RESUMO
1. INTRODUÇÃO ...........................

1 .£ Objetivos .................... .
1.2 Colinesterase cio Coro ........ .

1.2-1 Aspectos Fisiológicos ....
-2 .o Aspcccoe rioquis.icos . . . • « 

1 -2 .o Ao ccrninaçao eenc cícít. . . . , 
Inseticidas Crganofoe Core Aos ... 
1.3.1 Efeitos TÓxiccs o Terapia

1.3

1.3 • 2"IIetc.bolisc.çSo
.4 consurúo cie Aprotoxieo; Clin:','-;ítuaçc.o c.o

2 . IIATEIIIAIS 
£.1

iterc.se G:?i-

nuostra ...................
2.1.1 Convênio Ilúcleo Frofilático - A
2.1.2 Caracterixaçã.c ca /a.ostra....
i.edição ca Atividade da Acctilcolines
trocitén-ia ................. .
Fenotipoo da Colinesterase do 
2.3.1 Loco CllEl ............ .

2.3.1.1 llétodo de Morrow e MotulsMy(126C) .
2.3.1.2 llétodo do Alcântara e cols. (1291).

.oro

Druüil

2.3.1.3 Iletodo de Diet; c* cols. (1073).
2.3.2 Loco 01132 

2.4 Estatísticas ..
3.

o • G

RESULTADOS .........................................
3.1 Deuonstraçao de que o fèste de Seleção cie Intoxi 

cados se Fundaisenta na Atividade da Acetileoli - 
nestera.se Cri troei taria (ACliE) ................

3.2 Intoxicações Observadas r.os Ilunicípios Visitados 
Agrotoxicos Utilizados ' elos Lavradores da A:..os­
tra ............................................# A fi i O 0 n O 1 c-- o i’ 0 i iO uipic c. ts o c L’ 61 'V LLd.c •••••••••••••
3.4.1 Loco CH31 ................................

O /< *\ —> • • • -i—i * * • "* "1o • *cr # l«l i- recuciici0.5 r ono oipico.c c.o ioco
G A_ 1 Ol.I s-i : uLu.i C ciC.O S (j o O i 1 L C O 1 C 0 • •

. . ^ % .Dxstriouiçc.o aos fenoiipus usuais
e rão Usuais eu Intoxicados dc
Acoi'dc cs;, r. Distribuição dc. Ati-

6 C O

01
02

o  
\J C-

C2
02
GO
Pi P
 ̂-1

I  _L

II
22
o  jr d C
O *v

34
o /,

34

o o
n p

35 
A l
/• r \
L\o

4 5
/> i~7

U i

43
51

51 

r. P

r~ -? 
r- ̂oo

55

O v_

1.2

\  1 3  Cu 3 
torsec
\ ici ac'c- R. letiva cio. Acotilcclincü-

2.2

3*0



VI

 ̂  ̂ L o o o C; £_ ......vc 55
3.4.3 Lococ~Cní:_l e ÇHL2 ........    5 S

3.5 Riscos Relativos c.e Intoxicação Por Coupostos Agro 
toxicos Inibidores das Asterasõs, Frações Ftioló -
gica e Preventivo................................. C2

3.G Atividade da Colinestcrase do Soro ............... 63
3.6.1 Co.uparaçc.o Antro as Atividades Lnsiráticas 

Observadas ti.. Controles c Intoxicados .....  63
3.6.2 Correlaçao entre os Aotodos dc Dic-ts e cclc. 

(1573) c do Forros e AolulsAy (IICC) ......  53
4. DISCUSSÃO ................................................  66

4.1 Intoxicaçooo Observadas nos Aunicipios Visitados . CG
4.2 Ayrotóxicos Utilisados poios Lavradores da Auostra 66A \ /-4.3 Fi^eqücncias Fdnotipicas Obcei‘vadc.3 . ■............  70

4.3.1 Loco CrILl :.................................. 70
4.3.2 Loco CAL2 ...................................  72
4.3.3 Locos CIIL1 o CALO ..........................  72

4.4 Atividade da Culinosterase do Soro ............... 74
4.5 Susceptibilidade e Frotoção à Inibição-da Colines­

terase do Soro por Agrotóxicos Organofosforsdos e 
Carbauatos ........................................  75

r  n  p.? rn T r q r ^ c ;  7 pvP* bvi.oLUuueo • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • •  /O
c  vi " ? tt v r ^ T / .  q  "  T F  T T H P  ^  * T * t  n  r o  p p.KJ • Li.j.' Jjl.iiiivlíXu A J_i X Vn r 0 jjl' — • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • •  ue



RESUMO

Um total de 134 lavradores expostos a agrotóxicos, selecio 
nados quanto ao grau de intoxicação pelo nível da atividade da 
acetilcolinesterase eritrocitária, classificados em 72 intoxi­
cados e 62 controles, foram estudados no que se refere à varia­
bilidade genética da colinesterase do soro (EC 3.1.1.8).

A atividade relativa da acetilcolinesterase foi avaliada 
pelo método de Limpèros e Ranta (1953), conforme modificação de 
Edson e Fenwick (1955). À fenotipagem do loco CHE1 da colineste 
rase do soro foi feita com a utilização do método de inibição 
enzimática, de Morrow e Motulsky (1968) e as variantes não -

A . .usuais foram retipadas de acordo com Alcantara e cols. (1991) . 
A fenotipagem do loco CHE2 foi feita de acordo com o método de 
eletroforese em gel de ágar de Van Ros e Vervoort (1973).

Os intoxicados mostraram frequencia significativamente
mais alta de variantes não-usuais do que os controles,revelando 
esses fenétipos um risco relativo de intoxicação cerca de 9 ve­
zes maior do que o apresentado pelo fenótipo usual.Entre os in
víduos de fenétipos usuais, a presença do fenótipo CHE2 C5- pa­
rece predispor à intoxicação, com risco relativo de cerca de 4 
vezes maior do que o do fenótipo CHE2 C5+. Nossa hipótese é que 
a colinesterase do soro seria inibida antes da acetilcolineste­
rase, constituindo-se em fator de proteção ã inibição dessa úl­
tima enzima. As variantes da colinesterase do soro com menor 
afinidade por compostos organofosforados e carbamatos e/ou com 
menor atividade permitiriam maior inibição da acetilcolienste - 
rase e portanto predisporiam à intoxicação.
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1. INTRODUÇÃO

1.1 Objetivos

Os compostos agrotóxicos organofosforados e carbamatos, além 
de agirem sobre os insetos, agem sobre os mamíferos, inibindo as 
esterases de um modo geral e a acetilcolinesterase de um modo 
mais específico, provocando sintomatologia característica. A coli 
nesterase do soro, enzima que apresenta variabilidade genética 
bem conhecida, por ser uma esterase, é inibida por estes compos­
tos. Considerando-se que a variabilidade genética pode levar a d.i 
ferenças na atividade e na capacidade de inibição da colinesterase 
do soro, questionou-se se não levaria também a diferenças na sus­
ceptibilidade à intoxicação por agrotóxicos.

Por estas razões nasceu o interesse de se desenvolver o pre­
sente trabalho, cujos objetivos principais foram os seguintes:

1. Analisar a distribuição da variabilidade genética da coli^ 
nesterase do soro em intoxicados por compostos inibidores de est£ 
rases usados na agricultura e compará-la com aquela de controles 
das mesmas regiões rurais. 0 estudo da variabilidade genética in­
clui a determinação dos fenótipos dos locos CHE1 e CHE2.

2. Caso os locos estejam relacionados com a susceptibilidade 
á intoxicação, tentar determinar se haveria papel preponderante 
de um deles nesse fenômeno de intoxicação.

Atingidos os objetivos propostos, teremos contribuído para 
fornecer informações que possam fundamentar a elaboração de futu 
ro esquema epidemiológico, que leve a diminuir a freqüência de 
intoxicações observada atualmente.

1. 2 Colinesterase do Soro

A colinesterase do soro (butirilcolinesterase, pseudocolines 
terase, acilhidrolase de acilcolina, EC 3.1.1.8), por volta de 
1947, quando da introdução dos inseticidas organofosforados na la 
voura, adquiriu uma importância prática muito grande, principal-
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mente no diagnóstico e controle de intoxicações em operários de 
indústrias químicas e de lavradores que manipulam estes compos­
tos (Holmstedt, 1959; Humiston e Wright, 1267).

1.2.1 Aspectos Fisiologicos

A colinesterase do soro é sintetizada no fígado do homem 
e de outros animais (Koelle, 1951; Gerebtzoff e cols., 1954) .
Alterações na atividade enzimática tem sido observadas em hepa- 
topatias (Shih e cols., 1966; Kutty e cols., 1971). Por esta 
razão a medição da atividade da colinesterase do soro pode en­
trar na bateria de exames para avaliação da função hepática.

A atividade enzimatica pode estar diminuida após a 10ã se­
mana de gravidez, em mulheres com terapia com estrogenios 
(Sitíell e Kaminskis, 1975) e em doenças renais crónicas ( Dietz 
e cols., 1973). A tabela 1 sumariza diversas situações era que a 
atividade da colinesterase do soro pode estar diminuída. A ati­
vidade aumentada ó observada em situações associadas com o meta 
bolismo anormal de lipídeos, tais como: hiperlipoproteinemia , 
obesidade (revisão em Kutty, 1980) e diabetes (Antropol e cols., 
1973). Também se encontrou elevada nos casos de síndrome nefró- 
tica, principalmente associada com hiperlipoproteinemia (Way e 
cols., 1975). Foi demonstrada correlação positiva entre a ativi 
dade enzimática e as concentrações de colesterol total, trigli- 
cerídeos, LDL e VLDL (Magarian e Dietz, 1987K

A colinesterase do soro tem sido detectada no cérebro
(Atack e cols., 1986); nos sistemas vascular, respiratório, di­
gestivo e urogenital, em certas glândulas exócrinas e endócri - 
nas (Kutty, 1980) e na pele (Ortonne e cols., 1979). Apesar des 
ta ampla distribuição, no homem e em outros mamíferos, sua fun­
ção ainda não foi devidamente esclarecida. La Du e Lockridge
/ \ M A(1986) encontraram um alto grau de homologia entre as sequen 
cias de aminoácidos dos centros ativos da colinesterase do soro
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Tabela 1. Algumas causas de atividade diminuída da colinesterase 
do soro*

Tipo Condição

Deficiências hereditárias variantes da colinesterase do soro

Variação fisiológica após a 103 semana de gravidez 
(Sidell e Kaminskis, 1975) 
recém natos e crianças

Causas adquiridas hepatopatias 
infarto do miocárdio 
doenças do colágeno (distrofia mus­
cular progressiva, miotonia congê­
nita e dermatomiosite) 
hiperpirexia 
tuberculose
hipocalcemia (Kobayashi e cols.,

(1988)
uremia

Causas iatrogênicas INSETICIDAS 0RGAN0F0SF0RAD0S 
inibidores da monoamino oxidase 
terapia com estrogênios (Sidell e 

Kaminskis, 1975)
propanilida
propranolol (Whittaker e cols.,

1982)
neostigmina
cloridrato de clorpromazina 
circulação extracorpórea

*As condições, não acompanhadas de referência, foram incluídas 
de acordo com Whittaker, 1980.
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humana e da acetilcolinesterase do peixe Torpedo californica que 
indica a conservação das colihesterases durante a evolução. A en 
zima hidrolisa uma variedade de ésteres da colina (acetilcolina, 
butirilcolina e benzoilcolina), além de outros ésteres como o 
ácido acetilsalicílico. Devido a esta ampla variedade de substra 
tos ainda não é conhecido o seu substrato natural em condições 
normais (Harris, 1980).

Em mamíferos, o metabolismo de ácidos graxos ocorre princi­
palmente no fígado. Foi proposto por Clitherow e cols. (1963)que 
a butiril-CoA produzida durante o processo metabólico possa for­
mar butirilcolina em presença de colina. Este composto tem uma 
potente ação nicotínica e exercerá seus efeitos tóxicos se não 
for destruído imediatamente. Estes autores consideram que a prin 
cipal função biológica da colinesterase do soro seria hidrolisar 
a butirilcolina no momento de sua formação.

É interessante notar a relação entre colinesterases e orga- 
nofosforados. Em pássaros (codornizes) tratados com Azodrin e Bî  
drin (organofosforados) a colinesterase do soro foi amplamente 
diminuída, enquanto que a acetilcolinesterase cerebral permane 
ceu normal ou levemente diminuída (Shellenger e cols., 1966) .
Bajgar (1971) relatou que apenas 1% da dose tóxica injetada de 
IMPF (isopropil metilfosfonofluoridrato) penetrou no cérebro de 
camundongo, tendo o restante da dose permanecido ligado a protei^ 
nas plasmáticas. Observações anteriores, com ésteres organofos- 
forados, têm demonstrado ligações destes compostos à albumina, 
colinesterase do soro e aliesterases (Myers, 1959; Christen e 
cols., 1969). Parece que o plasma sangüíneo faz um importante pa 
pel, como uma primeira linha de defesa, contra o envenenamento 
por organofosforados pela ligação de proteínas plasmáticas ao tó 
xico absorvido (Ecobicon e Comeau, 1973).
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1.2.3 Aspectos Bioquímicos

Nas colinesterases (do soro e acetilcolinesterase)supõe-se a 
existência de um centro ativo com dois sítios: anionico e esterá 
sico (Fig.la). 0 primeiro estaria constituído por um carbono ele 
trofílico de uma carbonila e atrairia o nitrogênio da colina por 
forças de Van der Waals. 0 segundo constaria do imidazol de uma 
histidina, que exalta a nucleofilidade de uma hidroxila serínica. 
Como conseqüência da atração da molécula do substrato para os 
dois sítios, se origina o complexo enzima-substrato (Fig.lb), A 
acetilcolina se quebra, liberando a enzima acetilada e deixando 
livre a molécula de colina (Fig. lc). Por hidrólise (Fig. Id) , 
a enzima regenera-se e libera ácido acético (revisão em Roses ,
1979). O'Brien (1969) propos a existência de três sítios no cen 
tro ativo: um ionico, um hidrofóbico e um esterásico. Roufogalis 
e Quist (1972) propuseram três sítios compreendendo um catalí^ 
tico (alfa-anionico) e dois alostéricos, um dos quais seria regu 
lador (beta-anionico) e o outro sítio acelerador (gama-anionico).

A colinesterase do soro é diferente da colinesterase dos 
eritrócitos, ou acetilcolinesterase (Alies e Hawes, 1940; Aldri­
dge, 1953a). Mendel e cols. (1943) e Nachmansohn e Rotherberg 
(1945) estabeleceram características que distinguem a acetilcolil 
nesterase (colinesterase verdadeira, acetilcolina hidrolase , 
EC 3.1.1.7) da colinesterase do soro, incluindo o uso de compos 
tos organofosforados, como inibidores diferenciais em estudos 
in vitro.

A maior parte da enzima circulante é um tetrãmero com um 
peso molecular de aproximadamente 340.000. As subunidades estão 
arranjadas como um dímero de dímeros, com cada dímero composto 
de duas subunidades idênticas ligadas por pontes dissulfetos. Ca 
da dímero contém apenas uma ponte dissulfeto intercadeia entre 
duas subunidades. Estas pontes dissulfeto intercadeia não são 
necessárias nem para a estrutura tetramérica nem para a ativida­
de. As quatro subunidades permanecem unidas por ligações cova - 
lentes e cada subunidade contém 3 ou 5 pares de pontes dissulfe-
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to intracadeia (Lockridge e cols., 1979).

A colinesterase do soro apresenta quatro formas moleculares 
principais: C^, C^, e C^, as quais são interconversíveis 
(LaMotta e cols., 1965). C corresponde ao monomero, C ao díme-1 O
ro e ao tetrãmero (Scott e Powers, 1972). 0 componente

A \corresponde ao monomero ligado a albumina (Masson, 1979).

A seqüência de aminoácidos da colinesterase do soro foi 
determinada por Lockridge e cols.(1987), e a enzima é consti - 
tuída por 574 aminoácidos por subunidade e 9 cadeias de carboi- 
dratos ligadas a 9 resíduos de asparagina. A serina do centro a­
tivo é o 198s aminoácido da seqüência aminoterminal.

1.2.3 Determinação Genética

As variações hereditárias da colinesterase do soro vieram 
á luz após a introdução da succinildicolina (suxametõnio) como 
miorrelaxànte, no início da década de 1950. Normalmente os efei­
tos da droga são pequenos, pois é rapidamente hidrolisada pela 
colinesterase do soro em produtos inativos (succinato e colina). 
Entretanto, alguns individuos (1 em 2.000 europeus) sao sensi^ 
veis a seus efeitos. Nestes indivíduos uma dos® padrão pode de­
senvolver uma paralisia muscular prolongada e apnéia por duas ho 
ras ou mais. Estudos nesta área demonstraram que os indivíduos 
eram portadores de variantes da colinesterase do soro ( revisão 
em Harris, 1980).

Dois locos autossõmicos (CHE1 e CHE2) não ligados (Harris e 
cols., 1963) determinam a colinesterase do soro. 0 primeiro está 
localizado no cromossomo 3 (Kidd e Gusella, 1985, segundo Zelins 
ki e cols., 1987). Este apresenta um alelo muito comum ( usual , 
CHE1*U) e os alelos atípico (CHE1*A - Kalow e Genest, 1957) re-
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sistente ao fluoreto (CHE1*F - Harris e Whittaker, 1961), silen­
cioso S (CHE1*S - Liddell e cols., 1962), silencioso T (CHE1*T - 
Goedde e cols., 1965), silencioso R (CHE1*R - Scott e Wright , 
1976), resistente à succinildicolina (CHE1*SU - Agarwal e cols., 
1976), J (CHE1*J - Garry e cols., 1976), K (CHE1*K - Rubinstein 
e cols., 1978), H (CHE1*H - Whittaker e Britten, 1987) e Newfound 
land (CHE1*NFLD - Simpson e Elliot, 1981). As variantes não usu­
ais condicionam uma atividade enzimática mais baixa e estão rela 
cionadas com a sensibilidade ao suxametônio. As variantes J, H e 
K somente são distinguidas em heterozigotos para outro alelo não 
usual (Evans e cols., 1980; Evans e Wardell, 1984; Whittaker e 
Britten, 1987). Através de estudos familiais os genótipos
CHE1*K/CHE1*S e CHE1*K/CHE1*K puderam ser descobertos (Whittaker 
e Britten, 1988; Whittaker e cols., 1988).

Através de estudos de seqüenciamento do DNA foram caracterjl 
zadas determinadas mutações. Assim o alelo CHET*A teria origem 
numa mutação de ponto ocorrida no nucleotídeo 209 (GAT—> GGT) 
causando, na proteína, a substituição de um aminoácido na posi­
ção 70 (Asp— > Gly), a variante quantitativa CHE1*K possui uma 
treonina no lugar de uma alanina (nucleotídeo 1615 GCA— > ACA) 
(revisão em La Du, 1989). A variante CHE1*H, na posição 142 pos 
sui uma substituição de um aminoácido (Vai— Met) devido a outra 
mutação de ponto: GTG— *ATG (Jensen e cols., 1990). Num tipo de 
variante silenciosa, variante Ann Arbor, ocorre uma mutação do 
tipo frameshift (Nogueira e cols., 1990). Duas mutações foram 
relacionadas com a resistência ao fluoreto: fluoreto 1 (ACG— > 
ATG, posição 243 Thr— »Met) e fluoreto 2: (GGT— >GTT, posição 
390 Gly— ^Val; Bartels e cols., 1990).

0 loco CHE2, cuja localização cromossõmica ainda não está 
definida, apresenta apenas dois alelos identificados, CHE2*C5+ e
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CHE2*C5- (Harris e cols., 1962). Os portadores do alelo CHE2*C5+ 
apresentam, em média, uma atividade 25% mais elevada (Harris,
1980). Estes indivíduos apresentam uma banda extra, denominada 
Cj_, observada eletroforeticamente. Tortolero e Medina (1978)pro 
puseram que esta banda fosse uma modificação do isomero C^.
Scott e Powers (1974) sugeriram que C representa um híbrido

5
dos componentes C e C , pois em indivíduos CHE2 C5+ heterozi -4 b
gotos para o alelo atípico, a banda C sofre a mesma inibição5
por dibucaina que as demais bandas condicionadas pelo loco CHE1.
A isozima C representa um tetrâmero C. associado a uma outra b 4
molécula (Primo-Parmo e cols., 1990), a qual não é nem albumina 
nem um fragmento de colágeno, nem um fragmento de imunoglobuli- 
na e nem um fragmento de fibronectina (Masson e cols., 1990).

As variantes do loco CHE1 são caracterizadas através de en 
saios enzimáticos, com o uso de inibidores da colinesterase do 
soro, e muitas substancias para este fim já foram testadas,tais 
como: dibucaina (Kalow e Genest, 1957), extrato aquoso de bata­
ta (Harris e Whittaker, 1959), fluoreto de sódio ( Harris e 
Whittaker, 1961), Ro2-0683 (Harris e Robson, 1963; Morrow e Mo- 
tulsky, 1968), alcool n-butírico (Whittaker, 1968a), cloreto de 
sódio (Whittaker, 1968b), uréia (Hanel e Mogensen, 1971), cá- 
tions bivalentes e tampões (Garry, 1971a,b; Garry e cols.,1972), 
cloridrato de fenilciclidina - Sernylan (Becker, 1972), propra­
nolol (Whittaker e cols., 1981). Uma técnica fundamentada na 
taxa de hidrólise entre dois substratos (procaína e tetracaína) 
foi desenvolvida por Smith e Foldes (1972) para a identificação 
dos portadores do alelo atípico. As variantes do loco CHE2 são 
determinadas por técnicas eletroforéticas, utilizando-se prin - 
cipalmente suportes de amido (Harris e cols., 1962), poliacrila 
mida (Simpson, 1972) e ágar (Van Ros e Vervoort, 1973).
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1.3 Inseticidas Organofosforados

A origem e utilização dos inseticidas químicos (Tabela 2) se
deu inicialmente com materiais simples e disponíveis tais como os
arsenicais, oleos de petróleo e produtos extraídos de vegetais
(nicotina, piretróides, rotenona, etc). Mais tarde, apareceram os
primeiros compostos orgânicos sintéticos: dinitrocompostos e tio-
cianatos. Uma grande revolução no controle de pragas agrícolas se 
• • • M /iniciou com a introdução do DDT (1,1,l-tricloro-2,2-bis-clorofe - 
niletano) na lavoura. Outros compostos organoclorados tais como 
BHC, Toxafeno, Clordane, Aldrin e Dieldrin apareceram-logo em se­
guida. A segunda revolução ocorreu com a síntese do Parathion pe­
lo pesquisador alemão Schrader, em 1944, que também sintetizou ou 
tros compostos organofosforados como o Paraoxon, Syxtox, Tabun e 
Sarin, sendo os dois últimos criados e utilizados para fins bé­
licos. Os carbamatos, por sua vez, são um grupo relativamente re­
cente de compostos sintéticos (revisão em Matsumura, 1985).

As pesquisas nas áreas de farmacologia e toxicologia dos com 
postos organofosforados iniciaram-se por volta de 1947, logo após 
o início de sua utilização na agricultura. 0 produto pioneiro, a 
ser introduzido, foi o Parathion (DuBois e Geiling, 1959), ainda 
hoje um dos mais utilizados.

1.3.1 Efeitos Tóxicos e Terapia

Os compostos organofosforados são inibidores das esterases 
em geral (Tabela 3), sendo que a única exceção é a esterase-A (ho 
je conhecida como paraoxonase) que consegue hidrolisa-los (Aldri­
dge, 1953b,c). As colinesterases (do soro e acetilcolinesterase ) 
são inibidas por estes compostos (Fig.2). Como a inibição pode 
ser diferencial, é possível utilizá-los em ensaios in vitro para
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Tabela 2. Cronologia da síntese ou uso de produtos com ação inse­
ticida (de acordo com Matsumura, 1985).

Tipos de Produtos________  Ano
Produtos naturais 900*

1690
1800*
1845
1848

Fumegantes e derivados do 
petróleo 1854

1867
1868 
1874 
1918

Primeiros inseticidas sin 
téticos 1925

1939

1941
1941
1944

1940/50
1947
1952

Inseticidas modernos 1967

1970/80

1980

Produtos e Local_____________
arsenitos - China 
tabaco - Europa 
piretróides - Cáucaso 
fósforo inorgânico - Alemanha 
pó de raízes - Malásia

CS^ para fumegaçao - França 
verde de Paris - EUA 
derivados do petróleo - EUA 
síntese do DDT (Zeidler) 
cloropicrina - França

dinitrocompostos
descoberta das propriedades in 
seticidas do DDT (Müller)
síntese dos 2-4-D - EUA
BHC - França
Parathion - Alemanha
Aldrin,Dieldrin,Endrin, etc
Carbamatos - Suíça
Malathion

primeiros inseticidas mimé- 
ticos hormonais - EUA
desenvolvimento dos inseti­
cidas piretróides sintéticos 
-Reino Unido, Japão
descoberta das avermectinas

*Ano aproximado
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Tabela 3. Alguns compostos organofosforados inibidores de enzimas 
com atividade esterásica (modificado de Aldridge, 1953c).

Enzima Inibidor
Quimiotripsina

Tripsina 
Colinesterases*

Esterase hepática
Esterase de laranja e 
trigo

Esterase-B

Diisopropil fosfonofluoridrato (DFP) 
Difenil fosfonicloridrato 
Dietil fosforofluoridotionato 
Tetraisopropilpirofosfato (TIPP) 
Tetraetilpirofosfato (TEPP) 
Tetrapropilditionopirofosfato (NPD)
Paraoxon
DFP e seus analogos
Paraoxon
TEPP, TIPP, NPD
DFP

TEPP
DFP
Paraoxon
TEPP

*do soro e acetilcolinesterase
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S.A. S.E.

1. Representação esquemática 

da enzima.

2. Composto organofosfo- 

rado ligado ao sítio 

esterãsico (ligação do 
tipo Coulomb).

3. Fosforilaçao da enzima no 

sítio esterãsico.

S.A. S.E.

Composto organofosforado de fórmula estrutural 
genérica R.

R.

‘1 . 0\  w . 
/  P -0 -  X

o - x
HOX

Fig.2. Diagrama do processo de inibição da acetilcolinesterase por 
compostos organofosforados ( de acordo com Matsumura, 1985)
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diferenciá-las (Aldridge, 1953a,c).

As manifestações clínicas das intoxicações por inseticidas 
organofosforados são conseqüência do acúmulo do neurotrans 
missor acetilcolina, devido á inibição da acetilcolinesterase , 
e se traduzem nos chamados efeitos muscarínicos, nicotínicos e 
efeitos sobre o sistema nervoso central (Edson, 1955; Holmstedt, 
1959; Schvartsman, 1979), resumidos na tabela 4.

Os efeitos muscarínicos são conseqüência da ação da acetil^ 
colina nas células nérvosas pós-ganglionares e levam á estimu­
lação das células efetoras. Os efeitos nicotínicos são resul­
tado da ação sobre os elementos somáticos nervosos que levam á 
estimulação seguida por paralisia da musculatura voluntária. Os 
efeitos sobre o sistema nervoso central são originários da ação 
direta da acetilcolina sobre os neurônios (Radeleff, 1964, de 
acordo com Matsumura, 1985).

0 esquema terapêutico atualmente utilizado, com resultados 
satisfatórios, compreende o uso de dois antídotos: sulfato de 
atropina e derivados das oximas. 0 primeiro funciona como antí­
doto farmacológico eficaz nas manifestações muscarínicas e dis­
túrbios do sistema nervoso central. Seu uso deve ser precoce e 
prolongado por no mínimo, 24 a 48 horas. A introdução dos deri­
vados das oximas na terapêutica, modificou radicalmente o as­
pecto das intoxicações por compostos organofosforados, permi­
tindo a recuperação dos casos outrora considerados fatais. Se­
gundo Askew (1956), Kewitz e Nachmansohn (1957), o antídoto po­
de reativar 80% da enzima inibida, em um minuto (Fig. 3). Os 
derivados.mais. utilizados das oximas são o PAM (piridina aldoxi 
ma metiodida) e o sulfoxilato de N-metil alfa piridilaldoxima
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Tabela 4. Sinais e sintomas das intoxicações, classificados pelo 
órgão atingido (elaborada a partir dos dados de Schvartsman (1979).

Efeitos e órgãos atingidos Sinais e Sintomas
Muscarínicos

trato gastrointestinal anorexia, náuseas, vômitos, cóli­
cas, aumento do peristaltismo e 
diarréia.

glândulas exócrinas sudorese, sialorréia e lacrimeja- 
mento

trato respiratório dispnéia, cianose, bronquiocons - 
trição, acúmulo de secreções bron 
quicas levando a edema agudo pul­
monar.

globo ocular midríase inicial seguida de mios©

Nicotínicos
musculatura esquelética tremores de língua, lábios, pálpe 

bras, espasmos musculares atingin 
do pescoço e face.

Sobre o Sistema Nervoso
Central cefaléia, tonturas, tremores, ata 

xia, distúrbios da palavra, con - 
vulsões e coma.
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1. Enzima inibida pelo compost« 

organofosforado, e o derivado 
de oxima entrando em ação no 

processo de detoxicação.

2. 0 composto organofosforado 

se liga ao derivado da oxima, 

mas ainda permanece ligado a 

enzima.

S.A. S.E.

3. 0 composto organofosfo­

rado se desliga da enzima

S ,A. S.E.

Composto organofosforado de formula estrutural 
genérica R-> 0

\ n  _
/ P-O-X

m -

HOX

Piridina aldp^xima metiodida (derivado da oxima)
1 'J '

H-0-N=CH-N-CH.

Fig.3. Mecanismo de ação do PAM (piridina aldoxima metiodida) so­
bre a enzima inibida por composto organofosforado (esquema elabo­
rado a partir dos dados de Schvartsman,1979)
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(no Brasil com o nome comercial de Contrathion). Seu efeitos se 
fazem sentir principalmente sobre as manifestações nicotínicas 
para as quais a atropina é ineficaz (Schvartsman, 1979). A condu 
ta terapêutica auxiliar é apresentada na tabela 5.

Alguns compostos organofosforados, como o Paraoxon, agem di_ 
retamente sobre a acetilcolinesterase sem sofrer alterações meta 
bólicas prévias. No entanto, os tiofosfatos (como o Parathion) , 
que constituem a maioria dos compostos atualmente utilizados, só 
se tornam tóxicos no fígado, após uma transformação metabólica , 
que consiste na troca do enxofre pelo oxigênio, catalisada pela 
difosfopiridina nucleotídeo oxigenase (DPNO) na fração micros- 
somal hepática (Fig. 4). 0 análogo oxigenado resultante ó o ini­
bidor das esterases (DuBois e Geiling, 1959). Gage (1953) rela­
tou a existência de uma outra substância que inibe a acetilcoljL 
nesterase nas intoxicações por Parathion, a qual é isomera deste 
composto (Fig. 5).

Os efeitos tóxicos dos inseticidas organofosforados não se 
restringem â inibição da acetilcolinesterase e da colinesterase 
do soro. Há evidências de que afetam outros órgãos não relacjl 
onados diretamente com a intoxicação. Shain e cols. (1977) perce 
beram uma alteração significativa na homeostasia prostática de 
ratos sobre a ação do Parathion e de outros compostos. Espir e 
cols. (1970) relataram a ocorrência de quatro casos de impotên­
cia sexual em cinco lavradores ingleses que utilizavam inseti^ 
cidas e pesticidas. Os autores não conseguiram atribuir o fenême 
no a um composto particular, porém as suspeitas recaem sobre o 
Metassystox, que é um organofosforado.

Há evidências de que muitos agrotóxicos, dentre os organo- 
fosforados e alguns organoclorados,seriam responsáveis por alte­
rações hematológicas suficientemente graves para comprometer a 
resposta imune (Street e Sharma, 1975).
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Tabela 5. Terapêutica complementar nos casos graves de intoxica­M -çao por compostos organofosforados (elaborada a partir dos dados 
de Schvartsman, 1979).

Medida___________________
Assistência às condições 
respiratórias

Medicação 

Outros cuidados

Procedimento_________________________
Manutenção da permeabilidade das vi_ 
as aéreas superiores, administração 
de oxigênio, aspiração enérgica e 
freqüente, entubação endotraquial , 
traqueostomia e respiração artifi - 
ciai quando necessário.
Barbitúricos ou diazepínicos nos ca 
sos com convulsões.
Correção dos distúrbios hidroeletro 
liticos, aporte calórico adequado , 
administração de analgésicos e anti 
espasmódicos, antibióticos de largo 
espectro, monitorização e vigilância 
rigorosa pelo menos nas primeras 48 
horas.
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Parathion Paraoxon

*DPNO = difosfopiridina nucleotideo oxigenase

Fig. 4. Transformação do Parathion no seu análogo oxigenado (Para 
oxon), segundo DuBois e Geiling (1959).
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Parathion Isomero do Parathion.

OO-dietil-S-p-nitrofenil
tiofosfato

OS-dietil-O-p-nitrofenil
tiofosfato

Fig.5 Isomero do Parathion capaz de inibir à acetilcolinèsterase 
sem sofrer a transformação no fígado (Gage, 1953).
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Ja foi evidenciado o efeito de mutagênese, observado em 
bactérias (Centeno e cols., 1988), em camundongos (Salvadori e 
cols., 1985, 1986a,b e Ribeiro e cols., 1986), no homem (Larri- 
pa e cols., 1983) e em Drosophila melanogaster (Velázquez e 
cols., 1986).

Como os compostos organofosforados inibem a atividade da 
acetilcolinesterase e da colinesterase do soro, os métodos de 
diagnóstico de intoxicações por estes compostos estão fundamen 
tados nesta peculiaridade, como o método de Limperos e Ranta 
(1953) modificado por Edson e Fenwick (1955). Usando este mes­
mo princípio existem métodos de pesquisa de resíduos de organo­
fosforados, principalmente em alimentos. Estes métodos detectam 
quantidades infinitezimais de organofosforados pela inibição de 
certa quantidade de enzima purificada (Nanda-Kumar e cols. , 
1976; Nanda-Kumar e Ramasundari, 1980; Udaya-Bhaskar e Nanda- 
Kumar, 1981, 1982). Para os carbamatos existem provas baseadas 
no mesmo princípio (Mendoza e Shields, 1970, 1971).

1.3.2 Metabolização

Entre os sistemas enzimáticos responsáveis pela degradação 
dos compostos organofosforados, dois grandes grupos distintos 
de sistemas enzimáticos são importantes. São os sistemas oxida- 
tivos e hidrolíticos. No fígado, quatro enzimas degradam vários 
compostos organofosforados: (a) uma esterase estimulada por 
íons Ca++ que degrada dietilfosfatos (Kojima e 0'Brien, 1968 ,
segundo Matsumura, 1985); (b) uma DFPase estimulada por íons 
Mn++ e Co++ (Mounter e cols., 1955); (c) uma Malathion carboxi­
lase (Main e Braid, 1962) e (d) uma enzima que degrada Diclor - 
vós e é caracterizada pela ativação por íons Mn++. A última en­
zima seria idêntica a segunda, e a primeira é encontrada também 
no soro e muitas vezes conhecida como paraoxonase (Matsumura ,
1985).
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Aldridge (1953b) percebeu que a esterase aromática ( este- 
rase-A) de certos animais (cavalo, coelho e rato) era capaz de 
hidrolisar o Paraoxon. Na época, esta enzima foi denominada de 
esterase-E600. Em trabalho anterior, Aldridge (1953a) já meneio 
nava o fato de que uma maior concentração de organofosforado é 
necessária para inibir a acetilcolinesterase eritrocitária na 
presença do soro. Atualmente, a esterase-E600 é conhecida como 
paraoxonase (EC 3.1.1.2) e catalisa a hidrólise do Paraoxon em 
produtos menos tóxicos: ácido dietilfosfórico e p-nitrofenol 
(Aldridge, 1953b) que são eliminados pela urina (Geldmacher -v. 
Mallinckrodt, 1978), como mostra a figura 6.

Bali e cols. (1954) perceberam que ratos pré-tratados com 
compostos organoclorados (Aldrin) eram mais resistentes ao Para 
thion. Os autores notaram um aumento na atividade da esterase- 
E600 (paraoxonase) com o pré-tratamento, o que explica em parte 
a resistência observada. Sabe-se também que os organoclorados 
possuem uma ação hepatotóxica, que poderia provocar algum dano 
ao fígado, de modo que o animal não pudesse transformar o Para­
thion em Paraoxon (ver Fig.4).

As diferenças quantitativas na atividade da paraoxonase re 
fletem uma diferença qualitativa na enzima do soro de indi­
víduos de genótipos distintos (Eckerson e cols., 1983a). Depen­
dendo destes genótipos haveria uma proteção maior ou menor con­
tra a intoxicação por agrotóxicos organofosforados em indi­
víduos cronicamente expostos a eles (Geldmacher-v.Mallinckrodt e 
cols., 1979).

Mounter e Whittaker (1953) relataram uma esterase do soro 
humano capaz de hidrolisar o Paraoxon e o DFP. Esta enzima é a 
paraoxonase considerada por alguns autores como a arilesterase 
(EC 3.1.1.2). A atividade da arilesterase tem sido medida com



díetilfosfórico

Fig.6 Hidrólise do Paraoxon pela paraoxonase (Geldmacher-v. 
Mallinckrodt, 1978).
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vários substratos: fenilacetato (Kitchen e cols., 1973), o e £- 
nitrofenilacetato (Huggins e Lapides, 1947), beta-naftilacetato 
(Burlina e cols., 1977), vinilacetato (Augustinsson, 1964) e 
tiofenilacetato (Mendoza e cols., 1976). Exatamente como a para 
oxonase, requer ions Ca para a atividade (Marton e Kalow 1962) 
portanto é inibida em presença de EDTA e pelo PMB (p-hidroximer 
curibenzeno)(Augustinsson, 1961) e não o é por inibidores da co 
linesterase do soro. A estreita correlação entre a atividade da 
arilesterase e da paraoxonase dentro de três fenótipos ( ativi­
dade alta, média e baixa) sugere que as duas atividades devam 
ser propriedade da mesma enzima (Eckerson e cols., 1983b).

1.4 Consumo de Agrotóxicos - Situação do Brasil e do Paraná

No período de 1964 a 1984 houve um acréscimo de 279% no 
consumo de agrotóxicos no Brasil. Os estados que mais consu
miram foram: são Paulo (35%), Paraná (20%) e Rio Grande do Sul 
(18%). No mesmo período a produção nacional de agrotóxicos so­
freu um estímulo de incentivos fiscais e outras facilidades , 
sendo que a produção no país em 1964 chegava a 25% dos agrotó­
xicos comercializados, alcançando 75% em 1984 (RÜegg e cols. ,
1986). A tabela 6 mostra os compostos organofosforados produ - 
zidos atualmente no Brasil.

0 aumento do consumo tem trazido conseqüências ao meio am­
* / \ M biente. Caceres e cols. (1987) descreveram a contaminaçao de

águas de 38 reservatórios de 7 bacias hidrográficas localizadas
no Estado de são Paulo, por agrotóxicos organoclorados (BHC ,
DDT, Heptacloro, Clordane, Aldrin, Dieldrin e Endrin). Gomo a
comercialização e uso destes compostos no Brasil é proibida, é
provável que dentro de algum tempo a contaminação destas águas
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Tabela 6. Compostos organofosforados atualmente produzidos e utili­
zados no Brasil (segundo o Compendio de Defensivos Agrícolas, 1987).

Nome Comercial_______  Princípio Ativo Classe Fabricante3
Uso1 Tox.2

Acefato Fersol Acephate I+A III 11
Actellic 500 Pirimphos I III 15
Afigran Disulfoton I+A I 17
Afugan CE Pirazophos F+I II 13
Alacran 400 BR Monocrotophos I+A I 18
Anthiò Formothion I+A I 21
Azincol 400 E DOBT I+A I 27
Azodrin 75 UBV/400 E Monocrotophos I+A I 23
Basudin Diazinon I III 06
Biation 600 Parathion I I 28
Birlane 250 P Chlorfenviphos I I 23
Briten 60 S DHT I II 24
Cefanol Acephate I+A IV 18
Ceratix Ethion I III 07
Curacron 250/500 UBV Profenophos I+A II 06
Cythion 1000 Malathion I II 08
Danex 50 LC Trichlorphon I+L III 27
Danex 80 PM Trichlorphon I III 27
DDVP CE/100 CE DDVP I+A II 09
DDVP DDVP I+A II 26
DDVP CE Pikapau DDVP I+A II 22
Devepan DDVP I+A II 18
Diazenon 600 CE Diazinon I+A II 06
Dimecron 500 Phosphamidon I I 06
Dimetoato Dimethoato I+A II 12
Dimetoato 500 CE Dimçthoato I+A I 26
Dimetoi Dimethoato I II 27
Dimexion Dimethoato I+A I 13
Dipterex 500/Pó 25 Trichlorphon I+L II 04
Disyston GR 25/GR 50 Dissulfoton I+A I 04
Ekatin Thiometon I+A II 21
Ethion 500 Diethion I+A II 07
Fenix Ethoprophos I+N III 20
Folidol 600/Pó 1,5% Parathion I+A I 04
Foíimat Omethoato I+A I 04
Fosfamidon Phosphamidon I I 28
Fosferno 500 ED Malathion I+A III 15
Fostiol 600 Parathion I I 23
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Tabela 6. Cont.

Nome Comercial____________  Princípio Ativo

Fosvan 
Frumin 
Gesaverol 4 
Granutox 
Gusathion 400 
Hinosan
Hostathion 400 BR 
Ihara Dimethoate 50 
Imidan 
Kilvan 300 
Kitazin GR/PÓ 25 
Kitazin 480 CE 
Lebaycid EC/500 
Lebaycid Pó
Lorsban 240 UBV/480 BR
Malafog
Malagran
Malathion 40 Pikapau
Malathion 50 CE
Malational
Malatol 20/40 P
Malatol UBV
Mata Gorgulhos
Metassystox CE 250
Methyl Parathion 600
Narol CE
Nexion 400 CE
Nuvacron 250 UBV
Nuvan 1000 CE
Orthene 750/3% Pó
Ortho Hamidop 600
Parathion 60-E Pikapau
Paratiol 60-E
Perfecthion
Phosdrin
Pik-Rex Pikapau
Rhodiatox 60
Riton 100 CE
Roxion
Shellgran

DDP
Dissulfoton
Malathion
Phorato
Azinphos
Edifenphos
Triazophos
Dimethoato
Phosmet
Vamidothion
IBP
IBP
Fenthion
Fenthion
Chlorpiriphos
Malathion
Malathion
Malathion
Malathion
Malathion
Malathion
Malathion
Malathion
Demethon
Parathion.
Chlorpiriphos
Bromophos
Monocrotophos
Dichlorvos
Acephate
Methamidophos
Parathion
Parathion
Dimethoato
Mevinphos
Trichlorphon
Parathion
Dichlorvos
Dimethoato
Malathion

Classe Fabricante3
Uso1 Tox.2
I+A I 19
I+A I 21

I III 06
I+A I 08
I+A I 04

F I 04
I+A I 13
I+A II 16

I II 25
I+A II 20

F IV 16
F II 16

I+A II 04
I+A III 04
I+A II 10

I II 08
I III 08
I IV 22
I III 26
I III 27
I III 08
I III 08
I III 02

I+A I 04
I I 01

I+A II 27
I III 05

I+A I 06
I+A I 06

I III 14
I+A I 14
I+A I 22

I I 27
I I 03
I I 23
I IV 22

I+A I 07
I II 24
I II 05
I IV 23
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Tabela 6. Cont.

Nome Comercial Princípio Ativo Classe Fabricante
Usol Tox.2

Solvirex G 50/GR 100 Disulfoton I+A I 21
Sumapo.2 Feniltrothion I IV 02
Sumifog Feniltrothion I+f III 16
Sumithion PM/500 CE Feniltrothion I II 16
Supraciol Methidathion I+A I 06
Swingtox Malatol 600 Malathion I III 08
System 10 GR Disulfoton I I 18
Tamacron BR Methamidophos I+A I 04
Toxaparatiol 655-E Parathion I I 27
Trichlorphon Pikapau Trichlorphon I III 22
Trichlorphon 500 Trichlorphon I II 29
Trichlorphon 80 PS Trichlorphon I II 28
Trifonal 50 S Trichlorphon I III 18
Trithion TM 480 CE Carbophenothion I+A II 20
Zolbne 350 BR Phosalone I+A I 25

1= Classe de uso: A- acaricida; F= fungicida; f= formicida
1= inseticida; L= larvicida.; N= nematocida

2= Classe toxicológica: segundo portaria interministerial (MA/MS
220/79) que estabelece as classes toxico-
logicas e a cor da tarja que deve estar• no
rotulo do produto:
1= altamente toxico = tarja vermelha

11= medianamente tóxico = tarja amarela
111= pouco toxico = tarja azul
IV= praticamente atóxico = tarja verde

3= Fabricante: código Fabricante código Fabricante
01 Agroceres 16 Iharabras
02 Agro-química 17 Inabras
03 Basf 18 Ipiranga
04 Bayer 19 Labormax
05 Boehringer 20 Rhodia
06 Ciba-Geigy 21 Sandoz
07 CND A 22 São Vicente
08 Cyanamid 23 Shell
09 Defensa 24 Sintesul
10 Dow 25 Staufer
11 Fersol 26 Sultox
12 Herbitécnica 27 Usina Colombiana
13 Hoechst 28 Velsicon
14 Hokko 29 Diversos fabricantes
15 ICI
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seja por agrotóxicos organofosforados em quantidades crescentes.

A contaminação de águas traz uma conseqüência imediata: a
ação dos produtos tóxicos sobre animais e plantas do meio aquá­
tico. Saroja e Bose (1982) perceberam que a alga unicelular 
Chlorella protothecoides tem seu crescimento inibido na presença 
de Parathion, alem do fato de sofrer alterações no número e volu 
mes celulares e conteúdo de pigmentos (clorofila e carotenóides).

Os compostos organofosforados, apesar de serem geralmente 
menos tóxicos e alguns biodegradáveis (Andrea e cols., 1982) não 
são isentos de perigos. Zambroni (1986, segundo Palermo-Neto e 
cols., 1987) relatou 141 casos de intoxicação aguda por estes 
compostos no período de 1984 a 1985, constituindo 23,8% das into 
xicações por agrotóxicos verificadas no Centro de Controle de In

M / \toxicaçoes de Campinas (SP).

No Paraná foram oficialmente registradas, nos anos de 1984 
e 1987, 4.598 casos de intoxicação por agrotóxicos de acordo com 
levantamento efetuado pela Divisão de Toxicologia da Secretaria 
de Estado da Saúde (SESA), como mostra a tabela 7. Em 1987 o ór­
gão iniciou a classificação das intoxicações de acordo com os tî  
pos de acidentes ocorridos com o uso de agrotóxicos ( profissio­
nais, acidentais, abuso, tentativa de suicídio, outros). Estes 
acidentes são mais comuns em homens (87,5% dos casos). A freqüên 
cia de tentativas de suicídio utilizando agrotóxicos (13,6%) de­
monstra que existe certa facilidade ao acesso a esses produtos 
(tabela 8).

Segundo a Secretaria de Estado da Saúde, estes números de­
vem representar uma subestimativa, uma vez que estes acidentes 
não são de notificação compulsória.

A tabela 9 mostra os compostos tóxicos que mais causaram in 
toxicaçoes no Paraná nos anos de 1983 a 1984, sendo registrados
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Tabela 7. Numero de intoxicações por agrotóxicos e de óbitos por 
eles provocados, comunicados à Secretaria de Estado da Saúde do 
Paraná, no período de 1984 a 1987.

Ano N2 de casos % Óbitos %

1984 2.164 47,1 158 7,3
1985 1.119 24,3 106 9,5
1986 748 16,3 72 9,6
1987 567 12,3 39 6,9

Total 4.598 100,0 375 8a 1

Fonte: DT/DECD/FCMR/SESA
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Tabela 8. Acidentes provocados pelo mal uso de agrotóxicos regis^ 
trados no Paraná, no ano de 1987, segundo a Secretaria de Estado 
da Saúde do Paraná.

Tipo de Acidente_________________  N e de Casos  %

Profissional 363 64,0
Acidental 95 16,7
Abuso 14 2,5
Tentativa de suicídio 77 13,6
Outros 18 3,2

Total 567 100,0

Homens 496 87,5
Mulheres 71 12,5

Fonte :DT/DECD/FCMR/SESA
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Tabela 9. Relação de agrotoxicos responsáveis pela maioria das in­
toxicações no Estado do Paraná, nos anos de 1983 e 1984 ( segundo
Skalisz, 1984).

Nome Comercial

ORGANOFOSFORADOS
Azodrin
Bidrin
Curacron
Dimetoato
Diasyston
Folidol 60
Fostion 60
Frumin
Lorsban
Metassystox
Nuvacron 400
Parathion 60
Perfecthion
Tamaron________________
Total Organofosforados 
0RGAN0CL0RAD0S 
Aldrin 40 TS 
BHC
Dicarol 
Endrex 
Endrin 20 
Thiodan EC
Total Organoclorados
CARBAMATOS
Furadan
Rhodyauran
Temik 10 G
Total Carbamatos 
OUTROS COMPOSTOS 
Decis 
Gramoxone 
Round up 
Trifluralina
Total Outros Compostos
Total Geral

Princípio Ativo ____
1983

Monocrotophos 201
Dicrotophos 44
Profenophos 25
Dimethoato 9
Disulfothon 5
Parathion 191
Parathion 44
Disulfothon 79
Clorpirophos 29
Demethon 135
Monocrotophos 186
Parathion 73
Dimetoato 29
Methamidophos 16

1066

Aldrin 29
HCH 22
Dicofol 8
Endrin 206
Endrin 34
Endosulfan 34

333

Carbofuran 60
Thiran 12
Aldicarb 24

96

Deltamethrine 27
Paraquat 16
Gliphosate 9
Trifluralin 19

71
1566

Numero de Casos
% 1984 % Total

12,8 205 12,4 406
2,8 87 5,2 131
1,6 37 2,2 62
0,6 15 0,9 24
0,3 26 1,6 31

12,2 209 12,6 400
2,8 27 1,6 71
5,0 40 2,4 119
1,8 37 2,2 66
8,6 144 8,7 279

11,9 154 9,3 340
4,7 73 4,4 146
1,8 52 3,1 81
1,0 48 2,9 64

68,1 1154 69,6 2220

1,8 45 2,7 74
1,4 10 0,6 32
0,5 38 2,3 46

13,1 76 4,6 282
2,2 23 1,4 57
2,2 74 4,5 108

21,3 266 16,0 599

3,8 64 3,9 124
0,8 8 0,5 20
1,5 35 2,1 59
6,1 107 6,4 203

1,7 56 3,4 83
1,0 26 1,6 42
0,6 10 0,6 19
1,2 38 2,3 57
4,5 130 8,0 201

100,0 1657 100,0 3223
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3223 casos (Skalisz, 1984). Segundo este autor estes dados também, 
muito provavelmente, devem se constituir numa subestimativa.
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2. MATERIAIS E MÉTODOS

2.1 Amostra

2.1.1 Convênio NÚcleo Profilático - Acarpa

0 NÚcleo Profilático Universitário Prof. Pereira Filho , 
órgão suplementar da Universidade Federal do Paraná (Setor de

A / . ACiências da Saude), manteve um convénio com a Acarpa ( Asso-
M / A / .ciaçao de Credito e Assistência Rural do Parana). Neste con­

vênio o NÚcleo Profilático media a atividade da acetilcolinest£ 
rase eritrocitária, em lavradores do interior do Paraná, com a 
finalidade de diagnosticar intoxicações por agrotóxicos (organo 
fosforados e carbamatos). Por outro lado, a Acarpa era respon­
sável pela reunião, em salões paroquiais, escolas, posto de saú 
de, etc, dos lavradores interessados em fazer o exame. Após a 
realização dos exames, os resultados já eram divulgados e os la 
vradores alertados sobre os riscos decorrentes do uso destes 
produtos.

No período compreendido entre agosto de 1984 e julho de 
1986, foram visitados 29 municípios paranaenses, através deste 
convênio.

2.1.2 Caracterização da Amostra

As amostras de sangue foram coletadas nos locais onde foi 
feita a medição da acetilcolinesterase eritrocitária. Com base 
no resultado desta, selecionava-se um grupo de intoxicados (atî  
vidade entre 50,0 a 87,4%) e outro de controles ( atividade 
entre 87,5 a 100,0%). Em alguns locais, entretanto, isto não 
foi possível, pois os escolhidos para um ou outro grupo se recu 
saram a colaborar com este trabalho. Nos locais do exame não 
foram encontradas atividades da acetilcolinesterase inferiores 
a 50%, o que indica não termos coletado dados de intoxicados 
muito graves (ver tabela 10).
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Tabela 10. Caracterização da amostra de acordo com a atividade 
da acetilcolinesterase eritrocitária.

Atividade da AChE* Caracterização Numero %
50,0 a 62,4% Intoxicado 26 19,4
62,5 a 74,9% Intoxicado 30 22,4
75,0 a 87,4% Intoxicado 16 11,9
87,5 a 100,0% Controle 62 46,3

Total 134 100,0

*Acetilcolinesterase eritrocitária
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Para as coletas de sangue foram utilizados tubos Vacutainers
(Becton-Dickinson), sendo que nas primeiras 60 amostras o anticoa
gulante foi o EDTA e nas 74 restantes, a heparina. Elementos figu

orados e plasma foram separados e estocados em freezer a - 20 C.

Foram coletadas 134 amostras de sangue de lavradores que uti 
lizaram agrotóxicos (organofosforados, carbamatos, organoclorados, 
piretroides, biperidilicos, etc), num total de 19 municipios (Ta­
bela 11).

No momento da coleta foi preenchido um questionário de modo 
a se obter, de cada indivíduo, as seguintes informações: nome,
idade, grau de instrução, naturalidade, local de nascimento dos 
pais e avós, endereço, resultado do exame da acetilcolinesterase 
eritrocitária è agrotóxicos que normalmente utiliza. Após a divul 
gação dos resultados dos exames, solicitava-se que os lavradores 
colaborassem com doação de pequena quantidade de sangue (10 ml).

A amostra foi caracterizada em controles e intoxicados, sen­
do 62 controles (atividade da AChE = 87,5 a 100,0%) e 72 into­
xicados (atividade de 50,0 a 87,4%).

A idade média dos indivíduos amostrados (x - E.P.) foi de
34,2 - 1,1 anos, sendo a amplitude de variaçao de 14 a 73 anos . 
Nos intoxicados, a idade média foi de 33,7 - 1,6 anos e nos con - 
troles de 34,7 - 1,4 anos. Na amostra total há 13 mulheres e 121 
homens.

A amostra total é constituída por paranaenses (67,2%), gaú­
chos (12,7%), catarinenses (9,7%), paulistas e mineiros (8,2%) , 
nordestinos (1,5%) e um indivíduo nascido no Japão. Os integran­
tes da amostra sao caucasoides em sua maioria (91,0%) e descendem 
principalmente de poloneses, italianos e portugueses. Também há 
negróides (mulatos claros e negros) com uma freqüência de 7,5% e 
asiáticos (1,5%). Foi constatada uma freqüência de analfabetismo
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Tabela 11. Numero de controles e intoxicados, classificados de
acordo com os locais de coleta da amostra.

Município Controles Intoxicados
Antonio Olinto 3 0
Assis Chateaubriand 0 4
Borrazópolis 0 6
Cafelândia do Oeste 2 3
Cambará 6 10
Chopinzinho 19 0
Colombo 1 7
Imbituva 0 8
Ivaí 0 4
Marechal Mallet 2 3
Missal 0 3
Paula Freitas 3 3
Paulo Frontin 2 6
Quitandinha 2 2
Santa Terezinha de Itaipu 4 2
Santo António da Platina 4 8
São João do Triunfo 4 3
São Mateus do Sul 7 0
Teixeira Soares 3 0

Total 62 72
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Tabela 12. Numero de controles e intoxicados, classificados de
acordo com a origem.

Origem Controles Intoxicados
N % N %

Paraná 38 61,3 52 72,2
Rio Grande do Sul 10 16,1 7 9,7
Santa Catarina 8 12,9 5 6,9
São Paulo-Minas Gerais 5 8,1 6 8,3
Nordeste 1 1,6 1 1.4
Japão 0 - 1 1.4

Total 62 100,0 72 100,0
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da ordem de 11,9%, sendo que 44,8% dos integrantes da amostra nao 
concluiram o primeiro grau, 29,1% tem o primeiro grau completo , 
8,9% têm o segundo grau incompleto, apenas 4 ,5% completaram o se­
gundo grau e 0,7% tem curso superior em agronomia (Tabela 13).

2.2 Medição da Atividade da Acetilcolinesterase Eritrocitária

A medição da atividade da acetilcolinesterase eritroci- 
taria foi realizada pelo método de Limperos e Ranta (1953), mo­
dificado por Edson e Fenwick (1955), usando-se perclorato de 
acetilcolina como substrato e azul de bromotimol como reagente 
de cor. As porcentagens de atividade em relação a um padrão nor 
mal (100%) foram lidas com o auxílio de um disco comparador de 
cor Lovibond 5/30. Este indicava as atividades de 0 a 100%, em 
intervalos de 12,5%. As cubetas utilizadas eram de cristal de
2,5 mm de largura e o volume de sangue total foi colhido com 
uma pipeta de 10|iL (microlitros).

2.3 Fenótipos da Colinesterase do Soro

2.3.1 Loco CHE1

A determinação dos fenótipos do loco CHE1 foi realizada 
primeiramente pelo método de Morrow e Motulsky (1968), que sepa 
rou os fenótipos CHE1 U e CHE1 UA. 0 substrato foi o acetato de 
alfa-naftila (Sigma); o reagente de cor, Fast Red (Sigma) e o 
inibidor Ro2-0683 (dimetilcarbamato de brometo de 2-hidroxi-5 -

A .fenil-benzimetila amonio).

Numa segunda etapa foi utilizada a técnica de Alcântara e 
cols. (1991) desenvolvida a partir de Morrow e Motulsky ( 1968)
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Tabela 13. Numero de 
acordo- com o grau de

controles e 
instrução.

intoxicados, classificados de

Grau de Instrução Controles Intoxicados
N 2 % N 2 %

Analfabeto 7 11,3 9 12,5
ls Grau Incompleto 19 30,6 41 56,9
ls Grau Completo 24 38,7 15 20,8
22 Grau Incompleto 9 14,5 3 4,2
22 Grau Completo 3 4,9 3 4,2
Superior 0 - 1 1,4

Total 62 100,0 72 100,0
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e de Whittaker e cols. (1981) para que se definissem os fenó- 
tipos CHE1 UF e CHE1 AK. A técnica utiliza acetato de alfa- 
naftila como substrato, Fast Red como reagente de cor e os inî  
bidores Ro2-0683 e DL-propranolol.

Alguns plasmas (14 ao todo), devido a problemas de trans­
porte, apresentaram-se hemolisados e, portanto não foram exanú 
nados para o loco CHE1

2.3.1.1 Metodo de Morrow e Motulsky (1968)
/ /  ̂ /0 principio do metodo e a hidrólise do acetato de alfa-

naftila pela colinesterase do soro, dando origem ao alfa-naftol
A .que se liga ao sal diazonio (cloreto de 5-cloro-2-toluenodia - 

zonio = Fast Red), produzindo cor púrpura proporcional à concen 
tração de alfa-naftol produzido, que depende da atividade enzi^ 
mática. Em presença do inibidor (Ro2-0683) a enzima usual a­
presenta maior grau de inibição, enquanto que a enzima atípica 
sofre uma inibição menor a ponto de se poder fazer uma distin 
ção entre os indivíduos com fenétipo usual (CHE1 U), atípico 
(CHE1 A) e intermediário (CHE1 UA).

0 soro é diluído (1/100) em tampão fosfato, o qual é pre­
parado do seguinte modo:

Solução A: Na2HP04 0,2 M = 670 ml
Solução B: NaH2P04 0,2 M = 330 ml

0 pH é medido em potenciometro e ajustado (pH 7,1), se 
necessário, com uma das soluçoes (A ou B).

A solução estoque de substrato é preparada da seguinte ma 
neira( 0>03 mol/L):

acetato de alfa-naftila ..........  56 mg
acetona P.A  5 ml
água destilada ................... 5 ml
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0 substrato é inicialmente dissolvido em ^cetona e, em se­
guida, adiciona-se água destilada. A solução é estável à tempe­
ratura de 4 a 8°C por 30 dias e, para uso, dilui-se 1 ml desta
solução em 20 ml de tampão e completa-se o volume para 100 ml
com água destilada.

A solução de Fast Red era preparada no momento do uso da 
seguinte forma:

Fast Red .....................  50 mg
Duponal (lauril sulfato de
* \ / *sodio) a 3% em agua destilada 10 ml

Água destilada ..............  15 ml
~ -3A solução de inibidor (Ro2-0683 10 mol/L) era preparada da

seguinte maneira:

Ro2-0683 .....................  39,3 mg
Tampão fosfato .............. 100,0 ml

A solução estoque é mantida em geladeira e para uso deve 
ser feita uma diluição de 1/1.000 em tampão fosfato.

0 esquema abaixo ilustra o procedimento:

Reagentes Tubos (ml)
Branco Teste Inibição

Soro (1/100) - O cn 0,5
Tampão fosfato pH 7,1 0,5 0,5 -
acetato de alfa-naftila

(0,03 mol/L) 3,5 3,5 3,5
-3Ro2-0683 (10 mol/L) 0,5 — 0,5

Incubação a 37°C por 60 minutos
Fast Red 0,5 LOO 0,5
Água destilada 5,0 5,0 5,0



Aguardar 15 minutos à temperatura ambiente.

Após este procedimento, os tubos teste e de inibição foram
lidos contra o branco, em espectrofotometro a 555 nm.

A porcentagem de inibição era calculada da seguinte ma­
neira:

T - I
p = _________  x 100

T

onde: T = absorbãncia do tubo teste
I = absorbãncia do tubo de inibição

2.3.1.2 Metodo de Alcantara e cols. (1991)

Foi desenvolvido um método baseado em dois outros. 0 pri - 
meiro é o de Morrow e Motulsky (1968), o qual já foi previa­
mente descrito. 0 outro é o de Kalow e Genest (1957) como
adaptado por Whittaker e cols. (1981) que utiliza benzoilcolina 
como substrato e propranolol como inibidor. A temperatura de

/ O A /reaçao e de 26 C e a leitura, em espectrofotometro, e feita num 
comprimento de onda de 240 nm.

0 método base foi o de Morrow e Motulsky (1968), acrescen 
tando-se a ele o inibidor propranolol ( do método de Whittaker 
e cols., 1981).

A caracterização dos fenótipos é feita calculando-se a por 
centagem de inibição da reação enzimática na presença do ini­
bidor quando comparada com a reação na sua ausência.

0 preparo das soluções de substrato (acetato de alfa-nafti^ 
la), tampão fosfato pH 7,1, o inibidor Ro2-0683 e o reagente de 
cor (Fast Red) já foi esquematizado no item anterior.
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~ -4 ,A solução estoque de propranolol (8,45 x 10 mol/L) e pre­
parada do seguinte modo:

cloridrato de propranolol .....  25 mg
tampão fosfato pH 7,1 .......... 100 ml

Para uso foi feita ainda uma diluição de 1/10.

Os tubos utilizados no ensaio podem ser representados do 
seguinte modo:

B = branco
T = teste (tubo sem inibidor)

Ir = tubo com Ro2-0683 
Ip = tubo com propranolol

0 esquema a seguir indica o procedimento:

Reagentes________________________   Tubos (ml)
B T Ir IP

soro (1/100) - 0,2 0,2 CVJ*o

tampão fosfato pH 7,1 0,4 0,2 - -
—3RO2-0683 (10 mol/L) - - 0,2 -

-4propranolol (8,45 x 10 mol/L) - - - 0,2

Os tubos foram levados ao banho-maria a 37°C, onde foram 
acrescentados 1,4 ml de substrato (acetato de alfa-naftila 
0,03 mol/L) a cada um. Após incubação por 60 minutos, os tubos 
foram retirados do banho e acrescentaram-se 0,2 mililitros de
reagente de cor (Fast Red) e 2,0 ml de água destilada.

Após 15 minutos foram feitas as leituras, em espectrofotome- 
tro a 555 nm, calibrando-se o aparelho com o branco. A percenta - 
gem de inibição foi calculada da seguinte forma:
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T - I P = -------  x 100.

onde: T = absorbancia do tubo sem inibidor
AI = absorbancia do tubo com inibidor

/ . .2.3.1.3 Metodo de Dietz e cols. (1973)

0 metodo de Dietz e cols. (1973) foi utilizado para medir 
a atividade da colinesterase do soro.

0 método está baseado na propriedade da colinesterase do 
soro em hidrolisar a propioniltiocolina liberando ácido propj^ 
Snico e tiocolina. A tiocolina possui um grupamento sulfidrila 
(SH) que reage com o DTNB (5,5'-ditiobis(2-ácido nitrobenzóico)) 
produzindo ácido 5 tio-2-nitrobenzóico que, em solução aquosa 
se encontra em equilíbrio com o íon 5 tio-2-nitrobenzoato, o 
qual fornece a cor amarela à reação, com intensidade proporcio­
nal á atividade enzimática.

A leitura é realizada em espectrofotometro a 410 nm.

Reagentes:

a) Tampão fosfato pH 7,6

al) Na2HP04 ...........  4,73 g
água destilada .... 1.000 ml

a2) KH2P04 ............  13,61 g
água destilada .... 1.000 ml

A solução a2 é adicionada à solução al até se obter o pH
7,6 (proporção aproximada de 1.000 ml para 60 ml, respec­
tivamente ).
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b) Substrato para o volume de 1 ml ( iodeto de propioniil- 
tiocolina - 0,02 mol/L).

iodeto de propioniltiocolina......  6,064 mg
tampão fosfato pH 7,6 .............  1 ml

-4c) Reagente de cor (DTNB (4,23 x 10 mol/L)

DTNB .........................  167 mg
Tampão fosfato pH 7,6 ....... 1.000 ml

Esta solução foi estocada em frasco escuro recoberto com 
papel laminado ã temperatura ambiente.

d) Solução de sulfato de quinidina

Sulfato de quinidina  ........  0,5 g
Água destilada ................. 100 ml

0 soro é diluído 1/100 em água destilada.

No momento do uso, a solução de substrato é áinda diluída
em igual volume de água destilada.

A seguir o procedimento é esquematizado:

Reagentes   Tubos (ml)___________
Branco Teste.

DTNB (4,23 x 10“4mol/L) 1,5 1,5
~ oIncubaçao por 5 minutos a 37 C

iodeto de propioniltiocolina
(0,02 mol/L) 0,5 0,5

soro diluído 1/100 - 0,5
3 minutos a 37°C

sulfato de quinidina 0,5 0,5
soro diluído 1/100 0,5
água destilada 2,0 2,0
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As absorbãncias foram lidas em espectrofotorretro a 410 nm 
contra o branco.

A atividade da colinesterase do soro é expressa em Uni­
dades Internacionais (UI = |imoles/min/ml a 37°C) e é calculada 
pela fórmula:

V.d.A
UI =-----------

13,6.t

onde: V = volume final em ml ( 5ml) 
d = diluição do soro (100)
A = absorbãncia do teste
13,6 = absortividade molar do 5-tio-2-nitrobenzoato para

uma cubeta de 1 cm
t = tempo de incubação em minutos ( 3 minutos).

5.100.A
Desta forma, UI = ----------- = 12,25.A

13,6.3

2.3.2 Loco CHE2

A técnica de Robinson e cols. (1957) modificada por Van
Ros e Vervoort (1973) permite a definição dos fenótipos do lo­
co CHE2, por eletroforese em gel de ágar, em pH ácido.

A solução de ágar (Bactoagar, DIFC0) é feita a 1% em tam­
pão de ácido cítrico-citrato de sódio, pH 6,2 (0,05 M).

Solução tampão:
Citrato de sódio ............  147 g
Água destilada ..............  600 ml

Ajusta-se o pH 6,2 com 400 ml de solução saturada de áci­
do cítrico e mede-se o pH em potenciômetro.
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No momento do uso, para cada parte de solução estoque, adî  
cionam-se 9 partes de água e ajusta-se o pH 6,2 com solução sa­
turada de ácido cítrico.

A solução de ágar é levada ao fogo, fervendo até ficar cia 
ra e, em seguida, é derramada em placas de vidro (23 cm x 16 cm). 
Após repouso de cerca de uma hora, aplicam-se, no gel, as amos­
tras de plasma embebidas em tiras de papel de filtro. Durante 
uma hora, submete-se a placa a 75 mA, medidos no gel com amperí_ 
metro. Após este tempo, retiram-se os papéis de filtro, onde as 
amostras foram aplicadas, cuidando para que bolhas de ar não se 
jam formadas durante o processo. Em seguida, a corrente elé - 
trica é ajustada em 35 mA, permanecendo assim por 16 horas.

Após eletroforese, processa-se a coloração da placa de 
gel de ágar. Sobre a película de ágar, previamente cortada no 
sentido horizontal, derrama-se a solução preparada de modo e or 
dem a seguir:

Fast Red ...............  20 mg em 0,5 ml de água
Tampão fosfato pH 7,1... 20 ml
acetato de alfanaftila.. 0,5 ml

* oA placa e colocada em estufa, a 37 C por 30 minutos. Lava-
se a placa e, no dia seguinte, processa-se a sua secagem. A pia 
ca é colocada entre dois suportes de vidro, dos quais é sepa 
rada por folha de papel de filtro e de papel cartão. Após se­
cagem, a película, fixa na folha de papel cartão pode ser
arquivada.

2.4 Estatísticas

Todos os dados foram processados em computador DEC-10, do 
Centro de Computação Eletrônica da Universidade Federal do Pa­
raná.
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As análises estatísticas, com exceção do teste de qui-qus- 
drado, foram desenvolvidas com base nos programas SPSS (Statis- 
tical Package for Social Sciences) e MINITAB. No teste qui-qua- 
drado aplicou-se a correção de Yates para esperados inferiores 
a cinco.

Também foi estimado o risco relativo de intoxicação por 
agrotóxicos organofosforados, dentro das classes de fenótipos 
dos locos CHE1 e CHE2 observados na presente amostra, através 
do método proposto por Woolf (1955), apresentado a seguir:

h.K
x =   ’

H.k

onde: h = número de indivíduos com o fenótipo cujo risco rela­
tivo será testado, no grupo intoxicado;

H = número de indivíduos com estes fenótipos, no grupo 
controle;

k = número de indivíduos sem o referido fenótipo, no
grupo intoxicado;

K = número de indivíduos sem o referido fenótipo, no gru 
po controle.

✓ 2A seguir, este risco era testado através de X , do se­
guinte modo:

y = ln x
V = l/h + 1/K + l/k + 1/H
2 2 = y /V

Foi possível, a partir do cálculo do risco relativo, estimar 
a fração etiológica (EF) e a fração preventiva (PF). A fração e-

0 0̂ 0*0 ftiologica indica a proporção de intoxicação que pode ser atribui- 
da á presença dos fenótipos analisados e a fração preventiva in - 
dica a freqüência de redução do número de casos na população, de­
vida ao efeito do fenótipo cujo risco relativo é menor que 1
(Miettinen, 1974).
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A fração etiológica é calculada pela seguinte fórmula:

x - 1 _EF =   . f ,

onde: x = risco relativo
f = freqüencia do fenótipo na amostra de indivíduos into 

xicados.

A fração preventiva é calculada por:
(1 - x).f

PP --------------------
x.(l-f) + f
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3. RESULTADOS

3.1 Demonstração de que o Teste de Seleção de Intoxicados se 
Fundamenta na Atividade da Acetilcolinesterase Eritroci­
tária (AChE)

No laboratório foram testados soros e hemácias de 10 indi­
víduos, tomados ao acaso, pelo método de Limperos e Ranta (1953) 
modificado por Edson e Fenwick (1955). Quando as hemácias foram 
examinadas obtiveram-se os mesmos resultados encontrados na aná 
lise feita no campo e, por outro lado, ao se testarem os soros, 
o indicador de pH (azul de brómotimol), que indica a hidrólise 
do perclorato de acetilcolina, não sofreu alteração. Este acha­
do demonstra que a atividade medida no campo era apenas da ace­
tilcolinesterase eritrocitária. Assim, nosso processo de sele - 
ção de intoxicação se baseou apenas nos dados da acetilcolines­
terase .

3.2 Intoxicações Observadas nos Municípios Visitados

No período de 1984 a 1985, a equipe móvel do NÚcleo Profi­
lático Universitário Prof. Pereira Filho visitou 29 municípios 
paranaenses. A tabela 14 mostra as freqüências de intoxicações 
no Paraná, de acordo com o exame da atividade da acetilcolines­
terase eritrocitária pelo método de Limperos e Rafota (1953) mo­
dificado por Edson e Fenwick (1955). Foi considerado intoxicado 
o indivíduo que apresentou atividade entre 50 e 87,4%. As into­
xicações observadas podem ser consideradas como de pouca gravjL 
dade, uma vez que não se acompanharam de distúrbios clínicos a- 
parentes.
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Tabela 14. Freqüências de 
visi.tados

intoxicação observadas nos municípios

Municipio N2 de 
Exames

Freqüência de Intoxica­
ção

N % í E.P.
Antônio Olinto 23 1 4,3 - 4,2
Assis Chateaudriand 591 56 9,5 - 1,2
Cafelândia do Oeste 322 48 14,9 - 2,0
Cambará 540 146 27,0 - 1,9
Céu Azul 190 30 15,8 - 2,6
Chopinzinho 533 122 22,9 - 1,8
Colombo 107 47 43,9 - 4,8
Faxinai 138 70 50,7 - 4,2
Grandes Rios 118 76 64,4 - 4,4
Imbituva 98 16 16,3 - 3,7
Irati 387 24 6,2 í 1,2
Ivaí 86 23 26,7 - 4,8
Lapa 360 46 12,8 - 1,8
Lunardelli 138 26 18,8 - 3,3
Marechal Mallet 84 48 57,1 - 5,4
Missal 373 38 10,2 - 1,6
Palotina 1.179 209 17,7 - 1,1
Pato Branco 763 109 14,3 - 1,3
Paula Freitas 42 10 23,8 - 6,6
Paulo Frontin 98 40 40,8 - 5,0
Porto Amazonas 75 57 76,0 - 4,9
Quitandinha 166 15 9,0 - 2,2
Santa Terezinha de Itaipu 144 19 13,2 - 2,8
Santo Antônio da Platina 307 173 56,3 - 2,8
São João do Ivaí 350 161 4 6 , 0 - 2,7
São João do Triunfo 193 37 19,2 - 2,8
São Mateus do Sul 484 91 18,8 - 1,8
São Miguel do Iguaçu 233 44 18,9 - 2,6
Teixeira Soares 76 9 11,8 - 3,7

Total 8.198 1.791 21,8 - 0,4
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II A /A maior frequer^ia de intoxicação foi observada no rriunici- 
pio de Porto Amazonas (76,0% - 4,9%), e as menores nos muni­
cípios de Antônio Olinto (4,3% - 4,2%) e de Irati (6,2% - 1,2%). 
No município de Antônio Olinto, entretanto, o número de indi­
víduos examinados foi muito pequeno (23 pessoas). Nestes 29 mu­
nicípios visitados, foram examinados 8.198 indivíduos e 1.791 
foram considerados intoxicados, revelando uma freqüência de in­
toxicação de 21,8% - 0,4%.

Durante este período também foi visitado o município de 
Borrazépolis. No entanto, os resultados dos exames, referentes 
a esta localidade, não puderam ser levantados.

3.3 Agrotóxicos Utilizados Pelos Lavradores da Amostra

Para a presente análise foram entrevistados 134 lavradores, 
cujas respostas ao questionário serviram de base para elaborar­
mos a tabela 15.. Esta tabela mostra os 52 produtos agrotóxicos 
utilizados, que apareceram 440 vezes, perfazendo uma média de
3,3 produtos por lavrador.

Os compostos organofosforados foram os mais utilizados
11(45,93%) e, dentre estes, o mais frequente foi o Folidol

(16,59%). Em seguida, apareceram os compostos de outros grupos 
químicos, não inibidores de esterases (piretróides, organoclora 
dos, derivados da anilina, etc) com 42,26%. Apesar da proibição 
em vigor, os organoclorados ainda eram utilizados com uma fre-
II ̂ ~quencia de 4,33%. Os carbamatos, como os organofosforados, sao 

inibidores de esterases e aparecem com uma freqüência de
11,81%. Neste grupo de compostos utilizados pelos lavradores da 
amostra, 57,74% inibem a colinesterase do soro.
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Tabela 15. Compostos agrotóxicos utilizados pelos lavradores da 
amostra estudada

Produtos Grupo Químico Nfi Freqüência (%)
1. Folidol Organofosforado 73 16,59
2. Trifluralina Dinitroanilina 64 14,54
3. Nuvacron Organofosforado 38 8,64
4. Azodrin Organofosforado 23 5,23
5. Manzate Carbamato 17 3,86
6. Perfecthion Ox^ganofosf orado 16 3,64
7. Gramoxone Biperidílico 15 3,41
8. Primextra Anilida 14 3,18
9. Bazagran Triadizina 13 2,95

10. Dipterex Organofosforado 12 2,73
11. Fostiol Organofosforado 11 2,50
12. Teflan Triazina 10 2,27
13. Aldrin Organoclorado 9 2,05
14. Sevin Carbamato 9 2,05
15. Endrex Organoclorado 8 1,82
16. Round-up Sopropilamina 8 1,82
17. Sencor Triazina 8 1,82

00 • Esteron Fenoxiacético 7 1,59
19. Herbadox Dinitroanilina 7 1,59
20. Lorsban Organofosforado 7 1,59
21. Orthene Organofosforado 7 1,59
22. Rhodiauran Carbamato 7 1,59
23. Dithane Carbamato 6 1,36
24. Descis Piretróide 4 0,91

•LOC\j Parathion Organofosforado 4 0,91
26. Antracol Carbamato 3 0,68
27. Benlate Carbamato 3 0,68
28. Dual Anilida 3 0,68
29. Furadan Carbamato 3 0,68
30. Cerconil Clorotalonil 2 0,45

(Continua)
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Tabela 15. Continuação
Produtos Grupo Químico Nfi Freqüência (%)
31. Curacron Organofosforado 2 0 45
32. Enadrix Piretróide 2 0 45
33. Herbi-D-480 Fenoxiacético 2 0 45
34. Malathion Organofosforado 2 0 45
35. Poast Hidróxi-cloro-he

xeno 2 0 45
36. Ridomil Carbamato 2 0 45
37. Triarnex Triazina 2 0 45
38. Acardifon Organoclorado 1 0 23
39. Atrazinax Triazina 1 0 23
40. Bidrin Organofosforado 1 0 23
41. Bi-Hedonal Fenoxiacético 1 0 23
42. Brometil Halogenato de 

alquila 1 0 23
43. Dimecron Organofosforado 1 0 23
44. Ekatin Organofosforado 1 0 23
45. Granotox Organofosforado 1 0 23
46. Laço Anilida 1 0 23
47. Metestole Carbamato 1 0 23
48. Neguvon Organofosforado 1 0 23
49. Phosdrin Organofosforado 1 0 23
50. Quintion-50 Organofosforado 1 0 23
51. Tandrex Carbamato 1 0 23
52. Thiodan Organoclorado 1 0 23

Total 440 100 00
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3.4 Freqüências Fenotípicas Observadas

3.4.1 Loco CHE1

3.4.1.1 Freqüências Fenotípicas do loco CHE1 em In 
toxicados e Controles

Foram examinados 120 indivíduos quanto ao loco CHE1, sendo 
59 controles e 61 intoxicados. Ho primeiro grupo foi encontrado 
um indivíduo com fenótipo CHE1 UA, o que demonstra uma freqüên 
cia fenotípica de 1,7% 1 1,7%. Nos intoxicados foram caracteri­
zados 8 portadores de fenótipos não usuais, assim distribuí­
dos: 3 com fenótipo CHE1 UA (4,9% - 2,8%), 3 com fenótipo
CHE1 UF (4,9% - 2,8%) e 2 com fenótipo CHE1 AK (3,3% - 2,3%). 0 
teste estatístico X baseado nos dados da tabela 16 mostrou di­
ferença significativa entre as freqüências fenotípicas obser- 
vadas nesses dois grupos (X =4,11 ; 0,05, corrigido de acor
do com Yates).

3.4.1.2 Distribuição dos Fenótipos Usuais e Não-u- 
suais em Intoxicados de Acordo com a Dis­
tribuição da Atividade Relativa da Acetil­
colinesterase

A média da atividade relativa da acetilcolinesterase eri- 
trocitária nos intoxicados foi de 68,9% - 9,0%, sendo que a dos

m  —J-portadores de fenotipo nao usual foi de 60,9% - 6,5% e a dos in 
divíduos com fenótipo usual foi de 70,1% — 8,7%. A media relati 
va da atividade nos portadores de fenótipos não usuais é esta - 
tísticamente menor que a encontrada no grupo usual ( t= 3,55 ;
P 0,01) .

A tabela 17 mostra a distribuição dos portadores d.e fenótji 
pos usuais e não usuais, classificados de acordo com a ativida­
de relativa da acetilcolinesterase eritrocitária em intoxicados.
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Tabela 16. Freqüências fenotípicas observadas nos grupos con - 
trole fe intoxicado, quanto ao loco CHE1.

Fenótipo Controles Intoxicados Total
N Cf/o N %

usual 58 98,3 53 86,9 111
não usual 1 1,7 8 13,1 9

Total 59 100,0 61 100,0 120
2

(x« = 4,11; P<C 0,05, corrigido de acordo con
Yates)
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Tabela 17. Distribuição da atividade relativa da acetilcolines- 
terase eritrocitária (AChE) em intoxicados, classificados pelos 
fenótipos usual e não usual.

Atividade relativa 
da AChE (%)

Fenótipos Total

usual % não usual %
50,0 a 62,4 10 18,9 5 62,5 15
62,5 a 74,9 27 50,9 3 37,5 30
75,0 a 87,4 16 30,2 0 0,0 16

Total 53 100,0 8 100,0 61
2(X^= 5,21; P 0,05, corrigido de acordo com Yates)
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A distribuição da atividade relativa da acetilcolinesterase eri- 
trocitária não difere nos dois grupos (X^= 5,21; P^> 0,05, corri^ 
gido de acordo com Yates). Contudo, o número de indivíduos de f£
/ «V , ^notipos nao usual e muito pequeno para permitir conclusão segu­

ra a esse respeito.

3.4.2 Loco CHE2

Foram examinadas 134 amostras pertencentes a 62 controles e 
a 72 intoxicados. As freqüências do fenótipo CHE2 C5+ em con­
troles e intoxicados foram, respectivamente, 19,4% - 5,0% e
8,3% - 3,3%, apresentados na tabela 18, as quais não foram signi 
ficativamente diferentes (X = 3,48; P ^ 0 , 0 5 ) .  No grupo controle 
o alelo CHE2*C5+ apareceu com uma freqüência de 10,2% - 2,6%, en 
quanto que nos intoxicados foi observada uma freqüência de 4,3%
- 1,7%.

Considerando-se apenas os indivíduos examinados quanto ao 
loco CHE1 e caracterizados como de fenótipo usual, contamos com 
58 controles e 53 intoxicados. As freqüências fenotípicas obser­
vadas para o loco CHE2 foram, respectivamente, 19,0% - 5,1% e

+ 2 5,7% - 3,2%, as quais sao significativamente diferentes (X^= 4,45;
P4^0,05), conforme a tabela 19. 0 alelo CHE2*C5+ apareceu com
uma freqüência de 10,0% - 2,8% e 2,9% - 1,6%, em controles e in
toxicados, respectivamente.

3.4.3 Locos CHE1 e CHE2

Quando examinamos a distribuição de fenótipos quanto aos
dois locos em controles (II = 59) e intoxicados (N = 61), não en
contramos diferença significativa (x3= 6,36; P ^  0,05). Entre-
tanto, quando consideramos a comparação entre intoxicados e con
troles, no que se refere a duas classes de fenotipos, isto e ,
CHE1 U CHE2 C5+ e os demais fenotipos, encontramos diferença es

2 xtatisticamente significativa (X^ = 5,49; P4^0,02).
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Tabela 18. Freqüências fenotípicas observadas nos grupos controle 
e intoxicado, quanto ao loco CHE2

Fenótipo Controles Intoxicados Total
N % N r/o

CHE2 C5+ 12 19,4 6 8,3 18
CHE2 C5- 50 80,6 66 91,7 116
Total 62 100,0 72 100,0 134

(X*= 3,48; P >  0,05)
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| 1 A /Tabela 19. Frequências fenotipicas observadas nos grupos con­
trole e intoxicado, quanto ao loco CHE2, na amostra caracteri­
zada como de fenotipo usual.

Fenótipo Controles Intoxic ados Total
N % N %

Cl IE 2 C5+ 11 19,0 3 5,7 14
CHE2 C5- 47 81,0 50 94,3 97
Total 58 100,0 53 100,0 111

(xi= 4,45 ; P < 0,05)
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3.5 Riscos Relativos de Intoxicação por Compostos Agrotó- 
xicos Inibidores das Esterases, Frações Etiológica e 
Preventiva

As comparações feitas no item 3.4 com relação a distribui 
ção de fenótipos nos grupos de controles e intoxicados, mos - 
traram diferenças estatisticamente significativas nos seguintes 
casos :

a) Usual x não usual;
b) Usual C5+ x Usual C5-;
c) Usual C5+ x demais fenótipos.

Através do método de Woolf (1955) foi possível estimar o 
risco relativo de intoxicação por agrotóxicos organofosforados 
e carbamatos, quando os lavradores apresentaram fenótipos nao
usuais em contraposição aos usuais e entre os usuais quando mos­
traram fenótipo CHE2 C5- em contraposição aos CHE2 C5+.

Mo primeiro caso, entre os indivíduos com fenótipo não u-
2 /suai foi estimado um risco relativo de 8,75 (X^= 4,06 ; P \

0,05) e no segundo caso, entre os indivíduos com fenótipo usual 
CHE2 C5-, esse risco foi de 3,90 (x^= 3,97 ; P 0,05).

A fração etiológica, que corresponde á freqüência de ca­
sos de intoxicação devida à presença de um determinado fenóti­
po na população, quando calculada para o fenótipo não usual 
foi de 11,62%, e para o fenótipo usual CHE2 C5- foi de 70,15/í.

Considerando-se a ocorrência simultânea dos dois locos , 
pudemos estimar a fração preventiva, que indica a magnitude da 
redução do número de casos na população devida ao efeito do fe_ 
nótipo cujo risco relativo é menor que 1. Mo presente trabalho 
corresponde ao fenótipo CHE1 U CHE2 C5+, cuja fração preventi­
va é 14,4% (risco relativo = 0,23)
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3.6 Atividade da Colinesters.se do Soro

3.6.1 Comparaçao entre as Atividades Enzimáticas Obser­
vadas em Controles e Intoxicados

A atividade da colinesterase do soro foi medida pelo mé­
todo de Dietz e cols. (1973). Os controles apresentaram ativi- 
tíade media de 6,4 UI - 2,4 D.P. , significativamente maior que 
a dos intoxicados (5,4 UI - 1,8 D.P., de acordo com t = 2,28 ;
P 0,01). A tabelei 20 mostra as médias de atividade encontra­
das na amostra, classificadas quanto aos fenótipos dos locos 
CHE1 e CHE2. A atividade observada no grupo controle é 18,5 % 
maior que a dos intoxicados.

Nos indivíduos controle de fenótipo usual, a atividade 
observada no grupo caracterizado como de fenótipo CIIE2 C5+ é 
9,7% maior que a determinada no grupo de fenótipo CHE2 C5-.Mos 
intoxicados, esta atividade é 7,1% maior em fenótipos CIIE2 C5+, 
quando comparados com CHE2 C5-.

3.6.2 Correlação entre os Métodos de Dietz e cols.(1973) 
e de Morrow e Motulsky (1968)

0 método de Morrow e Motulsky (1968), oi^iginalmente desen 
volvido para determinar alguns fenótipos do loco CHE1, não é 
indicado para a determinação da atividade enzimática, como o 
método de Dietz e cols. (1973). IIo entanto, fornece um indica­
tivo da atividade em termos de absorbãncia, que pode ser corre 
lacionado com os dados fornecidos, igualmente em termos de a- 
bsorbância, pelo método de Dietz e cols. (1973).

Para os controles foi enconti^ada uma "atividade" média ex 
pressa em absorbãncia x 1.000 de 522,0 - 200,2 (D.P.) pelo mé­
todo de Dietz e cols. (1973) e de 539,0 í 112,4 (D.P.) pelo 
método de Morrow e Motulsky (1968). No que se refere aos into-
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Tabela 20. Atividades médias da colinesterase do soro em unida 
dades internacionais (- D.P.) encontradas em controles e into­
xicados, classificados quanto aos locos CHE1 e CHE2

Fenótipo Controles Intoxicaide>s
N x - D.P. ;j X + D.P.

usual C5 + 11 6,8 - 2,2 3 6,0 + 2,6
usual C5- 47 6,2 - 2,6 50 5,6 + 1,8
líão usual C5+ 0 - 2 4,8 + 1,8
Não usual 05- 1 5,2 6 5,2 + 1,6

Total 59 6,4 - 2,4 61 5,4 + 1,8
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xicados, as "atividades" médias (í D.P.) foram, respectivamen­
te, de 4.48,6 - 140,0 e 303,9 - 93,9. A correlação entre os re­
sultados desses métodos, foi de 0,70 nos controles e de 0,65 
nos intoxicados, sendo de 0,69 quando se consideram os 120 in­
divíduos examinados.
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4. DISCUSSÃO

4.1 Intoxicações Observadas nos Municípios Visitados

As datas para a realização dos exames, fixadas de acordo 
com solicitação da Acarpa, não coincidiram com a época de a p M  
caçao intensiva de agrotóxicos nas localidades visitadas. Des­
te modo, nas épocas de maior aplicação dos compostos tóxicos , 
espera-se que a freqüência média de intoxicação seja mais e- 
levada do que a_observada no presente trabalho (21,8% ^ 0,4% , 
tabela 14).

Iía amostra total foi observada uma freqüência de analfa­
betismo de 11,9%, que poderia, em parte, explicar a freqüência 
de intoxicação observada, uma vez que estes indivíduos são in 
capazes de manusear corretamente os compostos tóxicos, pois 
não sabem ao menos ler o rótulo da embalagem, além do que, se­
gundo os agronomos da Acarpa, a assistência técnica a estes in 
divíduos fica prejudicada, devido a sua dificuldade em enten­
der as explicações relacionadas ao uso de agrotóxicos. A fre­
qüência de analfabetismo na área estudada foi de 9,6% - 0,1% 
(estimativa de acordo com os dados de Willadino, 1.985) e exis­
te uma correlação de 0,48 ( P ^  0,05) entre as freqüências de 
intoxicação (tabela 14) e de analfabetismo (tabela 21).

No sentido de ilustrar até que ponto a falta de infor - 
mação adequada pode levar á intoxicação, citamos o caso de um 
produtor leiteiro que comercializava seu produto em frascos va 
zios de agrotóxicos.

Uma freqüência alta de intoxicação não significa unicamen 
te que apenas os lavradores estão correndo risco,mas também os
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Tabela 21. Freqüências de analfabetismo verificadas em 25 muni­
cípios visitados, de acordo com Willadino, 1985.

Município. Analfabetismo
Arnostra N 0//0 ■- E.P.

Antonio Olinto 718 48 6,7 - 0,9
Assis Chateaubriand 6.519 438 6,7 - 0,3
Cambará 2.450 238 9,7 - 0,6
Céu Azul 3.145 337 10,7 - 0,5
Chopinzinho 4.306 357 8,3 - 0,4
Colombo 6.6Q7 441 6,7 - 0,3
Faxinai 3.037 567 18,7 - 0,7
Grandes Rios 4.252 1.171 27,5 í 0,7
Imbituva 2.611 185 7,1 - 0,5
Irati 5.101 186 3,6 - 0,3
Ivaí 1.237 87 7,0 - 0,7
Lapa 3.967 244 6,2 - 0,4
Marechal Mallet 1.088 18 1,7 í 0,4
Palotina 3.441 157 4,6 - 0,3
Pato Branco 5.887 235 4,0 - 0,2
Paula Freitas 499 22 4,4 - 0,9
Paulo Frontin 532 g 1,7 - 0,6
Porto Amazonas 335 32 9,6 - 1,6
Quitandinha 1.338 83 6,2 - 0,6
Santo António da Platina 4.429 578 13,1 - 0,5
São João do Ivaí 5.277 1.136 21,5 - 0,6
São João do Triunfo 1.241 98 7,9 - 0,8
São Mateus do Sul 3.021 98 3,2 - 0,3
São Miguel do Iguaçu 4. 275 451 10,5 - 0,5
Teixeira Soares 1 .454 136 9,4 - 0,8
Total 76.767 7.352 9,6 t 0,1
Obs.t- Na época do censo de 

do Oeste, Lunartíelli 
incluídas na tabela

1980, as localidades de Cafelândia 
, Missal e Santa Terezinha de Itaipu, 
14, não existiam corno municipios.
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consumidores finais de seus produtos, urna vez que a intoxicação 
observada poderia ser interpretada como proveniente do mau uso 
dos compostos tóxicos. 0 município de Colombo é responsável pór 
parte significativa de hortigrangeiros comercializados em Curi­
tiba. Nesta localidade foi constatada uma freqüência de intoxjl 
cação de 43,9% - 4,8%, considerada alta, refletindo perigo de 
intoxicação ao consumidor final dos produtos oriundos deste
município.

4.2 Agrotóxicos Utilizados pelos Lavradores da Amostra.

A tabela 15 mostra os 52 produtos tóxicos utilizados, que 
aparecem 440 vezes, perfazendo uma média de 3,3 produtos por la 
vrador.

A tabela 9 cita os compostos agrotóxicos que mais causaram 
intoxicações no Paraná nos anos de 1983 e 1984. Nestes dois
anos, os compostos organofosforádos foram responsáveis por pra­
ticamente a mesma freqüência de intoxicações (74,2% e 76,0%,res

2pectivamente, X^= 0,42; P 0,25). 0 mesmo nao ocorreu com os 
compostos organoclorados, que causaram mais intoxicações em

r\

1983 (21,3% e 16,0%, respectivamente; X = 11,77; P ^  0,01), o 
que poderia ser atribuído à legislação em vigor na época que 
restringia o uso e o comércio destes compostos. 0s compostos de 
outros grupos químicos (piretróides, biperidílicos, etc) cau­
saram relativamente mais intoxicações em 1984 (4,5% e 8,0%, re£ 
pectivamente, X^= 14,16; P ^  0,01).

A tabela 22 mostra os valores esperados de compostos agro­
tóxicos para os dados da amostra, a partir dos dados de Skalisz 
(1984). Ao se compararem os dados referentes sos anos de 1983
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Tabela 22. Números observados de agrotóxicos na presente amostra 
e respectivos esperados em comparação com os dados de Skalisz 
(1984), correspondentes aos anos de 1983 e 198^. Entre parên­
tesis são registrados os resultados do teste X referentes a
cada uma das classes.

Compostos n 2 observado 2N sS esperados (X ), com base 
em dados de Skalisz, 1984
1983 1984

Organofosforados 202 300 (32,01) 306 (35,35)
Carbamatos 52 27 (23,15) 28 (20,57)
Organoclorados 19 94 (59,84) 71 (38,08)
Outros 167 19 (1152,84) 35 (497,83)

Total 440 440 440
2

Observação: Todos os resultados de X são significativos P<^ 0,1%

-69-



e 1984 (tabela 9) com os dados da amostra (tabela 15) percebe- 
se que ocorre uma falta de compostos organofosforados e de or- 
ganoclorados e um excesso de carbamatos e de outros compostos , 
na nossa amostra, relativamente à de Skalisz (1984).

Ha de se esclarecer ainda que a amostra foi coletada no pe 
ríodo compreendido entre os anos de 1984 e 1986 e que provavel­
mente os dados de Skalisz (1984) pudessem não ser mais verda - 
deiros para aquela época. Além disso os dados desse autor se ra 
ferem aos compostos responsáveis pelas intoxicações que foram 
notificadas, enquanto que os presentes dados são de agrotóxicos 
utilizados pelos lavradores da arnostra. É de se esperar que os 
casos de intoxicações notificadas sejam de maior gravidade que 
os registrados no presente trabalho. Essas razões talvez sejam 
as responsáveis pelas diferenças encontradas entre os dois estu 
dos.

4.3 Freqüências Fenotípica.s Observadas

4.3.1 Loco CHE1

Ha amostra de intoxicados (N=61) forarn identificados 8 in­
divíduos com fenótipos não usuais (13,1% - 4,3%). Por outro la­
do, no grupo controle (l'I= 59) só foi detectado um único indi -
* * “f*viduo com fenotipo CHE1 UA (1,7% - 1,7%). Assim pode-se afirmar,

com base nestes achados, que no grupo intoxicado há um excesso
~  2de variantes nao usuais em relaçao ao grupo controle (X^= 4,12;

P <^0,01, corrigido de acordo com Yates), conforme já pode ser 
verificado na tabela 16.

Quando comparamos a freqüência de variantes não usuais no
11 xs. **grupo intoxicado com a frequencia de variantes nao usuais dete£ 

tada por Fadel-Picheth (1991) numa amostra de 1800 indivíduos
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de Curitiba (3,4% - 0,4%), verificamos excesso de variantes não
2 vusuais no grupo intoxicado (x^= 12,68; P ^0,01, corrigido de 

acordo com Yates). Entretanto, a amostra controle não difere da 
mesma amostra de Curitiba (X^= 0,13; P ^0,25, corrigido de a- 
cordo corn Yates).

Poderíamos levantar a questão de que amostras com certo 
grau de intoxicação, por organofosforados e carbamatos,pudessem 
dar resultados diferentes de inibição, quando fenotipadas pelo 
método de Morrow e Motulsky (1968), levando a um excesso de fe- 
nótipos não usuais.

Abreu e cols. (1991) provocaram diferentes graus de ini -
bição (I-.., I.._, L r) da colinesterase do soro pelo organofosfo 2b bü /b —
rado Paraoxon, em amostras de soro e as fenotiparam pelo méto­
do utilizado no presente trabalho, bem como por outros métodos. 
Concluíram que apenas quando a inibição é igual ou superior a 
50% ha a possibilidade de resultados duvidosos ou de resultados 
correspondentes a de outros fenotipos. Quando comparamos as atî  
vidades médias da colinesterase do soro de intoxicados (5,40 UI 
- 1,80 U.I.) e de controles (6,40 U.I. - 2,40 U.I.) do presente 
trabalho com a atividade média de uma amostra de funcionários 
do Hospital de Clínicas da Universidade Federal do Paraná 
(7,78 U.I. - 2,5 U.I.; Lepienski e cols., 1S92, comunicação pe£ 
soai), constatamos que nossas amostras de intoxicados e de con­
troles são, em média, respectivamente, 18% e 31% inibidas, em 
relação às dos funcionários do Hospital de Clínicas. Assim, con 
cluímos que a intoxicação existente nas amostras do presente 
trabalho nao seria suficiente para levar a erros de fenotipagem. 
Além disso, para que tivessemos um excesso de variantes não usu 
ais, seria preciso que as amostras de fenotipos usuais fossem
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tipaclas erroneamente como de fenotipo não usual. Os dados de 
Abreu e cols. (1392, comunicação pessoal) mostram que mesmo com 
inibição de cerca de 75% as amostras de fenótipos usuais não se 
classificam como de fenótipos não usuais. Com inibição desta o_r 
dem, seus resultados são duvidosos, isto é, mais baixos que o 
padrão, mas não chegam a correspondei' aos característicos de 
fenótipos CHE1 UF.

4.3.2 Loco CIIE2

Considerando-se apenas os fenótipos usuais, verifica-se 
que o grupo controle apresenta maior freqüência do fenótipo
CI-IE2 C5+ (ver tabela 19).

Na amostra controle (N=62) há uma freqüência maior do fenó 
tipo CIIE2 C5+ (19,4% - 5,0%) do que numa amostra de 2541 pes­
soas de Curitiba (10,23% - 0,60%), conforme relatado por Chau - 
tard-Freire-Naia e cols. (1991) (X^ = 5,38 ; 0,025). Cornpa-
rando-se a amostra de intoxicados (N=72) com esta amostra de Cu 
ritiba, quanto à frequência do fenótipo CHE2 C5+ (8,3% - 3,3%),

p
observa-se que não há diferença significativa 0,28 ; P P*
0,50) entre ambas.

4.3.3 Locos CKE1 e CHE2

Alem do fato de os fenótipos nao usuais, em geral, propor­
cionarem uma atividade menor, deve-se observar que nestes fenó­
tipos da presente amostra, 5 possuem o alelo atípico, que tem 
menor afinidade por inibidores positivamente carregados, como 
os carbamatos (revisão en. Uhittaker, 198G). A enzima atípica é 
diferente da usual na posição 70 (Asp— Gly) , e tal diferença 
leva à menor afinidade por estes compostos, de modo que uma
menor concentração destas substâncias se ligaria à colinestera- 
se do soro deixando livre uma parcela relativamente maior
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que poderia se ligar a acetilcolinesterase eritrocitaria. líu pre_ 
sente amostra, estes compostos aparecem com uma freqüência de 
11,81% (conforme dados da tabela 15).

Por outro lado, os compostos organofosforados, que na pre 
sente amostra são a maioria (45,93%, ver tabela 15), inibem a co 
linesterase do soro fosforilando a serina do sítio esterásico.

Shellenger e cols. (1965) perceberam que, em codornizes tra 
tadas com Azodrin e Bidrin (organofosforados), a colinesterase 
do soro foi bastante inibida, enquanto que a acetilcolinesterase 
cerebral permaneceu normal ou diminuída.

A média relativa da atividade da acetilcolinesterase eritro 
citaria nos indivíduos com fenótipos não usuais é menor que a 
observada no grupo usual. Isto também poderia, ser considerado co 
mo mais uma evidência a favor de uma hipótese que admita que es­
tes fenótipos nao usuais estariam implicados numa maior suscepti_ 
bilidade a intoxicação, justamente pelo fato de terem menor afi­
nidade por compostos positivamente carregados, os quais poderiam 
então, se ligar, em maior concentração à acetilcolinesterase eri 
trocitaria.

Como a presença do alelo CHE2*C5+ implica numa atividade en
zimática em média 25% maior (Harris, 1-960), pode-se pensar que 
o mesmo teria um papel de proteção contra a inibição da acetilcg. 
linesterase por compostos organofosforados e carbamatos. Isto 
significa que haveria mais colinesterase do soro, para proteger 
a acetilcolinesterase da inibição, prevenindo a consequente into 
xicação. Além disso, é nossa hipótese que as variantes não usu­
ais do loco CHE1 possam estar implicadas em susceptibilidade au­
mentada à intoxicação, tanto pela menor' afinidade por estes com­
postos como também pela redução da atividade enziraática.
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E necessário ressaltar que o alelo CHE2*C5+ condiciona o
aparecimento de urna banda extra (C ) quando da eletroforese5
que a caracteriza, a qual e composta pela colinesterase do so­
ro e por outra molécula desconhecida, e cujo papel específico 
no mecanisrao de proteção contra a inibição da acetilcolineste- 
rase nao pode ser avaliado, por falta de informações a respei­
to .

4.4 Atividade da Colinesterase do Soro

Os valores da atividade \da colinesterase do soro encontra 
dos em controles, intoxicados e na amostra, total se encontram 
na tabela 20. Esses valores são menores que o encontrado por 
Lipienski e cols. (1992, comunicação pessoal), nurn.a amostra de 
222 funcionários do Hospital de Clínicas da. Universidade Fede

 ̂ — -j- -Lral do Parana (x - D.P.= 7,78 4 2,51). Os controles apresenta­
ram atividade média de 6,40 - 2,40 (t= 3,89 ; P 0,001) e os 
intoxicados, de 5,40 - 1,80 (t= 8,34 ; P 0,001). Comparando- 
se as variancias ca.s tres distribuições nota-se que a distri­
buição da atividade da colinesterase tío soro de intoxicados di_ 
fere tanto da de seus controles (F= 1,78; P ^  0,05) como da de 
funcionários (F= 1,94; P 0,05). Por outro lado, não há dife­
rença entre as va.riãncias das distribuições encontradas em nos 
sos controles e aquela de funcionários do Hospital de Clínicas 
(F= 1,09).

A atividade nédia encontrada nos controles é 18,5% supe­
rior à observada no grupo intoxicado. A dos controles com feri£ 
tipo CHE2 C5+ é 9,6% maior que a dos corn fenótipo CHE2 C5-.Hos 
intòxica.dos estai diferença é tíe 7,1%. Estes dados, acrescidos 
aos observados quanto aos valores baixos de s:tivid.ade, sugerem 
que há inibição da colinesterase do soro por parte dos compos­
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tos organofosforados e carbaniatos a ela ligados. Note-se ser 
esperado que o fenótipo CIIE2 C5+ condicione ui.ia atividade rné- 
dia cerca de 25% superior àquela encontrada no fenótipo CSIE2 
C5- (Harris, 1280). Isto significa que mesmo nossos controles 
apresentam certo grau de inibição da colinesterase do soro 
Este dado vem em reforço da hipótese de que esta enzima é ini. 
bida antes da acetilcolinesterase eritrocitária, pois nossos 
controles apresentam de 87,5 a 100,0% da a.tividade desta últi 
ma enzima.

4.5 Susceptibilidade e Proteção à Inibição da Colinesterase 
do Soro por Agrotóxicos Organofosforados e Carbamatos

Admitimos que o loco CHE1 tem um papel importante no meca 
nismo de susceptibilidade à inibição da colinesterase do soro, 
uma vez que o mesmo apresenta o alelo atípico, o qual tem afi­
nidade menor por compostos positivamente carregados, como os 
carbamatos. Aissim, esta enzima atípica se liga em menor concen 
tração a estes compostos, deixando livre o inibidor que deverá 
se ligar a outras esterases (acetilcolinesterase eritrocitária 
e cerebral e a do Sistema Nervoso Autónomo) levando ao surgi - 
mento dos sintomas característicos da intoxicação.

0 risco relativo de intoxicação, levando-se em conta os 
fenótipos do loco CHE1, foi estimado através do método propos­
to por Uoolf (1S55). 0 resultado mostra que os fenótipos não 
usuais aumentam o risco de intoxicação em 8,75 vezes em rela - 
ção aos portadores de fenótipos usuais. Em outras palavras, os 
indivíduos com fenótipos não usuais seriam 8,75 vezes mais pr<3 
pensos a se intoxicarem que os que possuem fenótipo usual.

Por outro lado, o alelo CI-IZ2*C5* poderia estar implicado
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na resistência a intoxicação por compostos organofosforados e 
carbarnatos. Mossa hipótese é que esse alelo por condicionar ma_i 
or concentração enzimática permitiria maior potencial de li - 
gaçao cora estes compostos, levando à proteção maior da acetilcc) 
linesterase.

Neste loco existe também o alelo CIIE2*C5- que em hcmozigo- 
se se expressa no fenótipo CIIE2 C5-, que aumente, o risco de in­
toxicação em 3,9 vezes quando comparado com o fenótipo CI-IE2 C5+, 
em fenótipos usuais. É válido dizer que os indivíduos com fenó 
tipo CHE2 C5- são 3,9 vezes mais suscetíveis à intoxicação que 
os que possuem o outro fenótipo. A fração etiológica estimada 
neste caso foi de 70,15%, isto porque a sua freqüência na popu­
lação é muito alta.

Deve-se ressaltar que o loco CHE1 pa.rece estar implicado 
neste mecanismo de modo mais direto, pois pode-se perceber que 
o alelo CIIE2*C5+ parece exercer o seu papel de proteção apenas 
quando na presença do fenótipo usual. É interessante ressaltar 
que a fração preventiva do fenótipo CHE1 U CKE2 C5+ é de cerca 
de 14,4%. Do ponto de vista prático, seria interessante que os 
agricultores portadores de variantes não usuais da colinestera- 
se do soro fossem alertados, de modo a virem a seguir rigorosa­
mente as instruções de uso adequado de agrotéxicos.

IIá de se ressaltar que outros fatores estão implicados no 
processo de susceptibilidade e resistência e que nao for ar:, de - 
terminados no presente trabalho. Entre outros fatores genéticos 
poderíamos citar o polimorfismo da paraoxonase. Admite-se que 
indivíduos portadores do alelo PX':15, condicionador do maior ati
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vidacle desta enzima (Mueller e cols., 1983), devem ser mais re­
sistentes à ação do Paraoxon, por exemplo. Por outro lado, há 
fatores que diminuem a atividade da colinesterase do sor'O e que 
podem afetar o mecanismo de susceptibilidade, tais como o sexo 
feminino (mulheres que se utilizam de anticoncepcionais ainda 
tem uma atividade menor, como demonstrado por Sidell e Kamins - 
leis, 1S75), idade mais avançada, distúrbios hepáticos (revisão 
em V/hittaker, 1980) e estado nutricional (Karper, 1377).

A fração etiológica atribuída aos fenotipos não usuais do 
loco CIIE1, foi de 11,6% e aquela referente ao fenótipo CI-IE2 C5- 
corresponde a 70,1%. Ilote-se que poderiam tambéra ser fatores as 
sociados a estes fenotipos, os responsáveis por essas propor 
ções de intoxicação, considerada como de pouca gravidade. É mui 
to provável que a freqüência de variantes não usuais esteja bem 
mais aumentada numa amostra de intoxicados graves. Os presentes 
dados se aplicam apenas a intoxicação leve..
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1. Nos 2S municípios paranaenses visitados foi encontrada 
uraa freqüência, de intoxicação de 22%, revelada pela inibição da 
acetilcolinesterase eritrocitária. Entre os compostos agrotóxi- 
cos , utilizados pelos lavradores da amostra coletada, cerca de 
5C% são capazes de inibir as colinesterases.

2. Gs indivíduos considerados como intoxicados, pelei aval_i 
ação da atividade relativa da acetilcolinesterase eritroeitária, 
mostraram freqüência significativamente mais alta de fenótipos 
não usuais da colinesterase do soro (13,lã - 4,3%), elo que seus 
controles (1,7% 4 1,7%). Esses resultados sugerem maior suscep­
tibilidade à intoxicação em indivíduos de fenótipos não usuais, 
que apresentam ur.i risco relativo de intoxicação cerca de S ve­
zes maior do que o apresentado pelos indivíduos de fenótipos 
usuais. A fraçao etiológica correspondente à freqüência de ca - 
sos de intoxicação devida aos fenótipos nao usuais ou a fatores 
a eles associados foi calculada cm cerca de 12%.

3. IIo grupo de indivíduos intoxicados com fenótipos usuais, 
notou-se freqüência significativamente inferior do fenótipo 
CKE2 CS-;- (5,7% 1 3,2%) do que era seus controles de fenótipos u-

JL- ' t ,suais (18,0% -l 5,1%). Esses resultados indicam que o fenotipo 
CHE1 U CHE2 C5- apresenta risco relativo de intoxicação cerca 
de 4 vezes maior do que o fenótipo CHE1 U CHE2 C5+. Como o fe­
nótipo CHE2 C5- ó muito freqüente na população, cerca de 70% 
dos casos de intoxicação dos fenótipos usuais seriam devidos à 
sua presença ou a fatores a ele associados.

4. Na população total, o fenótipo CHE1U CHE2 C5+ apresen­
ta o menor risco relativo de intoxicação (0,23), concorrendo 
para a prevenção de 14,4% dos casos (fração preventiva).

5. Nos intoxicados a média da atividade relativa da acetil 
colinesterase eritrocitária foi significativamente inferior no

5. COUCLUSOES
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M / +grupo que apresenta colinesterase do soro nao usual ( 60,9% - 
6,5%) do que naquele com esta enzima de fenótipo usual ( 70,1% - 
8,7%).

6. Com referência à atividade da colinesterase do soro
observou-se atividade média significativamente inferior no grupo 
dos intoxicados (5,4 - 1,8 U.I.) do que no grupo controle
(6,4 í 2,4 U.I.). Esses valores são significativamente menores 
que os encontrados em uma amostra da população de Curitiba
(7,8 - 2,5 U.I.), sugerindo que tanto controles como intoxi - 
cados devem apresentar certo grau de inibição da colinesterase 
do soro.

7. Em resumo, os dados permitem levantar a hipótese de que 
a colinesterase do soro seja inibida antes da acetilcolinestera­
se eritrocitária, constituindo-se, por isto, num fator de prote­
ção à intoxicação pela inibição desta última enzima. As varian - 
tes da colinesterase do soro com menor afinidade por organofos- 
forados e carbamatos e/ou com menor atividade desta enzima pre - 
disporiam à intoxicação por permitirem maior grau de inibição da 
acetilcolinesterase.
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