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RESUMO

O mercurio € um metal de distribuicdo ubiqua, com potencial
imunotoxico ja demonstrado em modelos murinos. Em cepas geneticamente
suceptiveis 0 mercurio € capaz de induzir autoimunidade caracterizada por
linfoproliferagao, producédo de autoanticorpos, formagcao de imunocomplexos e
glomerulonefrite. Em humanos, os efeitos do mercurio sobre o sistema
imunoldgico ndo s&o tao claros. Existem relatos de maior prevaléncia de FAN e
mesmo LES em areas de intensa contaminacdo por mercurio. Na Amazoénia,
varios estudos vém demonstrando altas concentracbes deste elemento em
amostras ambientais e humanas, mesmo em locais onde a contaminacao
antropica nédo é expressiva. Alguns destes, evidenciaram aumento na
prevaléncia de FAN em comunidades onde os niveis de mercurio no cabelo
excedem o toleravel pela OMS. Com o objetivo de avaliar a influéncia do
mercurio na génese ou na modulagdo da expressao clinica do LES nos
individuos desta regido, este estudo verificou os niveis de mercurio total no
cabelo destes pacientes e controles higidos pareados por sexo e idade
procedentes do estado do Amazonas, Brasil. Nos resultados, a mediana para a
concentracdo de mercurio total no cabelo foi de 1,20 ug g e 1,14 pg g™ para
pacientes e controles respectivamente (p = 0,607). Quando analisadas as
variaveis: manifestacbes clinicas, autoanticorpos e atividade da doencga,
também ndo houve associagdo significante com o mercurio nestes pacientes.
Este foi o primeiro estudo a avaliar os niveis de mercurio em individuos com
LES na Amazoénia, ndo tendo sido encontrada relagdao entre eles. A auséncia
desta associacdo nao refuta a possibilidade deste elemento exercer influéncia
na génese ou no perfil clinico da doenga sendo necessarios mais estudos que
enfoquem os niveis de mercurio em individuos com Iupus manifesto,
procedentes desta regido.

Palavras-chave: Mercurio, Amazénia, Lupus Eritematoso Sistémico



ABSTRACT

Mercury is a ubiquitous metal with immunotoxic potential in rodents. In
highly susceptible mouse strains mercury can induce lymphoproliferation,
elevated level of autoantibodies, immune complexes formation and
glomerulonephritis. In humans, mercury’s effects are not so clear. A few studies
show higher prevalence of SLE and ANA in people living at high mercury
concentration areas. In the Amazon, human and environmental samples have
been showing high mercury levels even in areas where anthropogenic sources
are unexpressive. Some studies found higher prevalence of ANA in
communities where hair mercury levels crossed the tolerable stipulated by
WHO. This study aimed to evaluate mercury’s influence on lupus genesis and
clinical expression in amazonians by measuring total mercury hair levels in
these patients and healthy controls paired by age and gender. The results
(median) for total mercury levels were 1,20 ug g'1 e 1,14 ug g'1 for patients and
controls respectively (p = 0,607). When clinical manifestations, autoantibodies
and disease activity were analysed, we didn’t find association with hair mercury
concentration as well. This was the first study evaluating mercury levels on
amazonian lupus patients. The lack of association found in this study does’nt
refute the possibility of mercury’s impact on the disease. More studies are
needed, focusing on manifested SLE in amazonians.

Keywords: Mercury, Amazon, Systemic Lupus Erythematosus
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ARTIGO 1: LUPUS ERITEMATOSO SISTEMICO E O AMBIENTE: a influéncia do

mercurio.

RESUMO: O lupus eritematoso sistémico é o protétipo da doenca autoimune
sistémica e o estudo de fatores ambientais associados a sua génese vém ganhando
cada vez mais relevancia nos ultimos anos. Apesar disso, as informacdes existentes
ainda sao cheias de lacunas. Desde a descricdo da associacdo do mercurio com o
desenvolvimento de autoimunidade em ratos na década de 1970, varios estudos
vem avaliando a associagéo entre este agente e fendbmenos e doengas autoimunes
em modelos experimentais e seres humanos. Neste artigo, os autores revisam os
potenciais papéis do mercurio na indugdo da autoimunidade no lupus eritematoso

sistémico.

1. INTRODUCAO

Desde a descrigdo do horror autotoxicus pelo grande bacteriologista e
imunologista alem&o Paul Erlich’, os fendmenos autoimunes intrigam a sociedade
cientifica. Varias teorias tentam explicar a quebra da tolerancia ao préprio, sendo a
influéncia de fatores ambientais sobre individuos geneticamente predispostos, a
teoria mais aceita na atualidade.?

O Lupus eritematoso sistémico (LES) € o protétipo da doenga autoimune
sistémica e o estudo de fatores ambientais associados a sua génese vém ganhando
cada vez mais relevancia nos ultimos anos. A exposigao solar, algumas drogas
(procainamida, isoniazida) e xenobioticos, incluindo metais pesados tém sido
implicados na patogénese da doenca.®>* Apesar disso, as informagdes existentes
ainda sao cheias de lacunas, em parte, por ser uma doencga relativamente rara e
extremamente heterogénea em seus fendtipos, gendtipos (heranca poligénica) e,
provavelmente, patogénese. Desta forma, provavelmente apresenta interagdes
ambiente-carga genética diversos, nos diferentes subgrupos de pacientes. Somado
a isso, o periodo de laténcia do LES é potencialmente longo, com individuos
mostrando evidéncia laboratorial de autoanticorpos circulantes, meses a anos antes
dos primeiros sinais e sintomas da doenca. °

Assim como no caso de alguns canceres, provavelmente, devem existir

algums agentes ambientais que iniciam o processo autoimune (indutores), outros
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que promovem (promotores) e outros que sustentam este processo (sustentadores),
o que torna a correlacdo de um destes agentes com a doenga em questdo uma
tarefa, de fato, dificil; especialmente, se levarmos em consideracdo que, em
algumas circunstancias mais de uma agente ambiental podem estar influenciando
em conjunto a quebra da tolerancia ao préprio.° Além disso, alguns fatores
ambientais poderiam reforcar ou amplificar o ciclo de resposta imunolégica ao
préprio de uma tal forma, que sua retirada de cena apos determinado ponto, poderia
nao mais resultar no término da resposta imune ja instalada.

Varios fatores ambientais vem sendo estudado no LES ultimamente. Entre os
mais estudados estdo agentes infecciosos como os virus Epstein-Barr’, Herpes
Zoster®, Parvovirus B19°, Citomegalovirus'?, retrovirus'' e agentes nao infecciosos
como os raios ultravioleta', o tabaco'®, a silica’ e alguns metais pesados, como o

mercurio."
2. 0 MERCURIO

O mercurio € um metal inodoro, pertencente ao grupo |l B da tabela periddica.
Seu simbolo, Hg, proveio de seu nome em latim hidrargyrum, o qual remete a sua
aparéncia liquida e prateada na temperatura ambiente. Tem distribuicdo ubiqua no
mundo, estando, virtualmente, todos ndés expostos a este metal em algum grau.®

O mercurio € emitido para a atmosfera naturalmente (erupg¢des vulcanicas,
desgaseificacdo da crosta terrestre, reevaporagdo do mercurio previamente
depositado). Contudo, sdo as emissdes antropogénicas (industrias de mineragao,
produtos alimentares, pesticidas, amalgamas dentarios, lampadas fluorecentes e
industrias de cloro-alcali) que vém contribuindo de forma crescente para o aumento
da concentracgdo deste elemento no meio ambiente.'” '8

O mercurio encontra-se sob trés estados de oxidacdo: Hg® (metalico), Hg*
(mercuroso) e Hg™" (mercurico), este ultimo forma uma variedade de compostos
inorganicos e organicos, cuja cinética e biotransformac&o depende da forma fisica e
quimica do composto em questio.

A exposicao humana se da principalmente pela inalacdo de vapor de mercurio
(Hg®) que ocorre por exposicdo ocupacional (consultérios odontoldgicos, fabricas
cloro-alcali, garimpo) ou através da ingestdo de organomercuriais (MeHg),

principalmente pelo consumo de peixes e frutos do mar.'®
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O mercurio emitido tanto de modo natural quanto antrogénico, esta sob a
forma inorganica, predominantemente elementar (Hg®). Na atmosfera, este sofre
oxidagdo para as formas mercurica e mercurosa precipitando-se sobre a crosta
terrestre. Nos corpos aquaticos, especificamente no sedimento, os ions inorganicos
sofrem biometilacdo por agao de certas bactérias e processos abidticos, formando o
metilmercurio (MeHg). Este €&, entdo, consumido por pequenos peixes que sao
consumidos por peixes sucessivamente maiores, chegando, finalmente ao

homem 19,20,21

Durante este processo, ocorre um aumento progressivo da
concentracdo de MeHg nos tecidos dos peixes, a qual chega a ser centenas de
vezes maior que a concentragdo de mercurio inorganico na agua; este processo €
chamado de biomagnificacéo.?’

Os compostos organicos do mercurio sdo quase totalmente absorvidos no
trato gastrointestinal. A partir dai, ganham a corrente sanguinea e distribuem-se
rapidamente por todos os tecidos do corpo, atravessando com facilidade as barreiras
hemato-encefalica e placentaria.

Por muito tempo, os estudos sobre os efeitos do mercurio na saude humana
foram direcionados para os seu efeitos neurotdxicos e nefrotdxicos diretos.?**
Entretanto, nos ultimos 30 anos, os seus efeitos sobre o sistema imunoldgico tém
sido cada vez mais estudados, e ganharam uma nova dimens&o com as primeiras
publicacdes dos modelos experimentais de autoimunidade induzida por mercurio

(AlHg).?*
3. 0O MERCURIO E O LUPUS

Ainda na década de 70, Druet e colaboradores observaram em ratos Brown
Norway (BN), pela primeira vez, que o mercurio era capaz de induzir fenbmenos
imunologicos que culminavam em doenga autoimune.?® Alteragdes semelhantes
foram encontradas por outros pesquisadores, mesmo utilizando doses consideradas
subtéxicas (HgClz 1,0 mg/Kg de peso corpdreo) nos seus experimentos.?

A doenga autoimune gerada pelo mercurio em ratos, € caracterizada pela
ativacdo policlonal de linfocitos T e B, aumento dos niveis séricos de
imunoglobulinas M, G, A e E; produgcdo de autoanticorpos (anti-DNAds,
antifosfolipidio e antimembrana basal glomerular), além da formagdo de

imunocomplexos e aparecimento de glomerulonefrite.* A inducdo da doenca é
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restrita as cepas de ratos que possuem o haplétipo do MHC classe || RT-1"( o que é
o caso dos ratos BN). Cepas que carreiam outros haplétipos como o RT-1' sdo
resistentes a indugcdo de autoimunidade pelo mercurio. Uma caracteristica
interessante, e ainda sem explicacdo clara, é que as alteragdes imunologicas
induzidas por este metal nos modelos experimentais utilizando ratos sé&o
autolimitadas. Elas se resolvem em um periodo de quatro a cinco semanas apds o
seu inicio, independentemente da persisténcia ou ndo da exposicao. Esta resolucéo
€ seguida por um estado de resisténcia imunologica mesmo frente a novos desafios
com mercurio.

Em camundongos, o mercurio (mesmo em doses baixas), também induz
proliferacdo policlonal de linfécitos T e B, aumento dos niveis séricos de
imunoglobulinas (IgG1 e IgE), producdo de autoanticorpos e glomerulonefrite
decorrente da deposi¢gao de imunocomplexos. A especificidade dos autoanticorpos
produzidos é diferente dos modelos utilizando ratos e mostrou ser dirigida
primordialmente a antigenos nucleolares, principalmente a fibrilarina, uma
fosfoproteina de 34 kDa, que participa no processamento dos rRNA, e é encontrada
junto a regido rica em uridina dos RNAs nucleolares de pequeno tamanho. O
desenvolvimento destas alteragdes imunologicas também esta ligado a presenga de
haplétipos especificos do MHC classe |l, com o haplétipo H-2°, que determina alta
suceptibilidade, os haplétipos H-29 e H-2f (suceptibilidade intermediaria) e os
haplétipos H22, H2°, que conferem resisténcia & doenga?’2%2°

Alguns trabalhos tém mostrado que cepas de camundongos carreando o
mesmo haplotipo mostram suceptibilidades diferentes. As cepas de camundongos
BALB/c, B10.D2 e DBA/2 s3o todas portadoras do haplétipo H-2°. Os animais
BALB/c apresentam intensa linfoproliferacdo com formagdo de imunocoplexos e
desenvolvimento de glomerulonefrite grave apds serem expostos ao mercurio. Esta
linfoproliferagdo é bem menos intensa em camundongos B10.D2, os quais evoluem
com um quadro leve de glomerulonefrite, sendo os camundongos DBA/2
completamente resistentes. Isso mostra que existem outros genes nao-MHC Il que
participam da moldulagdo do tipo e intensidade da resposta resposta imunologica
frente a este estimulo.*

Ao contrario do que acontece nos modelos utilizando ratos, nos camundongos

nao ocorre o desenvolvimento de resisténcia ao mercurio; e apesar das
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manifestacdes clinicas se resolverem apos a retirada do estimulo, os autoanticorpos
produzidos podem ser detectados meses apds o cessamento da exposicao.

Outros estudos experimentais vém demonstrando que a exposicdo ao
mercurio pode ndo sé gerar doenga autoimune de novo, mas também exacerbar
doenca autoimune pré-existente, assim como antecipar o seu inicio em animais
predispostos ou mesmo modular essa predisposicdo ao desenvolvimento. Pollard e
colaboradores, observaram que a exposicdo da cepa murina BXSB lupus-prone ao
mercurio inorganico, acelerou varias manifestagdes clinicas da doenga, relacionadas
tanto ao braco celular como ao humoral da imunidade.®’ Em um estudo experimental
utilizando linhagens de camundongos BG6D2F(BDF{) e DBA/2 (modelos
experimentais de doenca do enxerto versus hospedeiro — DEVH, que ndo séao
suceptiveis ao desenvolvimento de autoimunidade induzida pelo mercurio), foi
observado o desenvolvimento mais precoce e grave de nefrite, assim como uma
maior mortalidade apds a indugdo da DEVH, nos grupos pré-tratados com baixas
doses de mercirio inorganico (HgCl,).*

A influéncia do mercurio, entretanto, ndo se restringe a modulagdo da
gravidade ou precocidade com as quais uma doenga autoimune se manifesta. Inman
e Chiu observaram que cepas de ratos BN (geneticamente resistentes ao
desenvolvimento de artrite reativa a Chlamydia tracomatis), podem tornar-se
suceptiveis apos a exposicdo ao metal. Esta exposicao altera o perfil de citocinas no
microambiente articular, a capacidade de clearance do patdégeno pelo individuo e a
mudanca de um fendtipo histopatoldgico resistente para um suceptivel.®® Isso
reforca a idéia de que varios fatores ambientais provavelmente atuam
orquestradamente para quebrar a tolerancia ao proprio. O fator precipitante imediato
pode ser, por exemplo, uma infeccdo bacteriana ou viral, mas isso ocorre em um
contexto de outros fatores ambientais que influenciam o repertério imunolégico do
individuo e a forma de ele reagir aos estimulos subsequentes.

Em seres humanos, os primeiros relatos descrevem o desenvolvimento de
sindrome nefrética em individuos que fizeram tratamento de psoriase com mercurio
topico e apos o uso de cremes dermatologicos clareadores contendo este metal®*.
Desde entdo, outras publicagdes vém mostrando evidéncias da associagdo do
mercurio com fendbmenos autoimunes em seres humanos. Lauwerys e
colaboradores avaliaram 62 trabalhadores expostos ao vapor de mercurio por um

periodo médio de cinco anos e encontraram associacao entre a concentragao de
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mercurio na urina e positividade para anticorpo anti-laminina, sugerindo que o
mercurio poderia levar a uma disfungdo imunoldgica em individuos predispostos.>®
Em um trabalho com pacientes portadores de esclerose sistémica, os niveis de
mercurio urinario foram significativamente mais elevados nos pacientes que nos
controles, em especial nos individuos portadores do anticorpo anti-fibrilarina.>® Albert
e colaboradores, investigaram a exposi¢do prévia a varios fatores ambientais,
incluindo o mercurio, em 53 pacientes com Granulomatose de Wegener, e
encontraram associagao entre este metal e a presenca da doengca com odds ratio de
10,69.% Outras doengas autoimunes parecem estar associadas a exposicéo cronica
ao mercUrio como a tireoidite de Hashimoto®®, o pénfigo foliaceo® e a doenca de
Kawasaki*’.

Em um estudo realizado na cidade de Hobbs, Novo México (EUA), Dahlgren e
colaboradores encontraram 13 casos de LES em uma populagdo de 28.600
habitantes, perfazendo uma prevaléncia de 45 casos/100.000. A maioria destas
pessoas morava sobre um aterro de residuos de petrdleo, onde os niveis de
mercurio e pristano eram seis vezes mais altos do que em amostras ambientais
provenientes de duas milhas de distdncia. Quando foi considerada, apenas a
populagao residente no local de maior contaminacéo, a prevalénica subiu para 832
casos/100.000, o que sugere que esta exposicdo ambiental provavelmente
contribuiu para o aparecimento de lupus nas pessoas geneticamente predispostas
daquela comunidade®'. A correlagdo entre amalgamas dentarios e LES, assim como
a melhora clinica da doencga ap0s a retirada destes, também tem sido relatadas. Os
estudos, no entanto, t&ém sido conflitantes sobre este assunto.*?

No Brasil, a partir da década de 1990, varios estudos vém demonstrando
niveis elevados de mercurio em amostras ambientais e em individuos procedentes
da regido amazonica.*****® Silva e colaboradores, avaliaram os niveis de mercrio
em trés comunidades na bacia do rio Amazonas, que mantinham contato direto ou
indireto com a atividade de garimpo. Os individuos com niveis de mercurio mais
altos, apresentaram uma maior prevaléncia de FAN em relagdo aos demais. No
entanto, estas comunidades também apresentavam alta prevaléncia de malaria, o
que pode ter agido como um fator confundidor.*® Alves e colaboradores encontraram
resultados diferentes. Apesar da area estudada (bacia do meédio Rio Negro)
apresentar individuos consumidores frequentes de peixe, com niveis elevados de

mercurio no cabelo ( média de 35,4 ug g™'), ndo houve associagdo entre este achado
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e a positividade do FAN, nao diferindo da prevaléncia encontrada na populacao

urbana utilizada como controle.*

4. ABSORGAO, CONVERSAO E POSSIVEIS MECANISMOS DE LESAO
CELULAR

Apesar de estarmos expostos a todas as formas quimicas do mercurio, é
através dos seus compostos orgénicos e do mercurio elementar que o nosso maior
contato com este metal é estabelecido.*®

As formas inorgénicas do mercurio sdo pouco absorvidas. Apos a ingestéo do
mercurio inorganico, menos de 10% € absorvido no trato gastrointestinal.
Similarmente, pouco deste é absorvido pelas vias aéreas.

No caso do Hgo, a absorcdo € predominantemente pela inalagdo do seu
vapor, o qual ganha rapidamente a corrente sanguinea e ultrapassa as barreiras
hemato-encefalica e placentaria devido a sua lipossolubilidade.

Os organomercuriais s&o altamente absorvidos pelo trato gastrointestinal.
Algumas formas organicas (especialmente o dimetilmercurio) podem ser facilmente
absorvidos, inclusive, pela pele. Apos esta absor¢cdo, rapidamente ganham a
corrente sanguinea e se distribuem por todos os tecidos organicos, atravessando, de
forma similar ao Hg?, as barreiras hemato-encefalica e placentaria.*®

Tanto o mercurio orgadnico como o inorganico induzem autoimunidade em
modelos experimentais.’®®" Contudo, os estudos vém demonstrando que é a forma
inorganica do metal a responsavel pela indugdo deste fenbmenos autoimunes.
Dentro da célula, o mercurio elementar é oxidado por uma catalase e as espécies
organicas sofrem um processo de desmetilagdo, ambas resultando em mercurio
inorganico. Os ions inorganicos de mercurio tém alta afinidade por grupos amina,
carboxil, hidroxil e principalmente grupos tiol (ricos em residuos de cisteina) e
reagem desta forma com diversas moléculas biologicas e vias metabdlicas a elas

1.2 Gardner e

relacionadas interferindo com o seu funcionamento norma
colaboradores observaram, em um estudo in vitro utilizando células mononucleares
de sangue periférico (PBMC) humanas, que baixas concentracbes de iHg na
presenca de LPS modulavam a producgao de citocinas, favorecendo a liberacdo de
TNFa e IL1B (citocinas pro-inflamatorias) e inibindo a secre¢cdo de IL10 e IL1Ra

(citocinas anti-inflamatérias).>®
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Alteragcbes nos mecanismos de apoptose tém sido relacionadas com o
desenvolvimento de autoimunidade. Ziemba e colaboradores observaram que baixas
doses de mercurio acarreta a dissociagao do receptor Fas, dificultando a formacéao
do DISC e inibindo a apoptose.’® Outro estudo in vitro utilizando células Jurkat,
mostrou que a exposi¢cao a baixas doses de mercurio (£ 10 yM) HgCl, atenuava a
apoptose mediada por anticorpo anti-CD95 provavelmente alterando a fungdo de um
dos componentes da via de sinalizagdo ja apds o CD95, porém antes da ativagéo da
caspase-3. A formagao do complexo sinalizador de indugédo de morte (DISC) apos a
oligomerizagdo do CD95/Fas é um passo primordial para a apoptose mediada pelo
Fas.>® Estes resultados sugerem ser este um dos mecanismos responsaveis pela

quebra da tolerancia periférica por este metal.

5. EPIGENETICA, LUPUS E MERCURIO

A epigenética compreende as mudangas estaveis e herdaveis (ou
potencialmente herdaveis) na expressao génica e que ndo determinam mudancga na
sequéncia do DNA. Apesar do genoma estar presente em todas as células
nucleadas do organismo, cada tipo celular tem modificacbes epigenéticas
caracteristicas que determinam o transcriptoma adequado para o seu funcionamento
especifico.”® Nos Ultimos anos, o nimero de estudos que enfocam este tema tem
crescido progressivamente, na tentativa de compreender melhor a interagdo entre o
organismo humano, seu genoma e o meio ambiente.’” No caso da autoimunidade, a
presenca de alteragdes especificas da regulagdo dos processos epigenéticos seria
responsavel pela quebra da tolerancia ao proprio através tanto da hipometilagao de
genes como do envolvimento de repressores da transcrigdo. A maioria dos estudos
sobre esta influéncia sédo in vitro ou in vivo utilizando modelos animais, e vém
mostrando que variagbes do epigenoma podem levar a ativagdo de clones de
linfécitos autoreativos.®®

O mercurio tém sido associado a alteragdes epigenéticas que podem exercer
um papel relevante na génese de doengas como a esclerose lateral amiotrofica
assim como de alguns canceres.”® Os resultados destes trabalhos em conjunto
corroboram para o entendimento de que muito além de um efeito direto nas vias
metabdlicas e mecanismos de agao celular, fatores ambientais como o mercurio
podem ainda produzir mudangas epigenéticas que determinem um efeito imediato

na resposta imune ou efeitos silentes em um primeiro momento mas que “preparam”
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o individuo para que, em um encontro subsequente com outros fatores ambientais,
venha a desenvolver o corolario de alteragbes imunoldgicas que vao culminar com

as manifestacdes clinicas de uma doenga autoimune como o LES.

6. CONCLUSAO

Apesar dos diversos avancos cientificos em dire¢cao ao entendimento total da
génese do LES, ainda existem muitas lacunas a serem preenchidas. Fica claro, no
entanto, que a influéncia do ambiente & muito mais importante do que se imaginava.
O mercurio como metal ubiquo esta em contato com a humanidade de varias
formas, e apesar de sua estrutura quimica elementar ele pode afetar profundamente
o sistema imunologico de animais geneticamente suceptiveis. Sua influéncia em
seres humanos € provavel, contudo, sdo necessarios mais estudos sobre este tema

com o intuito de desvendarmos o mosaico intrigante da autoimunidade.
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ARTIGO 2: AVALIAGAO DOS NiVEIS DE MERCURIO NO CABELO DE
PACIENTES COM LUPUS ERITEMATOSO SISTEMICO EM UM AMBULATORIO
DO SUS NA CIDADE DE MANAUS

1. INTRODUGAO

Desde a tragédia ocorrida em Minamata, ha mais de 40 anos, o mundo
despertou para os efeitos toxicos do mercurio. Varios relatos de casos decorrentes
de intoxicagdo por este elemento vém sendo descritos e diversas vias de
contaminagdo sendo reconhecidas, desde entdo (ar, agua, alimentos, produtos
farmacéuticos, cosméticos, vacinas, etc).1'9 O mercurio tem distribuicdo ubiqua no
meio ambiente e sua concentragdo vém crescendo progressivamente devido as
emissdes antropicas aos ecossistemas por meio das industrias de mineracéo,
produtos alimentares, pesticidas, amalgamas dentarios, lampadas fluorecentes,
etc.®" No ambiente, encontra-se sob trés estados de oxidagao: Hg® (metalico), Hg*
(mercuroso) e Hg™* (mercurico), este ultimo formando uma variedade de compostos
inorganicos e organicos. A cinética e a biotransformag&o do mercurio depende da
sua forma fisica e quimica. A exposi¢cao humana se da principalmente pela inalagéo
de vapor de mercurio (Hgo) que ocorre por exposi¢gao ocupacional (consultérios
odontologicos, fabricas cloroalcali, garimpo) ou através da ingestdo de
organomercuriais (MeHg), principalmente pelo consumo de peixes. O mercurio
emitido tanto de modo natural quanto antropico, estda sob a forma inorganica,
predominantemente elementar (Hg®). Na atmosfera, este sofre oxidagdo para as
formas mercurica e mercurosa precipitando-se sobre a crosta terrestre. Nos corpos
aquaticos, os ions inorganicos sao organificados, ganhando a cadeia alimentar e
chegando ao homem através do consumo de peixe.'?"*'* Os compostos organicos
do mercurio sdo quase totalmente absorvidos no trato gastrointestinal. A partir dai,
ganham a corrente sanguinea e distribuem-se rapidamente por todos os tecidos do
corpo, atravessando com facilidade as barreiras hemato-encefalica e placentaria.

Por muito tempo, os estudos sobre os efeitos do mercurio na saude humana
foram direcionados para os seu efeitos neurotdxicos e nefrotdxicos diretos.'®'®
Entretanto, nos ultimos 30 anos, os seus efeitos sobre o sistema imunoldgico tém
sido cada vez mais estudados, e ganharam uma nova dimens&o com as primeiras
publicacdes dos modelos experimentais de autoimunidade induzida por mercurio

(AlHg). Ainda na década de 70, Druet e colaboradores observaram, pela primeira
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vez, que 0 mercurio era capaz de induzir, em ratos Brown Norway (BN), a producéo
de autoanticorpos (anti-DNAds, antifosfolipidio e antimembrana basal glomerular),
ativacdo policlonal de linfocitos T e B, aumento dos niveis séricos de
imunoglobulinas M, G, A e E, além da formagédo de imunocomplexos e inducéo de
glomerulonefrite. Estas alteragbes foram, também, encontradas por outros
pesquisadores, que as observaram mesmo utilizando doses consideradas
subtéxicas (HgClz 1,0 mg/Kg de peso corporeo) em seus experimentos. Em
camundongos, 0 mercurio, também induz proliferagéo policlonal de linfocitos T e B,
aumento dos niveis seéricos de IgG1 e IgE, produgcdo de autoanticorpos e
glomerulonefrite decorrente da deposicdo de imunocomplexos mesmo em doses
baixas. O desenvolvimento destas alteragbes imunoldgicas esta ligado a presenca
de haplétipos especificos do MHC classe Il (RT" em ratos Brown-Norway e H2° em
camundongos SJL e A.SW), ocorrendo, inclusive resisténcia ao desenvolvimento da
doenca em cepas portadoras de outros haplotipos (RT' em ratos e H2?, H2° e H2°
em camundongos).'”?® Além disso, outros estudos vém demonstrando que a
exposicao ao mercurio pode exacerbar doenga autoimune pré-existente, antecipar o
inicio da doenca em animais predispostos ou mesmo aumentar a predisposicao de
certos modelos murinos ao desenvolvimento de artrite.?"%2

O lupus eritematoso sistémico (LES) é o protétipo da doenga autoimune
sistémica. Pollard e colaboradores, mostraram que a exposi¢ao prévia ao mercurio,
mesmo em baixas doses, acelera o inicio das manifesta¢des clinicas da doenca em
camundongos [lupus prone.”® Em um outro estudo, Gardner e colaboradores,
utilizando PBMCs humanas, observaram que baixas concentragcdes de mercurio
inorganico, na presenga de LPS, modulavam a produgéao de citocinas, favorecendo a
liberacdo de TNFa e IL1B (citocinas pré-inflamtérias) e inibindo a secregédo de IL10 e
IL1Ra (citocinas anti-inflamatérias).?* Em humanos, tém sido descrito aumento da
sua prevaléncia em regides onde a contaminagao ambiental por mercurio e pristano
excedem os limites estabelecidos pela OMS? e entre individuos expostos
ocupacionalmente (misturando agrotoxicos contendo mercurio ou como funcionarios
da area odontoldgica).?® A correlacdo entre amalgamas dentarios e LES, assim
como a melhora clinica da doenca apds a retirada destes, tém sido relatadas;
contudo, ha controvérsias sobre este assunto.?”%
Na Amazdnia, ao longo de pouco mais de duas décadas de pesquisa, o nivel

de mercurio no ambiente (solo, sedimento, agua e espécies aquaticas) tem se
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mostrado elevado em varias areas estudadas.?** Inicialmente, estes valores foram
atribuidos aos garimpos ali estabelecidos.?’ Contudo, mesmo em areas distantes de
atividades deste tipo, verificou-se que estes niveis também eram elevados, o que foi
posteriormente atribuido ao deflorestamento e lixiviagdo do mercurio contido no solo
para os corpos aquaticos.’*®® Os estudos em populagdes ribeirinhas vém
demonstrando niveis bem acima dos referidos como seguros pela OMS, estando em
torno de 20 ug g'1 nas publicagdes sobre as populagdes da bacia do Rio Negro, Rio
Madeira, Rio Xingu, Rio Tapajés e da regido dos lagos no estado do Amapa.>**°. A
exposicdo ao mercurio, especificamente ao metilmercurio, esta estreitamente
relacionada ao habito alimentar. Varios trabalhos tém demonstrado correlagao
estreita entre niveis de mercurio e o habito de comer peixe, sendo a frequéncia e a
quantidade consumida diretamente relacionada a quantidade de mercurio
encontrado.*4?43

Alguns trabalhos tém descrito maior prevaléncia de FAN nestas pessoas,
porém, ndo uma maior prevaléncia de doengas autoimunes, ou mesmo, outros

efeitos tdxicos relacionados ao mercurio nestas populagdes***°

. De fato, o real
impacto destes achados ainda é cheio de lacunas e objeto de investigacédo. Até o
momento, ndo ha na literatura trabalhos correlacionando os niveis de mercurio em
pacientes com LES estabelecido na regido amazénica. Este estudo teve como
objetivo, avaliar os niveis de mercurio no cabelo de pacientes com LES procedentes

do estado do Amazonas, Brasil.

2. METODOLOGIA

Foi realizado um estudo observacional transversal no periodo de janeiro de
2008 a janeiro de 2010 envolvendo os pacientes atendidos no Ambulatério de
Doengas do Tecido Conjuntivo da Disciplina de Reumatologia da Universidade
Federal do Amazonas (HUGV/UFAM). A amostragem foi por conveniéncia, sendo
convidados a participar do estudo, todos os pacientes com diagnostico de LES
recente, o que foi definido como tempo de doenca até a inclusdo no estudo de no

maximo 12 meses.

2.1. PACIENTES
A selecdo dos pacientes obedeceu aos seguintes critérios de inclusio:
presenca de pelo menos quatro dos 11 critérios de classificacdo do American
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College of Rheumatology (ACR) e tempo de residéncia de pelo menos 24 meses no
estado do Amazonas. Foram excluidos os individuos expostos a produtos quimicos
para coloragao capilar ha menos de cinco meses no momento do recrutamento e
pacientes com diagndstico de outras doengas autoimunes. Foi, ainda, selecionado
um grupo controle formado por individuos higidos pareados por sexo e idade. Da
mesma forma que os pacientes selecionados, este grupo controle deveria residir no
Amazonas ha pelo menos 24 meses e nao ter sido exposto a quimica capilar nos
ultimos cinco meses.

Cada paciente foi submetido a um questionario contendo perguntas sobre
dados clinicos da doenga. As informacbdes sobre FAN, EAS e proteinuria de 24h,
foram obtidos por revisdo de prontuario. Todos os participantes foram questionados
sobre o consumo de peixe, a frequéncia desta ingestao (diaria, semanal, mensal ou
rara) e as especies ingeridas, classificadas como piscivoras ou ndo-piscivoras. Para
avaliar a atividade da doenga foi utilizado o sistema de pontuagdo SLEDAI (Systemic
Lupus Erythematosus Disease Activity Index).

Foram coletadas amostras de sangue (10 mL) de cada individuo para
realizacdo de hemograma, C3, C4, anticardiolipina, anti-Ro, anti-La, anti-RNP, anti-

Sm e anti-DNAds nos pacientes. No grupo controle foi realizado apenas o FAN.

2.2. DETERMINAGAO DO MERCURIO TOTAL

Para a quantificagdo dos niveis de mercurio nos sujeitos do estudo, foram
utilizados os cinco centimetros proximais do cabelo da regido occipital, bem préximo
ao escalpo, sendo retirados com uma tesoura de ago inox, limpa com etanol (P.A.)
antes de cada coleta. As amostras foram acondicionadas em sacos plasticos
devidamente identificados e levadas ao Laboratorio de Biogeoquimica Ambiental da
Universidade Federal de Rondbnia (UNIR) para processamento e analise. As
matrizes foram preparadas e analizadas de acordo com Bastos.*® Inicialmente foram
dispostas em recipientes limpos de poliestireno, lavadas em solucdo de EDTA
0,01% e agua Milli-Q. Apés a secagem em estufa a 50° C, cada espécime foi
individualmente fracionado com tesoura de aco inoxidavel, pesado para
aproximadamente 0,02 g em um tubo de digestdo, sendo adicionados 4 mL de
solugdo concentrada de HNO3:HSO, (1:1), permanecendo em bloco digestor a 60° C
por 30 minutos. A determinagcédo de Hg total foi feita por espectometria de absorgéao
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atbmica com geragao de vapor frio (CV AAS — FIMS 400 — Flow Injection Mercury
System, Perkin Elmer®).

Todos os reagentes utilizados possuiam grau analitico. A limpeza de todo o
material foi realizada com banho em extran 2% (v/v) por 24h, enxague com agua
Milli-Q, seguido de banho em HNO3 5% por 72 horas e trés enxagles com agua
Milli-Q.

O controle de qualidade analitico foi realizado utilizando-se uma amostra-

)47

referéncia certificada Human Hair (IAEA 086)"" para ser analisada em batelada

juntamente com as amostras de cabelo objeto deste estudo.

2.3. TRATAMENTO ESTATISTICO

Na analise dos dados categoricos foi utilizado o teste do qui-quadrado com
corregcao de Yates, sendo que na impossibilidade da aplicacdo deste utlizou-se o
teste de Fisher. Na comparacado das médias utilizou-se o teste de t-Student, sendo
aplicado o teste de Mann-Whitney para a comparagdo das medianas*®*°. O nivel de
significancia fixado para aplicagédo dos testes foi de 5%.

3. RESULTADOS

3.1. DADOS DEMOGRAFICOS E CLINICOS

Participaram deste estudo 45 pacientes com LES e 54 controles,
estatisticamente similares quanto ao género (p = 0,09) e a idade (p = 0,98). 93,3%
dos pacientes pertenciam ao sexo feminino, e a média de idade foi de 26,7 + 11,9
anos e do grupo controle foi de 26,8 + 7,0 (Tabela 1). Entre os pacientes, o tempo
meédio de doencga foi de 7,2 meses (DP £ 3,9), com numero de critérios do ACR no
momento da entrada no estudo de 6,0 + 2,0 e pontuagao do SLEDAI de 8,44 + 4,65.

Com relacado as manifestacdes clinicas, o comprometimento mucocutaneo foi
o mais frequente, correspondendo a 40 pacientes (88,9%), seguido por artrite em 38
(84,4%) e por alteragdes hematologicas evidenciadas em 27 pacientes (60,0%).

Dentre os autoanticorpos pesquisados nos pacientes, o mais prevalente foi o anti-
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DNAds presente em 35 (77,8%), seguido por anticardiolipina em 12 (73,3%), anti-Sm

em sete (16,7%) e anti-RNP também em sete (16,7%).

3.2. ANALISE DOS NIVEIS DE MERCURIO

Os niveis de mercurio total nas amostras de cabelo variaram de 0,10 a 5,00
ug g™ no grupo dos pacientes, com uma mediana de 1,20 pug g™ . No grupo controle,
estes valores ficaram entre 0,01 ug g™ e 3,86 pg g com mediana de 1,14 ug g™,
nao havendo diferenga estatistica entre os dois grupos (p = 0,607). Quando
avaliadas as manifestagdes clinicas da doencga, nao foi encontrada associagao entre
estas e a concentracdo de mercurio, conforme demonstrado na Figura 1. A
guantidade de mercurio nos pacientes com anti-Sm positivo em relagdo aos que nao
apresentavam este anticorpo foi menor (p = 0,027). Ndo houve, no entanto,
diferenga quando os outros autoanticorpos foram analisados (Figura 2). Entre os
controles, apenas seis (11,1%) apresentaram FAN positivo ndo sendo encontrada
associagdao com os niveis de mercurio nestes individuos (p = 0,445).

A variedade de manifestagdes clinicas (expressa pelo numero de critérios
ACR no momento da inclusdo do estudo), se correlacionou com a concentragcéo de
mercurio nos pacientes. Nos individuos com sete ou mais critérios, o nivel de
mercurio foi maior (1,26 pg g”') do que nos que apresentavam até seis critérios de
classificacdo (0,97 pug g') (p = 0,02). A atividade da doenca, entretanto, aferida pelo
SLEDAI, ndo mostrou correlagdo com o mercurio nos pacientes estudados (r = 0,21
com p > 0,05).

Quanto ao consumo de peixe, apenas 14 (12,6%) de todos os participantes
faziam pelo menos quatro refeicdes com peixe por semana. 48 (43,2%) consumiam
este item semanalmente e 18 (16,2%) mensalmente. Entre os pacientes, o consumo
diario foi maior que no grupo controle, ndo gerando, contudo, diferenga significante
na concentragdo de mercurio em relagdo ao grupo controle. Houve, no entanto,

niveis menores de mercurio nos individuos que comiam peixe raramente (p=0,048).

4. DISCUSSAO

Desde a descricdo do horror autotoxicus pelo bacteriologista e imunologista
alemao Paul Erlich, os fendmenos autoimunes intrigam a sociedade cientifica.*
Como um emaranhado tdo complexo de autoreconhecimento e tolerancia poderia

ser enganado e quebrado de forma definitiva? Dentre as nuances clinicas da
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autoimunidade, o LES representa de forma plena a doenga autoimune sistémica e a
busca pela resposta a esta pergunta, por meio das pesquisas genéticas gerou o
conhecimento de que a suceptibilidade ao LES, envolve a combinacdo de varios
genes relacionados tanto ao brago inato quanto ao adaptativo da imunidade.”’
Contudo, a influéncia genética € incompleta, e a agdo do ambiente na génese da
doenca tém ganhado cada vez mais importancia.®*°°

Considerando a populagdo de pacientes analisada neste estudo, o género
predominante foi o feminino (97,0%), com a média da faixa etaria de 26,7 £ 11,9
anos, sendo que 64,4% (29) dos individuos encontravam-se entre 15 e 35 anos. Isto
€ compativel com estudos epidemiolégicos sobre a doenga, nos Estados Unidos®® e

57
|

no Brasil®’, nos quais mais de 90% das populacdes estudadas sdo mulheres com

idade entre 20 e 30 anos, o que difere de alguns estudos realizados na Europa onde
o inicio da doenga ocorre mais freqlientemente apds os 40 anos®®°.

Entre os pacientes, o tempo médio de doenca foi de 7,2 + 3,9 meses. A opgao
de estudar LES recente objetivou aumentar a chance de encontrar correlagdo entre
0s niveis de mercurio e a presenga da doenga, nao restringindo tanto, o numero de
individuos participantes que contemplassem pelo menos quatro dos critérios
estabelecidos pelo ACR.

O tempo de residéncia no Amazonas (minimo de dois anos) teve a intengéo
de excluir ao maximo a influéncia ambiental de outras areas amazobnidas, em
especial regides onde se pratica ilegalmente a extragdo de ouro (municipios as
margens dos rios Madeira-RO, Tapajos-PA, Xingu-PA e seus afluentes), nas quais a
alta concentragcdo de mercurio em populagdes ali instaladas € decorrente da
exposicao ocupacional e do consumo de peixe contaminado por mercurio
proveniente das atividades de garimpo. O estado do Amazonas alberga uma porgao
da Amazdbnia onde a extracdo ilegal de ouro é inexpressiva. Apesar deste fato, os
niveis de mercurio em amostras ambientais e de populagdes ali residentes, chegam
a se igualar ao de areas onde existe exposigcdo ocupacional (Figura 2).%

Neste estudo, a concentragdo de mercurio no cabelo foi baixa em ambos os
grupos: 1,20 ug g e 1,14 ug g em pacientes e controles respectivamente (p =
0,61), ndo havendo diferenca estatistica entre eles. Quando foram analisados os
subgrupos, os pacientes que apresentaram acima de seis critérios no momento da
inclusdo no estudo, apresentaram mercurio maior (p=0,03). Ndo houve, no entanto,

associagdo deste com a atividade da doenga (SLEDAI) ou com manifestagbes
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consideradas graves como nefrite ou sinais e sintomas neurologicos. Outras
variaveis como os autoanticorpos pesquisados e as demais manifestagdes clinicas
da doenga, também n&o demonstraram associagdo com o mercurio. Divergindo dos
estudos que encontraram associacdo entre a concentracdo de mercurio € a
presenca de FAN em individuos higidos, isto ndo foi evidenciado neste trabalho (p =
0,395).

Os niveis encontrados por nds estdo bem abaixo dos evidenciados em
populagdes ribeirinhas estudadas na regido amazénica, os quais ultrapassam 10 ug
g' em grande parte dos trabalhos publicados. Contudo, nossos valores se
aproximam dos encontrados em populacdes hipoexpostas no mundo, no Brasil e
mesmo no ambiente amazénico (Tabela 4). Estes achados refletem, provavelmente,
0 baixo consumo de peixe na amostra populacional estudada que mesmo quando foi
procedente de outros municipios, veio de suas areas urbanas, onde os habitos
alimentares diferem das comunidades rurais. Alves e colaboradores realizaram um
estudo sobre a prevaléncia de FAN e concentracdo de mercurio no cabelo de
populagdes ribeirinhas da bacia do médio rio Negro e encontrou uma concentragao
meédia de mercurio de 35,4 ug g'1 entre eles, enquanto os controles procedentes da
area urbana de Manaus, apresentaram um nivel médio de 1,0 ug g™'. Foi observada,
inclusive, uma tendéncia de haver niveis menores de mercurio no cabelo dos
moradores das comunidades estudadas, a medida que estas se aproximavam de
centros urbano, nos quais a variedade alimentar e o consumo de outras fontes de
proteina é maior.** Hacon e colaboradores avaliaram a concentracdo de mercurio
em mulheres gravidas no municipio de Alta Floresta (bacia do rio Amazonas) e,
apesar da area ser considerada como contaminada, com altas concentracbes de
mercurio nos peixes locais (devido a atividade de garimpo), a concentragdo meédia
de mercurio entre os individuos estudados foi de 1,23 pg g devido ao baixo

consumo de peixe (média de 56g/semana).®’

Com excegao da exposicao
ocupacional e do mercurio liberado pelo amalgama nas obtura¢des dentarias, a
principal via de exposigdo ao mercurio € o consumo de peixe contaminado. Desde o
desastre ambiental em Minamata, estudos no Japao, Estados Unidos, Canada e
dentro do Brasil em Sao Paulo, Para, Porto Velho, Amapa e Amazonas vém
demonstrando uma intima associagao entre altos niveis de mercurio no cabelo e a
frequéncia do consumo de peixe contaminado por este elemento. Somado a isto, a

procedéncia do peixe utilizado na dieta (supermercados ou feiras da area urbana),
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provavelmente interferiu na quantidade de mercurio presente nos espécimes, pois
muitos provém de piscicultura, ndo refletindo os niveis de mercurio encontrados em
peixes procedentes do ambiente amazdnico selvagem.

A associagao de exposigdes ambientais ao desenvolvimento do LES néo é
uma tarefa facil, pois somado ao fato do lupus ser uma doenca relativamente rara,
este é extremamente heterogéneo em seus fendtipos, gendtipos e provavelmente
patogénese. Assim, as interagcdes genético-ambientais podem ter importéncias
diferentes nas diversas subpopulagdes de doentes. Somado a isto, o periodo de
laténcia da doenca € longo, havendo registro de autoanticorpos precedendo os
primeiros sinais e sintomas em até nove anos.®"

Silva e colaboradores, avaliaram os niveis de mercurio em trés comunidades
na bacia do rio Amazonas, que mantinham contato direto ou indireto com a atividade
de garimpo. A prevaléncia de FAN foi maior nos individuos com niveis de mercurio
mais altos. No entanto, estas comunidades também apresentavam alta prevaléncia
de malaria, o que pode ter agido como fator confundidor. Alves e colaboradores
encontraram resultados diferentes. Apesar da area estudada (bacia do médio Rio
Negro) apresentar individuos consumidores frequentes de peixe, com niveis
elevados de mercurio no cabelo ( média de 35,4 ug g '), ndo houve associacéo entre
este achado e a positividade do FAN, ndo diferindo da prevaléncia de FAN na
populagdo urbana utilizada como controle. Nosso estudo, também nao mostrou
associacado entre a concentracdo de mercurio e a positividade do FAN entre os
controles, bem como entre os titulos do FAN e os niveis deste elemento nos
pacientes.

Dentre a populagédo estudada, apenas um individuo apresentou concentragao
de mercurio alta (23,08 ug g™), bem discrepante dos demais participantes. Este era
do sexo feminino, 16 anos, procedente de Parintins, familia de baixa renda e
apresentou um LES com FAN em titulo alto (1:5120), anti-DNAds positivo e
comprometimento neurologico grave (convulsdo). Consumia peixe semanalmente,
principalmente piranha (peixe que por ser piscivoro tem maior potencial de
concentrar mercurio). Apesar de n&o ser possivel inferir tendo como base dados de
apenas uma paciente, as caracteristicas clinicas e laboratoriais desta, despertam a
necessidade de se estudar esta questdo mais a fundo, pois os titulos de
autoanticorpos, a positividade para anti-DNAds e manifestagbes graves, sao

relacionadas ao mercurio em estudos experimentais.
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5. CONCLUSAO

O presente estudo partiu da pesquisa de mercurio em pessoas ja com LES
instalado, o que difere da maioria dos trabalhos publicados, os quais tém como
ponto de partida, individuos higidos submetidos a algum tipo de exposi¢céo. Apesar
de n&o termos encontrado associacdo entre lUpus e mercurio, isto ndo exclui a
possibilidade deste metal influenciar o aparecimento, a gravidade ou os surtos de
recaida da doenca em individuos expostos. O Amazonas comporta uma area
geografica que corresponde a mais de 18% do territério brasileiro, com uma
populagdo de 3.483.985 milhdes da qual 28,6% esta distribuida na zona rural, em
grande parte as margens dos rios, sem energia elétrica, sem agua encanada e até
mesmo, em muitas ocasides, sem registro. Esta populagdo é, justamente a
populagdo mais exposta ao mercurio nesta area da Amazdnia. Ao mesmo tempo, &
uma populacdo que ndo tem acesso aos servicos de saude presentes apenas nas
areas urbanas, ndo chegando a contabilizar com os casos de lupus diagnosticados
nos servigos de referéncia do estado. Desta forma, faz-se necessario mais estudos
nao somente enfocando a concentracdo de mercurio no ambiente ou nas
comunidades amazdnicas, mas também sobre o real impacto clinico destes achados
para que, entdo, possa-se estabelecer quais medidas de saude publica devem ser

tomadas, se € que realmente necessarias.
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Tabela 1. Caracteristicas demograficas dos pacientes com LES e controles procedentes do
estado do Amazonas.

Grupos
Variaveis LES Controles total p

Género 0,090
Masculino 3(6,7%) - 3
Feminino 42 (93,3%) 54 (100%) 96
Idade 0,989
média + DP | 26,7 + 11,9 | 26,870 |
Procedéncia 0,004
Manaus 35 (77,8%) 53 (98,1%) 88
Outros municipios 10 (22,2%) 1(1,9%) 11
Renda per capta <0,001
mediana 266,67 1000
Q1/Q3 142/500 417/1.500
Consumo de peixe 0,010
Diariamente 10 4 14
Semanalmente 25 24 49
Mensalmente 3 15 18
Raramente 3 7 10

1,4

1,2

1 N o
0,8
Hsim

0,6 nio
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0 T T
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Figura 1. Distribuigdo segundo a mediana do mercurio em relagdo ao comprometimento clinico em

pacientes com Lupus Erimatoso Sistémico procedentes do estado do Amazonas.
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Figura 2. Niveis de mercurio na populagéo de estudo comparados com outros estudos.
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Figura 3. Distribuigdo segundo a mediana do mercurio em relagdo ao consumo de peixe em
pacientes com Lupus Erimatoso Sistémico e controles procedentes do estado do Amazonas.
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Figura 4. Distribuigdo segundo a mediana do mercurio em relacao as manifestagcdes soroldgicas em

pacientes com Lupus Erimatoso Sistémico procedentes do estado do Amazonas.
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APENDICES

APENDICE A - Questionario de coleta de dados

“AVALIAGAO DOS NiVEIS DE MERCURIO NO CABELO DE PACIENTES PORTADORES DE
LUPUS ERITEMATOSO SISTEMICO EM UM AMBULATORIO DO SUS NA CIDADE DE MANAUS.”

1. IDENTIFICAGCAO:

Nome:

Idade: Data de nascimento: Data atual:
Tempo de doenga: Tempo de diagndstico:
Endereco:

Telefone:

ESCOLARIDADE:
Alfabetizado
Ensino Fundamental
Ensino Médio
Ensino Profissionalizante

Ensino Superior

_~ N N~~~ N

)
)
)
)
)
) Analfabeto
3. RENDA FAMILIAR:

Quantos moram na mesma casa?

Quantos trabalham?

Qual a renda familiar em reais?

Renda familiar percapita:
HISTORIA FAMILIAR:

4
() Doengas autoimunes :
(
(

) 1AM
) AVC:

5. O LES:
5.1.CRITERIOS ACR:
( )Rash malar ( )Artrite ( )Renal ( )Sorologico



( )ulcera oral ( )Rash discéide ( )neurolégico ( )Serosite

( )Fotossensibilidade ( )Hematolégico ( )FAN

5.2.PELE:

lesdo aguda :

lesdo subaguda:

vasculite :

~ A~ A~~~

)
)
) lesao crénica:
)
)

Bx :

5.3.HEMATOLOGICO:
( )Leucopenia ( )linfopenia  ( )AHAI ( )plaquetopenia

5.4.SOROLOGICO:
( )AntiSm ( )AntiRNP ( )AntiRo ( )AntiLa ( )AntiDNA

() Anticardiolipina ( )VDRL ( )Antifibrilarina ( ) outro

5.5.NEUROLOGICO:

( )Convulsao ( )cefaléia ( )psicose
( )polineuropatia ( )mononeurite ( )mononeurite multig
( )AVC ( )mielite transversa ( )outros:
5.6.RENAL:
( )nefrite ( )HAS ( )U/Crea aument
() leucocituria ( )hemataria ( ) Outro:

Bx ( )SIM ( )NAO CLASSE:

5.7.SEROSITE:

( )Pleural ( )pericardica ( )peritoneal

5.8. OUTRAS MANIFESTACOES:

5.9. SLEDAL:

( )convulsao-8 ( )psicose-8 ( )Sind org cerebral-8

( )cilindraria-4 ( )artrite-4 ( )disturbio visual-8

(

(

)AVC-8

)pidria-4

44



( )cefaléia-8
( )vasculite-8
( )pericardite-2

( )proteindria-4

6.0. COMORBIDADES: (
QUAIS:

)miosite-4

)alopecia-2

)antiDNA-2

)rash cutaneo-2

)SIM ( INAO

( )alt nervo craniano-8

( )trombocitopenia-1

( )queda complem-2

( )ulcera mucosa-2

7.0. MEDICACOES EM USO:
( )Prednisona ( )HCQN ( MTX

( )outros:

45

)leucopenia-1
)hematuria-4
)pleurisia-2

)Yfebre-1

8.0. Acompanhamento médico regular? () SIM ( ) NAO
9.0. EXAME FiSICO:
100.G( ) P( ) A( ) ACO ( Esta gravida ()

11.0. Come peixe? ( )SIM

Qual?

)NAO

Frequéncia: ( )diario (

)semanal ( )mensal

( )raro

ASSINATURA DO ENTREVISTADOR
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APENDICE B - Termo de consentimento livre e esclarecido

| TERMO DE CONSENTIMENTO I

Investigadores: Juliana de Andrade Rebougas Sampaio, Domingos Savio Nunes de Lima e Luiz Fernando de

Souza Passos
Instituigdo: Universidade Federal do Amazonas, Telefone: 0-xx-92-36216500

Titulo: Avaliagao dos niveis de mercurio no cabelo de pacientes portadores de lupus
eritematoso sistémico atendidos em ambulatério do SUS em Manaus.

Vocé esta sendo convidado(a) a participar do projeto de pesquisa acima citado. O documento abaixo
contem todas as informagdes necessarias sobre a pesquisa que estamos fazendo.

Esse estudo sera realizado para avaliar os niveis de Merctirio nos cabelos em pacientes com diagnostico
recente de Lupus Eritematoso Sistémico em atendimento no Ambulatorio Aratijo Lima, Universidade Federal do
Amazonas e em pessoas normais. Com este estudo buscamos observar se os niveis altos de mercurio podem
favorecer o aparecimento do lupus.

Ao participar do estudo permitira que seja retirado (cortados alguns fios com 3 cm de comprimento) de
cabelo e 10ml de sangue venoso, e sera questionado sobre identificacdo, sintomas do lipus e habitos de vida.

O desconforto associado ao estudo sera no momento da coleta do sangue, mas o procedimento néo
causa qualquer prejuizo a satide do participante; na coleta sera usado material descartavel.

O participante ndo obtera qualquer beneficio pessoal, mas estard contribuindo para o conhecimento
médico sobre possiveis efeitos do mercurio na satide humana.

A participagdo é confidencial, e os registros e resultados serdo avaliados na Universidade Federal do
Amazonas, bem como por autoridades normativas nacionais. O voluntario tera direito a fazer qualquer pergunta
referente a sua participagdo e sera notificado sobre qualquer nova informagdo relacionada a este estudo e podera
contatar os responsaveis pelo trabalho no telefone 0-(x) 92-81237212 e 0-(xx) 92-36216500.

A participagdo ¢ voluntaria e caso deseje retirar-se do estudo, ndo havera qualquer perda de beneficios a
que tenha direito. (por exemplo, informagdes do trabalho, exames clinicos e laboratoriais).

E por estar devidamente informado e esclarecido sobre o conteido deste termo, livremente,

eu, expresso meu consentimento para minha inclusdo como

participante neste estudo, recebendo uma cépia deste documento.

Participante esclarecido (CI )

Dr. Domingos Savio Nunes de Lima CRM/AM 2023 (médico responsavel) I 50 Dicital
‘mpressao Digita




ANEXOS

ANEXO 1 - Lista dos reagentes e solucdes utilizadas

. REAGENTES

HNO3 65% P.A. Merck® (Acido nitrico)

HCI 37% P.A. Merck® (Acido cloridrico)

H.S04 96% P.A. Merck® (Acido sulfarico)

KMnO,4 P.A. Merck® (Permanganato de potassio)
H.02 30% P.A. Merck® (Peroxido de hidrogénio)
NH,OH.HCI P.A. Merck® (Cloridrato de hidroxilamina)
NaBH4 P.A. Merck® (Borohidreto de sédio)
(NH4)2C204 P.A. Merck® (Oxalato de aménia)

NaOH P.A. Merck® (Hidréxido de sédio)
C1oH14N20gNa2.2H,0 P.A. Merck® (&cido etilenodiamotetracético — EDTA)
K2Cr,07 P.A. Merck® (Dicromato de potassio)

Hg(NOs), Merck® (Solugdo padrédo de mercurio — 1000 mg.L™)
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Il. SOLUGOES

1. Solugado de KMnO4 5%

Pesar 50g de KMnO4 em um béquer, adicionar 800 mL de agua ultra-pura e
homogeneizar em agitador magnético. Pesar 2,75g de (NH4).C,O4 e acrescentar a
solugdo de KMnO4, para purificar a solugdo da contaminagdo por Hg. Deixar
agitando durante uma noite, em frasco escuro para protegdo contra luminosidade.
No dia seguinte, deixar em repouso por aproximadamente 2 horas, filtrar em filtro de
fibra de vidro (GF/A Whatman) e aferir o volume a 1000 mL com agua ultra-pura.

Armazenar a solugdo em frasco escuro a temperatura ambiente.

2. Solugao de NH,OH.HCI 12%

Adicionar 120g de NH,OH.HCI a 800 mL de agua ultra-pura e homogeneizar
em agitador magnético até total solubilizagdo. Depejar conteudo em baldo

volumétrico de 1000 mL e completar a este volume com agua ultra-pura.

3. Solugado de H.SO4:HNO; (1:1)

Em banho de gelo, adicionar 500 mL de H>SO4 96% em 500 mL de HNO3
65%. Aguardar o resfriamento total da solugédo para, entdo, realizar armazenagem

em frasco de vidro.
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4. Solugao de HCI 3%

Adicionar 81 mL de HCI 37% a 800 mL de agua ultra-pura em baldo

volumétrico de 1000 mL e completar para este volume com a mesma agua.

5. Solugao de NaBH,4 0,2%

Adicionar 0,5 de NaOH em 800 mL de agua ultra-pura e agitar até a
solubilizag&o total. Em seguida, acrescentar 2g de NaBH4 e agitar, novamente, até
homogeneizagdo. Completar com agua ultra-pura até 1000 mL em baldo

volumétrico.

6. Solucéo de EDTA 0,01%

Pesar 100 mg do sal sédico de EDTA e despejar em baldo volumétrico de
1000 mL, completando-se com agua ultra-pura até este volume final. Agitar até
alcancar solubilizagao total.
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ANEXO 2 - Critérios de classificacao para Lupus Eritematoso Sistémico — Colégio

Americano de Reumatologia (ACR)

CRITERIO DESCRICAO
1. Erupgéo malar Eritema fixo, plano e elevado sobre as eminéncias
malares, que tendem a respeitar as pregas naso
labiais.
2. Erupgéo discoide Placas eritematosas elevadas com cicatrizagado

queratotica e clavos foliculares com cicatrizagao
atréfica nas lesbes velhas.

3. Fotossensibilidade Exantema cutdneo como resultado de uma reagao
nao usual a luz solar, por relato do paciente e
observagdo do medico.

4. Ulcera mucosa Ulceragdo oral ou nasofaringea, usualmente sem
dores, observadas por um medico.
5. Serosite a) Pleurite, histéria convincente de dor pleural ou

atrito auscultado por medico ou evidéncia de
derrame pleural

b) Pericardite documentada por ECG ou atrito ou
evid6encia de derrame pericardico

6. Artrite De tipo ndo erosiva comprometendo duas ou mais
articulagbdes periféricas, caracterizada por dor a
presséo, tumefacdo ou derrame.

7. Renal a) Proteinuria superior a 500mg/24h ou superior a
3+ se nao for efetuada a quantificagao.

b) Cilindros celulares

8. Hematoldgico a) Anemia hemolitica

b) leucopenia < 4.000 por mm® em duas ou mais
ocasides

c) Linfopenia < 1.500 por mm3 em duas ou mais
ocasides

d) Trombocitopenia < 100.000 por mm3 em
auséncia de drogas agressoras

9. Neurolégico a) Convulsbées
b) Psicose
10. Sorolégico a) Células LE positivas
b) Anti-DNAds, Anti-Sm ou Anticardiolipina
positivos
c) VDRL falso positivo
11. FAN Titulos anormais na auséncia de drogas que

provoquem sindrome lGpus-simile
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ANEXO 3 - indice de atividade de doenca do Lupus Eritematoso Sistémico — SLEDAI

Assinalar 2 pontuagio se o evento estiver presente na altura da avaliagio ou nos |0 dias prévios

Pontuacdo Definicdo
8| Convulsdes Inicio recente. Exclui causz metabdlicz, infecciosa ou relacionada com fiarmacos
8| Psicose Perturbagio grave da percepgio da realidade. Inclui alucinagdes, incoeréncia, perda marcada
das associagdes, pensamento pobre, ilégico; comportamento bizarro, desorganizado ou
catatonico. Exclui urémia ou causa relacionada com firmacos
8| Sindrome cerebra! Fungdes mentais alteradas de inicio subito e cardcter flutuante, com dificuldade na
orginica orienta¢io, memdria ou outras fungdes intelectuais. Inclui redugio da vigilidade com
diminuicZo (ou incapacidade) da atengdo e pelo menos mais dois dos seguintes: perturbagio
da percepgo, discurso incoerente, insdnia ou sonoléncia diurna, aumento ou diminuigo da
actividade psicomotora. Exclui causas metabdlicas infecciosas ou relacionada com firmacos
8| Distarbios Alteragdes retinianas do LES: corpos citdides, hemorragias retinianas, exsudados serosos ou
visuzis hemorragias da coroideia ou nevrite dptica (ndo causada por HTA. firmacos ou infeccio)
8| Distarbios dos Neuropatia sensitiva ou motora de novo envolvendo os pares cranianos
nervos cranianos
8| Cefaleia lGpica Cefaleia severa, persisente, pode ter caracteristicas de enxaqueca; resistente aos anzlgésicos
narcoticos
8| AVC Acidente Vascular Cerebral de novo. Exclui aterosclerose
8| Vasculite Ulceragio, gangrenz, nédulos digita's dolorosos, enfartes periunguea’s, hemorragias
sub-ungueais lineares ou vasculite confirmada por biopsia ou angiografia
4| Artrite Dor e sinais inflamatérios (palpagio dolorosz, tumefacgio ou derrame articular) em
>2 articulagdes
4| Miosite Dor ou fraqueza muscular proximal associada 2 elevagio do CK /aldolase, alteragdes
electromiogrificas ou bidpsia compativel com miosite
4| Cilindros urindrios Hemidticos, granulosos ou eritrocitirios
4| Hematdria >5 eritrocitos/campo. Excluir outras causas (liciase, infecg2o....}
4| Proteinuria >0,5 p/24 horas
4| Pidria >5 leucdcitos/campo na auséncia de infecgio
2| Rosh malar Rash inflamatério
2| Alopécia Queda de cabelo excessiva, difusa ou localizada.
2| Mucosas Ulceras orais ou nasais
2| Pleurisia Por pleuritica com atrito, derrame ou espessamento pleural
2| Pericardite Dor pericirdica mais | dos seguintes: atrito, derrame, confirmacio por ECG ou
ecocardiograma
2| Hipocomplementémia| C3, C4 ou CH50 zbaixo dos valores de referéncia do laboratério
2| Anti-dsDNA elevado | Acima dos valores de referéncia do laboratério
1| Febre Temperatura axilar »38°C na auséncia de infecgdo
|| Trombocitopenia Plaguetas <100 000/mm’ (excluidas causas farmacolégicas)
|| Leucopenia Leucécitos <3 000/mm’ (excluidas causas farmacoldgicas)

Pontuagdo total: (0-105) (]



