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RESUMO

Ao mercurio tem sido atribuida a capacidade de interferir nos sistemas
organicos imunolégico e hormonal, além dos sistemas nervoso e renal
frequentemente atingidos por esse agente toxico. Mulheres em idade fértil ou
gravidas constituem um grupo vulneravel a esses efeitos, em relacdo a si mesmas e
seus conceptos. Foi avaliada a exposi¢cdo ao mercurio (Hg) e os niveis de prolactina
(PRL) e interleucina-10 (IL-10) em 144 mulheres (no pés-parto e cerca de um ano
depois) de Itaituba, &rea sob impacto ambiental do mercurio e em mulheres de
municipios da area metropolitana de Belém, sobretudo Ananindeua, area sem
impacto conhecido do mercurio (156 puérperas e 156 ndo puérperas). As analises
de mercurio total (Hg-t) em sangue foram feitas por Espectrometria de Absorcao
Atbmica por Vapor Frio. As andlises séricas de PRL foram feitas por Ensaio
Imunoenzimatico com deteccéo final em fluorescéncia e as determinacdes de IL-10
foram realizadas por Ensaio Imunoenzimético de Fase Sélida. Dados demogréficos
e epidemioldgicos foram obtidos através de questionario semi-estruturado. As
puérperas de ltaituba apresentaram média de Hg-t, PRL e IL-10 de 13,93 ug/l,
276,20 ng/ml e 39,54 pg/ml, respectivamente. Nas puérperas de Ananindeua as
respectivas médias foram 3,67 ug/l, 337,70 ng/ml e 4,90 pg/ml. As mulheres néo
puérperas de ltaituba apresentaram média de Hg-t de 12,68 ug/l, média de PRL de
30,75 ng/ml e média de IL-10 de 14,20 pg/ml. As médias de Hg-t, PRL e IL-10 das
mulheres de Ananindeua foram 2,73 pug/l, 17,07 ng/ml e 1,49 pg/ml,
respectivamente. Os niveis de Hg-t, PRL e IL-10 foram maiores em ltaituba
(p<0,0001), exceto em relacdo a PRL das puérperas, maior em Ananindeua. Os
niveis semelhantes de Hg-t nas duas avaliacbes das mulheres de Itaituba
(p=0,7056) e a correlacdo moderada sugerem continuidade da exposic¢ao (r=0,4736,
p<0,0001). A principal variavel preditora dos niveis de mercurio foi o0 consumo de
peixe nos modelos de regressdo multipla linear e logistica. A paridade e os niveis de
IL-10 apresentaram associacdo positiva com a PRL nas puérperas de lItaituba e o
peso do recém-nascido e a IL-10, associacdo positiva com a PRL em puérperas de
Ananindeua. A IL-10 apresentou associacdo negativa com a PRL nas mulheres néo
puérperas de ltaituba (p=0,0270) e positiva nas mulheres de Ananindeua
(p=0,0266). Os niveis de Hg-t estavam associados negativamente com a PRL nas
puérperas (p=0,0460) e positivamente com o trabalho em garimpo (p=0,0173) (este
também importante para as ndo puérperas) em ltaituba, segundo os modelos
logisticos. A IL-10 esteve associada positivamente a morbidade recente nas
puérperas de ltaituba (p=0,0210), negativamente ao consumo de bebida alcodlica
(p=0,0178) e positivamente ao trabalho em garimpo nas mulheres ndo puérperas
(p=0,0199). A exposicao crbnica ao Hg das mulheres de lItaituba, a diferenca nos
niveis dos fatores imunoenddcrinos avaliados em relacdo as mulheres ndo expostas
e a associacdo com variaveis epidemiologicas relevantes, sugerem a possibilidade
de impactos da exposicdo no perfil imunoendocrino das mulheres de Itaituba,
chamando atencdo para a importancia da vigilancia da saude dessa populagédo e o
possivel uso de bioindicadores como a PRL em sua avaliagéo.

Palavras Chave: mercurio, prolactina, interleucina 10, gravidez, exposigao.



ABSTRACT

The ability of interfering in the immunological and endocrine organic systems
has been attributed to the mercury (Hg), besides the nervous and renal systems
frequently affected by this toxicant agent. Women in fertile age or pregnant
constitute a vulnerable group for those effects, in relation to themselves and their
fetus. The mercury exposure was assessed as well as the prolactin (PRL) and
interleukin-10 (IL-10) levels in 144 women (in the post-partum and about one year
later) of Itaituba, area under environmental Hg impact and in women of the
metropolitan area of Belém, most of all from Ananindeua, area without known Hg
impact (156 puerperal women and 156 non-puerperal). Total Hg (Hg-t) analyses in
whole blood were carried out by Atomic Absorption Spectrometry Cold Vapor. Serum
analyses of PRL were made by Enzyme Immunoassay with final detection by
fluorescence and IL-10 serum analyses were accomplished by Enzyme
Immunoassay of Solid Phase. Demographic and epidemiological data were obtained
through semi-structured questionnaire. Puerperal women of Itaituba presented
average of Hg-t, PRL and IL-10 of 13.93 ug/l, 276.20 ng/ml and 39.54 pg/mli,
respectively. Puerperal women of Ananindeua presented respective Hg-t, PRL and
IL-10 averages of 3.76 pg/l, 337.70 ng/ml and 4.90 pg/ml. Non-puerperal women of
Itaituba presented Hg-t mean of 12.68 pg/l, PRL mean of 30.75 ng/ml and IL-10
mean of 14.20 pg/ml. Mean of Hg-t, PRL and IL-10 in non-puerperal women from
Ananindeua were of 2.73 pg/l, 17.07 ng/ml and 1.49 pg/ml, respectively. Levels of
Hg-t, PRL and IL-10 were higher in Itaituba (p<0.0001), except in PRL levels of
puerperal women, higher in Ananindeua. Similar Hg levels in women of Itaituba in
two assessment (p=0.7056) and positive correlation suggest continuity of exposure
(r=0.4736, p<0.0001). The main predictor variable of mercury levels was the fish
consumption in the linear and logistic multiple regression models. Parity and IL-10
levels were positively associated with PRL in puerperal women of Itaituba while
newborn weight and IL-10 levels presented positive association with PRL in
puerperal women of Ananindeua. IL-10 was negatively associated with PRL in non-
puerperal women from Itaituba (p=0.0270) and positive association in Ananindeua
(p=0.0266). Levels of Hg-t showed negative association with PRL in puerperal
women and positive association with working in garimpo (p=0.0173) (the last one
was also important for non-puerperal women) in Itaituba, according logistic models.
IL-10 was positively associated with recent morbidity in puerperal women of Itaituba
(p=0.0210), negatively with ingestion of alcoholic beverages (p=0.0178) and
positively with working in garimpo in non-puerperal women (p=0.0199). The chronic
Hg exposure of women from Itaituba, difference among the Hg, PRL and IL-10 levels
in exposed women compared with non exposed group and association with relevant
epidemiological variables, suggest the possibility of Hg impacts in the women's
immunoendocrine system in ltaituba, calling attention for the health surveillance of
this population and the possible use of assessment biomarkers as PRL.

Key Words: mercury, prolactin, interleukin 10, pregnancy, exposure.
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1. INTRODUCAO

1.1 O Mercdrio e suas aplicacbes

O mercurio (Hg) faz parte da composicao geoldgica da terra e sua mobilidade
na superficie do planeta depende de processos naturais como o vulcanismo,
movimentos dos rios, lagos e oceanos, queima de biomassa, ocorrendo também por
processos antropogénicos como a formacdo de hidrelétricas, queimadas e
atividades de mineracdo. Existem minas de cinabrio (HgS) em algumas regides do
mundo que sdo importantes fontes naturais do Hg, relacionadas a rochas
vulcéanicas, veios ou fraturas e em areas proximas a fontes de aguas termais. Os
ciclos globais naturais contribuem para o transporte e deposi¢cdo do mercario nos
compartimentos ambientais agua, ar, solo, sedimento e biota. A contribuicdo das
acfes humanas para a distribuicdo ambiental do mercurio e seus compostos
aumentou de maneira significante apés a revolucgédo industrial (IPCS, 2003).

As formas de mercurio sdo geralmente agrupadas em mercuario elementar,
inorganicas (tais como cloreto mercurico, cloreto mercuroso e sulfeto mercdrico) e
organicas (por exemplo, acetato mercurico, cloreto de metilmercurio, dimetil mercurio
e acetato fenilmercuarico). O mercurio elementar ou metalico € o Unico metal com
caracteristicas liqguidas em temperatura ambiente, com aspecto argénteo e inodoro.
O uso industrial do mercario é bastante diverso, sendo uma das principais a
producado de cloro e soda céustica, em que o Hg é usado como catodo nas células
eletroliticas. A fabricacdo de baterias, lampadas, interruptores, retificadores,
mandmetros, bardmetros dentre outros produtos, também representam segmentos
industriais que dependem do Hg nos seus processos produtivos (ATSDR, 1999).
Mesmo na area de saude, o mercurio foi usado secularmente para o tratamento de
doengas como a sifilis (O’'SHEA, 1990). Atualmente, o uso de compostos mercuriais
na forma de sal como nitrato, iodeto, cianeto, sulfato e tiocinato, brometo e acetato,
sdo exemplos do seu emprego na conservacdo de solucdes nasais, oftalmicas,
vacinas e produtos injetaveis (ATSDR, 1999). Recentes acordos internacionais
almejam a reducéo da producéo e uso industrial do mercurio, para tentar diminuir os

niveis de exposicdo das populacbes humanas aos seus compostos, propondo o
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inventario sobre as fontes e formas de emissdo do Hg nos paises e estratégias de
reducao ou eliminacéo da sua utilizacdo (UNEP, 2011).

1.2. Mineragado de Ouro como Fonte de Mercurio

Enquanto em paises industrializados, o mercurio esta relacionado ao uso
industrial e combustiveis fosseis (carvdo mineral, por exemplo), nos paises em
desenvolvimento ele ainda € muito utilizado na mineracéo artesanal para a extracao
de ouro, em varios continentes, sobretudo na Africa, Asia e América do Sul (PNUMA,
2005). Varios paises da Pan-Amazonia realizam esse tipo de mineracdo também
chamada de garimpagem, incluindo o Brasil, Venezuela, Colémbia, Bolivia, Guiana
Francesa, Suriname, Equador e Peru e alguns contribuem de forma importante para
a producdo mundial (VEIGA et al., 2005). PFEIFFER et al. (1988), destacam a
necessidade da utilizacdo de mercurio para recuperacdo de ouro no processo de
amalgamacéo, devido ao fato de que nos depdsitos de ouro secundario as particulas
possuem fina granulacdo. No processo de mineragdo, as vias de liberacdo do
mercurio para o ambiente dependem da forma como o processo € executado e
alguns autores descrevem os tipos de garimpagem de balsa e baixdo como
emissores de residuos solidos para os solos e rios e o processo de queima do
amalgama ouro-mercurio como a fonte de liberacao atmosférica (LACERDA, 1990;
LODENIUS e MALM, 1998). A re-queima do ouro em garimpos ou centros urbanos
gue comercializam o metal também contribui para a emissdo atmosférica de Hg
(SILVA et al., 1996; CAMARA et al.,1997). Os garimpos de moinho, em que o
minério de ouro € extraido com o uso de explosivos e depois € conduzido a centros
de processamento para amalgamacao e queima, também sao praticados em paises

sul-americanos como a Venezuela (VEIGA et al., 2005).
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1.3. Exposi¢cdo Humana as Formas Quimicas do Mercurio

As populacfes humanas podem estar expostas as diferentes formas do Hg. O
mercurio organico é representado principalmente pelo metilmercurio (MeHg) e a
exposicdo pode ocorrer devido a ingestdo de alimentos contendo esse composto
mercurial. Essa forma de mercurio pode afetar os niveis tréficos da cadeia alimentar
Nnos ecossistemas aquaticos, através dos processos de bioacumulacdo (absorcéo e
acumulacdo do composto pelo organismo) e biomagnificacdo (aumento da
concentracdo do composto ao longo da cadeia alimentar), atingindo as comunidades
humanas que se alimentam de pescado ou de outros alimentos marinhos ou
lacustres que apresentam o mercurio (WHO, 1990). Na Amazobnia brasileira,
diversos estudos como de BOISCHIO e CERNICHIARI (1998), PINHEIRO et al.
(2000), SANTOS et al. (2000) e FAIAL et al. (2005) tem demonstrado niveis
elevados de exposicdo em ribeirinhos, inclusive indigenas, que tém no pescado a
principal fonte proteica e em alguns casos esses teores alterados tem sido
encontrados em é&reas distantes de fontes antropogénicas de mercurio. A exposi¢cao
pré e pos natal tem sido avaliada considerando também a possivel contribuicdo de
outras vias de exposi¢cao ao mercurio, como é o caso das vacinas contendo mercurio
na féormula do preservante (MARQUES et al., 2008). A legislacdo brasileira
considera como limites referentes a presenca de mercario em peixes néo
predadores 0,5 pug/g (ppm) e em peixes predadores 1,0 pg/g (BRASIL, 1999).

A exposicdo as formas inorgénica e elementar ocorre principalmente por
exposicao ocupacional de trabalhadores industriais e mineradores. Na mineracédo de
ouro, o mercurio é manipulado diretamente e também ocorre a queima do amalgama
ouro-mercurio. Assim, a exposicao desses trabalhadores se da principalmente pelas
vias respiratOria, cutanea, ocular e eventualmente, digestiva. Contudo, a exposi¢cao
ao Hg na forma elementar é, sobretudo, pela via respiratoria (CAMARA, 1992;
ATSDR, 1999). A NR-15 da Portaria 3214 da legislacao brasileira estabelece como
limite de exposicdo ocupacional a concentracdo atmosférica de 0,04 mg/m*® de Hg
(BRASIL,1978). A exposicdo ambiental aos vapores de Hg nas proximidades de
fontes de emissdao também pode atingir individuos da comunidade em &rea urbana
ou adjacéncias de garimpos (CAMARA et al., 1996). A liberacdo de vapor de

mercurio a partir de superficies de restauracbes dentarias também tem sido
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considerada uma forma de exposicdo ao Hg elementar, embora geralmente nao
ultrapassem os limites de exposi¢cdo, podendo se aproximar destes em caso de
mastigacao excessiva (CLARKSON, 2002).

1.4. Aspectos Toxicoldgicos do Mercurio

A toxicocinética do mercurio no organismo exposto é dependente da sua
forma quimica. Cerca de 80% do mercurio inalado € absorvido pelos pulmbes e a
absorcdo pelo trato gastro intestinal € muito pequena (aproximadamente 0,01%).
Isso ocorreria devido a conversédo para a forma divalente do Hg e a sua ligagcdo com
os grupos sulfidrila. A via dérmica contribui em menor escala para a quantidade de
Hg absorvido (cerca de 2,6%) e junto com o que foi absorvido pela via inalatoria,
comporia a totalidade do Hg elementar ou vapor de Hg introduzido no organismo
(IPCS, 2003). A absorcao pulmonar do mercurio inorganico (sais de mercurio) é
baixa, podendo ter maior importancia a via dérmica e a digestiva. A distribuicdo do
Hg elementar é facilitada por sua afinidade lipofilica e nos pulmdes e eritrécitos (e no
figado e cérebro, segundo alguns estudos) ocorre a oxidacdo para as forma
divalentes, que podem ser difundiveis ou ndo (ATSDR, 1999). A concentracédo de Hg
nos eritrécitos pode ser duas vezes a do plasma e neste, os ions mercuricos formam
complexos com a albumina e globulina, predominando as formas néo difundiveis. No
interior das células, a oxidacdo € catalizada pela enzima catalase, havendo
producado de peroxido de hidrogénio (CLARKSON, 2002).

Em solucdo, o Hg elementar é capaz de cruzar as barreiras hematoencefalica
e placentaria. Areas alvo do sistema nervoso seriam o neocortex, nicleos basais e
neurénios cerebelares de Purkinje, podendo também se acumular em diversos tipos
celulares das raizes ganglionares dorsais. A distribuicdo do Hg elementar para o
cérebro é mais lenta do que para os outros 6rgéos, porém nesse a deposi¢cao é mais
duradoura e, junto com 0s rins, S0 0s principais 6rgados de deposicédo dessa forma
de Hg. Contudo, outros drgaos como pulmao, figado e baco também podem conter
guantidades de Hg detectaveis. Embora a forma inorganica do mercurio tenha
menor capacidade de atravessar as barreiras organicas do que o Hg elementar,

devido a sua pouca lipossolubilidade, esses compostos tendem a se acumular no
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figado e nos rins. A meia vida do Hg no sangue é de cerca de 3 dias, refletindo
exposicao recente (IPCS, 2003). A urina € uma das principais vias de eliminacéo do
Hg elementar, por isso é muito utilizada para o biomonitoramento da exposicéao,
sendo as fezes a outra via de maior importancia (CLARKSON, 2002). O suor, a
saliva e o0 ar expirado também constituem meios de saida do Hg do organismo. Em
populac6es assintomaticas os niveis de Hg podem ser de até 10 ug/l (5 pg/l ajustado
pela creatinina) (IPCS, 2003).

O mercurio organico, mais relacionado a exposicdo ambiental, possui alta
toxicidade, por ser facilmente absorvido pelo organismo, especialmente pelo trato
gastrointestinal, em taxas que podem ser de cerca de 95%, se for através da
ingestdo de peixe. Aproximadamente 5% do MeHg absorvido € encontrado no
sangue e cerca de 10% se deposita no cérebro. Os eritrocitos podem apresentar
guantidades 20 vezes maiores que a do plasma e a concentracdo em cabelo pode
ser 250 vezes maior que encontrada no sangue (CLARKSON, 2002), por isso o
cabelo é uma matriz bioldgica importante para avaliacdo de populacdes expostas ao
MeHg, junto com o sangue. O MeHg atravessa também as barreiras
hematoencefélica e placentaria e os niveis de MeHg em sangue de cordao umbilical
podem ser bem maiores que o encontrado no sangue materno (SAKAMOTO et al,
2007; SANTOS et al., 2007) e no cérebro fetal podem ser 5-7 vezes maior que o
teor presente no sangue materno (CLARKSON et al., 2002).

A demetilacdo ocorre principalmente na flora intestinal e limitadamente, em
células fagociticas e isso também contribui para o acimulo de formas inorganicas de
Hg, que no cérebro, estariam em formas insolUveis ligadas ao selénio. A taxa de
eliminacdo pela urina (10%) é pouco representativa em relacdo as fezes e ao
movimento do mercurio no ciclo enterohepatico (responsavel pelo retorno do Hg a
corrente sanguinea), sendo que, a principal forma de eliminacdo do MeHg decorre
da demetilagcdo e excrecdo fecal de formas inorganicas do Hg. A meia vida de
eliminacdo do MeHg pode variar de 45 a 70 dias e alguns autores consideram em
média 60 dias (WHO, 1990). Um estudo recente recalculou a meia vida de Hg-t
como sendo 57 dias para o sangue e 64 dias para o cabelo, a partir de individuos
japoneses expostos pelo consumo de peixe (YAGINUMA-SAKURAI et al., 2012). Os
complexos do MeHg séo soluveis em agua e se formam pela sua ligacdo aos
grupamentos aromaticos tiol. O MeHg penetra no endotélio da barreira

hematoencefalica pela formacdo de um complexo especifico do metilmercurio com a
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L-cisteina, com uma estrutura semelhante ao do aminoacido L-metionina, utilizando
transportador trans-membrana deste aminoacido (CLARKSON, 2002).

Em populacdes consideradas ndo expostas ao MeHg os niveis de Hg total em
cabelo esperados sdo até 2 pg/g (WHO, 1990) e mais recentemente tem sido
utiizado o nivel de 10 pg/g para avaliagdo da magnitude da exposicdo em
populacdes expostas ha Amazénia (PINHEIRO et al., 2008; BARBIERI e GARDON,
2009, GROTTO et al., 2010). Em sangue, o valor limitrofe de exposi¢cao ao Hg € de
8 ug/l (WHO, 1990), sendo que a Agéncia Americana de Protecdo Ambiental — EPA,
considera como limite seguro de exposicao para adultos 5,8 ug/l e para gravidas 3,5
ug/l (MIRANDA et al., 2011).

1.5. Aspectos clinicos da Intoxicacdo por Mercurio

A intoxicacdo aguda pelo vapor de mercurio pode se manifestar em 3 fases
distintas, segundo CLARKSON (2002). Inicialmente, pode se apresentar semelhante
a um quadro gripal por cerca de trés dias, depois havera sinais de toxicidade
pulmonar (dispnéia, inflamacdo pulmonar, pneumonite quimica e dores toracicas) e
por ultimo tremor, gosto metalico, gengivoestomatite e eretismo, que envolve
alteracdes psiquicas como irritabilidade, melancolia, depressao, timidez, ansiedade,
indecisdo, dificuldade de concentracdo, insGnia e embotamento intelectual. A
diminuicdo do desempenho cognitivo e motor tem sido observada em trabalhadores
expostos a vapor de mercurio na mineracdo de ouro (VEIGA et al.,, 2005). A
intoxicacao crbnica leva também a sintomatologias como fadiga e cefaléia, labilidade
emocional, polineuropatia (parestesia, alteracbes de reflexos tendinosos, perdas
sensoriais em luva e bota, diminuicdo da velocidade de conduc&o nervosa sensorial
e motora), alteracdes visuais e auditivas. Altera¢cbes cardiovasculares com aumento
da pressao arterial e palpitagbes podem ocorrer, bem como disfungdes renais com
proteinuria (IPCS, 2003). O quadro crbénico de exposicao caracteriza uma sindrome
denominada Sindrome Asténico-Vegetativa, composta por neurastenia, hipertrofia
de tiredide, taquicardia, dermografismo, gengivite, alteragcbes hematopoiéticas e

aumento da eliminacéo urinéria de Hg (WHO, 1991).
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Na intoxicacao por mercurio organico, o Sistema Nervoso Central constitui-se
o principal 6rgdo alvo, havendo sinais clinicos que indicam a injaria, tais como,
ataxia cerebelar, parestesia, disartria, constricdo do campo visual e perda auditiva,
gue sdo decorrentes de areas anatdomicas do cérebro, especificamente atingidas
(CLARKSON, 2002). Os efeitos adversos dependem do tempo de exposi¢cédo e das
concentracbes presentes nos oOrgdos afetados. Além do SNC, o MeHg pode
produzir alteracdes nos sistema renal e gastroinstestinal (WHO, 1990).

Graves incidentes com intoxicacdo por metilmercurio ocorreram no século
vinte, como o incidente do Iraque, em 1971-1972, em que populacdes rurais
consumiram péao feito em casa, a partir de sementes de trigo que haviam sido
tratadas com compostos organicos mercuriais anti-fungicos e tiveram agudas
manifestacfes da intoxicacdo. Os sinais e sintomas foram observados apés um a
dois meses da exposicdo, porém a laténcia em alguns casos variou de 15 a 100
dias. As manifestacdes clinicas variaram de alteracfes sensoriais, acompanhadas
ou nao por sinais cerebelares até ataxia total, perda visual e auditiva, mutismo
acinético e coma. Casos de retardo mental, surdez, cegueira, atraso no
desenvolvimento da fala e no desenvolvimento motor foram observados em
criancas, bem como houve casos de aborto. Os niveis de Hg em sangue estavam
mais elevados em criancas do que em adultos e todas as criangas com niveis de
Hg-t acima de 3000 ng/ml (o mesmo que 3000 pg/l) foram gravemente afetadas. As
3 rotas principais de exposicdo foram o consumo do pdo contaminado, a
transmissao transplacentaria e a amamentacao (BAKIR et al., 1980).

Diferente do caso do Iraque, o incidente de Minamata, Japéo, ocorrido quase
duas décadas antes (1956), caracterizou-se pela exposicdo cronica ao
metilmercurio, tornando-se um dos incidentes ambientais relacionados a poluicéao
industrial mais conhecidos na literatura, causado pelo consumo de peixe e frutos do
mar contaminados por metilmercurio, a partir dos residuos gerados por uma industria
de acetaldeido, que os langcava na Baia de Minamata. HARADA (1972) relatou que
0S pacientes da inicialmente misteriosa doenca de Minamata, apresentaram
sintomatologia variada, destacando-se paralisia de movimentos, desordem da fala,
distarbios sensoriais, visuais e auditivos, alteracdes de reflexos, rigidez muscular,
tremores, convulsdes (criangas), cefaléia, insbnia e alteracdes psiquiatricas. A
exposicdo continua de mulheres em idade fértil levou ao aparecimento da forma

congénita da doenca de Minamata, devido a transferéncia placentaria do mercurio



23

organico ao feto e acumulagédo do agente nos tecidos do concepto, prejudicando o
desenvolvimento embrionario e fetal, levando a danos cerebrais e interferindo na
migracdo de neurdnios para as areas corticais periféricas (HARADA, 1972; RICE e
BARONE Jr, 2000; CARPENTER, 2001). PABELLO e LAWRENCE (2006) referem
que os efeitos induzidos no SNC pelo mercurio parecem envolver mecanismos de
apoptose neuronal ou necrose, alteracdo da homeostase do calcio, producdo de
espécies reativas de oxigénio e alteracfes de sistemas de neurotransmissores. Os
compostos mercuriais também tem sido associados a alteracdes nos sistemas
imunoldgico e hormonal, aumentando a susceptibilidade a doencas auto-imune e
infeccbes (IPCS, 2003; CARTA et al., 2003; LUCHINI et al., 2003; SILBERGELD,
2005), possibilitando ainda danos genotoxicos em populacdes expostas (CRESPO-
LOPEZ et al., 2011).

Dois estudos de coorte em mulheres gravidas e recém-nascidos avaliaram
possiveis impactos do consumo de alimentos marinhos contendo Hg em dois
arquipélagos, llhas Faroe no Atlantico Norte e llhas Seychelles, no oceano indico,
com resultados diferentes em relacdo aos impactos da exposicdo ao MeHg. Nas
ilhas Faroe, além da exposicdo ao Hg e um elevado consumo de mamiferos
marinhos (como as baleias — piloto), também havia exposicao a poluentes organicos
persistentes como os bifenil policlorados - PCB, havendo indicios de efeitos
adversos ao desenvolvimento das criancas (GRANDJEAN et al., 2010). Nas llhas
Seychelles, os niveis de exposicdo eram menores e ndo foram evidenciados efeitos
adversos no desenvolvimento das criangas, mesmo no seguimento da populacao
por mais de uma década (DAVIDSON et al., 2010).

1.6. Caracteristicas da Prolactina

A prolactina (PRL) é um polipetideo secretado principalmente por células
mamotroficas ou lactotrofos, encontradas em grande quantidade na hipdéfise anterior,
aumentando em numero no periodo da gravidez, sob acdo dos estrogénios. No
genoma humano, um gene encontrado no cromossomo 6 codifica a prolactina,
apresentando 10 kb em tamanho, composto por 5 exons e 4 introns. A forma

predominante da prolactina, com 23 kDa é encontrada na hipofise, porém, formas
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variantes do hormonio tem sido caracterizado em muitos mamiferos (FREEMAN et
al, 2000; GERLO et al, 2006). As trés maiores variantes que podem estar presente
no sangue sao a forma monomérica de 23 kDa (monoPRL), a chamada big
prolactina de 48-56 kDa (bigPRL) e a forma big big PRL de 150-204 kDa
(macroPRL) e embora existam controvérsias, uma alta concentracdo de
macroprolactina pode estar associada a sintomas de hiperprolactinemia como
galactorréia, irregularidade no ciclo menstrual e infertiidade (McCUDDEN et al.,
2010).

O hipotalamo exerce o controle inibitorio tdnico da PRL através dos sistemas
dopaminérgicos hipotalamicos e a influéncia inibitéria ocorre principalmente via
subsistema tubero infundibular — TIDA (BEN-JONATHAN e HNASKO, 2001). A PRL
€ liberada intensamente sob a acdo de antagonistas da dopamina, tais como 0s
agentes antipsicoticos e a sua liberacdo € suprimida pela acdo de agonistas da
dopamina, como € o0 caso da bromocriptina, utilizada para tratamento de
acromegalia, doenca de Parkinson, galactorréia e prolactinoma (este ultimo € um
tumor hipofisario que secreta PRL). A liberacdo da PRL é promovida principalmente
pela sucgdo. No momento do parto, os niveis de PRL estdo aumentados, iniciando a
lactacdo e a succdo é o estimulo necesséario para a secrecao reflexa da PRL.
Também é importante o papel do fator de liberacdo da prolactina (PRF — Prolactin
Releasing Factor) produzido no hipotdlamo, que pode ter sua secrecao estimulada a
partir dos reflexos neurais desencadeados na mama (FREEMAN et al., 2000). Além
disso, os estrogénios também contribuem para o aumento da secrecdo da PRL e da
proliferacdo dos lactotrofos, sendo importante a liberacdo de um neuropeptideo
chamado galanina por um subgrupo de lactotrofos que atuaria como regulador da
liberacdo da PRL e fator de crescimento para o lactotrofo (WYNICK et al., 1998).
NEVILLE et al. (2002) destacam que a PRL é co-responsavel pela proliferacdo e
diferenciacdo do tecido mamario durante a gravidez, inibindo a liberacdo de
gonadotropina e ou a resposta dos ovarios a esses horménios, sendo um dos
motivos de geralmente ndo ocorrer ovulagdo durante a amamentagao, sendo uma
espécie de mecanismo contraceptivo natural.

Embora seja um horménio associado nominalmente com a lactagdo, sao
atualmente reconhecidas mais de 300 atividades biologicas diferentes de sua agéo
primariamente conhecida. GOFFIN et al. (2002) referem que além de suas funcdes

no processo reprodutivo, a prolactina esta associada a manutencdo da homeostase
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através da regulacéo do sistema imunoldgico, osmoregulacao e angiogénese. Como
mediador da resposta neuroenddcrina e imunoldgica, a prolactina atua na regulacéo
da resposta imune humoral e celular em estados fisiologicos e patologicos, como no
caso de doencas auto-imune. A prolactina estimula a mitogénese de linfécitos T
normais e em linhagens de linfoma. Os efeitos da prolactina nos linfécitos pode
envolver a interleucina 2 (IL-2), uma vez que a ativagdo do linfocito T pela IL-2
necessita da prolactina.

Na osmoregulacéo, a prolactina estimula o transporte de solutos através da
membrana de células epiteliais mamarias, sendo responsavel também pelo
transporte de fluidos, sodio, cloro e calcio através das membranas de células
epiteliais intestinais. Nos rins, a prolactina atua no tubulo contorcido proximal,
promovendo a retencdo de sédio, potassio e agua. Na angiogénese, fragmentos de
prolactina nativa sdo capazes de inibir o desenvolvimento de vasos sanguineos,
sendo uma possibilidade de uso terapéutico como inibidor local da proliferacdo de
tumores (FREEMAN et al., 2000). Recentemente, tem sido discutido um possivel
papel da PRL nas patologias cutaneas como psoriase, alopecia e dermatoses
relacionadas ao estresse, para identificar potenciais alvos terapéuticos,
considerando-se que a pele constitui-se um 6rgdo-alvo de expressao dos receptores
de prolactina, embora néo classico, por ser um derivado epidérmico como a glandula
mamaria (FOITZIK et al., 2008). Isto tem sido apoiado por descobertas do papel
regulador da Prl na transcricdo e producdo de queratina nos foliculos capilares
humanos (RAMOT et al., 2010). A hiperprolactinemia tem sido considerada fator de
risco para o desenvolvimento de doencas autoimune como IlUpus eritematoso
sistémico e doenca reumatica. Os efeitos pleiotrépicos da PRL no sistema imune
estimulariam tanto a resposta humoral quanto a celular, porém seu efeito na
apresentacdo de antigenos e na interacdo dos Linfocitos T e B resultariam no
aumento da resposta a auto antigenos apresentados pelo complexo de
histocompatibilidade principal — MHC (Major Histocompatibility Complex), levando a
perda da auto-tolerancia (ZEN et al., 2010).

O receptor celular da PRL é do tipo citocina e apresenta os dominios
extracelular, transmembrana e intracitoplamatico. O gene do receptor de PRL
(PRLR) esta localizado no cromossomo 5, préximo ao receptor do horménio do
crescimento- GH (GHR). O PRLR pertence a sub-familia | dos receptores tipo

citocina que inclui GH, leptina, algumas interleucinas, eritropoetina e Fator Inibidor
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de Leucemia. Os receptores sédo divididos em tipo | e tipo Il em funcdo da
apresentacdo conservada do dominio extracelular. A molécula de PRL liga-se a
duas do receptor e este se dimeriza, ativando a via de tirosinas cinase da familia
Janus - JAK2 (Janus Family Tyrosina Kinase), que fosforila o receptor e se
autofosforila em varias tirosinas. Estas formam sitios de ligagdo para outras
proteinas sinalizadoras, dentre as quais as tradutoras de sinal e ativadores de
transcricdo - STATs 1 a 5 (Signal Transducers and Activators of Transcription), que
sao fatores de transcricdo citoplasmaticos latentes. As STATs séo fosforiladas pela
JAK-2, ap6s a ligacdo ao complexo receptor e posteriormente estas se separam
desse complexo, se homodimerizam ou heterodimerizam com outras STATS,
migrando para o nucleo para ativar a transcricdo génica. A desativacao do sistema
JAK-STAT ocorre pela degradacdo dos receptores, defosforilacdo das tirosinas
presentes nos receptores JAK-2 e sintese de supressores de sinalizacdo de
citocinas - SOCSs (Supressors of Cytokine-Signaling). A ativacdo constitutiva desse
sistema estd associada com transformacdo celular (GOFFIN e KELLY, 1997;
GOFFIN et al.,, 2002; BEN-JONATHAN et al., 2007) e o grande aumento da
expressdo do receptor de PRL - PRLR em tumores ovarianos e endometriais
indicam um papel critico para a PRL no crescimento e manutencao tumoral (LEVINA
et al., 2009).

A secrecdo de prolactina, ocorre de forma pulsatil, em ritmo circadiano,
aumentando durante a noite. Situacdes de estresse fisico, tensdo mental, medo,
infeccdo, traumatismo, hipoglicemia induzida por insulina, sdo exemplos de
condicdes que estimulam a secrecdo de prolactina. A hiperprolactinemia é
reconhecida como causa de infertilidade e pode ocorrer por causas primarias, como
a presenca de tumores hipofisarios e hiperprolactinemia secundaria, associada a
hipertireoidismo e insuficiéncia renal e ainda por causas iatrogénicas, como o0 uso de
medicamentos tais como antidepressivos e tranquilizantes (ALLOLIO et al., 1987,
SERRI et al., 2003). Os valores esperados para mulheres em idade feértil, ndo
gravidas, situam-se entre 5 a 35 ng/ml (SAPIN e SIMON, 2001).

JAFFER et al. (1973), FUJIMOTO et al. (1990), EL SHEIKH et al. (1994)
referem que os niveis circulantes de prolactina ndo sofrem alteracdes evidentes
durante o ciclo menstrual em mulheres, diferente do que ocorre em roedores, em
gue had um incremento pré-ovulatério no ciclo estral. Contudo, isso ndo altera a

possibilidade da PRL afetar as funcdes ovarianas, uma vez que 0S ovarios
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produzem sua propria PRL, que tem uma alta expressdo na glandula em pré-
menopausa em relacdo a pdés-menopausa. A PRL também ja foi encontrada no
fluido folicular humano e niveis elevados de PRL foram correlacionados com o
sucesso na fertilizacdo in vitro, bem como a PRL foi considerada um fator de
sobrevivéncia contra apoptose em células granulosas (LAUFER et al., 1984;
SCHWARZLER et al. 1997; MENDOZA et al, 2002). Outros estudos encontraram
elevacdo da prolactina no meio do ciclo menstrual em mulheres normais, com uma
média de PRL maior na fase luteinica do que na fase folicular (XIAO et al., 1985) e
sugerem uma possivel acéo luteotrofica da PRL no ciclo ovulatorio (PANSINI et al.,
1987). A relagdo da PRL com o estradiol ndo é direta, porém, embora a influéncia de
diferentes concentracdes deste hormdénio com a PRL durante o ciclo menstrual ndo
seja demonstravel, altas doses orais de estradiol levaram ao aumento dos niveis de
estradiol e de PRL em mulheres na pos-menopausa (ROELFSEMA et al., 2012).

A influéncia da PRL para as alteragbes cardiovasculares de mulheres tem
sido levantada em relacdo a mulheres em idade fértl e na menopausa. A
cardiomiopatia periparto € uma cardiomiopatia dilatada em que a PRL parece estar
envolvida, uma vez que 0 uso de antagonista como a bromocriptina esta relacionado
a melhoria prognoéstica (LOK et al., 2011). Na menopausa, estudos de seguimento
de mulheres tém encontrado associacao significante da PRL com o desenvolvimento
de hipertensdo arterial sistémica e com possivel aceleragdo do processo de
arterioesclerose (ZHANG et al., 2010; GEORGIOPOULOQOS et al., 2010).

1.7. Caracteristicas da Interleucina 10

A Interleucina 10 (IL-10) € uma citocina que se comporta em solucdo como
homodimero, com massa de 37 kDa, com cada monodimero consistindo de 160
aminoacidos. Possui uma estrutura em dominio globular com 4 hélices e se liga a
um receptor de citocinas tipo Il. O gene da IL-10 humana esta localizado no
cromossomo 1 e codifica 5 exons (5,1 kb). A IL-10 de murino apresenta uma
homologia com a IL -10 humana de cerca de 80%, existindo varios homologos virais
de IL-10, dentre os quais o homdlogo relacionado ao Virus Epstein-Barr - EBV

(BCRF1) é um dos mais estudados. A IL-10, denominada inicialmente de Fator
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Inibidor da Sintese de Citocina (CSIF), é produzida principalmente por macrofagos,
embora Linfécitos T e células néo linféides, como os queratindcitos, possam produzi-
la (ASADULLAH et al, 2003). A IL-10 é uma citocina anti-inflamatdria que regula a
producdo de citocinas pro-inflamatoérias pelas células Thl - T helper 1 e macrofagos,
contribuindo para a resposta imune do tipo Th2 — T helper 2 (ZEN et al., 2010).

MOORE et al. (2001) refere que a IL-10 inibe a ativacéao e funcéo efetora de
células T, mondcitos e macrofagos, inibindo a sintese das citocinas IL-1, IL-2, IL-3,
IL-6, IL-8, IL-12, Fator de Necrose Tumoral e Interferon gama (IFNy). Além disso, a
IL-10 regula o crescimento e ou a diferenciacdo de células B, células Natural Killer
(NK), células T citotdxica e helper, granulécitos, células dendriticas, queratindcitos e
células endoteilais. A proliferacdo de Células B induzida por EBV parece estar
relacionada com a producéo de IL-10 pelas células infectadas (BURDIN et al., 1993).
A funcéo principal da IL-10 parece estar relacionada com a limitacdo e o término da
resposta inflamatéria. Os macrofagos sédo estimulados a produzir IL-10 pela acdo de
fatores enddgenos e exdgenos, como endotoxinas, TNF-a, catecolaminas e drogas
que elevam o AMP ciclico (AMPc). ASADULLAH et al. (2003) relaciona o estresse e
seu importante papel na regulagdo da expressao da IL-10 no vivo, além da
inflamagéo do SNC por trauma, cirurgia e aumento da presséo intra-craniana. A
estimulacdo do eixo do estresse por endotoxemia ou bacteriemia, leva a liberagéao
de catecolaminas e estas atuam como regulacdo ascendente (up regulacdo) da
producao de IL-10 pelos macréfagos, especialmente do figado.

A participacdo da IL-10 como regulagdo da resposta imune tem sido
estudada, inclusive em relacdo a inducdo de auto-imunidade sistémica por metais
pesados em que ratos geneticamente resistentes mostraram grande aumento na
expressdo de mRNA da IL-10 na inducdo e manifestacdo da autoimunidade
sisttmica no modelo proposto por HAGGQVIST e HULTMAN (2005). Essa
interleucina também pode ser um agente terapéutico potencial, devido as suas
acbes imunomoduladoras tendo sido testada (como IL-10 recombinante) por
ASADULLAH et al. (2003) em voluntarios saudaveis e pacientes com doenga de
Crohn, artrite reumatodide, psoriase e hepatite C. Sob determinados estimulos
mitogénicos como o0 uso de lipopolissacaride em culturas de células, a prolactina
pode estimular a producéo de IL-10 (MATALKA et al., 2003). A média esperada de
concentracédo no plasma normal € de 2,5£3,2 pg/ml, variando de 0 a 112 pg/ml (DE
GROOTE et al., 1994).
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1.8. Mercurio, Prolactina e Resposta Imune na Gravidez

As interacdes neurais e enddcrinas proporcionam um sistema de regulagéo
bem afinado e necessario para manter a condicdo saudavel do organismo. A
resposta imune direta do SNC pode ocorrer por duas vias principais, como destacam
PABELLO e LAWRENCE (2006), sendo uma o eixo hipotalamo-hipéfise adrenal
(HHA), em que o hipotadlamo e a hipodfise formam uma interface complexa entre os
sistemas nervoso e enddcrino e o eixo se comunica com a periferia através dos
horménios hipofisarios, que, entre outras funcbes, levam a producdo de
glicocorticéides pelas glandulas adrenais, geralmente com resposta imune inibitoria.
No hipotalamo, o nucleo priméario responséavel pela regulacdo do eixo é o nucleo
paraventricular. A outra via de comunicacdo neuroenddcrina € através do Sistema
Nervoso Autdnomo, sendo que o Sistema Simpatico inerva os orgaos linféides e séo
as catecolaminas (noradrenalina e norepinefrina), no terminal pré-sinaptico, que
modulam as células imunes nos 6rgéaos linfoides.

Quando estimuladas, as catecolaminas sdo liberadas do terminal nervoso
simpético que expressam adrenoreceptores e a estimulacdo desses receptores
afetam a circulacdo e proliferacdo de linfocitos e isto modula a producédo de
citocinas. As catecolaminas inibem a producéo de citocinas inflamatérias tais como
Interleucina 1, TNFa, INFy, e estimula a produgdo de citocinas anti-inflamatérias
como Interleucina-10 e TGFB. As catecolaminas podem causar uma supressao
seletiva da imunidade mediada por células (Thl) (ELENKQOV et al., 2000). Por sua
vez, a ativacdo do Sistema Parassimpatico, leva a liberacdo de acetilcolina (Ach)
das fibras colinérgicas eferentes do nervo vago, o que constitui um mecanismo
antiinflamatoério rapido e enquanto o SNC responde aos sinais imunes periféricos, o
mecanismo parassimpatico é capaz de mediar atividades pré e antiinflamatérias
(HASKO e SZABO, 1998). Os processos imunoldgicos sao fortemente regulados
pelo sono e sistema circadiano, devido a comunicagcao bidirecional entre sistema
nervoso e sistema imune, mediada por neurotransmissores, horménios e citocinas e
pela inervacdo direta do sistema imune pelo sistema nervoso autdbnomo
(BESEDOVSKY et al., 2012).
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HEO et al. (1997) referem que, sob condi¢cbes de exposicdo a substancias
toxicas como o mercurio, o eixo HHA pode apresentar disfuncdo e producdo
aberrante de horménios e citocinas e gerar desequilibrio das atividades de Th1/Th2,
embora o grau de desequilibrio dessa regulacdo neural seja indeterminado.
FITSANAKIS e ASCHNER (2005) destacam que varios sistemas de
neurotransmissores podem ser afetados pelo mercurio, incluindo os sistemas
gabaérgico e glutamatérgico e o da glicina e as alteracbes nas concentracfes de
glutamato podem levar a toxicidade excitatéria, como ocorre em injlrias agudas ao
SNC, distarbios psiquiatricos e doengas degenerativas. O aumento significativo da
concentracdo de glutamato devido a exposicdo ao mercurio parece resultar da
alteracdo no processo de retirada do glutamato pelos astrdcitos.

Os compostos organicos e inorganicos de mercurio tem sido considerados, a
partir de estudos realizados principalmente em modelos animais, como agentes
imunossupressores, havendo indicios de que os compostos organicos teriam maior
efetividade na imunossupressao, em relacdo aos mercurio inorganico. A interacao
do sistema imune com o mercurio pode levar a imunoestimulacdo, formacéo de
anticorpos antinucleolar, depdsito sisttmico de imuno-complexos e a sindrome
autoimune induzida por mercurio (HAVARINASAB e HULTMAN, 2005).

A PRL possui receptores em linfocitos T e B e em macréfagos (estes ultimos,
sdo a maior fonte de IL-10, como dito anteriormente) e agindo através de seus
receptores, a PRL modula a funcéo do sistema imune estimulando a sobrevivéncia e
proliferacéo celular, possuindo acédo enddcrina, paracrina e autdcrina na regulacéao
da sua funcdo imunolégica (SOARES, 2004). CLEVENGER et al. (1998)
demonstraram o papel imunoestimulatério da prolactina em modelos animais
(roedores) colocados frente a antigenos ou infeccdes em que esses animais tratados
com PRL apresentaram reducéo significativa da mortalidade.

A liberacdo coordenada e sobreposicdo de funcbes entre a prolactina e os
lactégenos placentarios é uma caracteristica do periodo de gravidez e a transi¢éo da
predominancia hipofisaria para o controle placentario sobre a producédo do horménio
lactogénico ocorre de forma gradativa. O perfil de liberagdo de PRL envolve os
compartimentos maternal, fetal e decidual. Os niveis de PRL sérica aumentam a
partir de 6 a 8 semanas de gestacdo de forma progressiva até alcancar em torno de
200-300 ng/ml no final da gestacdo. Ocorre um aumento no niamero e no tamanho

de lactotrofos hipofisarios e evidéncias indiretas sugerem que 0 aumento da
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liberacdo da PRL e a hiperplasia de lactotrofos sdo devidas a estroégenos,
presumivelmente suprimindo a dopamina hipotalamica e estimulando a proliferagao
dos lactotrofos (o neuropeptideo galanina, induzido por estrégeno, estaria envolvido
na proliferacdo de lactotrofos, como citado anteriormente). Existem lacunas no
conhecimento sobre os mecanismos pelos quais o eixo hipotalamo-hipofisario, torna-
se sensivel ao estrogeno durante a gravidez. Na circulacdo fetal, a PRL aumenta a
partir de 20 a 24 semanas e na gestacao a termo atinge niveis similares ao da mae,
porém o aumento fetal parece ser autbnomo, ndo havendo evidéncia de
transferéncia materno fetal (ou vice-versa) da prolactina (GOFFIN et al.,, 2002;
BACHELOT e BINART, 2007).

NEVILLE et al. (2002) destacam que durante a vida fetal, neonatal e preé-
puberal os efeitos da PRL ndo sdo expressivos has mudancas morfoldgicas da
glandula mamaria. Contudo, os estagios da lactacdo: mamogénese (diferenciacéo
I6bulo-alveolar) lactogénese (aquisicdo da habilidade de producdo de Ileite),
galactopoise (manutencdo da secrecdo de leite) e involugédo (retorno ao estado de
nao lactacdo) sdo dependentes da PRL. O desenvolvimento funcional do epitélio
glandular mamério na gravidez depende da sinalizacdo da PRL, pois sua
proliferacéo e diferenciacdo depende da presenca do receptor PRLR e das vias de
sinalizacdo JAK2-STATS (BACHELOT e BINART, 2007). Durante a lactagéo, a PRL
atua como um sensor fisioldgico que responde a demandas de producao de leite
retirando nutrientes do tecido adiposo para a glandula maméaria. A involucdo da
glandula mamaria constitui-se de estagios em que cessa a producao de leite, ocorre
apoptose de células epiteliais e remodelamento extensivo do tecido. A via de
sinalizacdo JAK-STAT € a principal via envolvida na primeira fase de involucéo e
também ¢ critica a participacdo da STAT3, ativada pelo Fator Inibidor de Leucemia -
LIF (WATSON, 2006).

Na gravidez, ocorre uma diminuicdo transitéria da imunidade materna
mediada por célula, para proteger o concepto da rejeicdo pelo organismo materno e
essa tolerancia imunologica esta relacionada com a modulacdo da resposta imune
de células T, caracterizada por uma transicdo de citocinas de Thl (IL-1, interferon
gama - IFNy) para Th2 (IL-4, IL-10), mediada pelas mudangas hormonais na
gestacdo e fatores protetores produzidos pelo feto. Uma falha nas respostas tipo
Th2 esta associada a abortos recorrentes e complicacdes na gravidez (CHAOUAT et
al., 1996; KRUSE et al., 2000; MORELI et al.,, 2012). PICCINI et al. (1998)
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demonstraram que a IL-10 e o Fator Inibidor de Leucemia, um outro tipo de citocina
ligada a Th2, sdo necessarios para a implantacdo e o desenvolvimento do embrido,
sendo ambos produzidos pela decidua. KRUSE et al. (2000), estudando a expresséo
de mRNA de varias citocinas durante a gravidez de mulheres consideradas
saudaveis, encontrou uma diminui¢cdo (embora ndo expressiva) na expressao de IL-
4 e IL-10, sendo que a primeira, diminuiu significativamente ap6s o parto. No
primeiro e segundo trimestre a relagcéo IL-4 e IFN-y, que indica um balango Th2/Th1,
foi marcadamente alta em relacdo ao terceiro trimestre, pos-parto imediato e
mulheres ndo gravidas. Os niveis séricos de IL-10 aumentaram e estavam
positivamente correlacionados com a duracédo da gravidez, com valores mais altos
no terceiro trimestre.

A PRL e a IL-10 desempenham papéis de grande relevancia na gravidez e
alteracbes funcionais de sua regulacdo e producdo podem colocar em risco a
gestacdo e a saude materno-fetal (ZEN et al., 2010). Em populacdes expostas a
contaminantes como o mercurio, mulheres gravidas e seus conceptos representam
grupos vulneraveis aos riscos de efeitos adversos. Neste tipo de populacdo, a
dosagem de biomarcadores imunologicos e endocrinos pode ser (til para avaliar
possiveis alteragdes no comportamento fisiolégico desses biomarcadores em
condicdes de exposicdo ao mercurio, permitindo condutas preventivas da exposicao.
No entanto, essas informacfes sédo pouco disponiveis na literatura, sobretudo em
relacdo a prolactina. Em grupos ocupacionalmente expostos ao mercurio inorganico,
tem sido levantada a possibilidade de impactos no sistema enddécrino em relacdo a
prolactina, associados com a exposicdo ao mercurio, encontrando-se uma relacao
inversa entre os teores de mercurio e 0s niveis de prolactina nos trabalhadores
(LUCCHINI et al., 2003).

No caso da exposi¢cdo ambiental em adultos expostos ao mercurio através do
consumo de peixe, sem exposi¢cdo ocupacional prévia ao contaminante, 0S mesmos
autores encontraram uma significante correlacdo positiva entre niveis de PRL e o
desempenho anormal em testes neurocomportamentais (CARTA et al., 2003). Em
criancas europeéias residentes proximas a areas de mineracao de prata, chumbo ou
zinco ativas ou ndo, situadas na Franca, Republica Tcheca e Polbnia, a
concentracdo de mercurio foi associada negativamente com 0s niveis séricos de
PRL (De BURBURE et al., 2006). Assim, existe a necessidade de estudos sobre a

relacdo da PRL com o mercurio em gravidas e mulheres em idade fértil, que € o
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objeto deste estudo, pois o conhecimento de niveis elevados de mercurio nas
populacbes expostas ambientalmente na Amazbdnia, sem a expressdo clinica
evidente da intoxicac&do pelo metilmercurio, ndo significa que alteracdes de sistemas
organicos, tais como o neuroendocrino e imunolégico ndo estejam ocorrendo devido
a exposicdo crénica, mesmo a niveis moderados de mercuario. Deste modo, a
avaliacdo de biomarcadores desses sistemas, como a PRL (neuroenddcrino) e a IL-
10 (imunolégico) nesse grupo de risco, representa informacédo importante para os
programas de salude publica e saude materno-infantil em populacfes expostas ao

mercurio na Amazonia.

1.9. Objetivos

1.9.1 Geral
Avaliar a exposicdo ao mercurio em relagdo aos niveis de prolactina e
interleucina 10 em mulheres puérperas e ndo puérperas do municipio de Itaituba e

de municipios da area metropolitana de Belém, sobretudo Ananindeua.

1.9.2. Especificos

e Caracterizar o perfil epidemiologico dos grupos estudados em relacdo as
variaveis sécio-econdmicas, ocupacionais, consumo de peixe e morbidade
referida,;

e Verificar os niveis de mercurio em sangue visando avaliar o nivel de
exposigdo das mulheres do estudo ao agente quimico;

e Verificar os niveis de prolactina e interleucina 10 em soro das mulheres,
relacionando-os com os teores de mercurio encontrados;

e Verificar a existéncia de correlacbes e associagbes entre variaveis

epidemioldgicas e as concentracbes de mercurio, prolactina e interleucina 10,

através de modelos lineares e logisticos.
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2. METODOS

2.1. Aspectos Eticos

A participacdo das mulheres no estudo teve carater voluntario, confirmada
através da assinatura de Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, de acordo
com as orientagdes do Conselho Nacional de Etica em Pesquisa envolvendo seres
humanos - CONEP e com aprovacdo do Conselho de Etica em Pesquisa do Instituto
Evandro Chagas. O projeto recebeu Parecer de Aprovacdo CEP/IEC n° 0015/2009,
CAAE n°: 0018.0.072.000-09 (ANEXO A).

2.2. Caracterizacdo dos Municipios do Estudo

Os municipios envolvidos neste estudo foram Itaituba, Belém, Ananindeua,
Benevides e Marituba (Figura 1). A inclusdo de Itaituba deveu-se a sua importancia
histérica e ainda atual como maior centro de mineracdo do ouro da bacia do rio
Tapajos, regido em que a extracdo de ouro se desenvolveu como atividade
econdbmica na década de 1960, alcancando grande producdo nas décadas
seguintes. Desde o0s registros iniciais de garimpagem em 1958, um montante
estimado em pelo menos 500 toneladas de ouro foram produzidos na regido do
Tapajés, que ainda contribui de forma importante para a producao aurifera do Pais
(SANTOS et al., 2001; CARRINO et al., 2011). Além disso, diversos estudos tem
apontado a contribuicdo de outras fontes de mercurio, como a agricultura, o
desmatamento e o transporte atmosférico para a exposicdo ao mercario nessa
regido (ROULET et al, 2001; HACHIYA et al., 2011). O municipio de Itaituba esta
localizado na por¢do sudoeste do Estado do Para, na Zona Fisiografica do rio
Tapajés. Limita-se, ao norte, com 0 municipio de Aveiro, ao sul com 0s municipios
de Novo Progresso e Jacareacanga, a leste, com o0s municipios de Altamira,

Rurépolis e Trairdo, e, a oeste, com o Estado do Amazonas. Possui uma area de
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62.565 km2 e cerca de 95% de suas terras sdo banhadas pelo rio Tapajos, enquanto
0s 5% restantes pertencem a bacia do rio Amana. A cidade de ltaituba, sede do
municipio, constitui a area diretamente envolvida no estudo e esta situada as
margens do rio Tapajés, distante de Belém cerca de 880 km. Possui como
coordenadas geograficas 04°16'34’ de latitude Sul, e 55°59°06” de longitude a Oeste
de Greenwich. Sua altitude é da ordem de 45 m. Segundo o ultimo censo nacional, a
populacdo do municipio de Itaituba é constituida de 97.493 habitantes (IBGE, 2010).
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Figura 1 — Localizag&o das &reas de estudo no municipio de Itaituba e na area
metropolitana de Belém (municipio de Ananindeua).



36

Os demais municipios, pertencentes a zona metropolitana de Belém foram
incluidos no estudo, por se tratarem de area sem mineracdo de ouro e sem
conhecimento de outras formas de exposicdo ao mercurio. A zona metropolitana de
Belém, é constituida por seis municipios que totalizam 2.100.319 habitantes (IBGE,
2010), sendo Belém, com 1.392.031, Ananindeua com 471.744, Marituba com
108.251, Benevides com 51.553, Santa Barbara com 56.776 e Santa Izabel do Para
com 239.652 habitantes. As mulheres deste estudo residem nos quatro primeiros
municipios, sendo a maioria residente em Ananindeua. O municipio de Belém possui
uma &rea territorial de 1.065 km?, limitando-se ao Norte com a Baia do Marajé, a
Leste com os municipios de Ananindeua, Santo Anténio do Taua e Santa Barbara do
Pard, ao Sul com o municipio de Acara e a Oeste com a baia do Guajara e baia do
Marajé. As coordenadas geograficas da sede municipal sdo 01°27°20” Sul e
48°30°’15” Oeste de Greenwich. A altitude da sede municipal em relagéo ao nivel do
mar € de 10 metros (m) (IDESP, 2011a).

A area territorial do municipio de Ananindeua é de 185 km? e limita-se ao
Norte com o municipio de Belém, ao Sul com o rio Guama, a Leste com os
municipios de Benevides e Marituba e a Oeste com o municipio de Belém. A sede
municipal apresenta as seguintes coordenadas geograficas: 01°21°58” Sul e
48°22°22” Oeste de Greenwich e sua altitude é de 17 m (IDESP, 2011b). Marituba
possui uma area territorial de 103 km? e limita-se ao Norte com o municipio de
Benevides, ao Sul com os municipios de Acara e Belém, a Leste com o municipio de
Benevides e a Oeste com o municipio de Ananindeua. As coordenadas geograficas
da sede municipal sdo 01°21’15” Sul e 48°20’4011 Oeste de Greenwich e sua
altitude é de 18 m (IDESP, 2011c). Benevides possui uma area territorial de 188
km?, limitando-se ao Norte com o municipio de Santa Barbara do Para, a Leste com
0 municipio de Santa lzabel do Para, ao Sul com o rio Guaméa e a Oeste com 0s
municipios de Ananindeua e Marituba. Suas coordenadas geograficas sdo 01°21'48”
Sul e 48°14'24” Oeste de Greenwich e a altitude da sede municipal é de 28 m
(IDESP, 2011d).
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2.3. Descricdo do estudo e casuistica

O estudo apresentou um desenho epidemiologico transversal e abrangeu
mulheres puérperas e ndo puérperas residentes em areas urbanas dos municipios
selecionados. As mulheres residentes em ltaituba, area sob influéncia da atividade
garimpeira, constituiram parte da demanda atendida no hospital urbano Menino
Jesus para a realizacdo do parto. Embora se trate de populacdo urbana e nao
ribeirinha (que é reconhecida na literatura como exposta ao mercurio na regiao do
Tapajos), as mulheres de Itaituba estariam expostas pelo consumo de peixe
procedente da area sob impacto do mercurio, que geralmente apresenta niveis
elevados de mercurio em relacdo as espécies de peixes piscivoras que Sao
consumidas em Belém (ARRIFANO, 2011). Estas mulheres fizeram parte de um
estudo mais amplo realizado pelo Instituto Evandro Chagas no referido hospital no
periodo 2005 a 2008, que avaliou os niveis de exposicdo ao mercurio em maes e
recém-natos. O estudo apresentou duas etapas de coleta de dados e material
biolégico. No caso das mulheres do presente estudo, a primeira etapa ocorreu no
hospital em 2006 e 2007 e a segunda ocorreu cerca de um ano apos a primeira,
através de visita domiciliar. As varidveis epidemioldgicas utilizadas neste estudo séo
referentes a dados gerais (idade, sexo, escolaridade, estado civil, naturalidade),
dados ocupacionais, frequéncia de consumo de peixe, morbidade referida (sinais,
sintomas ou doencas na gravidez no caso das puérperas e nos ultimos 30 dias, no
caso das mulheres ndo puérperas), aborto, nimero de filhos, peso do recém-
nascido, dados de tabagismo e consumo de bebida alcodlica (etilismo).

Foram selecionadas 144 mulheres que atenderam o0s seguintes critérios de
inclusdo: tempo de residéncia no municipio igual ou superior a um ano, gravidez a
termo (entre 37 e 42 semanas de gestacao), auséncia de morbidade na ocasiao do
parto, ndo ser portadora de doengas auto-imune e doencas cronicas (informado pela
participante) e ter realizado parto vaginal. A coleta de material biolégico (sangue) foi
realizada até 24 horas apos o parto. As hipoteses do estudo consideraram néo haver
diferenca nos niveis de Hg-t, PRL e IL-10 nos grupos de mulheres de Itaituba e da
area metropolitana de Belém, bem como n&do haver associacdo desses fatores com

variaveis epidemiologicas (hip6teses de nulidade), contrapondo-se a isto as
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hipoteses alternativas que consideraram existir possivel diferenca entre os grupos,
quanto as variaveis do estudo.

Na éarea metropolitana de Belém, participaram do estudo 156 mulheres
parturientes de dois hospitais (Hospital Anita Gerosa e Hospital de Clinicas de
Ananindeua) da cidade de Ananindeua em 2009, procedentes dos municipios de
Ananindeua (137 ou 87,8%), Benevides (11 ou 7,1%) e Marituba (8 ou 5,1%) e igual
namero de mulheres em idade reprodutiva residentes na area metropolitana de
Belém, sendo 109 (69%) do municipio de Ananindeua, 44 (28,2%) do municipio de
Belém e 3 (1,9%) do municipio de Marituba, visitadas no domicilio, as quais ja
haviam realizado ha pelo menos um ano, exames de interesse para o pré-natal
(sorologia para rubéola e citomegalovirus) no Instituto Evandro Chagas. Tendo em
vista o predominio de residentes em Ananindeua, os dois grupos da area
metropolitana de Belém (puérperas e mulheres em idade fértil) foram denominados
como Ananindeua, nas tabelas e graficos da secao de resultados.

Nestes grupos de mulheres, foram utilizados os mesmos critérios de inclusédo
no estudo, acrescentando-se que as mulheres ndo puérperas estivessem dentro do
periodo reprodutivo, com idade inferior a 40 anos, aproximando-se da faixa etéria
das mulheres de Iltaituba, aplicando-se ainda questionario epidemiologico
semelhante (APENDICE A e B) e utilizando-se os mesmos procedimentos de coleta

de material biologico (sangue e soro).

2.4. Procedimentos de Campo

O trabalho de campo foi desenvolvido de acordo com uma sequéncia de

procedimentos que abrangeram:

e Apresentacao e assinatura de Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
¢ Preenchimento de ficha epidemiolbgica
e Coleta de materiais biolégicos: sangue (10 ml de sangue venoso periférico, com e

sem anticoagulante).



39

A coleta de dados foi realizada através de questionarios epidemioldgicos
aplicados individualmente as participantes do estudo nas duas etapas desenvolvidas

(hospital e domicilio).

2.5. Anélises Laboratoriais

2.5.1. Anélise de Mercurio Total

As andlises de mercurio total (Hg-t) em sangue foram desenvolvidas no
Laboratdrio de Toxicologia da Secao de Meio Ambiente do Instituto Evandro Chagas
em Ananindeua, sendo realizadas por Espectrometria de Absor¢cdo Atbmica por
Geracgao de Vapor Frio - CVAAS (AKAGI et al., 1996). Amostras de sangue foram
coletadas de sangue periférico das mulheres (no caso das puérperas nas primeiras
24 h ap6s o parto e das demais mulheres durante a visita domiciliar, depois da
aplicacdo do questionario epidemioldgico) utilizando seringas descartaveis e
acondicionadas em tubos com EDTA 10% para a conservagdo das amostras. As
amostras foram mantidas congeladas a -20°C até o momento das analises
laboratoriais. Para a analise de mercurio total 0,5 ml de sangue foram medidos com
pipeta automética e colocados em balGes volumétricos de 50 ml aos quais foi
adicionado 2ml de HNO3-HCIO4 (1:1), 5ml de H,SO, e 1ml de H,O destilada e
levado a placa aquecedora a 250 °C por 20 minutos. Apds o aguecimento, a solucéo
da amostra digerida foi completada até 50 ml com H,O e uma aliquota introduzida no
Analisador de Mercurio HG 201 (K.K. Sanso corp., Japao), que consiste de um
Espectrédmetro de Absorcdo Atdmica com Geracao de Vapor Frio. Para o controle de
qualidade, foram utilizados materiais de referéncia para sangue Whole Blood L-2
(Seronorm ™ Trace Elements). A taxa de recuperacdo analitica na determinacéo de
mercurio total em sangue a partir de amostras de referéncia certificadas foi de
101,38%, sendo a média de concentracdo de 15,40+2,72 ug/l (concentracdo de

referéncia de 15,20 pg/l), em um quantitativo de 13 amostras.
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2.5.2. Dosagem de Prolactina

A determinacdo de prolactina em soro humano foi realizada através de
método quantitativo automatizado (Sistema Vidas, Vitek Systems, Biomérieux™,
Franca), utilizando-se ensaio imunoenziméatico tipo sanduiche com uma deteccéo
final em fluorescéncia (método ELFA) e limite minimo de deteccdo de 0,5 ng/ml.
Conforme orientacdo do fabricante, previamente ao inicio da dosagem da PRL, o
cartdo de especificacdo do lote do teste foi lido pelo equipamento por cédigo de
barra, e em seguida foi feita a analise em duplicata do calibrador, para a elaboracao
da curva padrao, seguida pela dosagem das amostras controle. Como componentes
do sistema, foram utilizados barretes e cones individualizados para cada amostra de
soro, que foram introduzidos no equipamento no momento da analise. As etapas de
adicao de reagente, lavagem e incubacdes foram realizadas de forma automatizada.
As amostras de 200 pl de soro humano foram transferidas para os poc¢os nas
barretes, que continham o anticorpo anti-prolactina marcado com a fosfatase alcalina
(conjugado). A mistura de amostra e conjugado foi aspirada e dispensada varias
vezes no interior do cone, para aumentar a velocidade de reacdo, permitindo ao
antigeno fixar-se, por um lado as imunoglobulinas fixadas no cone e, por outro, ao
conjugado, formando um sanduiche. Durante a etapa final de revelacéo, o substrato
(4-metil-umbeliferil fosfato) foi aspirado e dispensado pelo cone e a enzima do
conjugado catalisou a reacdo de hidrélise do substrato em um produto (4-metil—
umbeliferona) cuja fluorescéncia emitida foi medida a 450 nm. O valor do sinal de
fluorescéncia, proporcional a quantidade de prolactina presente na amostra
determinou a obtencdo do resultado da concentracdo da PRL em ng/ml. No caso
das puérperas com concentracfes acima de 200 ng/ml, procedeu-se nova analise
com diluicdo de 1:8, segundo recomendacé&o do fabricante (o diluente era composto

de soro humano + azida sédica 1g/l).
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2.5.3. Dosagem de Interleucina 10

A dosagem de Interleucina 10 em soro foi realizada pelo método
imunoenzimético (ELISA) de fase solida com sensibilidade amplificada, (Biosource
IL-10 EASIA kit, Biosource Europe S.A., Bélgica), com limite minimo de deteccédo de
1 pg/ml. O ensaio consistiu em um sistema oligoclonal, no qual foi usada uma
composicao de anticorpos monoclonais direcionados contra distintos epitopos de IL-
10 (DE GROOTE et al.,, 1994). Cada poco da placa recebeu 100 pl de solucao
tampao, inclusive o branco. Os 5 padrdes (0 pg/ml, 11 pg/ml, 40 pg/ml, 120 pg/ml,
420 pg/ml e 1335 pg/ml) e 2 controles (concentracbes baixa e alta) foram
reconstituidos cada um com 1 ml de agua destilada, conforme instrucdo do
fabricante e depois foram transferidos, em duplicata, para os pocos da placa,
juntamente com as amostras (100 pl de cada padrdo, controle e amostra), onde
reagiram com anticorpos monoclonais de captura que revestiam 0s pocos de
microtitulacdo. Apds incubacdo de 2 horas, a temperatura ambiente, em agitador
horizontal a 700 rotac6es por minuto (rpm), o excesso ocasional de antigeno foi
removido por 3 ciclos de lavagem, utilizando-se a lavadora de microplaca (TP-
Washer, marca Termo Plate, China). Em seguida, foi adicionada a enzima de origem
vegetal peroxidase (raiz de rdbano silvestre) denominada Horseradish Peroxidase —
HRP, com anticorpo marcado. Apds um novo periodo de incubacdo de 2 horas, a
temperatura ambiente e 700 rpm, ocorreu a formacdo de um sanduiche, composto
pelo anticorpo monoclonal de captura— interleucina 10 e HRP — anticorpo marcado
HRP. Entdo, a placa de microtitulacdo foi lavada novamente, para remover o
anticorpo enzimatico marcado e nao ligado. Os anticorpos ligados foram medidos
através de uma reagcdo cromogénica em que a solu¢cdo cromogénica, composta de
tetrametilbenzidina e agua oxigenada (TMB + H,0,), foi adicionada e incubada por
30 minutos a temperatura ambiente e 700 rpm. A reacao foi entdo interrompida com
a adicdo da solucdo de parada (H,SO,) e a placa de microtitulacdo foi lida no
comprimento de onda de 450 nm, utilizando-se leitora de microplaca (modelo Vivid
Vision, marca ALKA, China). A quantidade recuperada de substrato foi determinada
colorimetricamente pela medida da absorbancia, proporcional a concentracéo de IL-

10, determinada pela interpolagéo a partir da curva — padrao estabelecida no ensaio.
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2.6. Andlise estatistica

Os dados obtidos foram organizados em bancos de dados elaborando-se
estatisticas descritivas (tendéncia central e dispersdo), e associacdo de variaveis
através de analise de correlacdo (Pearson), testes paramétricos (t - Student e
analise de variancia - Anova um critério) e ndo paramétricos (Mann Withney e Qui
quadrado), utilizando-se os programas GraphPad Prisma versao 5.0, Minitab 15, e
BioEstat 5.0 (AYRES et al.,, 2007), considerando-se nivel de significancia de p
<0,05. As andlises paramétricas foram feitas apds transformacéo logaritmica dos
dados, em vista do comportamento ndo normal das variaveis dependentes Hg, Prl e
IL-10, verificadas pelo teste de Kolmogov-Smirnov (p<0,0001). A partir dos
resultados de regressao univariada, foram elaborados modelos de regresséo linear
multipla stepwise regressiva (0 modelo incluiu variaveis que apresentaram p<0,1) e
regressao logistica multipla (incluindo variaveis que apresentaram p<2,0), para
avaliar a relacdo das variaveis dependentes Hg-t, PRL, IL-10 entre si e com

variaveis epidemioldgicas, visando medir a possivel influéncia entre as mesmas.
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3. RESULTADOS

3.1. Perfil demogréfico e epidemioldgico

As mulheres puérperas de Itaituba apresentavam média de idade de 21,4
anos com variacao de 16 anos, concentrando-se 76,4% delas na faixa de 15 a 24
anos. As primiparas representaram 64,6% das mulheres, sendo que 86,8%
possuiam até 2 filhos e 7,6% dos recém-nascidos atuais apresentaram baixo peso
ao nascer (<2,5 kilogramas). Aborto espontaneo foi referido por 14,6% das mulheres
de Itaituba. Em Ananindeua a média de idade observada nas puérperas foi 22,6
anos, com amplitude de 23 anos e 70,5% das mulheres apresentavam de 15 a 24
anos. As primiparas totalizaram 47,4% e 78,2% das mulheres possuiam de um a
dois filhos, sendo que 5,8% dos recém-nascidos do parto atual apresentavam baixo
peso. A ocorréncia de aborto foi relatada por 14,7% das participantes.
Comparativamente nos dois grupos de mulheres, a idade e o numero de filhos
apresentaram diferenca de média significante, o que néo foi observado em relagéo
ao peso do recém-nascido e ao aborto (Tabela 1).

Nas mulheres ndo puérperas de ltaituba, a média de idade observada foi 22,7
anos com variacdo de 17 anos, sendo que 83,3% possuiam de 1 a 2 filhos e 18,0%
relataram ocorréncia de aborto anterior. Em Ananindeua, a média de idade das
mulheres ndo puérperas foi 26,5 anos com variacdo de 21 anos e 88,5% possuiam
até 2 filhos. A ocorréncia de aborto foi relatada por 16,7% das mulheres. Dentre
essas variaveis, apenas a idade apresentou diferenca estatistica significante entre

os dois grupos (Tabela 2).
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TABELA 1. Caracteristicas etarias e reprodutivas das mulheres puérperas dos
municipios de Itaituba e Ananindeua, Para, Brasil

Variaveis Itaituba Ananindeua p*
Idade (anos) (n, %) 0.0156
i 56 (38,9) 44 (28,2)
o 54 (37,5) 66 (42.3)
5529 31(21,5) 34 (21,8)
>30 3(2,1) 12 (7,7)
Média (maximo-minimo) 21,4 (15-31) 22,6 (16-39)
Paridade (n° filhos) (n, %) 0.0299
1 93 (64,6) 74 (47,4)
2 32 (22,2) 48 (30,8)
3 10 (6,9) 23 (14,7)
24 9 (6,3) 11 (7,0)

Média (maximo-minimo) 1,5 (1-7) 1,8 (1-6)

Peso do recém-nascido (g) 0,6270
<2.500 g 11 (7,6) 9 (5,8)
2.500-2.999 53 (36,8) 50 (32,1)
3.000-3.999 73 (50,7) 93 (59,6)

24.000 7(4,9) 4 (2,6)
Média (maximo-minimo) 3.120 (1.700- 3.146
4.450) (2.070-
4.100)
Aborto espontaneo 0,2624
0 123 (85,4) 133 (85,3)
1 18 (12,5) 22 (14,1)
2 3(2,1) 1 (0,6)
Média (n) 1,1(21) 1,0 (23)

* Teste t Student ndo pareado bi-caudal.
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TABELA 2. Caracteristicas etarias e reprodutivas das mulheres ndo puérperas dos
municipios de Itaituba e Ananindeua, Pard, Brasil

Variaveis Itaituba Ananindeua p*
Idade (anos) (n, %) <0,0001
15-19 36 (25,0) 8 (5,1)
20-24 58 (40,3) 52 (33,3)
25-29 40 (27,8) 54 (34,6)
=30 10 (6,9) 42 (26,9)

Média (maximo-minimo)

Paridade (n° filhos) (n, %)

VWN -~

4
Média (maximo-minimo)
Aborto espontaneo (n, %)
0

1

2

Média (n)

22,7 (15-32) 26,5 (17-38)

0,0967
80 (55,5) 95 (60,9)
40 (27,8) 43 (27,6)
13 (9,0) 11 (7,1)
11 (7,7) 7 (4,5)
1,7 (1-7) 1,5 (1-4)
0,6459
118 (81,9) 130 (83,3)
23 (16,0) 24 (15,4)
3(2,1) 2 (1,3)
1,1 (26) 1,0 (26)

* Teste t Student bi-caudal.

Em relacdo aos aspectos soécio-econbmicos das mulheres do estudo, o

estado do Paré foi a naturalidade mais referida, seguida pelo estado do Maranhdao.

O estado civil de casada ou amasiada foi 0 mais citado entre 0os grupos, porém, a

escolaridade predominante (acima de 60%) em ltaituba foi o ensino fundamental e

no caso de Ananindeua foi o ensino médio, em ambas as situa¢cbes, completo ou

incompleto. A ocupacgéo do lar foi a mais referida pelas mulheres (75%), destacando-

se em Itaituba um pequeno grupo de lavradoras (4,2%) (Tabela 3).
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TABELA 3- Variaveis sécio-econdmicas das mulheres puérperas e ndo puérperas
dos municipios de Itaituba e Ananindeua, Para, Brasil

Puérperas N&o puérperas
Variavel ltaituba  Ananindeua Itaituba  Ananindeua
n (%) n(%) n(%) n(%o)
Naturalidade
Para 106 (73,6) 148 (94,9) 106 144 (92,3)
Maranh&o 27 (18,7) 7 (4,5) (73,6) 7 (4,5)
Outros 11 (7,7) 1(0,6) 27 (18,7) 5(3,2)
11 (7,7)
Estado civil
Solteira 46 (31,9) 35 (22,4) 46 (31,9) 45 (28,8)
Casada/amasiada 95 (66,0) 120(76,9) 95(66,0) 111 (71,2)
Separado/viuva 3(2,1) 1 (0,6) 3(2,1)
Escolaridade
Fundamental 93 (64,6) 59 (37,8) 88 (61,1) 38 (24,3)
Médio 49 (34,0) 95 (60,9) 53 (36,8) 107 (68,6)
Superior 2(1,4) 2(1,3) 3(2,1) 11 (7,1)
Ocupacéo
Do lar 108 (75,0) 115 (73,7) 108 77 (49,4)
Domeéstica 12 (8,3) 13 (8,3) (75,0) 8 (5,1)
Vendedor 10 (6,9) 6 (3,9) 8 (5,6) 33(21,1)
Lavradora 6 (4,2) 1 (0,6) 10 (6,9)
Outras 8 (5,6) 21 (13,5) 5(3,5) 38 (24,4)
13 (9,0)

A ocupacao anterior (recente ou ndo) em garimpo de ouro foi referida por
11,8% das mulheres de ltaituba, as quais nao trabalhavam diretamente com a
garimpagem ou gueima de ouro. O consumo de peixe de 1 a 2 vezes por semana
predominou em todos os grupos sendo a média da frequiéncia de consumo semanal
em ltaituba 2,6£2,4 vezes por semana nas puérperas e 2,5+2,1 vezes nas mulheres
nao puéerperas. Em Ananindeua, a freqiéncia de consumo semanal de peixe em
puérperas e nao puérperas foi 2,0+1,7 e 1,5+1,2 vezes, respectivamente. Houve
diferenca entre os grupos de ndo puérperas das duas localidades (p<0,0001) e
tendéncia de diferenca significante entre as puérperas (p=0,0515). A prevaléncia de
etilismo (relatado como ocasional, sem informacéo de quantidade) e tabagismo foi

semelhante entre os grupos, porém, na morbidade referida nos ultimos 30 dias
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verificou-se diferenca tanto entre puérperas (p<0,0001) quanto entre ndo puérperas
(p=0,0007) (Tabela 4).

TABELA 4- Variaveis epidemiologicas das mulheres puérperas e ndo puérperas dos
municipios de Itaituba e Ananindeua, Para, Brasil

Puérperas N&o puérperas
Variavel ltaituba Ananindeua Itaituba Ananindeua
n (%) n(%) n(%) n(%)

Trabalho anterior em
garimpo

Sim 17 (11,8) 17 (11,8)

Nao 127 (88,2) 156 (100,0) 127 (88,2) 156 (100,0)
Consumo semanal de
peixe 2

<1 7 (4,9) 6 (3,8) 5(3,5) 5(3,2)

1-2 92 (63,9) 117 (75,0) 91 (63,2) 131 (84,0)

3-4 28 (19,4) 16 (10,3) 34 (23,6) 12 (7,7)

>5 17 (11,8) 17 (10,9) 14 (9,7) 8 (5,1)
Etilismo °

Sim 42 (29,2) 37 (23,7) 46 (31,9) 66 (42,3)

Nao 102 (70,8) 119 (76,3) 98 (68,1) 90 (57,7)
Tabagismo °

Sim 18 (12,5) 17 (10,9) 13 (9,0) 13 (8,3)

Nao 126 (87,5) 139(89,1) 131 (91,0) 143 (91,7)
Morbidade referida®

Sim 31(21,5) 71 (45,5) 25 (17,4) 6 (3,8)

Nao 113 (78,5) 85 (54,4) 119 (82,6) 150 (96,2)

@ Teste de U de Mann Whitney entre puérperas, p=0,0515; ndo puérperas
p<0,0001; ™ ¢ Qui quadrado p>0,05; ¢ Qui-quadrado entre puérperas p<0.0001; ndo
puérperas p=0,0007.
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A morbidade referida, incluindo a sintomatologia e alguns agravos,
destaca-se em puérperas de lItaituba, pela prevaléncia de sinais, sintomas ou
agravos que podem ocorrer no periodo gestacional, tais como edema de membros
inferiores (12,9%), infeccdo do trato urinario (9,8%), anemia (9,8%) e perda
sanguinea vaginal (9,8%). Nas puérperas de Ananindeua houve um percentual
elevado de infec¢do do trato urinario (91,6%). As doencas endémicas malaria e ou
dengue, bem como infeccbes de vias aéreas, predominaram nas mulheres de
Itaituba, puérperas ou ndo gravidas. Os niveis de Hg, PRL e IL-10 em todos os

grupos apresentaram grande variagdo em relagdo a morbidade (Tabelas 5 e 6).
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TABELA 7. Morbidade referida pelas mulheres puérperas de Itaituba e Ananindeua,

Para, Brasil

Puérperas de Itaituba n=31

Puérperas de Ananindeua

Morbidade n=71
Mediana ou valor Mediana ou valor
n* (%) n* (%)
Hg-t PRL IL-10 Hg-t PRL IL-10
Cefaléia 4 7,78 113,20 75,71 1(1,4) 6,24 563,04 4,32
(12,9)
Edema de 4 12,34 127,8 47,01
membros (22,9)
inferiores
Malaria 4 42,31 2558 77,84
(12,9)
Infeccao 3(9,8) 3,06 112,3 25,58 69 3,42 310,60 0,51
urinaria (97,2)
Anemia 3(9,8) 3,67 132,20 50,73 3(4,2) 5,01 310,60 3,50
Sangramento 3(9,8) 15,5 168,10 6,68
Dengue 26,4 6,10 392,80 0,99
Infeccado de 2(6,4) 530 21240 5555 1(1,4) 3,57 808,27 63,48
vias aéreas
Dor pélvica 1(3,2) 15,50 273,07 Nd
Condiloma 1(3,2 3,11 450,66 36,38
Astenia 13,20 3,70 233,31 3945
Tontura 13,20 2049 67,32 77,43
Hipertenséo 13,2 834 569,78 6291 1(1,4) 6,08 358,82 Nd
arterial
Dor 1(3,2 3,45 50,37 59,07
abdominal
Dispnéia 1(3,2) 13,14 394,32 Nd
Alteracao 1(3,2) 555 558,25 Nd
plaquetaria
Gastrite 13,20 160 22573 3841
Febre 1(1,4) 6,24 563,04 4,32

* Algumas puérperas referiram mais de uma morbidade. Nd=nao detectado.
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TABELA 6. Morbidade referida pelas mulheres nao puérperas de lItaituba e
Ananindeua, Para, Brasil

N&o puérperas de Itaituba

N&o puérperas de Ananindeua

Morbidade n=25 n=6
Mediana ou valor Mediana ou valor
n* (%) n (%)
Hg-t PRL IL-10 Hg-t PRL IL-10
Dengue 4 10,11 4,53 Nd
(16,0)
Infeccdo de vias 4 6,53 1561 2,54 1 1,62 6,86 Nd
aéreas (16,0) (16,7)
Dor 3 16,6 5,08 0,22
osteomuscular (22,0)
Alteragao uterina 3 25,76 7,94 Nd 2 2,76 16,12 3,82
ou menstrual (22,0) (33,3)
Cefaléia 2(8,00 6,78 25,10 4,24 1 3,13 11,29 10,55
(16,7)
Anemia 2(8,00 250 2527 6,25
Leucorréia 2(8,00 8,80 11,75 4,17
Cisto ovariano 14,00 32,20 20,28 3,68
Célica renal 14,00 247 10,37 Nd
Dor pélvica 14,00 11,23 1326 191
Papilomavirus 14,0 405 2088 3,18
Astenia 1(4,0) 230 1830 Nd
Gastrite 14,0 081 21,82 0,91
Labirintite 14,0 081 21,82 0,91
Faringite 1 Nd 3,61 7,33
(16,7)
Astigmatismo 1 0,78 26,38 Nd
(16,7)

*Algumas mulheres informaram mais de uma morbidade. Nd=n&o detectado.
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Houve associacdo entre a presenca de morbidade referida e os niveis de
IL-10 em puérperas de Itaituba (p=0,0255), bem como em rela¢do aos niveis de PRL
em ndo puérperas da mesma cidade (p=0,0392). O mesmo nao ocorreu em
Ananindeua em relacdo a PRL e IL-10. Em ambos os grupos, ndo se observou

associagao entre os niveis de Hg-t e a morbidade referida (Tabela 9).

TABELA 7. Comparacao entre a morbidade referida e os niveis de Hg-t, PRL e IL-10
nos grupos de mulheres puérperas e ndo puérperas dos municipios de
Itaituba e Ananindeua, Para, Brasil

Valor p bilateral (Teste de Mann Whitney) em relacéo a

Grupo de morbidade
mulheres Hg-t PRL IL-10
Itaituba
Puérperas 0,3896 0,6390 0,0255
N&ao puérperas 0,5477 0,0392 0,1242
Ananindeua
Puérperas 0,1809 0,7286 0,4788

N&o puérperas 0,2018 0,5400 0,3129
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3.2. Niveis de Hg-t em sangue, PRL e IL-10 séricas

As mulheres puérperas expostas ao mercurio apresentaram maiores
concentracdes séricas de IL-10 e menores concentracbes de PRL em relacdo as
puérperas ndo expostas (Tabela 8). Nas mulheres ndo puérperas, 0 grupo exposto

ao mercurio também apresentou os maiores niveis de PRL e IL-10 (Tabela 9).

TABELA 8- Comparacdo entre mulheres puérperas expostas (Itaituba) e néo
expostas (Ananindeua) ao Hg quanto as concentracfes de Hg-t em sangue
e niveis séricos de PRL e IL-10

Expostas N&o expostas

Médiatdp Médiatdp p*
Hg-t (ug/l) 13,93 + 17,70 367+ 3,29 Hkk
PRL (ng/ml) 276,20 + 200,50 337,70 + 166,40 ek
IL-10 (pg/ml) 39,54 + 62,43 4,90 + 10,75 wk

* Teste t Student ndo pareado, bi-caudal, com transformacao logaritmica.
Intervalo de confiangca de 95% para Hg= 0,3145 a 0,5176; PRL= -0,2277 a -
0,0904 e IL-10=0,7187 a 1,038. ***p<0,001.

TABELA 9- Comparacdo entre mulheres ndo puérperas expostas (Itaituba) e ndo
expostas (Ananindeua) ao Hg quanto as concentracfes de Hg-t em sangue
e niveis séricos de PRL e IL-10

Expostas Nao expostas

Médiatdp Médiazdp p*
Hg-t (ug/l) 12,68 + 13,56 2,73+ 2,49 *kk
PRL (ng/ml) 30,75 £ 37,25 17,07 + 15,61 ok
IL-10 (pg/ml) 14,20 + 30,70 1,49+ 3,65 ok

* Teste t Student ndo pareado, bi-caudal, com transformacao logaritmica.
Intervalo de confianca de 95% para Hg= 0,4152 a 0,5939; PRL= 0,0745 a
0,2424 e IL-10= 0,2401 a 0,7120. ***p<0,001.
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Considerando-se a diferenca entre os grupos em cada cidade do estudo, as
concentracbes de Hg-t foram maiores nas mulheres de Itaituba (p<0,0001) e
apresentaram-se em niveis semelhantes nos grupos de puérperas e nao puérperas
na mesma cidade (p=0,7056 em lItaituba e p=0,0938 em Ananindeua) (Figura 2). As
concentracdes de PRL divergiram entre os quatro grupos (p<0,0001), sendo maiores
nas puérperas de Ananindeua e nas nao puérperas de lItaituba (Figura 3). Os niveis
de IL-10 também foram maiores em ltaituba. Contudo, entre as mulheres néo
gravidas, visitadas no domicilio em Itaituba e as mulheres puérperas de Ananindeua,
verificou-se apenas uma tendéncia de maior concentragdo de IL-10 em ltaituba
(p=0,0669) (Figura 4).
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Figura 2 — Concentracdes de Hg-t em mulheres de Itaituba (IP-puérperas e INP- nao
puérperas) e de Ananindeua, Para, Brasil (AP-puérperas e ANP-ndo puérperas),
com destaque para a média. Anova um critério, apos transformacao logaritmica
***n<0,001.
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Figura 3 — Concentracdes de PRL em mulheres de ltaituba (IP-puérperas e INP-néo
puérperas) e de Ananindeua, Para, Brasil (AP-puérperas e ANP-ndo puérperas),
com destaque para a média. Anova um critério, apés transformacéo logaritmica
***p<0,001.

I_ **%% I
'€ 400+ .r_____’i’l‘_*_ _____
=) Y
Q °
o)
L_J I_ *%x% {
\q) ___________________________
g 200 ...: °
— o PN
- 5+ presee e
# e ooy .
0-
IP INP AP ANP

Figura 4 — Concentracdes de Interleucina 10 em mulheres de Itaituba (IP-puérperas
e INP-ndo puérperas) e de Ananindeua, Para, Brasil (AP-puérperas e ANP-néo
puérperas) com destaque para a média. Anova um critério apos transformacao
logaritmica ***p<0,001 e *p<0,05.
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Os grupos de mulheres de Ananindeua apresentaram faixa etaria mais
abrangente (16 a 39 anos) em relacdo a Itaituba (15 a 32 anos). Na distribuicéo
interquartilica de Hg-t segundo a idade das mulheres, os niveis foram mais elevados
em ltaituba em todas as idades, comparando-se as faixas etarias de 15 a 20, 21 a
25 e igual ou acima de 26 anos (p<0,001 ou p<0,01). Em 33,3% das 18 categorias
de idade das mulheres expostas ao Hg-t (nas puérperas, nas idades de 17, 21, 24,
25, 29 e 30 anos e nas mulheres nao puérperas, nas idades de 19, 26, 27, 28, 29 e
32 anos) predominaram medianas acima do valor de referéncia de 8ugHg/l e abaixo
do limite de tolerancia biolégica —LTB de 30 pgHg/l. Nas mulheres do grupo nao
exposto, os valores se localizaram abaixo de 8ugHg/l, havendo poucos valores
discrepantes (Figura 5).
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Figura 5 — Niveis de Hg-t em sangue segundo a idade das mulheres puérperas e
nao puérperas de Itaituba e Ananindeua, Pard, Brasil. Todas as faixas etarias
apresentaram niveis maiores em ltaituba. ***p<0,001 e **p<0,01 (Teste U de Mann

Whitney). O valor de 8 ugHg/l representa o limite de referéncia para populagdes néo
expostas.
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As concentracdes de PRL nas puérperas de Ananindeua foram maiores em
guase todas as idades, especialmente nas faixas de 15 a 20 anos (p<0,001) e igual
ou acima de 26 anos (p<0,05). Nos grupos de mulheres ndo puérperas, as
concentracfes de PRL foram em geral maiores em ltaituba destacando-se a faixa de

21 a 25 anos (p<0,05) (Figura 6).
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Figura 6 — Niveis séricos de PRL de acordo com a idade das mulheres puérperas e
ndo puérperas de ltaituba e Ananindeua, Pard, Brasil. As concentracdes foram
maiores nas puérperas de Ananindeua, destacando-se as faixas etarias de 15 a 20 e
igual ou acima de 26 anos. Nas mulheres ndo puérperas, os niveis foram maiores
em ltaituba, destacando-se a faixa etaria de 21 a 25 anos. ***p<0,001 e *p<0,05
(teste U de Mann Whitney).

Na distribuicdo da IL-10 segundo a idade, as concentracdes da interleucina
foram maiores nas puérperas de Itaituba em todas as faixas etarias (p<0,001 ou

p<0,01). Nas mulheres ndo puérperas, os niveis de IL-10 também predominaram em
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Itaituba (p<0,01), porém na faixa etéria de 15 a 20 anos, os valores encontrados em

Ananindeua ficaram proximos do limite de detec¢cédo do método (1 pg/ml) (Figura 7).
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Figura 7 — Niveis séricos de IL-10 segundo a idade das mulheres puérperas e nao
puérperas de Itaituba e Ananindeua, Pard, Brasil. Os niveis de IL-10 predominaram
nas puérperas de Itaituba em todas as faixas etarias. Entre as mulheres néo
puérperas, as concentracdes foram maiores nas faixas de 21 a 25 e igual ou acima
de 26 anos em ltaituba. ***p<0,001 e p<0,01 (teste U de Mann Whitney).

A relacédo dos niveis de PRL e IL-10 com as concentracdes de Hg-t nos
grupos de mulheres puérperas demonstraram que em ltaituba, a maioria delas
(79,8%) localizou-se até o nivel de mercario de 20 pug Hg/l. Em Ananindeua,
percentual semelhante de puérperas (78,8%) apresentou nivel de mercurio de até 5
Mg Hg/l, o que representa quatro vezes menos o nivel observado em Itaituba. A
PRL correlacionou-se positivamente com a IL-10 em Ananindeua (r=0,1870,
p=0,0197) e em lItaituba a correlagdo de ambas apresentou tendéncia de
significancia (r=0,1452, p=0,0827) (Figura 8).
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Figura 8. Niveis de PRL e IL-10 segundo os teores de Hg-t em sangue de mulheres
puérperas dos municipios de Itaituba e Ananindeua, Para, Brasil. Em Itaituba foram
encontradas as seguintes correlacbes: Hg e PRL r=-0,0937, p=0,2641; Hg e IL-10
r=0,0335, p=0,6904; PRL e IL-10 r=0,1452, p=0,0827. Em Ananindeua, as
correlagbes foram entre Hg e PRL r=-0,0886, p=0,2715; Hg e IL-10 r=-0,0138,
p=0,8643; PRL e II-10 r=0,1870, p=0,0197.

Nos grupos de mulheres ndo puérperas, os niveis de PRL e IL-10 em relacao
as concentracdes de Hg-t também se situaram em sua maioria até 20 ug Hgl/l
(81,9%) em ltaituba e até 5 pg Hg/l em Ananindeua (89,1%). Nesse grupo, as

correlacdes verificadas mostraram-se fracas e nao significantes (Figura 9).
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Figura 9. Niveis de PRL e IL-10 de acordo com os teores de Hg-t em sangue de
mulheres ndo puérperas dos municipios de Itaituba e Ananindeua, Para, Brasil. Em
Itaituba as correlacdes encontradas foram: Hg e PRL r=0,0442, p=0,5992; Hg e IL-
10 r=0,1131, p=0,1774; PRL e IL-10 r=-0,0036, p=0,9658. Em Ananindeua, as
correlagcdes foram entre Hg e PRL r=0,0737, p=0,3608; Hg e IL-10 r=-0,0245,
p=0,7612; PRL e IL-10 r=-0,1136, p=0,1582.

Os niveis de Hg-t das mulheres de Itaituba, no puerpério e na avaliacédo
realizada nas mesmas mulheres, cerca de um ano depois no domicilio,
correlacionaram-se de maneira positiva, moderada e significante (r=0,4736;
p<0,0001), sugerindo uma continuidade da exposi¢cdo ambiental ao mercurio.
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3.3. Avaliacdo dos niveis de Hg-t, PRL e IL-10 em relacdo as variaveis
epidemioldgicas, através de modelos de regressao linear e logistica

As variaveis das Tabelas 1 e 2 foram incluidas em modelos de regressao
linear multipla stepwise em relacdo as variaveis dependentes Hg-t (nesse caso, foi
também incluida a variavel consumo de peixe da Tabela 4), PRL e IL-10, ap0s
transformacao logaritmica. As variaveis que apresentaram contribuicdo relevante
para o modelo foram selecionadas a partir da regresséo parcial (p<0.10) e mantidas
no modelo final (Tabelas 10 e 11).

Nas mulheres puérperas, o consumo de peixe foi positivamente associado
com os niveis de Hg-t em Itaituba (p<0,0001) e Ananindeua (p<0,0001), explicando
11,7% e 28,5% da variacdo de Hg-t representada pelo modelo em cada cidade,
respectivamente. No caso da PRL em ltaituba, a paridade apresentou influéncia
positiva no modelo (p=0,0107), havendo uma tendéncia de associacdo positiva com
a IL-10 (p=0,0609). Em Ananindeua, o peso do recém-nascido apresentou
associagao positiva para a PRL no modelo de regresséo (p=0,0140), junto com a IL-
10 (p=0,0152). A capacidade explicativa do modelo da PRL em ltaituba e
Ananindeua foi 6,5 e 7,2%, respectivamente. Em relacdo a IL-10, em Itaituba
observou-se uma tendéncia positiva na contribuicio da PRL (p=0,0827) e
significante contribuicdo para o modelo em Ananindeua (p=0,0197). Percentuais de
2,1% da variagao de IL-10 em ltaituba e 3,5% em Ananindeua foram observados nos
modelos (Tabela 10).

Nas mulheres ndo puérperas, a variavel dependente Hg-t mostrou-se
associada positivamente ao consumo de peixe (p=0,0099) e a idade das mulheres
(p=0,0144), com o modelo linear respondendo por 8,3% da variacdo de Hg-t. O
mesmo ocorreu em Ananindeua em relacdo ao consumo de peixe (p=0,0170),
havendo uma tendéncia de associacdo com a idade (p=0,0610). O modelo
apresentou uma capacidade explicativa de 5,6%. Em relacdo a PRL, houve
associacdo negativa com a IL-10 em ltaituba (p=0,0270) e positiva em Ananindeua
(p=0,0266), respondendo os modelos por 5,0% e 3,1% da varia¢do da PRL em cada
cidade, respectivamente. De maneira similar, a IL-10 apresentou associacdo
negativa com a PRL em ltaituba (p=0,0357) e positiva em Ananindeua (p=0,0266),
respondendo por 3,0% da variagdo da IL-10 em Itaituba e 3,1% em Ananindeua.
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TABELA 10. Modelo final de regressao linear Stepwise das variaveis Hg-t, PRL e IL-
10 nas mulheres puérperas de Itaituba e Ananindeua, Para, Brasil

Coeficiente Modelo de regressao
Variaveis de ) p F R? p
regressao
Itaituba
Variavel dependente: Hg-t 18,843 0,117 0,0001
Consumo de peixe 0,782 <0,0001
Variavel dependente: PRL 4,947 0,065 0,0085
Paridade 40,938 0,0107
IL-10 0,494 0,0609
Variavel dependente: IL-10 3,069 0,021 0,0786
PRL 0,045 0,0827
Ananindeua
Variavel dependente: Hg-t 61,450 0,285 <0,0001
Consumo de peixe 0,748 <0,0001
Variavel dependente: PRL 5,991 0,072 0,0035
Peso do recém-nascido 76,923 0,0140
IL-10 2,964 0,0152
Variavel dependente: IL-10 5579 0,035 0,0183
PRL 0,012 0,0197
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TABELA 11. Modelo final de regressao linear Stepwise das variaveis Hg-t, PRL e IL-

10 nas mulheres nédo puérperas de Itaituba e Ananindeua, Para, Brasil

Coeficiente Modelo de regressao
Variaveis de ) p F R? =)
regressao
Itaituba
Variavel dependente: Hg-t 6,403 0,083 0,0026
Consumo de peixe 1,398 0,0099
Idade 0,670 0,0144
Variavel dependente: PRL 3,765 0,050 0,0248
Paridade -0,278 0,0876
IL-10 -0,052 0,0270
Variavel dependente: IL-10 4,505 0,030 0,0333
PRL -0,612 0,0357
Ananindeua
Variavel dependente: Hg-t 4,600 0,056 0,0114
Consumo de peixe 0,435 0,0170
ldade 0,439 0,0610
Variavel dependente: PRL 5,031 0,031 0,0247
IL-10 0,048 0,0266
Variavel dependente: IL-10 5031 0,031 0,0247
PRL 0,649 0,0266

Para cada grupo de mulheres foi ainda elaborado um modelo de regresséao
logistica multipla relacionando cada variavel dependente (Hg-t, PRL e IL-10) com as
variaveis socio-econémicas e epidemiolégicas apresentadas nas Tabelas 3 e 4.
Foram selecionadas para o modelo, as varidveis que apresentaram inicialmente
probabilidade inferior a p<0.200. Em Itaituba, a concentracdo de PRL (abaixo ou
igual a mediana e acima da mediana) (p=0,0460, coeficiente de regressao=-0,7509)
associou-se negativamente com os niveis de Hg-t. O trabalho em garimpo (sim ou
nao) (p=0,0173, coeficiente de regressdo= 1,3720) e o consumo de peixe (duas
vezes ou acima de 2 vezes por semana) (p<0,0001, coeficiente de

regressao=1,8510) associaram-se positivamente com o Hg-t, segundo o modelo
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logistico. Para o0 modelo da PRL nenhuma das variaveis se destacou. No caso da IL-
10, a ocorréncia de morbidade referida influenciou positivamente o modelo
(p=0,0210, coeficiente de regressdo=1,0691) e o trabalho em garimpo apresentou
uma tendéncia de associacdo negativa (p=0,0672, coeficiente de regressao=-
1,0888). Em Ananindeua, o consumo de peixe contribuiu positivamente para 0s
niveis de Hg-t nas puérperas (p=0,0070, coeficiente de regressdo=2,8602), com a
escolaridade (nivel elementar e acima do elementar) tendendo a significancia
(p=0,0515, coeficiente de regressdo=1,2696). Em relacdo a PRL, a referéncia de
aborto espontaneo contribuiu para a significancia do modelo (p=0,0057, coeficiente
de regresséo=1,4770) e no caso da IL-10, o tabagismo apresentou tendéncia de
associacao (p=0,0791, coeficiente de regressdo=1,0460) (Tabela 12).

As variaveis consumo de peixe (p=0,0069) e trabalho anterior em garimpo
(p=0,0240, coeficiente de regressdo=1,2989) apresentaram associagdo com O0S
niveis de Hg-t nas mulheres ndo puérperas de ltaituba. Em relagcdo a PRL, houve
apenas uma tendéncia de associacdo negativa com a variavel ocupacao (do lar e
outras ocupacdes) (p=0,0569, coeficiente de regressdo=-0,7563). Para o modelo da
IL-10, houve associacdo positiva com a variavel trabalho anterior em garimpo
(p=0,0199, coeficiente de regressdo=1,4451) e negativa com o consumo de bebida
alcodlica (consumidora e ndo consumidora) (p=0,0131, coeficiente de regressdo=-
0,9112). A morbidade referida apresentou tendéncia de associacdo negativa com a
IL-10 no modelo (p=0,0783, coeficiente de regressdo=-0,8398) (Tabela 13). Em
Ananindeua, nenhuma variavel se destacou em relacdo aos modelos de Hg-t, PRL e
de IL-10.
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TABELA 12. Modelo de regressao logistica multipla das variaveis Hg-t, PRL e IL-10
ajustado por variaveis soécio-econdmicas e epidemiologicas nas
mulheres puérperas de Itaituba e Ananindeua, Para, Brasil

Hg-t PRL IL-10
Variaveis OR P OR p OR p
(IC 95%) (IC 95%) (IC 95%)

Itaituba
PRL 0,471 0,0460

(0,23- 0,99)
garimpo 3,943 0,0173 0,336 0,0672

(1,27-12,21) (0,10-1,08)
Consumo de 6,366 <0,0001
Peixe (2,76-14,67)
Morbidade na 2,912 0,0210
gravidez (1,17-7,22)
Ananindeua
Escolaridade 3,559 0,0515

(0,99-12,77)
Consumo de 17,464 0,0070
peixe (2,29-

139,49)
Tabagismo 2,846 0,0791
(0,89-9,15)

Aborto 4,380 0,0057
espontaneo (1,54-12,49)
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TABELA 13. Modelo de regressao logistica multipla das variaveis Hg-t, PRL e IL-10

ajustado por varidveis soOcio-econdmicas e epidemiologicas nas
mulheres ndo puérperas de ltaituba, Para, Brasil

Hg-t PRL IL-10
Variaveis  OR (IC 95%) p OR (IC 95%) p OR (IC 95%) p

Garimpo 3,665 0,0240 4,242 0,0199

(1,19-11,32) (1,26-14,32)
Consumo de 2,742 0,0069
Peixe (1,32-5,70)
Ocupacao 0,469 0,0569

(0,22-1,02)
Etilismo 0,402 0,0178
(0,19-0,85)

Morbidade < 0,451 0,0870 0,431 0,0783
30 dias (0,18-1,12) (0,17-1,10)
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5. DISCUSSAO

Neste estudo, investigamos a ocorréncia de padrdes secretérios de PRL e IL-
10 em mulheres puérperas ou ndo, expostas ao mercurio na regido de lItaituba
(Sudoeste do Para) e em mulheres ndao expostas na regido de Ananindeua, area
metropolitana de Belém (cerca de 880 Km distante) para comparar a magnitude da
resposta secretora da PRL e IL-10 sem a interferéncia da toxicidade mercurial. O
estudo mostrou que a exposi¢cao ao Hg, quando associada a outras enfermidades de
evolucao flogistica parece amplificar respostas regulatérias neuroimunoenddcrinas
pré- (liberacdo de PRL) e anti-inflamatorias (liberacdo de IL-10), em uma condi¢cao
funcional critica para o sistema imune da mée e do neonato. Estes resultados abrem
novas perspectivas para diagndsticos associativos a intoxicagdo mercurial. O estudo
mostrou ainda a associacdo de fatores epidemiolégicos e reprodutivos com 0s
padrdes secretorios de PRL e IL-10 nas mulheres expostas e ndo expostas.

A exposicao sistémica e, por consequéncia, a disponibilidade do Hg para os
tecidos de mulheres adultas de faixa etaria reprodutiva, em duas condi¢cdes
neuroimunoenddécrinas de regulacdo da secrecdo de PRL e IL-10 representadas
pelo puerpério e ciclo menstrual regular foi, como esperado, evidente em lItaituba,
sendo aproximadamente quatro vezes a média dos niveis encontrados em
Ananindeua, independentemente da condi¢ao funcional. Dois fatores podem ter sido
determinantes para esse quadro: o consumo de peixe e o trabalho anterior em
garimpo. No entanto, o pequeno numero de mulheres (11,8%) que trabalharam em
garimpo e o fato das mesmas nao realizarem a queima do amalgama ouro-mercurio,
reduzem a importancia da exposi¢do ao mercurio elementar (exposicao ocupacional)
e sugerem exposicdo ambiental preponderante ao MeHg (metilado e bioacumulado
na cadeia alimentar aquatica), o composto mais absorvido (via oral), de maior
mobilidade e toxicidade (MAGOS e CLARKSON, 2006).

Os niveis de Hg-t em mulheres de Ananindeua constituem também um grupo
com linha de base acima do esperado, considerando serem residentes permanentes
de area sem evidéncia de fonte antropogénica de Hg. No entanto, isto sugere a
disponibilidade de carga ambiental de mercario através da fonte alimentar
representada pelo pescado, que na Amazonia pode ser mais elevada em relacdo a
outras regides do mundo, o que se reflete na exposicéo de populacbes ao MeHg em
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areas sem mineragdo de ouro, inclusive em é&reas de conservagdo ambiental
(SANTOS et al., 2002; BARBIERI e GARDON, 2009). A cartografia da contaminacao
ambiental pelo Hg na Amazonia mostra acumulo sedimentar historicamente elevado
para regides distantes de qualquer fonte antropogénica (ROULET et al., 2001),
sugerindo, emisséo e distribuicdo difusa, provavelmente resultante da préatica secular
em desmatar e queimar a floresta a busca de solos umidificados, como
consequéncia da fertilidade desgastada do solo anteriormente cultivado. Essa
emissao difusa poderia justificar a deteccédo de niveis elevados do metal em peixes
de mobilidade restrita (ndo migratorios) em areas sem historico de garimpagem,
porém habitadas por povos herdeiros da cultura da queimada oriunda de
povoamentos tradicionais. Um ponto de vista alternativo, baseia-se na
movimentacdo edlica de massas de ar contendo mercurio volatilizado pelo
aguecimento, em um esforco de justificar a contaminacéo a distancia (HACHIYA et
al., 1998), o que nao explicaria a contaminacédo de locais com barreiras naturais a
continuidade dos ventos.

A exposicdo humana ao Hg em ltaituba € influenciada pela atividade
garimpeira remanescente da intensa atividade aurifera ocorrida nas décadas de 70 e
80, e que posteriormente tem apresentado decaimento e oscilagdo na produtividade
(SANTOS et al., 2000). De fato, a regido de Itaituba parece apresentar condicbes
propicias para concentrar maiores niveis de exposicdo mercurial. O Tapajos € um rio
de aguas relativamente loticas, em que ocorre transicdo para um sistema |éntico, de
correnteza mais fraca, o que favorece a sedimentacao localizada (ROULET et al.,
2001), a despeito de terem sido registrados niveis de mercurio em cabelo acima de
10 pg/g em comunidades proximas de sua desembocadura, como € o caso da
comunidade de Ponta de Pedras, distante 20 Km da foz (AKAGI e NAGANUMA,
2000). Este pode ser o0 caso tipico de contaminagcao por peixes migradores, ja que
esta € uma comunidade de pescadores, cuja atividade depende da captura de
espécimes transeuntes, pelo fato de n&o existirem criatérios naturais as
proximidades.

Niveis de exposi¢cédo bem inferiores foram detectados em mulheres residentes
em Porto Velho (Rondénia) cidade localizada as margens do rio Madeira, sujeito a
efluentes de lixiviagdo de garimpos instalados, inclusive em seus afluentes
(MARQUES et al. 2007; 2008). A meédia da concentracdo de Hg-t (6,03 pg/l)

encontrada em sangue de corddo umbilical (considerado pelos autores como
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materno), foi menor que a metade dos niveis encontrados em nosso estudo em
Itaituba, onde se estima que o0s niveis de exposicdo se mantém relativamente
constantes desde a ultima década. No inicio da década de 2000 foi realizado um
estudo com puérperas e recém-nascidos na cidade de Itaituba, que encontrou niveis
de Hg-t em sangue materno 11,53 pg/l, e no cordao umbilical 16,68 pg/l, com forte e
positiva correlacdo entre ambos (SANTOS et al., 2007). Nosso estudo encontrou
niveis em sangue materno um pouco maiores (13,93 ug/l) e ndo incluiu resultados
para 0s recém-nascidos, porém o0s niveis encontrados nas maes podem ser
considerados estimativos dos teores presentes nos filhos, pelo processo de
transferéncia placentaria do Hg, sendo que nos recém-natos, 0s niveis podem ser
significativamente maiores que os verificados nas maes (GRANDJEAN et al., 1999,
BJORNBERG et al., 2005, SAKAMOTO et al., 2007, MIRANDA et al., 2011).
Curiosamente, a transferéncia materna de Hg para o feto parece nao subtrair
quantidades relevantes a ponto de alterar os niveis mensurados na méae cerca de
um ano apés o parto, como observado neste estudo. Alternativamente, a exposi¢ao
continuada no periodo poderia ter compensado essa diferenca, repondo a fracéao
transferida para o concepto. No primeiro caso, estudos em mulheres gravidas e néo
gravidas da mesma comunidade também ndo apresentaram diferenga significante
entre os niveis de Hg-t (PINHEIRO et al., 2005).

Em contraste, outros estudos com mulheres em idade fértil na Amazonia,
utilizando o cabelo como matriz de analise, sugerem que o0s niveis de mercurio
podem variar, dependendo de padrdes de consumo de peixe e de fatores individuais
e que, durante a gravidez, podem existir momentos criticos em que os teores de Hg
podem ser mais elevados (BOISCHIO et al.,, 1998, 2000, CORDIER et al., 2002,
PINHEIRO et al., 2007, MONRROY et al., 2008, MALM et al., 2010). Neste estudo,
porém, ndo houve diferenca nos teores de Hg-t entre puérperas e nao puérperas
dentro do grupo exposto e do grupo néo exposto.

A varidvel mais associada com os niveis de mercurio nos modelos de
regressao linear multipla e de regresséao logistica multipla em todos os grupos de
mulheres foi 0 consumo de peixe (Tabelas 10 a 13). Houve diferenca entre o
consumo nas mulheres puérperas e ndo puérperas, expostas e ndo expostas, com
destaque para as ndo puérperas. Um estudo realizado com mulheres gravidas na
cidade de Alta Floresta, Mato Grosso, verificou uma associagao positiva significante

do consumo de peixe com o0s niveis de mercurio em cabelo apenas na analise
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univariada (p=0,01), perdendo importancia no modelo multivariado (p=0,164), o que
foi explicado em funcdo do baixo consumo de peixe e preferéncia por carne
vermelha devido aos habitos culturais dos imigrantes de outra regido do Brasil,
populacdo predominante no estudo (HACON et al., 2000). Porém, a relacao positiva
dos teores de mercurio em cabelo e sangue com o consumo de peixe,
principalmente vinculada a exposi¢cdo ao mercurio organico, tem sido mostrada por
muitos estudos ndo sé na regido amazoénica (DOREA et al., 2005; PINHEIRO et al.,
2007; SANTOS et al., 2007; MARQUES et al., 2007; BARBIERI e GARDON, 2009;
MALM et al., 2010;), como em outras partes do mundo (DEWAILLY et al., 2008;
SCHOEMAN et al., 2010; DAVIDSON et al., 2008; 2010; GRANDJEAN et al.; 2010;
MOZAFFARIAN et al, 2011). No modelo logistico do nosso estudo, além da
frequéncia até duas e mais de duas refeicbes semanais de pescado, o trabalho em
garimpo também esteve associado ao mercuario no caso das mulheres de Itaituba,
embora com menos for¢a de associacao do que a ingestdo de pescado. No caso de
Itaituba, onde a queima do amalgama ouro-mercurio ocorre em ambiente de garimpo
e também urbano (SANTOS et al., 2003), a provavel contribuicdo concomitante de
varias formas do contaminante para a carga corpdrea de mercurio nos individuos
residentes pode ser relevante. A idade também se mostrou importante no modelo
linear das mulheres ndo puérperas de ltaituba (p=0,0161), podendo ser indicativo do
tempo de exposi¢ao ao Hg.

Os niveis de PRL e de IL-10 também foram maiores nas mulheres de Itaituba
em relacdo a Ananindeua, excecao para a PRL nas puérperas de Ananindeua que
apresentaram concentragdes maiores do hormonio-citocina (Tabelas 8 e 9). A
distribuicdo por idade evidenciou que a diferenca de PRL nas puérperas (maior nas
mulheres de Ananindeua) ocorreu na faixa etéria inicial de 15 a 20 anos e na final, a
partir de 26 anos (Figuras 4 a 6). Nas mulheres ndo puérperas, a faixa etaria
intermediaria, de 21 a 25 anos, apresentou concentragcfes maiores de PRL em
Itaituba. Esses niveis secretérios podem estar relacionados com a evolugdo do
periodo de fertilidade, que inicia aos 18 anos, alcanca niveis 6timos na metade da
década dos 20 anos e comecga a decair no final dessa década (VELDE e PEARSON,
2002) e sugerem que mesmo em condicbes de hiperprolactinemia, é possivel
evidenciar diferencas de respostas secretorias da PRL em funcdo de outros fatores
gue podem incluir contaminantes ambientais como o Hg. Todas as faixas etérias de

mulheres, puérperas ou ndo, expostas ao Hg também apresentaram maiores niveis
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de IL-10, & excecdo das mulheres ndo puérperas de 15 a 20 anos, possivelmente
devido ao reduzido numero de mulheres nessa faixa e a ocorréncia de niveis de IL-
10 abaixo do limite de deteccdo do método. Esses resultados concordam com
estudos in vitro e in vivo que demonstraram o aumento da producédo de IL-10 apos
exposicdo a formas inorganicas de Hg (VAS e MONESTIER, 2008) e organicas em
repetidas exposi¢cbes (COOPER, 2008). Contudo, outros estudos com cultura de
células mononucleares de sangue periférico humano, tratadas com formas organicas
ou inorganicas de mercurio, ndo evidenciaram o aumento da secrecdo de IL-10
(GARDNER et al., 2010a).

Os modelos de regressao linear mdltipla sugeriram uma relacdo quase
sempre significante entre a PRL e a IL-10, quando uma ou outra assumia a posicao
de variavel dependente. Nas puérperas de ltaituba, essa associacdo foi muito
proxima do limite de significancia, contudo, nos demais grupos, a PRL e a IL-10 se
mostraram associadas (Tabelas 10 e 11). Caracteristicas maternas e do neonato
influenciaram o modelo linear da PRL nas mulheres puérperas. A associagao
positiva entre paridade nas puérperas de ltaituba e seus niveis de PRL assemelha-
se ao encontrado por ARSLAN et al. (2006), em mulheres de origem hispéanica e
diverge dos mesmos autores em relacdo a mulheres de origem caucasiana, asiatica
e afro-americana, que apresentaram associacao negativa entre paridade e PRL. A
associacao positiva do peso do recém-nato das puérperas de Ananindeua com 0s
niveis de PRL concorda com XU et al. (2003) em relacdo a mulheres chinesas e
diverge desses autores em relagdo a mulheres norte-americanas.

Nos modelos logisticos, quando as variaveis binarias foram baseadas na
mediana de PRL e IL-10, a relacdo entre ambas ndo se mostrou significante e estas
variaveis ndo permaneceram no modelo final. No entanto, os resultados observados
nos modelos lineares concordam com estudos que indicam que a PRL parece
contribuir na modulac&o da producéo de citocinas pelas células do sistema imune de
variadas maneiras, dependendo do estimulo. Em experimentos com sangue total
humano estimulado com o mitdgeno lipopolissacaride (LPS), a PRL aumentou
significativamente a producédo de IL-10, independente da concentracao utilizada
considerada fisiologica (15 ng/ml), estressora (30 ng/ml) ou elevada (100-300 ng/ml)
(MATALKA, 2003). Nas puérperas de ltaituba, a presenca de morbidade na gravidez
influenciou positivamente a IL-10 (p =0,0210) e apresentou-se proxima do limite de

significancia no caso de nédo puérperas (p=0,0783), situacdo inversa da variavel
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trabalho em garimpo que mostrou associacao positiva nas mulheres ndo puérperas
(p=0,0199) e com tendéncia de associacao negativa nas puérperas (p=0,0672).

Em relacdo ao mercurio, a PRL apresentou associacdo negativa nas
mulheres puérperas de Itaituba (p=0,0460). Este resultado diferiu do encontrado por
CARTA e Colaboradores (2003) em individuos adultos do género masculino,
expostos ao mercurio organico atravées do consumo de peixe, que apresentaram
niveis de PRL aumentados, sugerindo-se possivel interferéncia do agente
neurotdxico no sistema dopaminérgico, principal responsavel pelo controle inibitorio
do horménio (CARTA et al., 2003). Em Itaituba, além de se tratar de uma populacéo
feminina em idade fértil, as mesmas estavam no puerpério, o que possibilita um
perfil regulatério de secrecdo da PRL diferente do observado no grupo do estudo
italiano.

A exposi¢cdo cronica a contaminantes, como o0 mercurio, assim como a
presenca de infeccbes de diversas etiologias, pode levar a desequilibrio dos
sistemas organicos. Doencas como a malaria sdo muito prevalentes em regides de
mineracdo de ouro. No estudo realizado com mulheres gravidas em Alta Floresta,
referido anteriormente, 35% delas ja haviam tido episédios de maléria antes ou
ainda durante a gestacdo (HACON et al., 2000), uma prevaléncia maior que a do
nosso estudo em que 12,9% das mulheres com morbidade na gravidez referiram a
malaria. A dengue foi outra doenca infecciosa muito citada em Itaituba, tanto durante
a gravidez (6,4%), quanto depois (16,0%). Embora a prevaléncia de morbidade
recente entre as puérperas tenha sido menor em ltaituba (21,5%) em relacao a
Ananindeua (45,5%), naquele grupo o rol de morbidade foi mais variado. Entre as
mulheres ndo puérperas, o relato de morbidade predominou no grupo de Itaituba.
Destaca-se o fato da IL-10 e da PRL apresentarem associacao significante com a
morbidade em puérperas e ndo puérperas, respectivamente, apenas de Itaituba
(Tabela 9). No seu papel imunoldgico, a Prl atua com potente modulacdo positiva
em algumas infec¢des por protozoarios, e recentemente tem sido sugerido que a Prl
também atue como reguladora da atividade anti-parasitiria em relagcdo ao
Plasmodium falciparum (LOPEZ-MEZA et al., 2010). Em mulheres gravidas
sudanesas portadoras de malaria por Plasmodium falciparum, os niveis de PRL
encontravam-se diminuidos e as concentragfes de IL-10 aumentadas, em relacao
aos controles, com uma correlacdo negativa significante entre PRL e IL-10

(BAYOUMI et al., 2009). No presente estudo, a associagdo negativa entre PRL e a
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IL-10 ocorreu nas mulheres ndo puérperas, expostas ao Hg e a uma maior
diversidade de morbidade, inclusive doencas infecciosas como dengue e malaria.

Agentes etiolégicos parasitarios, bacterianos, fungicos e virais, inclusive o
virus da dengue, podem se multiplicar nos macréfagos, no qual penetram pela
formacdo de imunocomplexos com anticorpos IgG n&o neutralizantes, havendo
ligacdo com receptores Fcy (Fracdo ¢ dos anticorpos que se liga na célula do
sistema imune) dos macrofagos e que pode favorecer a sintese de IL-10, através da
via das proteinas kinase ativada por mitdgeno-MAPKs. Além disso, a0 mesmo
tempo que a ligacdo com esses receptores estimula a resposta contra os patdogenos,
também pode suprimir a imunidade inata influenciando a relagdo Th1-Th2, o que
pode piorar a infeccdo, através do mecanismo chamado aumento intrinseco
dependente de anticorpo (HALSTEAD et al., 2010). Sendo um agente imunotdxico,
0 mercurio também pode induzir a formacdo de imunocomplexos, o que € bem
documentado em modelos animais, em relacdo a varias formas mercuriais inclusive
organicas (HAVARINASAB, et al., 2004; SILBERGELD et al., 2005). Em vista disso,
em uma condicdo ambiental em que os individuos estejam submetidos a exposicao
crdnica ao mercurio, como nas mulheres de Itaituba deste estudo, a interacdo dos
mecanismos imunoldgicos envolvendo IL-10 e Hg pode ser relevante para a
resposta organica imunocompetente do individuo. Esse tipo de exposicao, mesmo
gque a baixos niveis, pode atuar como modificador de risco, alterando a
susceptibilidade do individuo no sentido de favorecer estados morbidos ou acelerar
doencas (YUAN, 2012).

A infeccdo do trato urinario nas puérperas de Ananindeua destacou-se como
principal morbidade, sendo relatada por mais de 90% das mulheres, possivelmente
suplantando em percepcao outros eventos mérbidos que as mesmas tenham tido no
periodo e sua ocorréncia esta relacionada a complicacdes na gravidez (DUARTE et
al., 2002), que no entanto, ndo foram referidas pelas mulheres do estudo. A IL-10
também se associou positivamente com o consumo de bebida alcodlica (referido
como social ou ocasional) nas mulheres ndo puérperas de Itaituba (p=0,0178),
havendo uma tendéncia de associacdo positiva com tabagismo nas mulheres
puérperas de Ananindeua (p=0,0791). O consumo abusivo de alcool tem sido
relacionado com o aumento de interleucinas do tipo Th2, inclusive a IL-10,
acompanhando a elevacao dos niveis de IgE total (GONZALEZ-QUINTELA, et al.,

1999). Contudo, em modelos in vitro, ocorre diminuigdo da producdo de IL-10 por
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células epiteliais do trato respiratério, submetidas a fumaca de cigarro (ST-
LAURENT et al., 2009).

A PRL mostrou tendéncia de associacdo positiva com o tipo de ocupacédo
(p=0,0569) e negativa com a morbidade recente nas mulheres ndo puérperas de
Itaituba (p=0,0870) (Tabela 13). Diversas condicdes fisiologicas e patoldgicas levam
ao aumento sérico da PRL, desde gravidez e lactacdo até infeccdes, traumas,
tumores, distarbios emocionais e medicamentos e ela é considerada um dos
principais hormoénios induzidos por estresse (LA TORRE e FALORNI, 2007). Como
este estudo foi realizado em condicbes ambientais no hospital e no domicilio das
mulheres, ndo foi possivel avaliar objetivamente a interferéncia de outros aspectos,
além daqueles contemplados pelo estudo, na resposta aos fatores imuno-enddécrinos
selecionados, porém, observa-se que as variaveis referentes as condi¢cdes de vida
das mulheres podem ser potenciais geradoras de estresse, e consequentemente,
podem influenciar o seu perfil imuno-enddcrino.

Estudos populacionais na regido do rio Tapajés relacionados a possiveis
efeitos do mercurio como neurotoxico e imunotoxico ainda séo limitados. Em grupos
garimpeiros, estudos com marcadores de disfungdo auto-imune como anticorpo
antinuclear (ANA) e antinucleolar (ANOA), encontraram uma maior prevaléncia,
sobretudo de ANOA, em um grupo garimpeiro da bacia do Tapajés, em relacdo a
garimpeiros de diamante e esmeralda no estado de Goias, bem como em relacdo a
uma comunidade do municipio de Juruti, estado do Para (SILBERGELD et al.,
2005). Além desses anticorpos direcionados a antigenos no nucleo ou nucléolos, o
mesmo grupo quantificou citocinas pro-inflamatérias como interleucina 13, TNF-a e
IFN-y, que também foram mais prevalentes em garimpeiros do Tapajés do que nos
mineradores de diamantes ou esmeralda. Contudo, outras citocinas como IL-4, IL-17
e IL-10 foram medidas, com resultados abaixo do limite de deteccdo em mais de
50% das amostras, prejudicando a comparagcdo dos grupos (GARDNER et al.,
2010b).

Em um subgrupo de 61 puérperas participantes do estudo desenvolvido em
ltaituba em 2000-2001 mencionado acima (SANTOS et al, 2007) foram
guantificados os niveis de mercurio e anticorpos ANA e ANOA, IgG total, IL-10 e IL-
17 entre outras citocinas. Os teores médios de Hg-t em sangue foram menores que
no presente estudo (6,90 pg/l) e apenas a IgG total mostrou correlagao significante
com os niveis de mercurio (r=0,60, IC 95% 0,25, 0,96). Os niveis de IL-10 e IL-17
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estavam abaixo do limite de deteccéo (1.49 pg/ml) e por isso ndo foram tratados
estatisticamente (NYLAND et al., 2011). No presente estudo em lItaituba, cerca de
70% das mulheres puérperas (112, 77,8%) ou ndo puérperas (100, 69,4%)
apresentaram concentracdes acima do limite de deteccdo para IL-10 (1,0 pg/ml) e
em Ananindeua, esses percentuais foram menores (96, 61,5% para puérperas e 64,
41,0% para ndo puérperas). As correlaces lineares entre Hg-t, PRL e IL-10, ndo
foram significantes, exceto entre PRL e IL-10 nas puérperas de Ananindeua, que
apresentou uma correlacdo positiva (r=0,1870; p=0,0197). Contudo, o modelo
logistico multivariado mostrou associagdo negativa do Hg-t com a PRL nas
puérperas expostas. A aplicacdo de outros métodos de analise multivariada nao
linear pode ser necessaria para avaliar as diferencas encontradas neste estudo,
entre 0s niveis dos biomarcadores nas distintas popula¢des, uma vez que 0s
métodos lineares e logisticos apresentaram algumas limitacoes.

O estado de imunotolerancia na gravidez se caracteriza pela modulagéo da
resposta de células T no sentido de Thl (que inclui citocinas como IL-2 e IFN-y) para
Th2 (IL-4, IL-10) visando proteger o embrido e a manutencdo da gravidez, evitando o
aborto (KRUSE et al., 2000; MORELI et al., 2012), havendo inclusive producéo de
IL-10 pelos citotrofoblastos placentarios (ROTH et al., 1996). Essa relagdo no
sentido Thl-Th2 em mulheres gravidas saudaveis, representada pela razdo IL-
4/IFNy, pode ser maior durante o primeiro e o segundo trimestre, quando comparado
ao terceiro trimestre, o pos-parto e mulheres ndo gravidas. Nesse estudo, a
expressdo de mRNA da IL-10 teve um aumento discreto na gravidez, porém, 0s
niveis séricos de IL-10 aumentaram mais acentuadamente, sendo 0s maiores
valores detectados durante o terceiro trimestre e se correlacionaram de forma
significante com os niveis de 173 estradiol, que também aumentaram no decurso da
gravidez. A diferenca da expressdo de mRNA da IL-10 e a concentracdo sérica foi
atribuida como tendo provavel fonte os citotrofoblastos. Nao houve associacédo da
IL-10 com a prolactina (KRUSE et al., 2000), diferindo do nosso estudo que,
entretanto, também encontrou valores de IL-10 mais elevados no pds-parto, em
relacdo as mulheres ndo gravidas. Os maiores niveis de IL-10 estavam presentes
nas mulheres de Itaituba, expostas ao Hg, quando comparado com as mulheres de
Ananindeua, ndo expostas (Tabela 8).

A prolactina como horménio-citocina expande o seu papel na gestagéo,

periodo em que as fontes extra-pituitarias como a glandula mamaria, placenta e
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Gtero contribuem para a produgcdo da PRL pelos lactotrofos da hipofise,
reconhecidos como principal fonte de PRL (BACHELOT e BINART, 2007). As
necessidades metabodlicas aumentadas durante a gravidez, bem como o aumento da
demanda de oxigénio para os tecidos maternos e fetais elevam o estresse oxidativo
nessa fase. Para proteger érgdos como o0 coracdo (que apresenta um aumento
fisiolégico reversivel) o organismo aciona vias de sinalizacdo como a STAT3, ativada
pela prolactina, levando a producédo de angiogénese no miocardio, podendo mediar
a hipertrofia do cardiomidcito. Isto pode ser estimulado por outras vias, uma vez que
ratas knockout para a via STAT3 apresentaram crescimento normal desses tecidos
na gravidez, porém, houve aumento da apoptose e ocorréncia de dilatacdo e fibrose
no pos-parto, sugerindo a importancia dessa via para 0 retorno as condicdes
fisiolégicas do 6rgdo. A STAT3 também inibe as espécies reativas de oxigénio -
ROS pela regulagdo crescente da enzima Manganés superoxido dismutase -
MnSOD. A diminuicdo desta enzima estimula a liberacdo da protease catepsina-D
qgue leva a clivagem da forma de 23 kDa da prolactina para a forma de 16 kDa, que
tem funcdo antiangiogénica e pro-apoptética e que, em estudos experimentais,
induziu efeitos lesivos para os tecidos e para a funcéo cardiaca em ratas gravidas ou
nao (LOK et al.,, 2011). Assim, esses mecanismos relacionados a PRL podem
contribuir para a manutencao e protecédo dos sistemas organicos femininos inclusive
durante a gravidez, bem como em caso de desequilibrio (em situacdes de alta
producdo de estresse oxidativo, por exemplo) podem se tornar desfavoraveis ao
organismo.

Estudos recentes tem avaliado a relacéo das defesas orgéanicas antioxidantes
com o mercurio em comunidades do rio Tapajés. Um desses estudos, envolvendo
mulheres de 13 a 65 anos, avaliou 0s niveis sanguineos de glutationa-GSH (co-fator
da enzima glutationa peroxidase) e a atividade da enzima catalase-CAT em relacéo
ao mercurio nas comunidades expostas Barreiras e S&o Luiz do Tapajos e em uma
comunidade do rio Tocantins, area distante da bacia do Tapajos. O aumento da
glutationa (possivelmente como resposta ao estresse ou por inibicdo da glutationa
peroxidade), bem como a diminui¢cdo da atividade da catalase (possivel inibicdo), se
correlacionou de forma significante com os niveis de mercurio total em cabelo
(PINHEIRO et al., 2008). Esses e outros biomarcadores de estresse oxidativo como
a atividade da glutationa peroxidase (GSH-Px), atividade e % de reativagéo de -
aminolevulinato dehidratase-ALA-D foram pesquisados em individuos de 12
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comunidades da bacia do Tapajos (GROTO et al., 2010), verificando-se nas
mulheres média de Hg em sangue maior que o do nosso estudo (31,9 ug/l) e as
mesmas apresentaram uma atividade da GSH-Px mais elevada em relacdo aos
homens, com tendéncia de aumento na atividade da ALA-D. A forca de associacao
com o Hg se fortaleceu quando os modelos de regressdo mdltipla incluiram o
consumo de peixe (GROTO et al., 2010). Esses estudos indicam a associacdo da
exposicao ao mercurio com o estresse oxidativo nesses individuos (com resposta
mais evidente nas mulheres) e os autores levantam a possibilidade da relacdo com
disfuncdes neurolégicas e cardiovasculares nessas populagdes. A intoxicacdo
cronica pelo metilmercurio pode levar a distlrbios neurologicos de longa duracgéo.
Sintomas como parestesias em partes distais das extremidades e em torno dos
labios persistiram em pessoas que haviam sido expostas por 20 anos ao mercurio
na regido de Minamata, mesmo 30 anos apos ter cessado a exposicdo (EKINO et
al., 2007). No presente estudo, ndo foi relatado pelas participantes sintomatologia
sugestiva de disfuncdo neuroldgica, contudo, tendo em vista que a resposta
secretoria da PRL é fortemente afetada por estresse de varias etiologias, podendo
ser estimulada ou inibida em funcdo da natureza do estimulo estressante
(FREEMAN et al., 2000), essas populacées, inclusive a do nosso estudo, podem ter
as diversas funcdes moduladoras da PRL também afetadas, em superposicao aos
efeitos adversos da exposicdo ao mercurio.

A PRL tem sido relacionada com alteracdes cardiovasculares em estudos
com marcadores séricos da funcdo cardiaca, estresse oxidativo, apoptose,
remodelamento e inflamagdo em mulheres com cardiomiopatia periparto-CMPP
(caracterizada por insuficiéncia cardiaca de etiologia desconhecida, que pode
ocorrer até 6 meses depois do parto). Em um estudo de seguimento de 6 meses
em mulheres que tiveram CMPP, tratadas com medicamentos inibidores da enzima
conversora de angiotensinogénio, diuréticos e betabloqueadores, a melhora da
funcéo cardiaca mostrou associagéo significante com a diminuicdo dos marcadores
Lactato desidrogenase oxidada (LDL-ox), IFN-y e PRL. Considerando que a PRL
(principalmente a forma de 16-kD) e o IFN-y induzem reacgdo inflamatoria no
endotélio, sugere-se uma progressao cronica de caracteristica auto-imune nas
mulheres que tiveram mal progndéstico, com possibilidade de sinergia entre estresse
oxidativo, inflamacdo e PRL no desencadeamento da CMPP (FORSTER et al,,

2008). Esses resultados tém sido apoiados por um estudo recente que obteve
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sucesso no uso da bromocriptina, um bloqueador do receptor D2 da dopamina e
inibidor da PRL, em modelo experimental de CMPP e em um estudo piloto com
pacientes, para a prevencao e tratamento de CMPP, sugerindo a PRL como uma
nova alternativa terapéutica para essa cardiomiopatia (YAMAC et al., 2010).

A correlacao significante de hiperprolactinemia com nitrito sérico em mulheres
inférteis também tem sido associada a inducdo de dano oxidativo pela PRL
(BASKAR et al., 2008). Em mulheres logo apds a menopausa, niveis de PRL acima
de 8,0 ng/ml foram preditores de hipertensdo arterial, sugerindo-se uma possivel
contribuicho da PRL para o processo de arterioesclerose em mulheres pos-
menopausa (GEORGIOPOULOS et al., 2009) e para o aumento do risco de
hipertensdo arterial sistémica a partir da menopausa (ZHANG et al., 2010). Os
grupos de mulheres do presente estudo, ndo apresentavam alteracdes cardiacas
referidas, havendo duas puérperas (uma exposta e uma ndo exposta ao mercurio)
com relato de hipertensdo arterial, porém 12,9% das 31 mulheres puérperas de
Itaituba com morbidade referida, apresentavam edema de membro inferiores, que
pode estar associado a hipertensdo arterial na gravidez. No entanto, embora o0s
niveis de PRL nas puérperas expostas ao Hg sejam menores do que nas nhao
expostas, fora da gravidez e puerpério esses niveis se mantiveram elevados de
forma significante nas mulheres expostas, mesmo considerando a possibilidade de
gravidez ndo informada e amamentacao tardia, o que pode sugerir uma condicdo de
estresse crénico nessas mulheres, no qual o Hg e a PRL podem estar envolvidos.

A desregulacéo de citocinas na gravidez, incluindo a IL-10 tem sido associada
a aborto recorrente e parto prematuro (LIM et al., 1996; ZEN et al., 2010; MORELI et
al., 2012), bem como niveis elevados de PRL no inicio da gravidez (HIRAHARA et
al., 1998). Além disso, os metais, incluindo o mercurio, podem ter um impacto
negativo na fungéo hipofisaria, que pode ser inversamente correlacionada com a
PRL, hormodnio liberador de tirotrofina - TSH e progesterona e diretamente
relacionada com o estradiol, levando ainda a mudancas no sistema imune com
aumento de células NK e mudanca na contagem de células T helper e T
supressoras, interferindo no desenvolvimento da gravidez, podendo favorecer
abortos recorrentes (GERHARD et al., 1998). Neste estudo, embora as puérperas de
Itaituba tenham apresentado uma paridade maior, ndo houve diferenca significante
entre aborto referido em mulheres expostas e ndo expostas ao Hg. No entanto, a

PRL em mulheres puérperas de Ananindeua apresentou associagao com o relato de
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aborto pregresso espontaneo (p=0,0057). A diferenca nos niveis de IL-10 e PRL,
além do Hg-t, entre os grupos pode sugerir consequéncias diferenciadas para o
sistema imunologico das mulheres. Um aumento persistente de PRL circulante, pode
resultar em efeitos semelhantes aos que ocorrem no periodo do puerpério e
lactacdo, em que existe amenorréia e a PRL diminui vagarosamente, havendo
supressédo gonadal, pela inibicdo do horménio liberador de gonadotrofina - GnRH,
com consequente inibicdo dos hormonios luteinizante e foliculo estimulante. Isto leva
a anovulacdo e amenorréia, geralmente proporcional aos niveis circulantes de PRL.
A hiperprolactinemia patologica estd relacionada com infertilidade feminina e
masculina (BACHELOT e BINART, 2007).

A PRL e outros horménios como os hormdnios tireoidianos, o horménio do
crescimento — GH e o fator de crescimento semelhante a insulina — IGF-1, parecem
se contrapor aos efeitos de mediadores regulatérios negativos que podem ser
produzidos em uma reacdo imunolégica (como os glicorticoides) e reduzir a
susceptibilidade a doencas induzidas por estresse (DORSHKIND e HORSEMAN,
2001). No caso da PRL, esse papel protetor também tem sido sugerido em relagéo a
agentes imunotéxicos como o0 mercurio, em modelo animal de forma dose-
dependente (RAMALINGAN et al., 2003). O seu papel de moduladora da producao
de citocinas por células do sistema imune ainda estd sendo esclarecido a medida
gue os estudos avancam, contudo, a PRL tem a capacidade de interagir com os
mecanismos celulares que promovem o0 aumento ou a diminuicdo de varias
citocinas, como o INFy, TNFa, IL-12 e IL-10, conforme o estimulo utilizado
(MATALKA, 2003, LAU et al., 2006).

Até onde temos conhecimento, este € o primeiro estudo que inclui a prolactina
como biomarcador imunoenddécrino em mulheres em idade fértil, inclusive no pos-
parto, expostas ao mercurio na regido amazonica. Dada as limitacdes deste estudo
e a nao inclusdo de outros componentes do sistema endocrino, que possuem
interagdo com a regulagéo da PRL, como o fator liberador de tireotrofina - TRH e o
estradiol (ROELFSEMA et al., 2012), ainda assim, os resultados permitiram tecer
consideracdes, em vista da evidéncia de elevada exposicdo ao Hg em ltaituba, de
diferencas significantes entre os niveis de PRL e IL-10 entre mulheres expostas e
ndo expostas e a forca de associacdo com algumas variaveis epidemiologicas. Além
disso, os niveis de mercurio em sangue encontrados em ltaituba estdo acima do

limite de referéncia internacional de 8 pug/l (WHO, 1990) e acima dos limites
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considerados de seguranca para gravidas (3,5 pg/l) e para adultos (5,8 ug/l),
segundo a Agéncia Americana de Protecdo Ambiental - EPA (MIRANDA et al.,
2011), o que indica a necessidade de vigilancia e atencdo para esse grupo
vulneravel aos impactos deletérios do mercurio, que pode levar a efeitos adversos
ao desenvolvimento fetal e infantil.

Assim, tendo em vista que: a) o mercurio tem agdo estressora sobre o
organismo, podendo levar a disfuncdes de sistemas tais como 0 nervoso, circulatorio
e renal; b) a prolactina pode atuar protegendo os sistemas organicos quando em
niveis fisiologicos e quando em niveis elevados é também capaz de favorecer o
estresse oxidativo e alterar a relacdo Th1l-Th2 do sistema imune, influenciando a
producdo de citocinas, com evidéncias de associagcdo com doencas autoimune,
como o lapus eritematoso, em que a PRL prolonga o ciclo de vida dos linfocitos B
estimulando a producdo de auto-anticorpos (ZEN et al., 2010) e com alteracdes
cardiovasculares (ZHANG et al., 2010), entdo, € sensato considerar que, em uma
populacdo exposta ao mercurio, como as mulheres deste estudo, pode haver uma
somatoria de condicdes de risco, que a médio ou longo prazo pode contribuir para o
desencadeamento de processos morbidos cronicos e interferir na resposta a
processos agudos. Assim, € possivel que a PRL seja Gtil como um biomarcador para
a vigilancia da resposta funcional neuroenddcrina e imunoldgica dos individuos
expostos ao Hg, pois tanto o seu aumento quanto a sua diminuicdo em casos de
exposicao a diversas formas de mercurio, podem sugerir algum tipo de impacto nos
sistemas de controle hipotalamicos da PRL (CARTA et al., 2003; LUCCHINI et al.,
2003). Certamente, também €& necessario considerar as condicdes e variabilidades
individuais que podem interferir no perfil imunoenddcrino, incluindo os eventos
morbidos a que as populacdes estdo sujeitas, e que contribuem no balanco

regulatorio da PRL nesses individuos.
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5. CONCLUSAO

Os niveis de mercurio total em sangue estavam acima de valores de
referéncia internacionais (8 pg/l, OMS) e se mantiveram estaveis um ano depois,
sugerindo exposic¢ao cronica.

A concentracdo sérica de PRL foi menor em puérperas e maior em nédo
puérperas de ltaituba, sugerindo menor capacidade secretéria em condicbes de
hiperprolactinemia e niveis oscilantes fora da condi¢céo reprodutiva.

Por sua vez, as concentracdes de IL-10 estavam elevadas nas mulheres de
Itaituba comparado com Ananindeua independente da condigdo funcional, sugerindo
associacdo a maior morbidade, talvez favorecida pela exposi¢cdo ao mercurio.

Como era de se esperar, dentre os fatores determinantes para a exposicao ao
mercurio, o consumo de peixe seguido de moradia em garimpo foram os fatores
mais relacionados a exposicdo mercurial.

A exposicdo crbnica ao Hg pode estar associada a mudancgas nos padrdes
secretorios esperados de PRL e IL10 para a condicdo basal e puerpério, além de
sua associacdo a maior morbidade, sugerindo maior suscetibilidade do sistema
imunoneuroenddcrino em mulheres expostas cronicamente ao metal.

A PRL pode ser util como biomarcador na avaliagdo e monitoramento de
populacdes expostas ao mercurio devido o seu papel imunomodulador como
horménio-citocina, podendo interagir em resposta a agentes toxicoldgicos como o

mercurio.
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APENDICE A - Ficha epidemioldgica de mulheres puérperas

s secremnoeveiicamsios  MS/SVS - INSTITUTO EVANDRO CHAGAS | IDENTIFICAGAO:

222N INSTITUTO SEMAM - SECAO DE MEIO AMBIENTE | |,

iz o 1 EVANDRO PROJETO MERCURIO

- | "I CHAGAS ] _
Gllacaits FICHA MATERNA (PUERPERA) DAT';L /

1. Coleta de material: SANGUE: 0 com EDTA [ SEM EDTA [ CABELO

2. Nome:
3.ldade: _ anos 4. Datado Nascimento: _ / |/ 5. Escolaridade:
6. Naturalidade: 7. UF:
8. Filiag&o: Pai: 9. Mée:
10. Endereco: Bairro:
Localidade: Municipio: Fone:
11. Tempode moradia: _ _anos  12. Morava antes em:
13. Estado Civil: 1. Solteira O 2. Casada/amasiada 0 4. Viava [ 5. Separada/divorciada
14. N° de filhos: 15. Masculino: 16. Feminino:

17. Quantos dias na semana vocé costuma comer peixe?

18. Quando come, quantas vezes ao dia consome peixe?

19. Nomes populares dos peixes consumidos:

O Aracu/piau O Cara-Acu O Filhote O Mapara O Piramutaba O Surubim
O Arumara O Cara-bararua 0O Flexeira O Pacu O Piranha O Tambaqui
O Barbado O Carapixuna O Jandia O Pescada branca O Pirapitinga O Traira

O Bico de pato O Curvina O Jaraqui O Pescada amarela O Pirarucu O Tucunaré
O Branquinha O Curimata O Jatuarana O Peixe cachorro O Sarda

[ Caratinga O Dourada OO0 Mandii O Piranambu O Sardinha

Outras espécies:

20. Além do peixe, quais os alimentos consumidos com frequéncia?

O Feijao O Arroz O Farinha O Macarrao O Carne Boi O Frango
O Caca O Legumes O Verduras O Frutas O Leite O Ovos
21. Consome bebida alcodlica? O Sim [ Néo 22. Ha quanto tempo? anos
23. Frequéncia: n° de vezes / semana: 24. N° de vezes / més:

25. Vocé fuma? OSim ONao 26.
Se Sim, por quanto tempo? ___anos 27.N°decig./dia:

28. Qual é a sua ocupacao principal? 29. Tempo de ocupacdo: __ anos
30. Ocupagéo Anterior? OOSim OON&do 31. Qual?

32. Ja Trabalhou em garimpo com ouro? OSim [ON&o 33. Periodo/ano:
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34. Vocé teve algum problema de saude durante a gravidez? [Sim [IN&o

35. Qual? 36. Fez tratamento? JSim [ONé&o
37. Qual tratamento?

38:N°deabortos: Responsavel pela entrevista:
39. Aborto espontaneo: 40. Periodo/ano:

41. Peso do recém-nascido:
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APENDICE B - Ficha epidemioldgica de mulheres n&o puérperas

&SECRETARIADEVIGILANCIAEMSAUDE MS/SVS - |NST|TUTO EVANDRO CHAGAS |DENT|F|CA(;AO
L2\ INSTITUTO SEMAM - SECAO DE MEIO AMBIENTE
et 5 EVANDRO .

o PROJETO MERCURIO

FICHA MATERNA (NAO PUERPERA) DATA: U

Ne.

1. Coleta de material: SANGUE: 0 com EDTA [ SEMEDTA [ CABELO
2. Nome:
3.ldade:_ anos 4. Data do Nascimento:_/ /| 5. Escolaridade:
6. Naturalidade: 7. UF:
8. Endereco: Bairro:
Localidade: Municipio: Fone:
9. Tempode moradia: _ anos  10. Morava antes em:
11. Estado Civil: 1. Solteira O 2. Casada/amasiada [ 4. Viava [ 5. Separada/divorciada
12. N° de filhos: 13. Masculino: 14. Feminino:

15. Quantos dias na semana vocé costuma comer peixe?

16. Quando come, quantas vezes ao dia consome peixe?

17. Nomes populares dos peixes consumidos:

O Aracu/piau O Cara-Acu O Filhote O Mapara O Piramutaba O Surubim
O Arumara O Cara-bararua 0O Flexeira O Pacu O Piranha O Tambaqui
O Barbado O Carapixuna O Jandia O Pescada branca O Pirapitinga O Traira

O Bico de pato O Curvina O Jaraqui O Pescada amarela O Pirarucu O Tucunaré
O Branquinha O Curimata O Jatuarana [ Peixe cachorro O Sarda

[ Caratinga O Dourada OO0 Mandii O Piranambu O Sardinha

Outras espécies:

18. Além do peixe, quais os alimentos consumidos com frequéncia?

O Feijao O Arroz O Farinha OO0 Macarréo O Carne Boi O Frango
O Caca O Legumes O Verduras O Frutas O Leite O Ovos
19. Consome bebida alcodlica? O Sim O N&do  20. Ha quanto tempo? anos
21. Frequéncia: n° de vezes / semana: 22. N° de vezes / més:
23. Vocé fuma? OOSim [INao 24.
Se Sim, por quanto tempo? ___anos 25.N°decig./dia:
26. Qual é a sua ocupacao principal? 27. Tempo de ocupacdo: __ anos

28. Ocupacao Anterior? OSim [OON&do 29. Qual?

30. Ja trabalhou em garimpo? 0Sim [ON&o 31. Periodo:
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32. Voceé teve algum problema de sadde no dltimo més? [OSim [ONao

33. Qual? 34. Fez tratamento? JSim [ONé&o
35. Qual tratamento?

36:N°deabortos: Responsavel pela entrevista:
37. Aborto espontaneo: 38. Periodo/ano:

39. Obs:
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APENDICE C - Estatistica descritiva dos niveis de Hg-t, PRL e IL-10 em mulheres
puérperas, lItaituba e Ananindeua, Para

Puérperas expostas

Puérperas ndo expostas n=156

n=144

Variaveis Média Mediana Minimo- Média Mediana  Minimo-

Geométrica maximo geomeétrica maximo

(n) (n)

Mercurio total em 7,28 7,98 0,08- 2,79 2,71 1,79-
sangue (ug/l) 98,80 (154) 23,83
Prolactina sérica 206,30 226,80 11,91- 296,50 316,70 44,80-
(ng/ml) 1130,80 918,30
Interleucina 10 24,51 18,48 0,00- 3,24 0,970 0,00-
sérica (pg/ml) (112) 383,40 (96) 63,48
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APENDICE D - Estatistica descritiva dos niveis de Hg-t, PRL e IL- 10 em mulheres
nao puérperas, lItaituba e Ananindeua, Para
Mulheres expostas n=144 Mulheres ndo expostas n=156
Variaveis Média Mediana Minimo- Média Mediana  Minimo-
geomeétrica maximo geomeétrica maximo
(n)
Mercurio total em 7,58 7,03 0,39-70,89 2,35 2,34 0,00-
sangue (ug/l) (154) 20,38
Prolactina sérica 19,22 19,38 1,36- 13,34 13,68 2,44-
(ng/ml) 339,80 162,96
Interleucina 10 5,05 2,01 0,00- 1,69 0,00 0,00-

sérica (pg/ml)

(100) 180,70 (64) 28,16
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ANEXO A - Parecer de aprovagéo do estudo pelo Comité de Etica em Pesquisas
com seres humanos

MS - SECRETARIA DE VIGILANCIA EM SAUDE

h

Parecer de Aprovagio n® 0015/2009
Protocolo CEP/IEC - N° 015/2009
CAAE: 0018.0.072.000-09

Ananindeua/PA, 30 de junho de 2009.

COMITE DE ETICA EM PESQUISA COM HUMANOS

“Exposigio a0 merciirio e niveis de prolactina ¢ interleucina 10 em
Projeto: puérperas da regiiio do Tapajés, Itaituba -Pars .

Pesquisador Responsavel:  IRACINA MAURA DE J ESUS

Conforme decisdo do Comité de Etica em Pesquisa do Instituto Evandro
Chagas/SVS/MS, cientificamos que o projeto em epigrafe foi considerado aprovado.

Recomendamos a  coordenagdo que mantenha atualizados todos os
documentos pertinentes ao projeto.

Este CEP se incumbira dos procedimentos de acompanhamento preconizados
pela Resolugdo 196/96 ¢ suas complementares, do Conselho Nacional de
Satde/Ministério da Satde. A

Deverd ser encaminhado relatério anual ¢, ao final, ¢laborado um relat6rio
consolidado, incluindo os resultados finais da pesquisa, em um prazo maximo de 60
(sessenta) dias, apés a finalizagiio da pesquisa.

Atenciosamente,

MA%éE%% é%’fﬁ@){%fw 7o

Coordenador do CEP/IEC

AV ALMIRANTE BARRGSO, 452 - BARRO: MARCO ~ CEP. 65030000 — BELEM-PA - G N P J | 26,809, 3XWHEG5.05 FONE- (091) 2456422 - FAX. {091)
2W0-4608
RCOOVIA DR 316 - KM 07, SN° - HAIRRO - LEVILANDIA - CEP £7 080-000 ~ ANANINDEUA-PA ~ FONE: $061) 714-7000
Nip Seww e pa gow be



