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RESUMO

Disfuncdes imunes podem surgir pela combinacdo entre susceptibilidade genética e fatores
ambientais. Existem evidéncias, em humanos expostos ao mercurio (Hg), de alteracbes da
resposta imunoldgica por auto-anticorpos induzidos por Hg. Este trabalho investigou a
ocorréncia de auto-imunidade induzida por Hgtotal entre individuos ribeirinhos da regido do
Tapajos (Brasilia Legal, Sdo Luiz do Tapajos e Barreiras), expostos ao Hgtotal, e da
comunidade ribeirinha da regido do Tocantins (Panacauera) ndo exposta ao Hgtotal. No
periodo de junho de 2004 a dezembro de 2006 foram coletadas 236 pares de amostras de
cabelo e sangue, nas quais a concentracdo de Hgtotal no cabelo foi determinada por
espectrofotometria de absorcdo atbmica, e no soro, os auto-anticorpos foram analisados por
microscopia de imunofluorescéncia (IF) usando substrato de células epiteliais humanas (Hep-
2). Os mais altos niveis de Hgtotal no cabelo foram os de S&o Luiz do Tapajos (11,24 + 2,23
ug/g), seguido por Brasilia Legal (10,00 + 0,99) e Barreiras (8,64 + 1,13), e 0s mais baixos
foram os de Panacauera (2,98 + 0,20). Em relacdo a variavel sexo, foi observada associacao
somente em Brasilia Legal, com niveis de Hgtotal mais altos no cabelo dos homens. Cerca de
79,65% ribeirinhos do Tapajos e 31,25% da regido do Tocantins apresentaram no soro auto-
anticorpos induzidos por Hg. Os padrdes de auto-anticorpos identificados por IF foram: misto
(50,96%), nuclear (31,21%), nucleolar (14,65%) e aparelho mitdtico/citoplasmatico (3,18%),
observando-se maior prevaléncia dos padrées misto e nuclear nas comunidades expostas (p
<0,01). Os auto-anticorpos mais freqlientes foram, por ordem de prevaléncia: NuMal,
PM/Scl, Ssa-Ro, rRNP/Sm, golgi/Ssa/Ro, PCNA, rRNP, Ku, além de outros auto-anticorpos
com especificidade ainda ndo definida. A intensidade de IF (p< 0,0001) foi mais reativa nos
ribeirinhos do Tapajos. Analise por regressao logistica maltipla indicou que o risco de
apresentar auto-anticorpos foi aproximadamente duas vezes maior nos expostos ao mercurio
com faixa etaria acima de 50 anos (p>0,01). Finalmente, estudos adicionais sdo
indispensaveis para confirmar a especificidade destes auto-anticorpos induzidos pela
exposicdo mercurial, bem como elucidar os mecanismos imunotoxicologicos da a¢do do

mercUrio sobre o sistema imune humano.



ABSTRACT

Immune dysfunctions can appear by combination between genetic susceptibility and
environmental factors. There are evidences, in humans exposed to total mercury (Hgt), of
alterations in immune response, by Hgt induced autoantibodies. This work investigated the
occurrence of Hgt-induced autoimmunity (HgtlA) among human being exposed to Hgt in the
Tapajos region (Barreiras, Brasilia Legal, Sdo Luis do Tapajds), as well as in the riverines
from Tocantins region (Panacauera) without exposition to Hgt. The of hair and blood samples
were collected from 236 individuals during June of 2004 to December of 2006, in which the
total mercury in hair was determined by atomic absorption spectrophotometer, and in the
serum, autoantibodies were analyzed by indirect immunofluorescence microscopy, using
human epithelial cells (HEp-2) as substrate. The highest Hgtotal levels was found in Séo Luis
do Tapajos (11.24 + 2.23 ug/g), following for Brasilia Legal (10.00 + 0.99) and Barreiras
(8.64 + 1.13), and the lowest were found in Panacauera (2.98 + 0.20). When considering the
variable sex, association with the levels of Hgtotal in hair was observed only in Brasilia
Legal. Regarding mercury exposure, the autoantibodies in serum was more frequent in
riverine of the Tapajés (79.65%) than in the control group (31.25%). Most of the
autoantibodies patterns identified by immunofluorescence were: mixed (50.96%), nuclear
(31.21%), nucleolar (14.65%) and mitotic apparatus/cytoplasmatic (3.18%). The mixed and
nuclear autoantibodies patterns were observed in exposed communities (p<0.01). In addition,
various widely recognized autoimmune disease specific autoantibodies were also found,
which occurred more frequently as following: NuMal, PM/Scl, Ssa-Ro, rRNP/Sm,
golgi/Ssa/Ro, PCNA, rRNP, Ku, besides other autoantibodies without defined specificity. The
intensity of immunofluorescence was more reactive in riverine of the Tapajds (p<0.0001).
Analysis by regression logistics multiple indicated that the risk of autoantibodies present in
serum was twice higher in riverines exposed to mercury (>10ug/g) with age group above 50
years (p>0.01). Finally, additional studies are indispensable to confirm the specificity of these
autoantibodies associated with the mercurial exposure, as well as to elucidate the mechanisms

immunotoxicologicals of action of the mercury on the human immune system.
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1 INTRODUCAO

1.1 MERCURIO E COMPOSTOS MERCURIAIS

O mercurio € um metal pesado encontrado naturalmente no ar, na agua e solo, e
existe em trés estados de valéncia: Hg® (mercudrio elementar), fon mercuroso (Hg,*?) ou fon
mercdrico (Hg*™) (US EPA, 1997). Além disso, ocorre no meio ambiente associado a outros
elementos quimicos, formando diferentes espécies organicas (alquilmercuriais,
alcoximercuriais e fenilmercuriais) sendo os de maior interesse toxicologico 0s
alquilmercuriais de cadeia curta, particularmente 0 monometilmercdrio (MeHg) CHsHg+ e o
dimetilmercario (Me;Hg) (CHs);Hg. Cada um destes compostos apresenta diferentes
propriedades fisico-quimicas e toxicoldgicas (BERLIN, 2007, BOENING, 2000).

O mercurio na forma elementar é o Unico metal liquido nas condi¢cdes normais
de temperatura e pressdo existente. Seu ponto de fusdo é de 38,9 °C e de ebulicdo € 356,6 °C.
Tem cor prateada brilhante no estado elementar, mas oxida-se lentamente no ar Umido,
adquirindo uma cobertura opaca e manchas escuras. O nimero atémico é 80, massa atbmica
200,59, densidade 13,6 g.dm™, pertence ao Grupo 1B da tabela periédica. O peso especifico é
13,6g/cm? (0° C) (BERLIN, 2007, RODRIGUES, 2005, WHO, 1990).

O mercario é considerado um poluente de alto risco, tendo um grande espectro
de efeitos toxicos dependendo da forma quimica e caracteristica da exposi¢cdo (CLARKSON,
2002). A respeito dos efeitos a saude decorrentes da exposicdo ao mercurio, a populacdo pode
estar exposta através da inalacdo, do consumo de alimento contaminado, agua ou solo e/ou
absorcdo através da pele, entretanto a preocupacdo a respeito da poluicdo mercurial é
decorrente dos efeitos a salde causados tanto pela exposicdo ao mercdrio metilado quanto ao
vapor de mercurio, que sdo extremamente toéxicos (WHO, 1990, 2000).

Entre as varias formas quimicas, o metilmercudrio é conhecido por ser agente
neurotoxico, teratogénico, pois atravessa a barreira placentaria humana, imunotdxico,
mutagénico e carcinogénico (GLINA et al., 1997), além de causar desenvolvimento anormal,
debilitacdo generalizada e morte prematura (CLARKSON, 1987, KAKITA et al., 2000, SASS
etal., 2001, SATOH, 2003, WHO, 1990).

Com relagéo a toxicidade do mercurio, é frequente acontecer em doses muito
mais baixas que aquelas requeridas para produzir efeitos toxicos em outros 6rgéos e tecidos
(HAMADA & OSAME, 1996), as formas inorganicas e organicas de mercirio sdo

imunotoxicas, embora elas difiram quantitativamente e qualitativamente nos seus efeitos
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sobre o sistema imune; (SILVA et al., 2004). Entretanto, em estudo experimental, mercurio
organico demonstrou ser mais imunossupressivo que o inorganico (HAVARINASAB &
HULTMAN, 2005).

Um outro estudo sobre toxicidade encontrou que o cloreto de mercudrio e o
biiodeto de mercurio sdo altamente toxicos, em mamiferos a dose toxica € de 8g a 49 e O
mercurio organico ingerido regularmente na dieta, na dose de 1 mg/kg, causa intoxicacao cronica
em suinos. Na dose de 6 mg/kg, provoca morte em suinos em um periodo de cinco dias
(RADOSTITIS, 2002).

1.2 HISTORICO

O mercurio é um metal conhecido desde a era primitiva e juntamente com o
ouro, prata, cobre, ferro, cromo e estanho constituiram o grupo dos sete metais conhecidos
pelas civilizacdes deste periodo. Na antiguidade, os chineses e indianos (3000 a.C.)
utilizavam o cinabrio na pintura (BATTIGELLI, 1983), bem como 0s egipcios, 0s assirios e
os incas, que e o denominavam de llampt (PICAZO-SANCHEZ & FERNANDEZ-
VOZMEDIANO, 2005).

O primeiro documento sobre o metal foi escrito por Teofrasto (321 a.C.) em
seu “Tratado de las piedras”, na qual denominava o mercario de Chitos Argyros, ele
descreveu 0 método que se utilizava para obter o mercdrio a partir do cinabrio, por meio da
interacdo deste com o cobre e vinagre (BATTIGELLI, 1983).

A toxicidade do mercdrio € conhecida had séculos. O primeiro registro de
toxicidade deste metal é provavelmente nos trabalhos de Plenius (23-79 a.D.). Durante o
Império Romano, a escraviddo nas minas de cindbrio foi usada como uma terrivel punicéo
para cidaddos “rebeldes”. Isto resultou na morte lenta e dolorosa de alguns prisioneiros
(PAVLOGEORGATOS & KIKILIAS, 2002).

Os compostos organicos de Hg foram usados pela primeira vez na pesquisa
quimica em 1863, na terapéutica em 1887 e na manufatura de sementes em 1914. Antes da 2°
Guerra Mundial, investigacBes sobre as propriedades quimicas do Hg foram conduzidas
usando dimetilmercdrio, tendo resultado em profundos disturbios neurologicos em quatro
trabalhadores, um dos quais evoluiu a 6bito. Como esses pacientes foram vitimas de um
acidente industrial, o incidente foi uma adverténcia para a ciéncia médica da possibilidade da
exposicao ao Hg ser também um perigo ocupacional (CLARKSON, 2002).

No Japdo uma fabrica, durante quarenta anos (1920-1960), usou mercurio



17

como catalisador na producdo de pléastico, e os residuos industriais eram descarregados na
baia de Minamata, (HARADA, 1995). Parte do metal era metilado antes de ser langado nas
aguas da baia (LAZO et al., 1991), assim o metal era seqiestrado pelo plancton e outros
microorganismos, iniciando a contaminacdo da cadeia alimentar aquatica (HARADA, 1995).

Os efeitos tdxicos do metilmercurio sobre o organismo humano comegaram a
ser mais evidenciados em 1953 (OPAS/OMS, 1972, WHO, 1989), com a identificacdo dos
primeiros casos de lesdo do sistema nervoso central, a chamada doenca de Minamata, em
moradores de vilas proximas a cidade de Minamata, Japdo (HARADA, 1995). A maioria dos
doentes eram pescadores ou compradores de peixes capturados na baia, que abastecia a cidade
(HARADA, 1995), este episddio culminou com o 6bito de mais de 1300 pessoas. Em 1965,
residentes ao longo do rio Agano na cidade de Niigata, Japdo, também apresentaram a doenca
de Minamata (HARADA, 1994, HARADA et al., 1998).

Iraque, Guatemala, Gana e Paquistdo, também tiveram casos graves de
intoxicacdo mercurial, pela ingestdo de gréos tratados com compostos mercuriais usados na
agricultura como praguicidas (BAKIR et al., 1973, OPAS/OMS, 1972, WHO, 1991). Pessoas
foram intoxicadas e muitas morreram em conseqiiéncia da ingestdo de mercdrio organico

presente nas sementes contaminadas, utilizadas na fabricacéo do péao caseiro.
1.3 CICLO DO MERCURIO NO AMBIENTE

O ciclo e a distribuicdo do mercdrio no meio ambiente envolvem a emissao de
Hgtotal da superficie da terra e da dgua para a atmosfera, onde aproximadamente 95% do
Hgtotal estdo no estado elementar (Hg®), o qual é lentamente oxidado ao estado de ion
mercuroso (Hg,>*) e fon merctrico (Hg*™®) (BERLIN, 2007, MOREL et al., 1998). A maior
parte desta oxidacdo tem o ozbnio como principal oxidante, sendo, também significante
HCIO, HSO3, e OH’. Uma vez oxidado 60% do mercurio atmosférico é depositado na terra e
40% na agua (MOREL et al., 1998).

No ciclo aquético a espécie quimica predominante é a de Hg*?, que sofre
transformacéo organica através de processo fotoquimico ou catalisado por bactérias redutoras
de sulfato (MOREL et al., 1998), originando duas especies organicas, o dimetilmercdrio
volatil, e o metilmercurio que se bioacumula nos peixes, portanto sendo incorporado nas
cadeias troficas, assim a captagdo microbioldgica é a etapa chave para metilagdo (GILMOUR
& HENRY, 1991, MOREL et al., 1998).
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Uma vez liberado dos microorganismos, o metilmercirio rapidamente se
difunde, ligando-se as proteinas da biota aquética, quando alcancga a cadeia alimentar, na qual
sofre biomagnificacdo (GILMOUR & HENRY, 1991). Assim, atinge elevadas concentracdes,
no tecido muscular dos peixes, situados no topo da cadeia alimentar aquatica, chegando ao
homem pelo consumo de peixes, principalmente os carnivoros (NUNES, 1998). Por outro
lado, seres invertebrados, particularmente insetos aquaticos também bioacumulam o metal
(GUIMARAES, 2002).

1.3.1 Toxicocinética

As formas organicas tém maior solubilidade em lipidios do que as inorganicas,
isso permite entdo, atravessar mais facilmente a membrana celular e ser absorvido. Uma
pequena quantidade de mercurio organico pode ser absorvida por inalacdo e pela pele, mas
altas taxas de absorcdo ocorrem pelo sistema gastrintestinal (PAVLOGEORGATOS &
KIKILIAS, 2002).

O metilmercdrio é absorvido quase completamente (cerca de 90 a 95%) pelo
trato gastrintestinal (BERLIN, 2007, CLARKSON, 2002, US/EPA, 1997). No corpo ele é
depositado principalmente nos tecidos, ligado a grupos de proteinas, aminoacidos ou
peptideos contendo grupamentos sulfidrilas (— SH), como cisteina e glutationa (CAMARA et
al., 1996). Assim o MeHg se distribui através da corrente sanguinea, se acumula nas hemacias
onde permanece durante um tempo (BERLIN, 2007, CLARKSON, 2002, CRAIG, 1986).

Por sua solubilidade lipidica, 0 MeHg também atravessa a barreira sangue e
cérebro e a placentaria com facilidade (MOREL et al., 1998), no feto, MeHg é acumulado e
concentrado principalmente no cérebro podendo provocar sérios danos ao sistema nervoso
central (CRAIG, 1986). Outros 6rgdos que também concentram MeHg sdo o figado e os rins
(BERLIN, 2007). No cabelo o MeHg se acumula no processo de formacgédo dos fios (WHO,
2000).

A excrecdo do MeHg ocorre principalmente pela rota fecal (BERLIN, 2007),
guantidades significativas também sdo eliminadas através dos rins, da saliva, lagrimas, suor e
bilis. Metilmercurio também é excretado no leite materno (BJORNBERG et al., 2005) e no
cabelo humano, o qual é usado como indicador bioldgico para a exposi¢do ao MeHg presente
na dieta, j& que a relagdo entre a concentracdo do Hg em cabelo e no sangue é cerca de 250:1
(BERLIN, 2007, CAMARA et al., 1996, WHO, 1990).



19

1.3.2 Efeitos a Saude

De acordo com a concentracao, tempo de exposi¢do, duracdo e freqiiéncia da
espécie quimica de mercurio absorvida pelo homem, podem surgir intoxicagfes, agudas e
cronicas (SILVA et al., 2004). Os disturbios neuroldgicos sdo 0s que predominam dentre as
manifestacdes clinicas na exposicdo cronica ao metilmercurio (ASCHNER et al., 1987),
causando danos quase exclusivamente ao sistema nervoso central que esta associado a sua alta
afinidade pelo tecido nervoso particularmente com os sitios moleculares ricos em
grupamentos sulfidrila (CASTOLDI et al., 2001, NAGANUMA et al., 2002).

Todas as moléculas enddgenas contendo grupos — SH (glutationa, cisteina,
homocisteina, metalotioneina, e albumina) se ligam a ion mercuriais (PATRICK, 2002). O
complexo de metilmercurio e cisteina pode agir como uma “molécula mimica”, ja que imita a
metionina e ganha entrada no sistema nervoso central pelo mesmo mecanismo que a
metionina usa para atravessar a barreira sangue-cérebro (ASCHNER & ASCHNER, 1990).

De forma que o metilmercurio exerce funcdo supressora sobre o crescimento
celular ao inibir as atividades das proteinas pela saturagdo dos seus grupos sulfidrilas
(NAGANUMA et al., 2002, OMATA et al., 1986). Outros danos bioquimicos as células e
genes que sdo causados pelo mercurio ocorrem por diversos mecanismos, como interrupcao
da homeostase do calcio intracelular, alteracdo do potencial de membrana alterando sintese de
proteinas, dano mitocontrial, apoptose, estresse oxidativo e rompimento de microtdbulos
(CASTOLDI et al., 2001, PATRICK, 2002).

Em adultos humanos, o dano é seletivo a certas areas do cérebro associada as
funcBes sensoriais e de coordenacdo. Efeitos tais como constricdo do campo visual e ataxia
parecem ter um periodo latente de semana a meses, e tais efeitos sao geralmente irreversiveis
(SWARTOUT, 1998).

O estagio do desenvolvimento mais sensivel aos efeitos do MeHg ¢é o fetal, em
particular a citoarquitetura e o funcionamento do cortex cerebelar sdo altamente afetados
(SASS et al., 2001), a neurotoxicidade é cumulativa e se evidencia de 2 — 5 anos depois do
nascimento, causando desenvolvimento anormal, debilitacdo generalizada e morte prematura
(CLARKSON, 1987, KAKITA et al., 2000, SATOH, 2003, SWARTOUT, 1998, WHO,
1990).

Apesar da tolerancia a baixos indices mercuriais, a OMS estabelece limites de
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seguranca. Assim, para a exposi¢do ao mercurio o limite de seguranca corresponde a 10 a 30
ug/l de urina, 100 pg/l no sangue e 10 ug/g no cabelo. Na exposicdo ao metilmercurio via
consumo de peixes contaminados € considerado o valor de 10 ug/g de MeHg em amostras de
cabelo (WHO, 1990).

Com relacdo a imunotoxicidade a exposicdo a baixas concentracdes de
mercurio, em suas varias formas quimicas, pode deprimir ou estimular o sistema imunolégico
dependendo da susceptibilidade do individuo e dos parametros de exposi¢cao como a via, dose
e duracdo (BIGAZZI, 1998).

Um aspecto relevante de imunotoxicidade induzida pelo mercirio no
desenvolvimento de auto-imunidade € a presenca de anticorpos aos auto-antigenos celulares
dos seres humanos expostos a contaminacdo ambiental ou ocupacional. Nos individuos com
doencas neurodegenerativas foi encontrada uma correlacdo significativa entre os titulos dos
anticorpos, predominantemente imunoglobulina G, contra NFs (neurofilamentos), MBP
(proteina basica da mielina) e GFAP (proteina &cida fibrilar glial) com os indices de
exposicdo mercurial e também com as deficiéncias senso-motoras (EL-FAWAL et al., 1999).

De forma similar, a auto-imunidade induzida por inje¢es de HgCI2, em ratos
geneticamente susceptiveis (H-2°) resultou na perda de tolerancia caracterizada pela sintese de
anticorpos aos antigenos nucleolar, especificamente anti-fibrilarina; depdsitos sistémicos de
imunocomplexos; intensa  proliferacdo  linfocitdria com  hipergamaglobulinemia,
particularmente dos isotipos 1gG1l e IgE (BAGENSTOSE et al., 2002, HAGGQVIST &
HULTMAN, 2003).

Basicamente, uma reacdo antigeno-especifica causaria a inducdo destes
anticorpos (anti-fibrilarina) pela modificacdo deste antigeno devido a sua ligacdo com o
mercurio (KUBICKA-MURANYI et al., 1995, POLLARD et al., 1997) e/ou degradacéo
proteolitica (POLLARD et al., 2000).

Mesmo que, ainda ndo seja conhecido 0 exato mecanismo de a¢do do mercurio
na inducdo de auto-imunidade, acredita-se que este poluente pode modificar os antigenos do
préprio ou seu processamento transformando-os em imunogénicos (KUBICKA-MURANY
et al., 1995), e assim, determinando a ativacdo e producdo de citocinas pelas células do

sistema imune.



21

1.3.3 Poluigdo mercurial na Amazonia

No Brasil, o0 Hg é muito empregado nas areas de garimpo de ouro, onde €
usado para separar 0 ouro das impurezas, pois este forma um amalgama com o ouro. Apos a
queima do améalgama, o Hg evapora-se, restando somente o ouro (VASSALO et al., 1996),
constituindo um dos fatores da poluicdo ambiental pelo mercirio, na Amazénia (CAMARA et
al., 1997). A exposicdo de ouro na Amazonia é anterior ao século XVIII, e surgiu com a

garimpagem de ouro, que se espalhou na década de 1970 (SANTOS et al., 1992).

Na Regido do Tapajos a corrida para 0 ouro comecou em 1958, nesta regido ha
uma grande concentracdo de garimpos, que estdo localizados nos municipios de Itaituba e
Jacareacanga, estes garimpos, na década de 1980 foram responsaveis por aproximadamente
50% do ouro produzido no Brasil (SANTOS et al., 2003), sendo suplantados somente pelo
garimpo de Serra Pelada, que foi descoberto em 1980, e cuja producao de ouro diminuiu
sistematicamente desde 1983 (SILVA, 2001).

O ouro ocorre em particulas muito finas e raramente em pepitas. Nos garimpos
para concentrar o0 ouro, 0 mercurio é usado para a separacdo destas particulas finas através de
amalgamacao. A seguir, a mistura Au-Hg em geral, é queimada em retortas, essa operacao €
feita freqlientemente ao ar livre e, portanto, emite vapor de mercirio para a atmosfera.
Durante o processo de amalgamacdo, uma quantidade variavel de mercdrio metélico também
se perde nos rios e solos pelo seu manuseio, em condi¢Bes de campo precérias e, devido a
vaporizacdo. Além disso, descartam-se rejeitos ricos em mercario, na maioria das areas de
garimpos (LACERDA & SALOMONS, 1991).

Os dados epidemioldgicos e toxicologicos das populagbes ribeirinhas do
Tapajés (HARADA et al., 2001), revelaram, em mais de 50% dos casos, um conteddo médio
de mercdrio total, nas amostras de cabelo humano, superior aos 10ug/g (limite dos niveis de
tolerancia permitidos pela organizacdo mundial de saude, (WHO, 1990), e diversas espécies
de peixe freqlientemente consumidas por residentes em comunidades ribeirinhas apresentaram
concentracdes acima do nivel recomendado para consumo humano, que € de 0,5 ppm, de

acordo com a legislagao brasileira (BRASIL, 1975).
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1.4 SISTEMA IMUNE E MERCURIO

1.4.1 Sistema imune

O sistema imune é um conjunto de componentes celulares, quimicos e
proteinas sollveis, com a funcéo de proteger o organismo de substancias estranhas (antigenos)
como, por exemplo, virus, bactérias, celulas tumorais. Entretanto mesmo substancias
estranhas ndo infecciosas podem provocar respostas imunes. Além disso, em alguns casos, 0s
proprios mecanismos que normalmente protegem contra a infeccdo e eliminam substancias
estranhas sdo capazes de causar lesdo tecidual e doenca (ABBAS et al., 2002, POLLARD,
2006, SMITH & GERMOLEC, 1999).

Evolutivamente a resposta imune é representada por dois sistemas: o inato e 0
adaptativo, e que envolve trés etapas essenciais: reconhecimento, ativacdo e eliminacao
(SNUSTAD & SIMONS, 2001). A resposta imune ou inata é a defesa inicial, ndo especifica
contra patdgenos e consiste de mecanismos que sdo capazes de radpidas respostas aos
microorganismos e que reagem do mesmo modo as infeccBes repetidas (SMITH &
GERMOLEC, 1999).

A imunidade adquirida ou adaptativa € caracterizada por possuir
especificidade, memoria e habilidade de distiguir entre o “préprio” e o ‘“ndo-proprio”
(ABBAS et al., 2002, KIMBER & DEARMAN, 2002). Existem dois tipos de respostas
imunes adquiridas, a imunidade humoral e a mediada por células, as quais diferem em relacéo
a via em que elas reconhecem e respondem a antigenos e nas células efetoras em que elas se
diferenciam (ABBAS et al., 2002, KIMBER & DEARMAN, 2002).

A imunidade humoral é mediada por anticorpos (produzidos pelos linfécitos B)
que reconhecem antigenos especificamente e neutralizam a infecciosidade (ABBAS et al.,
2002). Em contraste, a imunidade celular € mediada pelos linfécitos T. Em ambas, a interagdo
entre linfécitos e antigeno que ocorre via receptores' de membrana resulta em ativacéo,
divisdo e diferenciacéo celular do linfdcito, o qual se torna uma célula efetora especifica que
facilita a eliminacéo do antigeno (GOODNOW et al., 2005, KIMBER & DEARMAN, 2002).

Os linfécitos T e B apresentam enorme repertério dos dominios ligantes de

antigeno, tal diversidade nos receptores de linfocitos, é considerada uma vantagem na

! No caso dos linfécitos T, 0 antigeno est4 em associacdo com o Major Histocompatibility Complex (MHC).
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resisténcia do hospedeiro contra patdgenos, e resulta de extensa recombinagdo somatica dos
genes que codificam para estas regides, podendo propiciar como consequéncia, que receptores
2 de membrana sejam gerados e reativos ao préprio. Assim, a manutencdo dessa diversidade
sem comprometimento do préprio pode ser alcangcada por vérias vias (KIMBER &
DEARMAN, 2002, ZEHN & BEVAN, 2007).

1.4.2 Auto-imunidade

O sistema imune de pessoas saudaveis ¢ “tolerante” as proprias moléculas (ao
“proprio”), mas ataca constituintes estranhos (“ndo proprios”) (DIGHIERO & ROSE, 1999,
GONZALEZ-BUITRAGO & GONZALEZ, 2006, POLLARD, 2006). Entretanto, a falha dos
mecanismos responsaveis pela autotolerancia e inducdo de uma resposta imune contra
componentes do proprio, € denominada de auto-imunidade (figura 1) (ALBRIGHT &
GOLDSTEIN, 1996, BIGAZZI, 1997, GONZALEZ-BUITRAGO & GONZALEZ, 2006,
POLLARD, 2006, SMITH & GERMOLEC, 1999, TAN, 2001).

A tolerancia imunologica é um fenébmeno do sistema imune que ao discriminar
entre o proprio e 0 ndo-proprio, atenua ou interrompe a resposta imune ativa a estruturas
reconhecidas como inerentes ao organismo (RUBIN & KRETZ-ROMMEL, 1999). A auto-
imunidade causada pela falha da autotolerancia pode resultar de anormalidades primérias de
células B, T ou ambas (ABBAS et al., 2002, ROITT et al., 2001).

A tolerancia pode ocorrer na forma inata (natural) e adquirida (induzida). A
tolerdncia inata é a tolerancia aos proprios antigenos e proteinas do corpo. A falha da
tolerdncia natural, ou o ndo reconhecimento do proprio, resulta em doenga auto-imune. A
tolerancia adquirida ou induzida € a tolerancia do sistema imune a antigenos externos (como
em animais experimentais, exposicdo a raio-X, tratamentos com algumas drogas e por
exposicdo a reacdo cruzada de antigenos) (ROITT et al., 2001, TROWSDALE & BETZ,
2006).

A auto-imunidade pode resultar em dano ao hospedeiro, entdo qualquer doenca
resultante da resposta imunoldgica consequente do aparecimento de clones interditados, e que
por um processo de mutacdo somatica escapam ao controle normal é classificada como
doenca auto-imune (DIGHIERO et al., 1986, DIGHIERO et al., 1985).

2 BCR — receptor de células B, e TCR — receptor de células T.
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A causa da maioria das doencas imunes é desconhecida, mas parecem surgir
pela combinagdo entre susceptibilidade genética e fatores ambientais, ambos contribuem para
a interrupgdo ou desregulacdo de tolerancia central ou periférica, permitindo surgimento da
patogénese de clones auto-reativos de células B e T (RIZZI et al., 2006).

Os mecanismos da indugdo de tolerdncia e a sua manutencdo ainda séo
indefinidos, e alguns destes mecanismos, como 0s a seguir, vém sendo propostas para explicar
sua origem, (ROITT et al., 2001): delecdo clonal (BURNET, 1960, FORSDYKE, 1995,
ROITT et al., 2001), anergia clonal (LECHLER et al., 2001, NOSSAL & PIKE, 1980, PIKE
et al.,, 1982, SCHWARTZ, 2003), rede idiotipica (JERNE, 1974, ROITT et al., 2001),
ignorancia clonal (MERINO-PEREZ & LOPEZ-HOYOS, 2000, PUJOL-BORREL et al.,
2005, THEOFILOPOULOS, 1995a, b), células supressoras e edicdo de receptor
(GOODNOW et al., 2005, ROITT et al., 2001).

1.4.3 Fatores de risco

Os principais fatores de efeitos toxicos do mercurio, além da dose, sdo fatores
de susceptibilidade, os quais podem desempenhar um papel maior nos efeitos em uma
populacdo com uma significativa exposicdo ao mercirio e em niveis extremamente baixos de
exposicdo. No que diz respeito a fatores ambientais, a melhor evidéncia vem da imunidade
induzida por drogas e quimicos, a qual tem sido descrita tanto em modelos animais quanto em
humanos (HAGGQVIST et al., 2005, HULTMAN & HANSSON-GEORGIADIS, 1999,
POLLARD, 2006).

Metais toxicos como aluminio e chumbo foram documentados ter efeitos
sinérgicos com o mercdrio, aumentando significativamente os efeitos do mercurio. O
aluminio tem seus proprios efeitos toxicos aumentando os efeitos do mercurio esgotando
glutationa. Entretanto inducdo por estes agentes pode levar de semanas a muitos meses,
podendo ser causada por um grande numero de substancias quimicas (POLLARD, 2006,
RUBIN & KRETZ-ROMMEL, 1999).

Entre os fatores genéticos de susceptibilidade, o mais freqlentemente
observado envolve o complexo principal de histocompatibilidade (MHC) de classe Il (HLA
em humanos), (POLLARD, 2006), e muta¢es e polimorfismos em genes envolvidos em
estabelecer autotolerancia e regulagdo imune, como o gene regulatério auto-imune (AIRE),

familia de dominios de mucina e imunoglobulina das células T (TIM), ou antigeno 4
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associado ao linfécito T citolitico (CTLA- 4), que também tém sido identificadas estar
relacionadas com manifestagcdes auto-imunes (CHRISTEN & VON HERRATH, 2004, RIZZI
et al., 2006).

Mulheres tém significativamente maior risco que homens de desenvolver
doenca auto-imune, e € provavel que isto seja em funcdo das diferencas hormonais entre os
sexos, e algumas desordens parecem ser afetadas, para melhor ou pior, por mudancas
hormonais tais como: gravidez, parto e menopausa (FARINE, 1997, KELLER et al., 2006,
OLIVEIRA et al., 2001).

Algumas doencas parecem ser ativadas ou pioram devido & ocorréncia de
infeccOes (BIGAZZI, 1997, PRELOG, 2006).

1.4.4 Doencgas auto-imunes

As doengas auto-imunes sao condi¢Bes patolégicas nas quais a resposta imune
contra auto-antigenos produz danos estruturais, como dano celular, inflamacdo, e/ou
funcionais, com estimulacdo ou inibicdo de células alvo por auto-anticorpos para receptores
celulares (BIGAZZI, 1997). Auto-anticorpos sdo anticorpos contra componentes
intracelulares de células humanas, onde ambas as reacfes nucleares e citoplasmaticas ja foram
registradas (KARIM, 2007, VOGT et al., 2006). Muitos auto-anticorpos ja sdo conhecidos e
apresentam importancia clinica, como discriminados no Consenso Brasileiro de Fator
Antinuclear em Células HEp-2 (DELLAVANCE et al., 2003, DELLAVANCE et al., 2002).

As doencas auto-imunes sdo classificadas na clinica como sistémicas,
apresentando reatividade contra antigenos distribuidos por varios tecidos do corpo, por
exemplo, antigenos nucleares, as lesdes sdo caracteristicas e amplamente disseminadas, ou
orgdo ou tecido-especificas, com reacdo de anticorpos e células T contra os préprios antigenos
localizados em um tecido especifico (BIGAZZI, 1997, POLLARD, 2006).

As doencas auto-imunes sistémicas mostram auto-anticorpos dirigidos contra
moléculas nucleares ou citoplasmaticas que participam na replicacéo e transcricdo de DNA, e
a traducdo de RNAm e as orgao-especifica exibem auto-anticorpos dirigidos contra um ou
varios orgdos relacionados (GONZALEZ-BUITRAGO & GONZALEZ, 2006, POLLARD,
2006). Assim, os auto-anticorpos podem ser divididos em duas classes: 1) contra 6rgéo-
especifico ou antigeno celular especifico, por exemplo: anticorpos, anti-tiredideglobulina,

antiplaqueta e antieritrocito, 2) contra 6érgdo-ndo especifico ou proteinas ubiquas, por
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exemplo: anticorpos, anti-DNA-fita dupla e simples, antihistona, anti-citoesqueleto, etc.
(VERDIER et al., 1997).

A presenca de auto-anticorpos na circulacdo em varias doencas auto-imunes
sistémicas € uma marca caracteristica. Anticorpo antinuclear (ANA) é uma populacdo
heterogénea de auto-anticorpos dirigidos contra varios antigenos nucleares, com reatividades
especificas bem definidas, em diferentes doengas auto-imunes de humanos, e estdo incluidos
entre os critérios de classificacdo tanto de lupus eritematoso sistémico como de sindrome de
Sjogren (SS) (GONZALEZ-BUITRAGO & GONZALEZ, 2006, HANSSON, 1999).

Em doengas auto-imunes 6rgaos-especificas, a deteccdo de auto-anticorpos é
um dado importante para diagnostica-las. Auto-anticorpos de baixa afinidade também séo
encontrados comumente em individuos normais na auséncia de qualquer doenca definivel e
com aumento da prevaléncia em populacdes que estdo envelhecendo. Portanto, sua presenca
pode ser detectada varios anos antes do inicio da doenca, e neste contexto eles sdo marcadores
de doencas futuras em individuos atualmente saudaveis (VERDIER et al., 1997).

Tal identificacdo pode permitir o tratamento imunoldgico para prevenir a
doenca, e quando esta ndo pode ser prevenida, acarretaria risco a vida, mas em condicGes
trataveis, pode ser evitada (GONZALEZ-BUITRAGO & GONZALEZ, 2006, HANSSON,
1999).

1.4.5 Etiologia da doenca auto-imune

Teoricamente é possivel quebrar a tolerancia imunol6gica por uma variedade
de mecanismos. O primeiro destes é a liberacdo de antigenos cripticos que ndo passaram pela
selecdo negativa de linfdcitos T auto-reativos durante o desenvolvimento. Outra possibilidade
é baseada em imitacdo molecular, a evidéncia é que autotolerancia pode ser quebrada através
de exposicdo a uma proteina que compartilha homologia com determinantes antigénicos do
hospedeiro (KIMBER & DEARMAN, 2002).

Um terceiro mecanismo é fornecido por circunstancias em que autopeptideos
ou determinantes de MHC sdo modificados quimicamente. Por exemplo, acredita-se que
alguns metais induzem reagdes auto-imune secundarias a criacdo de novo sitio de afinidade
para determinantes de MHC em autopeptideos. Finalmente, também ha um papel para

ativacdo policlonal na génese de respostas auto-imunes, que pode diretamente ou
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indiretamente estimular populagdes de linfocitos B para elaborar anticorpo policlonal,
inclusive anticorpo autoreativo (KIMBER & DEARMAN, 2002).

Considerando estes possiveis mecanismos é aparente que em individuos
suscetiveis, a auto-imunidade pode ser provocada por uma ou mais variedade de estimulos,
inclusive, trauma em tecido, terapia com droga ou exposicdo inadvertida a xenobidticos
(KIMBER & DEARMAN, 2002).

1.4.6 Efeitos do mercurio sobre o sistema imune

Como ja citado, as doencas auto-imunes podem apresentar diversas causas,
como infeccBes, que desencadeiam eventos na quebra da auto-tolerancia ou, adicionalmente
xenobidticos, que sdo substancias estranhas ao organismo de origem sintética, natural ou
biolégica, compreendendo compostos quimicos industriais, drogas entre outras, as quais a
exposicao ¢é devido a sua presenca no ambiente ou por razdes terapéuticas (BIGAZZI, 1997).

Alguns efeitos dos xenobidticos sobre as células tém sido descritos como
imunotoxicos. A imunotoxicidade pode causar imunossupressdo, aumentando a
susceptibilidade a infeccdo ou desenvolvimento de neoplasias, ou estimulacdo da resposta
imune com inducdo de reagdes alérgicas de auto-imunidade (BIGAZZI, 1997).

Existem muitas evidencias, obtidas através de modelos experimentais, de que
varios metais pesados como, por exemplo, 0 mercurio, a prata e 0 ouro sdo capazes de
provocar alteracBes e doenca no sistema imune humano (ROWLEY & MONESTIER, 2005).
No entanto, o mercurio, devido a ubiqlidade e aos seus efeitos bioldgicos tem sido mais
estudado (ALBRIGHT & GOLDSTEIN, 1996, ROWLEY & MONESTIER, 2005).

Algo interessante nas caracteristicas da auto-imunidade induzida pelo mercurio
¢ que hd uma predisposicdo determinada geneticamente na auto-reatividade do metal
(ALBRIGHT & GOLDSTEIN, 1996). Portanto, isto demonstra que o gendtipo também tem
importancia para o potencial efeito imunolégico em humanos. Alguns estudos em humanos
expostos ocupacionalmente a niveis moderados de mercdrio elementar relataram mudangas na
bioquimica da resposta do sistema imune (GMA/UNEP, 2006).

Embora os niveis de exposi¢do ao mercurio organico e inorganico variem entre
os individuos, seus efeitos imunotoxicos sdo virtualmente universais por causa de sua
ocorréncia natural no ambiente, pela abundancia como poluente, pela presenca em amalgamas

dentais, cosméticos, preservativos, fumifugo e preparagdo de vacinas. A imunotoxicidade aos
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compostos mercuriais pode resultar em niveis elevados de IgE e aumento do nuimero de
linfocitos T em humanos (ROWLEY & MONESTIER, 2005, SILVA et al., 2004).

Em estudo experimental realizado por Havarinasab & Hultman (2005),
metilmercdrio foi visto ser mais potente imunossupressor do que mercurio inorganico, o que
ndo é surpresa, visto que metilmercdrio é mais membranopemeével que Hg*? sendo assim
mais toxico aos linfocitos (HAVARINASAB & HULTMAN, 2005, WHITEKUS et al.,
1999). E desconhecido, no entanto, a extensio em que MeHg contribui & reacdo auto-imune
(HAVARINASAB & HULTMAN, 2005).

Foram observados em varios modelos animais de roedores, que o cloreto de
mercuario (HgCly) pode induzir auto-imunidade (HglA) em ratos Brown Norway (BN). Os
camundongos compartilham muitas similaridades da (HglA) com os ratos BN, como:
producdo de auto-anticorpos, particularmente contra a proteina nucleolar fibrilarina (AFA),
aumento de imunoglobulinas no soro, incluindo IgE, ativacdo policlonal de linfécitos Be T e
deposicdo de complexo imune renal com glomerulonefrite (HAVARINASAB et al., 2007,
HAVARINASAB & HULTMAN, 2005, ROWLEY & MONESTIER, 2005).

A fibrilarina € uma ribonucleoproteina altamente conservada (34k-Da) que esta
associada com varios pequenos RNAs nucleolares. O auto-anticorpo formado contra este
antigeno, o anti-fibrilarina ou anti-U3-RNP (AFA), geralmente ocorre com padrdo nucleolar
agrupado. Suas propriedades fisico-quimicas sdo modificadas pela ligacdo ao mercdrio,
contudo, na auto-imunidade, os anticorpos induzidos pelo mercurio reagem muito melhor
com a fibrilarina intacta (HANSSON & ABEDI-VALUGERDI, 2003, ROWLEY &
MONESTIER, 2005, TORMEY et al., 2001).

Estudos experimentais com metilmercario em ratos sdo menos frequentes,
provavelmente por causa da associacdo de mercdrio organico com imunossupresao
(HAVARINASAB et al., 2004). Contudo, depdsitos de imuno-complexo (IC) sistémico em
ratos BN geneticamente suscetiveis apds exposicdo ao metilmercdrio foram semelhantes as
reacOes apos exposicdo ao (HgCl,) (BERNAUDIN et al., 1981).

Foi encontrado também que MeHg (HAGGQVIST et al., 2005, HULTMAN &
HANSSON-GEORGIADIS, 1999) e EtHg (HAVARINASAB et al., 2004) induziu AFA em
ratos H-2°. No entanto o efeito auto-imunégeno destas espécies de Hg organicas poderia
teoricamente ser devido somente ou em parte ao Hg2+ produzido pelo metabolismo de ambos
MeHg (HAGGQVIST et al., 2005, WHO, 1991) e EtHg (HAVARINASARB et al., 2005) os

quais sdo convertido a Hg?* no corpo.
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Silva et al., 2004 conduziram um estudo na Amazonia em 3 populagdes, das
quais duas sdo comunidades ribeirinhas: Jacareacanga onde os individuos se alimentam
regularmente de peixe contaminado com metilmercdrio, e Tabatinga, escolhida como grupo
controle, por ser uma comunidade sem exposi¢do ocupacional ao mercurio inorganico, e onde
0 peixe consumido apresenta baixas concentra¢fes de metilmercdrio. A terceira comunidade é
Rio Rato, uma tipica comunidade garimpeira em que os individuos se contaminam tanto pela
ingestdo de peixe quanto pela atividade ocupacional (SILVA et al., 2004).

Neste estudo, os individuos das comunidades de Jacareacanga e Tabatinga
apresentaram concentracfes médias de mercurio em cabelo igual a 8ug/g e 5ug/g
respectivamente, e as concentracbes de ANA e ANOA encontradas foram mais altas nos
individuos de Jacareacanga do que de Tabatinga. Entretanto nenhum individuo apresentou
simultaneamente ANA e ANOA (SILVA et al., 2004).

Com relacdo ainda aos dados descritos por Silva et al., (2004), na comunidade
Rio Rato, o mercurio analisado na urina mostrou niveis menores do que em outras populagdes
garimpeiras, e as concentragdes de ANA e ANOA foram bem mais altas do que as de
Jacareacanga e Tabatinga, e diferente destas comunidades, a maioria dos individuos de Rio
Rato apresentaram os dois tipos de auto-anticorpos, ANA e ANOA (SILVA et al., 2004).

Outro estudo em Rio Rato e Tabatinga, para verificar doenca auto-imune
corroboram com os resultados de Silva et al., (2004), no qual os individuos de Rio Rato
apresentaram niveis de ANOA maiores do que os de Tabatinga, cujos niveis foram similares
aos observados para outras populacfes brasileiras e norte-americanas sem doencas auto-
imunes. Este estudo mencionou nao ter informacdes disponiveis acerca de possiveis doencas
auto-imunes nos sujeitos pesquisados (SILBERGELD et al., 2005, SILVA et al., 2004)

Os autores do estudo acima mencionado, analisaram também os soros destes
pacientes para o antifibrilarina, que raramente foi detectado em garimpeiros com altas
concentracdes de Hg, ANA e ANOA. Entretanto, eles relataram a presenca de outros
anticorpos, nao identificados para proteinas nucleares, evidenciando que a fibrilarina apesar
de sensivel e relativamente especifica, ndo € o Unico biomarcador de imunotoxicidade
induzida por mercurio (SILBERGELD et al., 2005).

Alves et al.,, 2006, também estudou exposicdo mercurial em populacGes
ribeirinhas, o estudo contou com seis comunidades localizadas ao longo do rio Negro e uma
no rio Cuiuni, que se alimentavam diariamente de peixe contaminados com mercudrio (ALVES

et al., 2006). O grupo controle deste estudo foi escolhido randomicamente entre doadores de



30

sangue voluntarios de um hemocentro na zona urbana de Manaus-Amazonas. Neste estudo,
casos positivos de auto-anticorpo apresentaram diferencgas significativas entre ribeirinhos e
grupo controle, tendo sido os auto-anticorpos, mais frequentemente observados entre a
populacéo ribeirinha, entretanto ndo houve associacao significativa entre mercurio no cabelo e
anticorpo antinuclear.

Rowley & Monestier, 2005 ja haviam relatado resultados semelhantes aos de
Silbergeld et al., 2005, em modelos experimentais, onde varios outros anticorpos anti-
nucleolares séo produzidos na auto-imunidade induzida por mercurio, porém continuam tendo
sua identidade desconhecida (ROWLEY & MONESTIER, 2005, SILBERGELD et al., 2005).
Outros estudos ja descreveram esses mecanismos pouco conhecidos, in vitro e in vivo
mostrando que o mercurio age direta ou indiretamente sobre linfécitos T e B, macréfagos,
polimorfonucleares e mastocitos, como exemplo, existem muitas vias pela qual o mercurio
pode interagir com linfocitos T (KOSUDA et al., 1998).

A primeira delas é independente de antigeno e pode ser semelhante a atividade
de mitdgenos convencionais, estudos anteriores mostraram que a oxidacao ou reducéo de tiol
ou grupos dissulfeto modulam a proliferacdo de células T. Adicionalmente a sua atividade
como mitégeno, o mercdrio pode modificar auto-antigenos ou formar complexos de metal-
proteinas levando a resposta imune para epitopos novos ou cripticos (KOSUDA et al., 1998).

O metal pode também se comportar como hapteno e sensibilizar células T
guando ligadas a proteinas. Portanto, o0 mercurio pode atuar sobre uma variedade de células T
e B, células apresentadoras de antigenos e seus produtos (KOSUDA et al., 1998).

Em camundongos a auto-imunidade induzida por mercurio, parece alvejar
seletivamente antigenos nucleolares, mas anticorpos para antigenos de cromatina também
foram relatados. Por essa razdo, como visto nesse modelo, 0s auto-anticorpos podem ter sua
especificidade modificada e uma amplificacdo espontaneamente acelerada, quando ha
administracdo de mercurio. Estes estudos sugerem que em humanos a exposic¢do a baixa dose
do metal pode desencadear ou agravar doenga em individuos que sdo susceptiveis a auto-
imunidade sistémica (KOSUDA et al., 1998).

Outra caracteristica desta auto-imunidade relaciona-se a desregulagéo de redes
de citocinas pelo metal e seu envolvimento no processo de doenca auto-imune. Em trabalhos
experimentais com camundongos Brown Norway (BN) expostos ao Hg, foi demonstrado que
a nefrite induzida pelo Hg estava diretamente relacionada a imunidade tipo Th2, que é

caracterizada como células produzindo citocinas IL-4, IL-5, IL-6, IL-10 e IL-13. A elevacdo
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dos niveis de IgE, um isotipo de imunoglobulina largamente regulada pelas citocinas IL-4 e
IL-5, no processo de nefrite induzida por Hg pareceu promover um desvio em direcdo a
imunidade Th2 (LAWRENCE & MCCABE, 2002).

Pollard et al., (2005), estudando camundongos susceptiveis encontrou que
auto-imunidade induzida por mercdrio € caracterizada por imunoestimulacdo com fendtipo
Th2 dominante, tendo anticorpo antinucleolar (ANoA) alvejando principalmente a proteina
nucleolar fibrilarina e depodsitos de complexo imune (IC) sistémico, houve ainda perda de
tolerancia com sintese de anticorpos para antigenos nucleolares (especificamente anti-
fibrilarina), intensa proliferacdo linfocitaria e hipergamaglobulinemia principalmente dos
isotipos IgG1 e IgE (HAVARINASAB & HULTMAN, 2006, POLLARD et al., 2005).

O desequilibrio na imunorregulacdo Thl e Th2 é um conceito que foi
imediatamente adotado para muitos outros metais. Entretanto, existem evidéncias que
sugerem um cenario mais complicado, em que a citocina tipo 1 interferon-gama (IFN-y)
também estéa associada com a nefrite, especialmente nos modelo de ratos com auto-imunidade
induzida pelo Hg (LAWRENCE & MCCABE, 2002).

Portanto, as evidéncias sdo de que o mercurio é capaz de induzir alteragdes no
sistema imune em varios modelos animais experimentais e com intrigantes similaridades,
entre estes modelos e o resultado da exposicdo humana a este metal pesado. De modo que,
todos os estudos indicam a participacdo do sistema imune na evolugcdo dos processos
neurodegenerativos e revelam a possibilidade de monitorar a partir de auto-anticorpos contra
proteinas neurotipicas e gliotipicas detectadas no sangue, 0s potenciais efeitos
neuroimunotoxicos do mercurio.

Apesar das sérias conseqliéncias para a salude humana, atualmente ndo existem
critérios diagndsticos in vivo que sejam objetivos, aceitaveis e confidveis para a toxicidade
crénica do mercurio; a diagnose é baseada predominantemente no historico do doente e em
sintomatologia clinica. A diagnose da exposi¢do cronica ao mercdrio tem sido controvertida
devido ndo sO a natureza ndo especifica dos sintomas, mas ao longo periodo de laténcia, e
particularmente em decorréncia da caréncia de biomarcadores confidveis in vitro (GODFREY
et al., 2003).

Neste sentido, torna-se relevante incluir comunidades da Amazoénia brasileira
com variaveis graus de exposi¢cao ao mercurio para testar seus efeitos neuroimunotoxicos, que
possam refletir a susceptibilidade genética dentro dessas populacfes, verificando se esta

contaminacgéo pode estar associada com a inducdo de auto-imunidade, a partir da deteccéo de



um significativo aumento na prevaléncia de niveis elevados de auto-anticorpos.
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2 OBJETIVO GERAL

Investigar a ocorréncia de auto-imunidade induzida por mercurio entre 0s
habitantes das comunidades ribeirinhas da regido do Tapajos, que estdo expostas ao

metilmercurio através do consumo do pescado.

2.1 OBIJETIVOS ESPECIFICOS

e Quantificar mercario total no cabelo dos individuos da amostra;

e Determinar a presenca de auto-anticorpo antinuclear (ANA) e antinucleolar
(ANOA);

e Relacionar a presenca destes marcadores com a concentracdo de mercurio total,
detectada nas amostras bioldgicas;

e Testar a confiabilidade dos marcadores pela comparacdo entre os valores destes

em populacBes expostas e ndo expostas ao mercurio.



35

MATERIAIS E METODOS



36

3 MATERIAL E METODOS

3.1 CASUISTICA

A populacdo deste estudo consistiu de 236 pares de amostras de sangue e
cabelo de individuos residentes em comunidades ribeirinhas do Tapajés, coletadas no periodo
compreendido entre 2004 a 2006, sendo duas localizadas no municipio de Itaituba (S&o Luiz
do Tapajos e Barreiras), uma no Municipio de Aveiro (Brasilia Legal), todas na regido do rio
Tapajos e, uma no municipio de lgarapé-Miri (Vila Cacau-Panacauera), na regido do rio
Tocantins (Figura 1).

A cidade de Itaituba, sede do municipio, esta distante de Belém cerca de 891
km em linha reta, sendo hoje a quinta sede municipal mais afastada da capital do Estado
(PRIMAZ, 1996). A comunidade de Barreiras esta localizada a margem esquerda do rio
Tapajés, cerca de 80 Km a jusante de Itaituba. A populacio em jan/2001 era
aproximadamente 745 habitantes (PINHEIRO et al., 2001).

O povoado de Sdo Luiz do Tapajds estad localizado a margem direita do Rio
Tapajos, a montante de Itaituba. Possui uma populacdo observada, em jan/2001, de 490
habitantes (PINHEIRO et al., 2003). A comunidade de Brasilia Legal situa-se as margens do
rio Tapajos, no Oeste Estado do Pard, se encontra, aproximadamente, a 4 horas de barco de
Aveiro, 0 Municipio ao qual se integra e a 12 horas de Santarém, a maior cidade das
proximidades (DEMEDA et al., 2006).

O grupo controle consistiu de individuos residentes em uma comunidade
ribeirinha do municipio de lgarapé-Miri (Vila Cacau-Panacauera), na regido do rio Tocantins,
esta vila possui cerca de 280 habitantes. O municipio de Igarapé-Miri localiza-se na micro-
regido de Cametd, a oeste do Rio Tocantins. A sede do Municipio posiciona-se as margens do

Rio Igarapé-Miri, distanciando-se em linha reta 78 Km da capital do Estado do Para.



FIGURA 1 - Mapa do estado do Para, destacando as cidades de Itaituba e Igarapé-Miri
(Fonte: Carlos Costa, 2005).
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Cada individuo foi examinado clinicamente por um médico inclusive com
exame neuroldgico. Uma completa histdria ocupacional foi anotada e incluiu a ocorréncia de
sintomas precedentes ha seis meses e que estavam relacionados a exposi¢do ao mercurio, bem

como observacdes sobre a incidéncia de infecgdes e ingestdo de alcool e drogas.

O estudo é do tipo corte seccional, conduzido através de cada comunidade,
onde as pessoas foram contatadas pelas liderangas locais, e convidadas a participar do estudo.
Um questionario epidemiologico foi respondido pelo sujeito da pesquisa, com questdes
dirigidas a informacdes demograficas (idade, género e escolaridade), etnia, dieta, ocupacao
(prévia e atual), local de nascimento, condicdo socioeconémica de saneamento, tempo de

residéncia, uso de alcool e drogas e avaliacdo clinica e de salde.

3.2 CRITERIOS DE INCLUSAO E EXCLUSAO

Foram selecionados para a pesquisa todos os individuos com tempo de
residéncia na comunidade maior que 1 ano e consumo regular de pescado (iguais ou maiores
que 6 refeicBes semanais) e, que consentiram participar do estudo. Foram excluidos, doentes
mentais, individuos em transito na comunidade e pessoas que ndo concordaram em ser

investigadas.

3.3 COLHEITA E PROCESSAMENTO DAS AMOSTRAS

O sangue foi colhido em jejum, através de venipuncdo de 5mL por paciente e
acondicionado em tubos sem anticoagulante. A seguir, sedimentou-se por aproximadamente 3
horas sendo centrifugado a 3000rpm durante 5minutos para separacdo do soro, que foi

armazenado em aliquotas e estocado em freezer —8°C, para posterior analise.

Foi colhido aproximadamente 0,1 a 1g de cabelo retirado de 3 areas diferentes
do couro cabeludo, cortados com tesoura de aco inoxidavel, cerca de 1 cm de distancia de sua
insercdo, de cada voluntario participante do estudo. Cada uma das amostras coletadas foi
armazenada em envelope de papel devidamente identificado, e, analisadas no Laboratério de

Ecotoxicologia do Nucleo de Medicina Tropical-UFPA.
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3.3.1 Analise ética

O protocolo deste estudo foi avaliado de acordo com as normas da Resolugédo
196/96 do Conselho Nacional de Salde e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do

Nucleo de Medicina Tropical (Anexo).

3.4 DESCRICAO DAS TECNICAS LABORATORIAIS

3.4.1 Determinagdo das concentragbes de Hg total em amostras de
cabelo

Para determinacdo de mercurio total, as amostras de cabelo foram lavadas com
detergente neutro, e enxaguadas intensamente com &gua deionizada para retirada do
detergente. Por fim, foram lavadas duas vezes com 3 mL de acetona e secos a temperatura
ambiente. A seguir, transferidos para frascos de vidro previamente lavados com solucdo de
permanganato de potassio a 5% e picotados intensamente (cortes menores que 2 mm) com
auxilio de uma tesoura de ago inoxidavel.

Para analise das concentra¢des de Hgtotal foi utilizado o método da combustéo,
seguida da amalgamacdo em laminas de ouro usando um espectrofotbmetro de absorcao
atdbmica sem chamas SP3D da Nippon Coorporation-Japdo. Neste método, as amostras de
cabelo sdo mineralizadas a 800°C em forno fechado, e o vapor de mercurio liberado é
amalgamado em laminas de ouro, lavado e posteriormente transferido para um detector com
comprimento de onda fixo em 254,7 nm. A precisdo e acuracia serdo medidas através de

padrdo certificado de calculo, IAE 085.

3.4.2 Determinagédo qualitativa e/ou semi-quantitativa de anticorpos

anti-nucleares em soro humano

O procedimento foi realizado em duas etapas basicas:

Etapa 1: O soro humano reage com o substrato antigénico. Se houver presenca
de anticorpos, eles de ligardo ao antigeno formando um complexo antigeno-anticorpo estavel.
Se ndo houver anticorpos presentes, o complexo ndo serd formado e o soro e 0s componentes

serdo eliminados por lavagem.
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Etapa 2: Anticorpos anti-humano, marcados com fluoresceina sdo adicionados
no local da reacdo e irdo se ligar aos complexos formados na etapa 1. O resultado é uma
reacao positiva de fluorescéncia verde-maca brilhante quando observada em um microscopio
de fluorescéncia. Se o complexo néo tiver sido formado na etapa 1, o anticorpo marcado com
fluoresceina sera eliminado por lavagem, exibindo um resultado negativo.

O kit utilizado para detecgdo destes auto-anticorpos foi o ANA HEp-2 Test
System (Anticorpo anti-Nuclear). O substrato antigénico deste kit provéem de uma linhagem
de células epiteliais humanas (HEp-2) estabelecidas por (MOORE et al., 1955).

O kit ANA HEp-2 Test System foi armazenado em geladeira a 8°C, e para sua
utilizacdo permaneceu por cinco minutos a temperatura ambiente. Para cada amostra de soro,
preparou-se uma dilui¢do 1:40, adicionando 0,01 ml (10 ul) do soro do paciente mais 0,39 ml
(390ul) de PBS. Em seguida com uma pipeta Pasteur aplicou-se 1 gota de cada controle e 1
gota de cada soro diluido. Durante a aplicacdo, ndo tocar a superficie contendo o antigeno
com pipeta e ndo deixar que as gotas se misturem para evitar reacao cruzada.

Incubou-se por 30minutos em cdmara Umida, tomando cuidado para ndo deixar
a cavidade secar. Passado esse periodo de tempo, as laminas foram removidas da camara
Umida (uma de cada vez) e rinsadas cuidadosamente, utilizando um pissete com PBS, sem
dirigir o jato de PBS diretamente sobre as cavidades. Para tanto primeiro a lamina foi
inclinada na direcdo das cavidades 1-6 para receber o jato de PBS que escorreu para fora pela
borda de cima da lamina e s6 entdo a I&mina foi inclinada na direcdo as cavidades 7-12 para
repeticdo do procedimento.

Apds a risagem, as laminas foram lavadas, em jarras de Coplin ou placas, por 2
vezes com PBS de 5-6 minutos agitando cuidadosamente na colocacéo e antes da retirada das
mesmas. Ao final da lavagem as laminas foram retiradas do PBS (uma de cada vez), e secas
com papel de filtro pelo lado de fora das bordas, quando necessario, em seguida foram
devolvidas para camara Umida. Aplicou-se uma gota do conjugado (30-50ml) em cada
cavidade, tendo cuidado de cobri-la completamente. Incubou-se por 30minutos fora do
alcance da luz.

Terminada a incubagdo, repetiram-se mais 1 vez as etapas de rinsagem e
lavagem no PBS como feito anteriormente. Entdo se procedeu a etapa de colocacdo das
laminulas, para isto adicionou-se 2 gotas do meio de montagem sobre a lamina. Em seguida
inclinou-se a lamina apoiando a borda da laminula sobre a parte inferior da mesma,

permitindo que o meio de montagem formasse uma gota entre a laminula e a lamina.
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Cuidadosamente empurrou-se a laminula da parte inferior para a parte superior
da lamina, ndo deixando formarem bolhas. Secou-se 0 excesso do meio de montagem
pressionando a parte superior da lamina contra papel absorvente. Limpou-se a parte de tras da
lamina. A leitura foi feita o mais breve possivel (recomenda-se que no mesmo dia) em um
microscopio de fluorescéncia Zeiss, equipado com luz de mercurio ou de halogénio-
tungsténio, com filtro de 390-490 nm e barreira de filtro de 515-520 e objetiva de 400x. O
comprimento de onda de excitacdo do FITC € 490 nm e a emissdo em 520 nm.

Em caso de contratempo, as laminas poderiam ser estocadas na geladeira (2-
8°C) protegidas da luz direta e lidas no dia seguinte. O meio de montagem néo deveria secar
entre a lamina e a laminula. Se isso ocorresse, deveria ser adicionado mais meio de montagem

ou recolocar uma nova laminula.
3.4.3 Interpretacdo dos resultados

A presenca e 0 padrdo de imunofluorescéncia foram observados usando um
micrsocopio de fluorescéncia (Zeiss), sendo consideradas positivas seguindo o critério
descrito pelo Il Consenso Brasileiro de Fator Antinuclear em Células HEp-2 - Definigdes para
a padronizacdo da pesquisa de auto-anticorpos contra constituintes do nucleo (FAN HEp-2),
nucléolo, citoplasma e aparelho mitdtico e suas associacGes clinicas (DELLAVANCE et al.,
2003, DELLAVANCE et al., 2002).

A andlise da reacdo de imunofluorescéncia, estima a presenca de auto-
anticorpo, e foi classificada segundo o grau de intensidade em: fraco (+1), moderado (+2), ou
forte (+3). Quando a fluorescéncia detectada era muito fraca ou ausente, o resultado foi

registrado como 0 (zero).

3.4.4 Anélise estatistica

Para comparacdo das varidveis categdricas serdo aplicados testes nao-
paramétricos, como o qui-quadrado (yx?) binomial para duas proporcdes, e das variaveis
continuas o teste t de Student. Para avaliar os efeitos do mercurio sobre a prevaléncia de ANA
e ANOA foi aplicado teste de regressao logistica. Todos os dados foram analisados usando o
Bioestat 4.0 (AYRES et al., 2005).
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4 RESULTADOS

4.1 DISTRIBUICOES DE AUTO-ANTICORPOS E NIVEIS DE
CONCENTRACOES DE MERCURIO ENTRE AS COMUNIDADES
RIBEIRINHAS DO TAPAJOS E PANACAUERA (TOCANTINS).

Nas 236 amostras estudadas, 157 apresentaram auto-anticorpo positivo, sendo
que destes 31,25% (20/64) eram do grupo controle e 79,65% (137/172) do grupo estudo
(figura 2) Esta distribuicdo de auto-anticorpos (positivo e negativo) envolvendo todos o0s
grupos de estudo no geral e o controle mostrou associacao estatistica significativa (x°= 46,9;
gl =1; p<0,0001), entre a presenca de auto-anticorpos e os individuos expostos ao mercurio,
nas comunidades de Brasilia Legal, Barreiras e Sdo Luis do Tapajos, localizadas na regido do

Tapajos.

frequéncia (%)

estudo controle

‘ M presente M ausente ‘

FIGURA 2 - Distribuicdo de auto-anticorpos em comunidades ribeirinhas da Amazonia, 2004-2006.

Os niveis de concentragdes de mercario variaram de 0,02-60,3 ug/g nos
individuos dos grupos de estudo (Brasilia Legal, Barreiras e Sdo Luiz do Tapajés) e de 0,9-8,4
ug/g nos do grupo controle (Panacauera). Quando estes dados, dos niveis de exposicdo ao

mercurio, nas comunidades ribeirinhas dos grupos de estudo e controle, foram comparados
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observaram-se diferencas significativas entre as concentracbes médias de mercurio (p<0,05),
entre duas comunidades da regido do Tapajos (Barreiras e S&o Luiz do Tapajés) bem como,
entre as comunidades do Tapajos e Panacauera, conforme tabela 1.

Entre as diversas comunidades investigadas, apenas os individuos dos grupos
de estudo (tabela 1), apresentaram niveis de mercurio acima de 10ug/g, com uma freqiiéncia
elevada de 54,07% (93/172) para a regiao do Tapajos.

TABELA 1 - Niveis de exposicao mercurial em comunidades ribeirinhas da Amaz6nia, 2004-2006.

COMUNIDADE GM + EP Hg total (> 10 pg/g) *
Brasilia Legal (Tapajos) 10,00 £ 0,99 56/95 (58,9)
Barreiras (Tapajos) 8,64 +1,13 18/47 (38,3)

SL do Tapajés (Tapajos) 11,24 + 2,23 19/30 (63,3)
Panacauera (Tocantins) 2,98 + 0,20 0/64 (0,0)

Fonte: Laboratorio de Ecotoxicologia do NMT/UFPA

BL x Barreiras — teste t = 2,17; p< 0,1391; BL X SLT — teste t = 1,1673; p< 0,2818;

BL x Panacauera — teste tryey) = 11,65; p< 0,01; Barreiras X SLT — teste tirykey) = 2,9412; p< 0,05;
Barreiras x Panacauera — trykey) = 10,89; p< 0,01; SLT x Panacauera — trykey) = 11,34; p< 0,01
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4.2 CARACTERISTICAS DEMOGRAFICAS E DO ESTADO DE SAUDE
DAS COMUNIDADES RIBEIRINHAS DO TAPAJOS E PANACAUERA
(TOCANTINS).

Na distribuicdo dos dados epidemioldgicos das comunidades estudadas (tabela
2), constatou-se que a idade dos pacientes incluidos neste estudo variou de 7 a 89 anos com
uma média de 37 anos (+17,04), posto que pelo teste t-, ANOVA-um critério, a média das
idades ndo diferiu significativamente entre as diversas comunidades investigadas (grupos de
estudo e do controle). E quanto as distribuigcdes de idade e niveis de mercurio total no cabelo
nestas comunidades (figura 3) foram analisadas, através da correlacdo linear de Pearson, e ndo
foi observada nenhuma correlacdo entre estas variaveis nas diversas populacdes de estudo e

controle (p>0,05).

TABELA 2 — Caracteristicas demogréficas de individuos expostos e ndo expostos ao MeHg em comunidade
ribeirinhas da Amazdnia, 2004-2006.

Populagbes do Tapajds Populagdo do Tocantins
Caracteristicas B. Legal Barreiras  SL Tapajos Panacauera
(n=95) (n=47) (n=30) (n=64)

Idade (média) 37,14 + 14,71 38,47 + 20,05 34,83 + 19,00 35,03 + 17,12
Género (%)

Masculino 42 (44,21%) 9 (19,15%) 3 (10%) 16 (25%)

Feminino 53 (55,79%) 38 (80,85%) 27 (90%) 48 (75%)
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Na comparagdo entre a frequéncia dos géneros (tabela 2) nas comunidades
estudadas (dos grupos de estudo e do controle) foram observadas diferengas estatisticamente
significativas. Pode-se atribuir estas diferencas a maior proporcdo de mulheres nas amostras
de Barreiras, de Sdo Luis do Tapajos e Panacauera do que na amostragem de Brasilia Legal.
Contudo, no que se refere a esta variavel e os niveis de mercurio (figura 3), ndo houve
associacao (p>0,05) entre género e niveis de mercurio no grupo controle e nas comunidades
de estudo, Barreiras e Sdo Luiz do Tapajés, a excecao de Brasilia Legal onde pelos resultados
verifica-se diferenca estatistica significativa (teste coeficiente phi de correlacdo— r¢=0,31;
Xzajustad0:8,02; gl=1; p<0,0046) entre os géneros e niveis de mercurio, indicando que
individuos do género masculino estdo relacionados com a presenca de niveis mais elevados de

HgT no cabelo.
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FIGURA 3 - Distribuicéo de mercurio por género em comunidades ribeirinhas da Amaz6nia, 2004-2006.
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4.3 0OS TIPOS DE PADROES DE AUTO-ANTICORPOS E INTENSIDADE
DAS REACOES DE IMUNOFLUORESCENCIA EM COMUNIDADES
RIBEIRINHAS DO TAPAJOS E PANACAUERA (TOCANTINS).

Os padrdes de auto-anticorpos identificados nas rea¢des de imunofluorescéncia
foram a maioria do tipo misto 50,96% (80/157), seguido por nuclear 31,21% (49/157),
nucleolar 14,65% (23/157) e aparelho mitético/citoplasmatico 3,18% (4/157).

O teste G de homogeneidade (tabela 3) entre as amostras demonstrou
significancia estatistica quanto a distribuicdo de padrbes de auto-anticorpo, ou seja, as
comunidades ribeirinhas do Tapajés sdo homogéneas entre si, pois nao apresentaram
diferencas significativas nas frequéncias em cada padrdo de auto-anticorpos, que ocorriam na
mesma direcéao.

E assim, pdde-se efetuar a comparacdo entre as freqiiéncias dos padrdes de
auto-anticorpos dos grupos de estudo (79,65%) com as do grupo controle (31,25%),
observando-se através do teste diferencas significativas, nos tipos misto (p <0,0001) e nuclear
(p <0,0281) (figuras 4 e 5), indicando que a prevaléncia destes padrdes de auto-anticorpos foi

maior nas comunidades expostas do que no grupo controle (p <0,01).



TABELA 3 - Distribuigdo de auto-anticorpos em comunidades ribeirinhas da Amazénia, 2004-2006.
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PADROES DE AUTO-ANTICORPOS

positivo
COMUNIDADES ) TOTAL
. ap. mitético / negativo
misto nuclear* nucleolar** ) -
citoplasmatico***
Brasilia Legal 42 25 13 1 14 95
Barreiras 19 10 2 1 15 47
SL Tapajos 14 6 2 2 06 30
Panacauera 5 8 6 1 44 64
Total 80 49 23 5 79 236

G(homogeneidade): 53,7190; gl = 3; p=<0,0001,; G(heterogeneidade): 12,8438, gl = 3; p=<0,1698,;
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FIGURA 4 — Distribui¢do de padrdo de auto-anticorpo entre individuos expostos ao HgTotal em comunidade

ribeirinhas da Amazonia, 2004-2006.
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FIGURA 5 - Distribuicdo de padrdo de auto-anticorpo entre individuos ndo-expostos ao HgTotal em

comunidade ribeirinhas da Amazénia, 2004-2006.
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O grau de intensidade das reacdes de imunofluorescéncia foi avaliado pelo
teste Kolmogorov-Sminorv o qual revelou haver diferenga altamente significativa entre as
duas amostras (grupos de estudo e controle), sendo a intensidade das reacbes de
imunofluorescéncia maior nas amostras de individuos expostos (Brasilia Legal, Barreiras e
Sao Luis do Tapajés) que nos ndo-expostos ao mercurio total (Paranacauera) isto €, o elevado
grau de reatividade dos auto-anticorpos esta relacionado com as comunidades ribeirinhas do

Tapajos (figura 6).
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FIGURA 6 - Distribuicao do grau de reagdo de imunofluorescéncia de auto-anticorpos entre individuos expostos
e ndo expostos a0 MeHg em comunidade ribeirinhas da Amazonia, x°=43,71; gl=2; p< 0,0001, 2004-2006.

Por outro lado, varios fatores preditivos foram analisados por regressdo
logistica multipla com a finalidade de determinar a relacdo com o aparecimento de auto-
anticorpos. Estes fatores incluiram os niveis de concentragdo de mercdrio total dosados no
cabelo, 0 género e a faixa etaria. A presenca de niveis de mercdrio total no cabelo acima de
10ug/g e a idade foram identificadas como fatores independentes com significancia estatistica
na inducdo de auto-anticorpos, mas a variavel género ndo demonstrou contribui¢fes
significativas como fatores de risco no desenvolvimento da auto-imunidade. Deste modo, a
probabilidade de apresentar auto-anticorpo é aproximadamente duas vezes maior se 0

individuo esta exposto ao metilmercurio e na faixa etaria acima de 50 anos.
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4.4 0OS TIPOS DE PADROES DE AUTO-ANTICORPOS E CATEGORIAS EM
COMUNIDADES RIBEIRINHAS DO TAPAJOS E PANACAUERA
(TOCANTINS).

Na tabela 4 esta representada a distribuicdo dos padrBes de auto-anticorpos por
categorias, as quais sdo laudos obrigatdrios no diagnostico. A observacdo dos padrbes de
auto-anticorpo da amostra estudada mostrou que no padrdo nuclear a categoria mais
prevalente foi o pontilhado, estando presente em 22,29% (35/157) dos individuos dos grupos
de estudo e em 5,10% (8/157) daqueles do grupo controle. Paralelamente, 7,64% (12/157) dos
individuos do grupo estudo e 3,82% (6/157) do controle apresentaram homogéneo, como
sendo a categoria mais prevalente no padrao nucleolar.

No padrdo misto (tabela 4) a categoria nuclear pontilhado fino/aparelho
mitético foi a mais prevalente para os grupos de estudo, representando 11,46% (18/157) da
amostra estudada, enguanto que no grupo controle a categoria nuclear pontilhado fino/
citoplasmatico polar foi a mais presente, ocorrendo em 2,55% (4/157) dos individuos.
Contudo, ainda neste padréo, a excecdo da categoria nuclear/nucleolar pontilhado, anticorpos
antinucleares combinados a outros padrfes exibiram elevada representatividade neste grupo,
enquanto que os outros tipos de categorias em frequéncia muito baixa, fora incluidos no
grupo, outras especificidades, na qual anticorpos do padrdo nuclear mostravam-se associados
a outros padrdes em 93,94% (31/33) dos casos.

Ao contréario, os padrdes dos tipos citoplasmatico e aparelho mitdtico nédo

foram representativos nos grupos estudo e controle.
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TABELA 4 — Distribuicdo de padres de auto-anticorpo entre individuos expostos (n=172) e ndo expostos

(n=64) ao MeHg em comunidade ribeirinhas da Amazonia, 2004-2006.

Estudo

Controle

PADROES " (%) (%) TOTAL
Nuclear

homogéneo 2 (1,27) 0 2

pontilhado 35 (22,29) 8 (5,10) 43

membrana nuclear 4 (2,55) 0 4
Nucleolar

homogéneo 12 (7,64) 6 (3,82) 18

aglomerado 5 (3,18) 0 5
Misto

nucleolar homogéneo + nuclear pontilhado grosso 7 (4,46) 0 7

nuclear + nucleolar pontilhado 0 (0) 1(0,64) 1

nucleolar homogéneo + citoplasmaético fino denso 9 (5,73) 0 9

nuclear pontilhado fino + citoplasmatico polar 8 (5,10) 4 (2,55) 12

nuclear pontilhado fino + aparelho mitdtico 18 (11,46) 0 18

outras especificidades 33 (21,02) 0 33
Citoplasmaticos

fibrilar 1 (0,64) 1 (0,64) 2

pontilhado 2 (1,27) 0 2
Aparelho Mitotico

centriolo 1(0,64) 0 1
TOTAL 137 20 157
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45 IDENTIFICACAO DE ANTIGENOS HEP-2 RECONHECIDOS POR
AUTO-ANTICORPO DE SORO HUMANO EM COMUNIDADES
RIBEIRINHAS DO TAPAJOS E PANACAUERA (TOCANTINS).

A reagdo de imunofluorescéncia indireta em células Hep-2, conforme o local
de ligacdo do auto-anticorpo presente no soro expressou varios padrées, os quais conforme os
esquemas de classificacdo dos padrdes do Il Consenso Brasileiro de Fan Hep-2 tém
correspondéncia com um antigeno especifico. A prevaléncia destes auto-anticorpos presentes
nos soros dos individuos dos grupos de estudo e controle, estdo representados na figura 7,
enquanto que diferentes padrdes de imunofluorescéncia visualizados no soro destes grupos

sdo representados nas figuras 9, 10 e 11.
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FIGURA 7 - Distribuicdo de padrfes de auto-anticorpos entre individuos expostos e ndo expostos ao MeHg em
comunidade ribeirinhas da Amazénia, 2004-2006.
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FIGURA 8 — Padrdo de coloracdo de anticorpo (dilui¢do do soro igual 1:40). Magnificagdo de 400 vezes.

A) controle positivo; B) controle negativo; C) auséncia de reatividade (padrao negativo); D) nuclear pontilhado
fino denso - corresponde aos anticorpos antiproteina p75 (co-fator de transcri¢do), a seta aponta a placa
cromossdmica metafésica corada.
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FIGURA 9 - Padrdo de anticorpo (diluicdo do soro igual 1:40). Magnificacdo de 400 vezes.

A) nuclear pontilhado fino - corresponde aos anticorpos anti-Ro/SSA e anti-La/SSB; B) nucleolar homogéneo -
corresponde aos anticorpos antiPM Scl. C) nuclear pontilhado grosso - corresponde aos anticorpos anti-RNP/Sm;
D) nucleolar aglomerado - corresponde aos anticorpos anti-fibrilarina. A seta aponta o nucléolo intensamente
corado.
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FIGURA 10 - Padréo de anticorpo (diluigdo do soro igual 1:40). Magnificacdo de 400 vezes.

A) misto (citoplasmatico fino denso + nucleolar homogéneo) - corresponde aos anticorpos anti-rRNP; B)
aparelho mitético - corresponde aos anticorpos anticentrofilina ou NuMal; C) citoplasmatico pontilhado fino
denso- corresponde aos anticorpos anti-PL7/PL12; D) nuclear pontilhado fino- corresponde aos anticorpos anti-
Ro/SSA.
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5 DISCUSSAO

O sistema imunologico, tanto de humanos quanto de animais, € alvo dos efeitos
toxicos produzidos por compostos mercuriais organicos e inorganicos, com efeitos sobre a
producdo e fungdo de citocinas relacionadas a auto-imunidade e supressdo imune
(BAGENSTOSE et al., 1999, EL-FAWAL et al.,, 1999, HULTMAN & HANSSON-
GEORGIADIS, 1999, POLLARD et al., 2005, SOLEO et al., 1997).

Nas populacdes investigadas na regido do rio Tapajos, o peixe é uma das fontes
mais importantes de MeHg na dieta, constituindo-se em perigo para a salde dependendo da
quantidade e da espécie consumida (SHISHIDO & SUZUKI, 1974), desta forma representam
o fator responsavel por elevadas concentracfes de mercurio em amostras oriundas de fontes
biolégicas (HARADA, 1995, HARADA et al., 2001, WHO, 1990).

Metilmercurio também é excretado no cabelo humano, o qual é usado como
indicador biolégico para a exposicdo ao MeHg presente na dieta (BERLIN, 2007,
GRANDJEAN et al., 1993, MURATA et al., 1999, WHO, 1990), sendo que o limite de
tolerancia bioldgica ao Hg da dieta humana foi estabelecido em 10ug/g de cabelo (WHO,
1990).

No presente estudo, individuos das comunidades ribeirinhas do Tapajos
(Barreiras, Brasilia Legal e Sdo Luiz do Tapajos) apresentaram concentracbes médias de
Hgtotal em amostras de cabelo maiores do que os individuos da comunidade de Panacauera
na regido do Tocantins. No caso dos individuos do grupo estudo aproximadamente 54%
apresentavam niveis acima de 10 ug/g. Enquanto no grupo controle (Panacauera), os niveis de
exposicdo ao Hg foram de aproximadamente 0%, pois os teores encontrados foram inferiores
a 10 ug/g.

Vaérios estudos tém demonstrado niveis relativamente altos de exposicao
humana ao Hg em populagdes ribeirinhas da Amazonia com alto consumo de peixe na dieta
(AKAGI et al., 1994, 1995, BARBOSA et al., 1998, HARADA et al., 2001, LEBEL et al.,
1997, MALM et al., 1995, PINHEIRO et al., 2000, PINHEIRO et al., 2003, SANTOS et al.,
2000).

Enquanto na regido do rio Tocantins, distante da influéncia de atividade
garimpeira de ouro, a exposi¢do humana ao mercurio nas amostras quantificadas de cabelo de
adultos e criangas vem apresentando baixas concentracdes de Hgtotal apesar da alta ingestao
de peixes (PINHEIRO et al., 2003, PINHEIRO et al., 2006). Estes achados concordam com 0s
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resultados dos niveis de HgTotal detectados no presente estudo, realizados também na
comunidade de Panacauera, Tocantins.

Estes resultados revelam que embora a freqiiéncia de consumo de peixe tenha
sido similar entre as comunidades estudadas, as comunidades do Tapajos estdo ingerindo
pescado com maiores concentracGes de Hg do que as do Tocantins, o que aponta a dieta,
como uma importante via de exposicdo ao MeHg, assim como nos acidentes envolvendo
Minamata (HARADA, 1995), Iraque, Guatemala, Gana e Paquistdo (BAKIR et al., 1973,
OPAS/OMS, 1972, WHO, 1991).

O metilmercirio € um composto quimico ambiental altamente toxico e
reconhecidamente deletério as populagdes humanas, sua exposi¢do cronica e acumulacao de
baixos niveis causa danos importantes a saude, sobretudo associadas a sintomas que
geralmente aparecem apds alguns anos de intoxicagdo, particularmente efeitos neurotdxicos
(QUIG, 1998), e embora o sistema nervoso central (CNS) seja considerado o 6rgdo critico
para o efeito toxico de MeHg, acredita-se que o sistema imunoldgico pode ser pelo menos tdo
sensivel quanto ele (DOURSON et al., 2001).

De fato, o mercdrio tem demonstrado ser uma das poucas substancias quimicas
capazes de afetar o sistema imunoldgico de animais e seres humanos expostos, podendo
deprimir ou estimular o sistema imunolégico (BIGAZZI, 1998).

Em estudos realizados em seres humanos, ndo foi encontrada associagao
significativa entre auto-anticorpo e exposicdo mercurial (BARREGARD et al., 1997,
QUEIROZ & DANTAS, 1997a, b, SOLEO et al., 1997). Entretanto foi verificado nestes
estudos que entre os individuos expostos, ocorreu aumento de expressdo de CD4+ e CD8+,
diminuigdo IL-8 (SOLEO et al., 2002), TNF-a (SOLEO et al., 1997) e linfocitos B no soro
(QUEIROZ & DANTAS, 1997a).

Nos modelos experimentais exposicdo a mercdrio organico e inorganico
também variou em seus efeitos imunotdxicos. Metilmercurio pareceu mais imunossupressor
que o mercurio inorganico, contudo a extensdo dos seus efeitos a reacdo auto-imune ainda é
desconhecida. (HAVARINASAB et al., 2005).

Estudos conduzidos por Haggqvist et al., (2005) e Descotes (1986) em
camundongos de hapl6tipo H-2° encontraram que MeHg é agente imunossupressivo,
entretanto isso ocorria apenas nos primeiros dias de tratamento, apds esse periodo MeHg
apresentou fraca resposta auto-imune quando comparada a HgCl, a qual pode estar
relacionada a imunossupressao inicial, j& que HgCl ndo causa reducdo de células T e B
(DESCOTES, 2004, HAGGQVIST et al., 2005).
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Hultman & Hansson-Georgiadis (1999), encontraram mercurio organico e
inorganico diferem nos seus efeitos sobre o sistema imunoldgico, e que a resposta imune Thl
foi encontrada em tratamento posterior a MeHg (HULTMAN & HANSSON-GEORGIADIS,
1999), contrariando outros estudos que consideraram ser o MeHg imunossupressor, e
observaram que a possivel demetilagdo de MeHg pode ter causado imunoestimulacdo
(HAVARINASAB et al., 2005, HAVARINASAB & HULTMAN, 2005, HAVARINASAB et
al., 2004, WHITEKUS et al., 1999).

Outros estudos dos efeitos adversos do mercdrio organico e inorganico sobre o
sistema imunoldgico em roedores demonstraram que alguns animais desenvolveram auto-
imunidade quando expostos a baixas doses do metal, enquanto outros ndo foram afetados
(BAGENSTOSE et al., 1999, BIGAZZI, 1998, HAVARINASAB et al., 2007, HULTMAN &
HANSSON-GEORGIADIS, 1999, NIELSEN & HULTMAN, 1999). No entanto, estes
estudos demonstraram dependéncia da dose, forma quimica do metal ou espécie do animal,
levando a disfuncéo no sistema imunoldgico e inducdo de auto-imunidade (BARREGARD et
al., 1991, BIGAZZI, 1998, PELLETIER et al., 1987).

Estes achados constituem elementos chave no entendimento da toxicidade do
mercario e do sistema imunolégico, ja que os resultados de estudos epidemioldgicos a
respeito da exposicdo ao MeHg pela dieta séo conflitantes nas popula¢cdes humanas, em
consequéncia das dificuldades inerentes ao desenvolvimento do proprio estudo e/ou na
escolha de testes que permitam identificar e quantificar o risco associado ao potencial
toxicolégico do metal, e a0 mesmo tempo, uma associacdo entre a dose de exposicdo e a
resposta bioldgica, que freqlientemente consiste de mdultiplos processos, inviabilizam
compreender 0s eventos que causam mudancas na estrutura e funcdo celular e
conseqiientemente a doenca. Além disto, a constituicdo genética, os horménios sexuais e
fatores sociais e ambientais, junto a subseqientes e multiplas infeccbes e/ou exposicdes
quimicas em longo prazo e até outras variaveis, podem contribuir na alteracdo da resposta
imunologica.

Em nosso estudo, com relacdo a exposi¢cdo mercurial e auto-anticorpo a
diferenga estatistica foi altamente significativa (p<0,0001), entre os individuos do grupo
estudo e do grupo controle, havendo maior prevaléncia de auto-anticorpos no grupo estudo, o
qual esta exposto cronicamente ao metilmercurio através da dieta. Observando-se que um
elevado nimero de individuos com auto-anticorpo apresentaram niveis de mercudrio acima de
10 pg/g no cabelo, ultrapassando os limites de tolerancia biologica ao Hg na dieta humana

estabelecidos pela OMS (1990). Na regressdo logistica, de todas as varidveis analisadas,
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niveis de HgTotal em cabelo e idade, foram significantemente associadas com presenca de
auto-anticorpo no soro.

A associacao evidenciada neste estudo, entre a presenca de auto-anticorpo e
HgTotal em cabelo, concorda com os achados de Silva et al., 2004 e Silbergeld et al., 2005,
que estudaram outras comunidades na regido do Tapajés, expostas a mercurio organico e
inorganico, e contraria os resultados de estudo realizado com comunidades ribeirinhas dos
rios Negro e Cuiuni, que embora apresentassem niveis de mercurio acima do permitido pela
OMS néo tiveram associacdo significante com presenca de auto-anticorpo e mercurio no
cabelo (ALVES et al., 2006, SILBERGELD et al., 2005, SILVA et al., 2004).

Nos estudos de Silva et al., 2004, antifibrilarina foi encontrado raramente nos
garimpeiros com altos niveis de mercurio em cabelo, por outro lado foi relatada a presenca de
auto-anticorpos ndo identificados para proteinas nucleares (SILVA et al., 2004). Ja outro
estudo realizado em camudongos SJL/J (YANG et al., 2001) sugeriu que o mercurio, além de
antifibrilarina, induz anticorpo antinucleolar contra particulas snoRNP (pequeno RNA

nucleolar).

Em nosso estudo, antifibrilarina também foi encontrado, no entanto foi menos
frequente que outros auto-anticorpos identificados por ordem de prevaléncia, como NuMal,
NuMal, PM/Scl, Ssa-Ro, rRNP/Sm, golgi/Ssa/Ro, PCNA, rRNP, Ku, AFA, além de outros
auto-anticorpos menos especificos para proteinas nucleares. Interessantemente, a alta
prevaléncia do anti-NuMal entre os achados, é consistente com as alteracbes celulares
induzidas pelo MeHg, entre as quais estdo aquelas alvo destes anticorpos, as proteinas

implicadas na reorganizacdo do fuso mitdtico.

A prevaléncia de auto-anticorpos reativos nos individuos de Panacauera, grupo
controle, foi relativamente mais baixa do que no grupo estudo. Corroborando com os dados de
Silva et al., (2004), para populacgdes controle.

Em estudos experimentais realizados em camundongos de haplétipo H-2°
(suscetiveis), mercurio inorganico induziu forte e ampla ativacdo policlonal do sistema
imunolégico (ALBALAGHI et al., 1996, HULTMAN & ENESTROM, 1987, HULTMAN &
HANSSON-GEORGIADIS, 1999, JOHANSSON et al., 1997, PIETSCH et al., 1989, VAN
VLIET et al., 1993), entretanto a inducdo de anticorpo antinucleolar (antifibrilarina) néo
parece ser de natureza T-independente.

Ao invés, estudos de Griem & Gleichmann, (1995) e Pollard et al., (1997)

demonstraram que mercurio causa alteragdes na estrutura e processamento da fibrilarina,
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determinando o surgimento de epitopos cripticos em fragmento peptidicos de fibrilarina, que
estimulam a ativacdo e producdo de antifibrilarina por mecanismos antigeno especificos T-
dependentes e ndo em conseqiiéncia de uma ativacdo policlonal (DIGHIERO & ROSE, 1999,
GRIEM & GLEICHMANN, 1995, HULTMAN & HANSSON-GEORGIADIS, 1999,
POLLARD et al., 1997). O metilmercurio também induziu anticorpo antinucleolar especifico
para fibrilarina (HULTMAN & HANSSON-GEORGIADIS, 1999).

Numerosos mecanismos, baseados em evidéncias in vitro e em modelos
animais, tém sido propostos para explicar como mercdrio induz ou acelera a auto-imunidade
(HANSSON & ABEDI-VALUGERDI, 2003, HULTMAN & HANSSON-GEORGIADIS,
1999, KOSUDA et al., 1998), estes mecanismos podem ser arbitrariamente classificados em
trés amplas etapas. A primeira € o processo que envolve a delecdo da tolerdncia pelo
desprendimento e formacdo de clones de células auto-reativas na circulacdo periférica (RAO
& RICHARDSON, 1999).

A segunda etapa é a modificacdo da expressdo génica nas células que
participam da resposta imune, levando os linfocitos a responder a sinais normalmente
insuficientes para estimular a resposta imune, determinando quebra de tolerancia mediada por
supressao ou anergia e ativacdo de células auto-reativas. A terceira é a modificacdo das
préprias moléculas, levando a exposicdo de novos epitopos ou surgimento de epitopos
cripticos, de modo que elas séo reconhecidas pelo sistema imunolégico como estranhas (RAO
& RICHARDSON, 1999).

Entretanto parece que esses fendmenos ndo sdo suficientes para produzir uma
quebra na tolerancia e outros mecanismos sinergéticos, tal como a eliminagdo insuficiente de
material apoptotico, sdo necessarios para induzir auto-imunidade (CASTOLDI et al., 2003,
OPPEZZO & DIGHIERO, 2003, RAMIREZ-SANDOVAL et al., 2003, RAO &
RICHARDSON, 1999, SHENKER et al., 1998).

Considerando estes possiveis mecanismos € aparente que em individuos
susceptiveis, auto-imunidade pode ser provocada por um ou mais tipos de estimulos. Em
geral, a exposicdo a baixas concentracOes de MeHg e sua alta afinidade por grupos tiol em
residuos de cisteina torna as proteinas susceptiveis a alteragGes estruturais e funcionais em
todos os compartimentos celulares (CASTOLDI et al., 2003, MIURA et al., 1999, QUIG,
1998).

Estas modificagdes parecem atingir preferencialmente componentes do
citoesqueleto especialmente os microttbulos, impedindo sua formacdo e sua ligagdo aos

cromossomos, influenciando na parada do ciclo celular, com alteragdo na sinalizacéo celular e
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modificagdo da expressdo génica, que ativa a via da cascata das caspases e pode induzir
apoptose (CASTOLDI et al., 2003, MIURA et al., 1999, SHENKER et al., 1998, 2000).

Em adicdo, o mercdrio interage também com mitocondrias, com perda
funcional, por diminuir o potencial transmembrana, elevar os niveis de stress oxidativo e
desprender citocromo ¢ da mitocondria para o citosol, que por outro lado vem contribuir na
ativagdo da via das caspases, envolvendo o aparecimento de muitas caracteristicas
morfologicas e degradativas que constituem a apoptose (FOULKES, 2000, SHENKER et al.,
1998, 2000).

Essa anormal morte celular com desprendimento de antigenos normalmente
seqliestrados pode contribuir a auto-imunidade. O sistema imunoldgico é normalmente
tolerante aos seus proprios peptideos, entretanto se os peptideos sdo clivados diferentemente
entdo, novos epitopos (cripticos) podem ser revelados e apresentados na resposta imune, e
assim esses determinantes, em condi¢fes ndo apoptoticas sdo excepcionalmente antigénicos,
ou seja, a apoptose induz a imunogenicidade dos auto-antigenos (DIGHIERO & ROSE, 1999,
RAMIREZ-SANDOVAL et al., 2003). Neste contexto um grande numero de alvos
moleculares pode ser atingido como as células do sistema imunoldgico, com alteracbes da
sinalizagdo celular dependente de citocinas relacionadas tanto a auto-imunidade como a
supressdo imune (POLLARD et al., 2005, SASS et al., 2001, SHENKER et al., 2000).

Em relagdo a idade dos pacientes, as médias ndo diferiram significativamente
entre as diversas comunidades investigadas (grupos de estudo e do controle), e quando foram
analisados em relacdo a variavel nivel de mercurio total no cabelo, ndo foi observada
correlacdo significativa entre as duas variaveis nos diferentes grupos estudados. Estes
resultados concordam com os dados obtidos em outros estudos em populacées ribeirinhas da
regido Amazébnica expostas ao mercurio (BARBOSA et al.,, 2001, MALM et al., 1995,
PINHEIRO et al., 2006).

Contudo, o risco da ocorréncia de auto-anticorpo induzido por mercdrio é duas
vezes maior se o individuo estd na faixa etaria acima de 50 anos. De fato, os estudos
populacionais consideram que a incidéncia de doengas auto-imunes é mais elevada em
individuos mais velhos, provavelmente em consequéncia de um declinio e perda das funcdes
fisioldgicas do sistema imunologico a medida que o organismo envelhece (PRELOG, 2006).

Quando testadas as freqliéncias dos géneros, nas comunidades estudadas (dos
grupos de estudo e do controle) foi observada diferenca estatisticamente significativa.
Entretanto ndo se pode descartar a possibilidade de ter ocorrido um viés de amostragem e que

seja em decorréncia do pequeno tamanho amostral, e ainda particularmente por uma demanda
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preferencial por parte das mulheres, na participagdo do estudo, de modo que pode ndo ser
representativo de todos os individuos expostos ao mercurio. Em relagdo a variavel mercdrio, a
associacdo com o género foi significante somente na comunidade de Brasilia Legal, onde
individuos do género masculino apresentaram niveis mais elevados de HgT no cabelo do que
mulheres.

Na literatura, tém sido relatados resultados divergentes relacionados ao género
e mercurio em cabelo. Na doenca de Minamata foi registrada uma taxa entre machos e fémeas
de 1,2:1, e a taxa de morte foi de 1,8:1 (TAMASHIRO et al., 1984). Nas populactes
ribeirinhas Amazonicas também os achados sdo controvertidos, enquanto nos estudos de
Harada et al., (1998) e Malm et al., (1995) mercurio em cabelo foi mais baixo em mulheres,
Lebel et al. (1998) e Barbosa et al., (2001) ndo encontraram diferencas significativas entre
nivel de mercdrio em cabelo e o género. Em geral, os estudos (CORDIER et al., 2002,
GRANDJEAN et al., 1992, WAKISAKA et al., 1990), relatam diferencas significativas entre
género e metilmercurio em cabelo.

No que se refere a indugcdo de auto-anticorpos, 0 género ndo demonstrou
significancia como fator de risco no desenvolvimento da auto-imunidade em nenhuma das
comunidades expostas a metilmercario. Entretanto, a literatura relata associagdo entre um
espectro de doengas auto-imunes em que mais de 80% da populagéo afetada sdo mulheres
(BEESON, 1994, EIDINGER & GARRETT, 1972, WIZEMANN & PARDUE, 2001). Por
outro lado, para entender a diferenca entre 0s géneros na auto-imunidade, € necessario
primeiro compreender completamente as diferencas envolvidas nos mecanismos das respostas
imunes inata e adaptativa (WHITACRE, 2001).

No presente estudo a comparacao entre as frequéncias dos padrdes de auto-
anticorpos entre os grupos de estudo com os do controle indicou maior propor¢do dos tipos
nucleares e mistos nas comunidades ribeirinhas do Tapajds, sendo que no padrdo misto havia
também uma predominancia de associacdo com o0s anticorpos para antigenos nucleares. Esta
evidéncia nos permite sugerir uma origem para 0s auto-anticorpos de natureza nuclear, como
devem ter sido induzidos por auto-antigenos derivados por fragmentacdo proteolitica
dependente de caspases, em condi¢des apoptéticas, exibindo epitopos cripticos que em
condicgdes fisiologicas ndo sdo acessiveis as celulas apresentadoras de antigenos (APC)
(SHENKER et al., 1998, YOLE et al., 2007).

Estes mecanismos podem justificar a diferenca significativa desses tipos de

auto-anticorpos nos individuos expostos em relacdo aos ndo expostos, contudo este fato ndo
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estd claro em relagdo a presenga dos anticorpos antinucleolares, porque sua deteccdo nao
diferiu entre os individuos expostos e ndo expostos neste estudo.

E ainda, com relacdo a intensidade de fluorescéncia de auto-anticorpos, em
uma escala de 1-3, os grupos de estudo exibiram graus de intensidade de fluorescéncia mais
altos (X= 1.5291+1.0284) comparados com as amostras do grupo controle (X=
0.4375+0.7533), e a distribuicdo dos escores de intensidade de imunofluorescéncia nos
individuos mostrou diferir significativamente entre os grupos estudo e controle. Os escores de
intensidade de imunofluorescéncia sdo diretamente proporcionais a concentracdo de
imunocomplexo antigeno-anticorpo formado na reacdo (PFAU et al., 2005).

Por outro lado, certos tipos de padrdes de reacdo de auto-anticorpo tendem a
ser detectados mediante reacdes com forte intensidade de fluorescéncia (PEENE et al., 2001),
mediante testes especificos para identificar auto-anticorpos, relatou que anti-ENA (anti-SSA,
anti-SSB, anti-RNP, anti-Sm e anti-Jo) se distribuem aleatoriamente com distintos padroes de
classificacdo, e que provavelmente estes padroes ocorrem frequentemente em amostras com
forte intensidade de fluorescéncia, a excecdo de anticorpos anti-SSA/SSB que ocorreram em
5,6% das amostras com intensidade de fluorescéncia igual a +1. O anti-Jo também foi reativo
a baixas intensidades (3/4 da amostra mostraram intensidade +2, e 1/4 foram +3). Este estudo
também observou que anticorpos anti-dsDNA sdo encontrados quase exclusivamente em
padrdo nuclear homogéneo e com escore de intensidade de fluorescéncia +3 (3,1%) a +5
(36,6%).

No que se refere a intensidade de fluorescéncia e o tipo de reacdo, nossos
resultados demonstraram ter um perfil de reatividade similar aquele descrito no estudo de
Peene et al., (2001) (PEENE et al., 2001). Do mesmo modo, a forte intensidade de
fluorescéncia encontrada entre os individuos do grupo estudo, na bacia do rio Tapajds, sugere
elevados titulos de auto-anticorpos, os quais parecem ser decorrentes da severidade dos
efeitos toxicos do MeHg, via consumo da dieta de peixes, o qual estaria induzindo alteraces

celulares, em nivel bioquimico.

Diversos anticorpos tém sido identificados que reagem com o0s constituintes do
nacleo, nucléolo, aparelno mitdtico e citoplasma da célula. A caracterizagdo dos auto-
anticorpos € realizada por imunofluorescéncia indireta em células Hep-2. E o padrdo de
distribuicdo da marcacao por esta técnica e seus aspectos pode ser suficientemente especifico
para permitir uma orientacéo diagnostica do tipo de auto-anticorpo. Mas um problema pode se

apresentar, visto que para uma parte dos auto-anticorpos, o padrdo € insuficiente, havendo
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necessidade de outros testes especificos para identificagdo do auto-anticorpo em questdo, por
esse motivo, como em nosso estudo ndo foram realizados testes especificos para confirmar os
tipos de auto-anticorpos, sua possivel especificacdo foi realizada indiretamente através dos
esquemas de classificacdo dos padrbes formulados durante o 11 Consenso Brasileiro de Fator
Antinuclear em Células HEp-2 (DELLAVANCE et al., 2003, DELLAVANCE et al., 2002).
Assim, os dados em geral indicam a necessidade de estudos adicionais para
confirmar a especificidade destes auto-anticorpos associados com a exposicdo mercurial bem
como elucidar os mecanismos imunotoxicologicos da acdo do mercurio sobre o sistema

imunoldgico humano.
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CONCLUSOES

As médias de mercurio total em cabelo nos individuos dos grupos de estudo exibiram
niveis mais elevados do que aquelas do grupo controle. Do mesmo modo, na comunidade
de S&o Luiz do Tapajos foi detectada maior exposi¢do mercurial do que na comunidade de
Barreiras.

Em relacdo a varidvel sexo, foi observada associacdo somente em Brasilia Legal, com
niveis de Hgtotal mais altos no cabelo dos homens.

Quanto a faixa etaria e niveis de mercurio total no cabelo ndo foi observada correlagcdo
significativa entre as comunidades investigadas.

A prevaléncia de auto-anticorpos nos grupos de estudo foi maior do que no grupo
controle.

Os padrdes de auto-anticorpos do tipo misto e nuclear foram mais prevalentes nos
individuos expostos ao mercurio, enquanto que a propor¢do do padrdo nucleolar foi
similar em ambos 0s grupos estudo e controle.

A intensidade de imunofluorescéncia apresentou maior reatividade nos individuos
expostos ao mercurio.

Os auto-anticorpos mais freqiientemente observados foram, por ordem de prevaléncia:
NuMal, PM/Scl, Ssa-Ro, rRNP/Sm, golgi/Ssa/Ro, PCNA, rRNP, Ku, AFA, além de
outros auto-anticorpos para antigenos nucleares com especificidade ndo definidas.

Nos individuos investigados, o risco de apresentar auto-anticorpo foi aproximadamente

duas vezes maior nos expostos ao metilmercurio e na faixa etéaria acima de 50 anos.
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