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RESUMO

JESUS, Maria lzabel de. Exposicdo ambiental ao mercario em criancas e adolescentes
residentes na Amazoénia Brasileira: associacdo com habitos alimentares e com a liberacdo
de citocinas. Tese (Doutorado em Saude Coletiva) — Instituto de Estudos em Salde Coletiva,
Universidade Federal do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2018.

Mercurio (Hg) € um metal toxico que pode poluir o meio ambiente e causar efeitos adversos
para a populacdo exposta em 4&reas impactadas por poluicdo industrial. Grupos mais
suscetiveis como criancas e adolescentes, podem ser afetados por riscos internos e externos.
Esse metal tem acdo reconhecida no Sistema nervoso, mas também tem potencial
imunotoxico. Os niveis de mercurio total no sangue e cabelos destes grupos e a liberacdo de
citocinas 1L-2, IL-4, IL-6, IL-10, IL-17, TNF e IFN-y foram avaliados nos municipios de
Abaetetuba e Barcarena, estado do Pard. Um total de 592 individuos com idade entre 6-19
anos foram avaliados, sendo 239 em Abaetetuba e 353 em Barcarena. Foi utilizado um
questionario epidemiologico. A analise de Hg foi realizada usando um Mercury Analyzer (HG
201) e as citocinas foram examinadas por citometria de fluxo. A segunda parte da pesquisa
avaliou a liberacdo de citocinas no intuito verificar possivel associacdo entre o0s niveis de Hg e
as citocinas. As médias mais elevadas de mercurio encontradas no sangue e nos cabelos foram
de 9,6 png/L e 2,16 ug/g em criangas, respectivamente, e 8,9 ug/L e 1,98 ug/g em adolescentes,
respectivamente, provenientes de Vila Maranhdo (Abaetetuba). Este nivel foi estatisticamente
diferente dos outros locais do estudo (p<0,05) e foram estatisticamente associados ao
consumo de peixe (p<0,01). Os niveis de Hg encontrados excedem os valores de referéncia
para sangue (8 pg/L), demonstrando que existe exposicdo a esse metal. O mercurio ndo se
mostrou associado aos niveis de citocinas liberadas, mas os teores liberados de citocinas
foram diferentes quando comparados entre localidades e grupos avaliados sem a participacdo
deste metal. O conhecimento dos niveis e formas de exposi¢do ao Hg e seu potencial
imunotoxico é importante para o monitoramento da sadde infantil, um grupo de
vulnerabilidade reconhecida.

Palavras-chave: Mercurio. Criancas. Adolescentes. Vulnerabilidade. Exposicdo. Citocinas.



ABSTRACT

JESUS, Maria lzabel de. Exposicdo ambiental ao mercario em criancas e adolescentes
residentes na Amazénia Brasileira: associacdo com habitos alimentares e com a liberacdo
de citocinas. Tese (Doutorado em Saude Coletiva) — Instituto de Estudos em Salde Coletiva,
Universidade Federal do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2018.

Mercury (Hg) is a toxic metal that can pollute the environment and cause adverse effects to
the exposed population in areas impacted by industrial pollution. More susceptible groups
such as children and adolescents may be affected by internal and external risks. This metal
has recognized action in the nervous system, but also has immunotoxic potential. The levels
of total mercury in the blood and hair of these groups and the release of cytokines IL-2, IL-4,
IL-6, IL-10, IL-17, TNF and IFN-y were evaluated in the municipalities of Abaetetuba and
Barcarena. A total of 592 individuals aged 6-19 years were evaluated in the State of Para, 239
in Abaetetuba and 353 in Barcarena. An epidemiological questionnaire was used. Hg analysis
was performed by CVAAS using a Mercury Analyzer (HG 201) and cytokines were examined
by fluco cytometry. The second part of the study evaluated the release of cytokines in order to
verify possible association between Hg levels and cytokines. The highest mean mercury
values found in blood and hair were 9.6 ug / L and 2.16 ug / g in children, respectively, and
89 ng / L and 1.98 pg / g in adolescents, respectively, all coming from Vila Maranh&o
(Abaetetuba). This level was statistically different from the other study sites (p <0.05) and
were statistically associated with fish consumption (p <0.01). The levels of Hg found exceed
the reference values for blood (8 ug / L), demonstrating that there is exposure to this metal.
Mercury was not associated with the levels of cytokines released, but the levels of cytokines
released were different when compared to each type in the sites and groups evaluated without
the participation of the metal. Knowledge of levels and forms of exposure to Hg and its
immunotoxic potential is important for monitoring child health, a recognized vulnerability

group.
Keywords: Mercury. Children. Adolescents. Vulnerability. Exposure. Cytokines.
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APRESENTACAO

Populacdes residentes em areas proximas a empreendimentos industriais estdo sujeitas
a riscos ambientais e podem ter diferentes niveis de vulnerabilidade social. Neste contexto,
riscos potenciais para a salde das comunidades dos municipios de Barcarena e Abaetetuba no
estado do Pard, tém sido gerados a partir dos impactos ambientais decorrentes de acidentes
relacionados aos processos industriais de caulim, bauxita e aluminio, situados préximo ao
porto de Vila do Conde em Barcarena. Esses impactos repercutem nas drenagens que
pertencem a bacia do rio Par4, gerando esses riscos. Na area proxima desse complexo
industrial, em funcdo desses impactos, tem sido apontada uma vulnerabilidade maior de
pessoas que moram préximo ao rio em relacdo as residentes de terra firme. A dispersdo de
poluentes a partir dessas fontes industriais pode alcancar distancias variadas através dos
compartimentos ambientais como agua, ar, solo e sedimento, atingir a biota e possibilitar a
exposicdo de comunidades humanas a contaminantes.

No intuito de avaliar esses impactos de exposicdo ambiental na populacédo local, foi
iniciado em 2008 nessa regido um programa de monitoramento ambiental (Programa
Barcarena), pelo Instituto Evandro Chagas (IEC), 6rgdo ligado a Secretaria de Vigilancia em
Saude (SVS) do Ministério da Saude (MS), a partir da assinatura de um Termo de Ajuste de
Conduta (TAC) firmado entre o Ministério Publico Estadual e uma empresa responsavel por
processamento e exportacdo de caulin. Além do monitoramento ambiental, este programa
incluiu estudos de satude humana em comunidades dos municipios de Barcarena e Abaetetuba.

A pesquisa aqui apresentada fez parte deste grande programa de monitoramento, e
buscou avaliar os niveis de mercurio em criancas e adolescentes residentes na area de estudo,
faixas etarias de reconhecida vulnerabilidade a este metal uma vez que sdo marcadas por
relevantes transformacdes bioldgicas que podem ser alteradas por fatores de risco internos e
externos, levando a mudancas na homeostase corpdrea, e podendo contribuir para o
surgimento de varios agravos a saude. Riscos externos do tipo metais pesados, como o
mercurio (Hg) sdo um dos mais perigosos para a salde ambiental infantil e juvenil. Esta
pesquisa além de avaliar e identificar o nivel de exposicdo desses grupos a esse metal,
também pesquisou a possivel relacdo dessa exposicdo com a liberagdo de citocinas que séo
importantes biomarcadores do sistema imune, também estudado como alvo de metais pesados
como o mercdrio.

Esta tese foi apresenta a seguinte estruturacdo textual: a Introducdo geral; o

Referencial Teodrico, os objetivos, o Material e Métodos, Resultados apresentados como
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Artigos | e I, Consideracoes finais e por ultimo apresenta as Referéncias utilizadas e os
anexos.

Este estudo deu origem a 02 artigos cientificos conforme titulos abaixo:

- ARTIGO 01: “Exposi¢do mercurial em criangas e adolescentes que vivem em 4reas
adjacentes a industria de processamento mineral no Estado do Paré /Brasil”;

- ARTIGO 02: “Niveis de Exposicdo ao Mercdrio e a Liberacdo de citocinas Thl, Th2 e Th17

em Criancas e adolescentes de comunidades amazonicas (Para, Brasil)”.
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1 INTRODUCAO GERAL

O mercurio (Hg) figura entre os metais pesados mais comumente disponiveis a
exposicdo. Ele tem sido relatado como potencial fator de risco para efeitos adversos a saude
humana. Dependendo do tempo, do tipo mercurial, do nivel de exposic¢do, pode comprometer
varios sistemas do organismo, inclusive o Sistema Nervoso Central (SNC). A exposicdo
acima dos valores de referéncia (WHO, 1991; MARQUES et al., 2013; BELANGER et al.,
2013; HA et al, 2016; BRANCO et al., 2017) para o mercurio, tem sido demonstrada no
Brasil, em &reas de explora¢do mineral como o vale do rio Tapajos, bem como em &reas sem
acao antropogénica (SANTOS et al., 2000; 2005).

A historica relacdo do homem com o metal mercirio encontra-se bem referida na
figura 1 (GOLDWATER,1972), que ilustra seu uso pelo homem desde os antigos chineses
que o tinham como fonte de prolongamento de vida, passando por sua utilizagdo na alquimia
(AZEVEDO, 2003); seu uso na fabricacdo de termometros (MIRANDA et al., 2007) e
referindo seu controverso emprego na odontologia.

O mercurio estd presente na crosta terrestre como mercurio elementar na forma de
sulfeto em cerca de 0, 5 partes por milhdo (ppm). Como fonte de exposi¢des naturais de Hg
sdo exemplos a saida de gas de rochas ou de vulcdes. Atividades como a queima de carvao e a
mineracao sdo tipos de fontes antropogénicas de Hg (BERNHOFT, 2012).

De acordo com a Organizacdo Mundial de Salude (OMS) a exposicdo humana ao
mercurio pode ser causada por ingestao de agua e peixes contaminados, amalgama dentéria ou
exposicdo ocupacional (WHO,1991; RICHARDSOM, 1996). Um dos maiores exemplos de
repercussdo do Hg na saude humana se deu em Minamata no Japao nas décadas de 1950 e
1960, onde um acidente promoveu uma grande contaminacdo por metilmercirio em pessoas
que se alimentaram de peixes com alto teor desse tipo mercurial (HA et al., 2016). Este
evento foi determinante para tornar conhecido mundialmente os grandes maleficios desse

metal para a saide humana e ambiental.
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Figura 1 - llustragdo da relagcdo do mercurio com o homem

Fonte: GOLDWATER, 1972.

Criancas e adolescente, grupos visados como sujeitos desse estudo, possuem Politicas
Publicas préprias a serem executadas nos servicos governamentais de acordo com a agdo
proposta. No aspecto da satde ndo é diferente, mas o desenvolvimento dessas a¢fes encontra
muitas barreiras e a principal delas é a dificuldade de captacdo desse grupo para as unidades
de satde que além da prestacdo dos servigos tem o papel primordial de facilitar o acesso a
informacdo (CAVALCANTE, et al., 2008).

Portadores de faixa etaria conhecida como aquela marcada por grandes e profundas
transformagfes principalmente as de ambito bioldgico, criangas e principalmente o0s
adolescentes passam por mudangas importantes que sdo determinadas por alteracGes
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qualitativas e ou quantitativas de substancias corpdreas, como horménios e enzimas. De
forma semelhante, existe ainda um numero consideravel de substancias que séo passiveis de
sofrerem alteracGes neste momento de transi¢do do organismo humano onde a vulnerabilidade
a outros fatores, quer internos ou externos, podem levar a mudancas na homeostase corporea e
ocasionar Varios tipos de agravos (CODEPPS/SP, 2006).

Neste cenério, pesquisas que investiguem o nivel de exposicdo e o papel
desempenhado por metais pesados como mercurio como fator externo de risco para a saude
dos grupos investigados, sdo necessarias para contribuir nas tomadas de decis6es de medidas
que previnam as exposicOes a esse metal em areas como a regido da Amazonia Brasileira.

Pretendeu-se com este estudo, a partir de informacgdes de varidveis epidemioldgicas,
socio-demograficas e laboratoriais, contribuir para a discussdo sobre as possiveis alteracdes
no padrdo de saude de criancas e adolescentes das comunidades amazdnicas em relacdo ao

mercdrio.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 MERCURIO

Nas ultimas décadas, a poluicdo por metais pesados tem se configurado em um grave
problema de salde. Desses metais 0s mais estudados sdo o chumbo (Pb), o cadmio (Cd) e o
Mercdrio (Hg). A exposicdo humana crénica a tragos desses elementos pode levar ao processo
de bioacumulacao e de acordo com o tempo e o nivel de exposicdo pode causar varios efeitos
bioldgicos e, por conseguinte, levar a sérios agravos a saude (LAAMEC et al., 2014).

O metal pesado mercario € um dos toxicos ambientais mais disponiveis no ambiente.
Pode ser liberado para 0 mesmo, por modo natural bem como por fontes antropogénicas. Suas
formas principais sdo assim denominadas: elementar, inorganica e organica. Queima de
combustiveis fdsseis, incineracao de residuos solidos e mineracdo sdo exemplos de fontes de
mercurio elementar. O mercurio inorganico pode ser encontrado em cosméticos como cremes
clareadores de pele, em baterias e remédios a base de planta. J& o MercUrio organico tem sua
principal forma no metilmercurio (WOLKIN et al.,2012).

A contaminacdo da gua e da terra pode ocorrer quando o mercurio elementar é liberado
no ar. EmissBes industriais contendo mercurio elementar e inorganico podem contaminar
diretamente fontes de dgua (ATSDR,1999), permitindo através do plancton, a conversdo do
mercurio elementar em metilmercario, composto mercurial altamente toxico que, ao entrar na
cadeia alimentar tem a capacidade de bioacumulacdo levando a peixes carnivoros grandes
concentracdes desse metal (GOLDMAN; SHANNON, 2001; WOLKIN et al., 2012).

O consumo de peixe tem sido relatado como principal fonte de exposicdo humana ao
mercario em muitos lugares do mundo (TRANSANDE et al., 2005 ), inclusive no Brasil
(SANTOS et al., 2000). Estudos populacionais que avaliam a exposicdo a esse metal tém
relacionado niveis baixos de exposi¢do cronica através do consumo de peixes a efeitos
adversos a saude em populacdes com grande exposi¢do ou grupos mais vulneraveis como 0s
fetos em desenvolvimento (CARTA et al., 2003; ALGER et al., 2005).

2.2 O SISTEMA IMUNE, AS CITOCINAS E O POTENCIAL IMUNOMODULADOR DO
MERCURIO

O sistema imune humano atua em duas principais frentes: na resposta inata e na
resposta adaptativa. Para o pulméo, por exemplo, a resposta inata representa a principal linha

de defesa contra invasores com respostas inespecificas suscitadas na superficie do invasor
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desencadeada por macrofagos das vias respiratorias e por células epteliais respiratdrias que ao
produzirem citocinas e quimioquinas recrutam para o pulméo as células inflamatdrias. Ja a
resposta imune adaptativa ativa células T e B por reconhecer o antigeno especifico. O
desenvolvimento de memdria especifica € muito importante nesse tipo de resposta uma vez
que permite respostas rapidas na reinfec¢do (SLY; FLACK, 2008).

Quanto a maturidade tanto para a resposta inata como para resposta adaptativa, o
sistema imune passa por grande desenvolvimento na fase uterina, mas ainda € imaturo até o
nascimento (THORNTON et al., 2004). A maturacdo desse sistema para os dois tipos de
resposta ocorre depois do nascimento (HOLT et al., 2005). Esse amadurecimento é conduzido
por estimulo ambiental como, por exemplo, de componentes de células microbiais cujos sinais
podem resultar no aumento da expressdao de complexo de Histocompatibilidade maior (MHC)
classe Il na célula dendritica (CD) e um aumento na habilidade de células T em produzir
citocinas do tipo Th-1 com a idade (SLY; FLACK, 2008).

As citocinas sdo biomarcadores liberados pelas células imunolégicas com o objetivo de
regular a intensidade e a duracdo da resposta imune (ZHOU, 2010). Sdo moléculas protéicas
de baixo peso molecular que podem ser classificadas em tipos Thl e Th2. Como exemplos de
acOes de citocinas tipol(Thl), estdo a remocdo de células malignas e células com virus que
sdo mediada por IFN-y e IL-12, enquanto que IL-4, IL-5, IL-13, citocinas do tipo 2 (Th2)
mediam a remocdo de antigeno bacterial soltvel. Outro grupo de células Th, classificado
como Thl7 que produz a IL-17 e IL-22 tem sido relacionada com a patogenicidades de
agravos cronicos e autoimunes (BETELLI et al., 2008; OUKKA, 2007). Interleucinas como
IL-6, TNF podem ter sua liberacdo aumentadas pela agdo da IL-17. A resposta Th17 recruta
outros tipos celulares para os sitios de infec¢do e atua em processos inflamatdrios ndo bem
respondidos pelos tipos Thl e Th2 (BETELLI et al., 2008).

Entretanto, estudos de liberagdo de citocinas, requerem especial atencdo a fatores como
idade, género, origem étnica, nutricdo e exposicdo que podem influenciar na variabilidade
destes biomarcadores imunes e todos esses fatores necessitam ser avaliados antes de serem
utilizados em estudos epidemioldgicos (DURAMAD; TAGER; HOLLAND, 2007; ZHOU,
2010). A idade é um desses fatores importantes a ser considerado quando se examina perfis de
citocinas Thl e Th2 em criangas (McNERLAN et al., 2002; DURAMAD et al., 2004 a, b;
KAWAMOTO et al., 2006;).

Varios estudos tém relatado o mercirio como importante imunotdxico e capaz de

contribuir para mecanismos de doengas, bem como para toxicidade em outros orgaos
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(GARDNER, NYLAND; SILBERGELD, 2010), dirigindo ou intensificando (MHART et al.,
2001) os processos imunotoxicos (figura 2).

O conhecimento a respeito dos mecanismos de acao desse metal no sistema imune ainda
é muito reduzido, uma vez que 0 numero de pesquisas que avaliam a capacidade neurotoxica
desse metal é bastante superior aquelas relacionadas com o papel desempenhado por ele no
sistema imunolégico. Um fator que parece dificultar o acesso a essas informacdes esta na
utilizacdo em estudos in vivo e in vitro de formas mercuriais elementares e inorganicas,
diferentes do metilmercurio que é a forma mais importante de exposi¢do humana a esse metal.
Os achados obtidos com o uso de outras formas, podem ndo permitir a correta extrapolacéo de
dados para o sistema imune humano (MAHAFFEY et al., 2004).

Figura 2 Poluentes podem dirigir processos imunoldgicos ou intensificar os ja existentes

Exposi¢do pessoal total Asma, atopia, TNF-a, Sintomas
a ozodnio, NO, e outros PM, s, metais IL-1,1L-6, IL-8 AInfect;('ies
sma exac.
poluentes gasosos pesados (Cd, Hg) B /
Inflamagdo
w
OXIDATIVO/RADICAL 2
DANO & I
(Efeito Protetivo)
Atividade Fisi Dano Tecidual
Dieta antioxidante vit. E, C, A: lvidade Fisica \\‘

frutas e vegetais
Fung¢do Pulmonar,
Enzimas antioxidante GSTM1, crescimento

T1,P1

Fonte: MHART et al., 2001.

Na salde ambiental infantil, inmeras doengas, como rinite alérgica, asma, cancer e
outras, tém sido relacionadas a exposi¢cdes ambientais nos periodos pré e pos-natal. Dessa
forma, por causa da indiscutivel susceptibilidade nesta fase e mais o tipo de resposta deste
sistema para cada tipo de agravo, a imunotoxidade deste metal em populac6es infanto-juvenis
tem sido focalizada em pesquisas que avaliam a possivel acdo desse metal sobre a liberacédo
de biomarcadores inclusive citocinas (BILRHA et al.,, 2003; DURAMAD; TAGER,;
HOLLAND, 2007).

Apesar das limitagoes existentes como as impostas pelos muitos interferentes (idade,
género, origem étnica, nutricdo e exposicao), que necessitem ser levados em consideracdo na
apreciacdo desses resultados (DURAMAD; TAGER; HOLLAND, 2007), esses estudos que

avaliam populag6es reconhecidamente mais susceptiveis sdo muito importantes para aumentar
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0 conhecimento desta susceptibilidade na compreensdo dos mecanismos que regem as

respostas imunes a xenobidticos como mercurio neste grupo etério.

2.3 A SAUDE NA INFANCIA E NA ADOLESCENCIA

Caracterizada pelo surgimento de transformacgdes bioldgicas, psiquicas e sociais, a
infancia seguida da adolescéncia sdo periodos da vida cujas mudancgas préprias do momento,
ocorrem de maneira complexa e que, portanto necessitam ser mais bem investigadas (AYUB
et al., 2008) seja no contexto social, psiquico ou o aqui enfatizado, bioldgico.

De acordo com os principios do Sistema Unico de Saude (SUS), Politicas Publicas
proprias tém buscado garantir 0 acesso destes grupos as agdes que visam a promogao a salde,
a prevencdo de doencas, e assim como aquelas voltadas aos processos de adoecimento e
reabilitacdo (Ministério da Salde, Brasil 2005).

No Brasil a limitada quantidade de informacao especifica sobre a saude de criancas e
adolescentes tem mostrado que para melhor atender a estes grupos € premente a concepgao e,
principalmente, realizacdo de pesquisas que visem investigar 0s aspectos proprios a essas
faixas etarias nas diversas areas das ciéncias (CAVALCANTE et al., 2008), incluindo aqueles
voltados para o conhecimento e a promocdo da salde e as medidas de prevencao de agravos
as criangas e aos adolescentes, que enfoquem a detec¢do precoce de fatores de risco para
criangas e adolescentes.

No aspecto biologico e da saude, por exemplo, alguns temas como a violéncia que
guando ndo mata pode mutilar; o uso de drogas licitas e ilicitas cujo uso pode ser iniciado
desde a infancia (CAVALCANTE et al., 2008); a gravidez ndo planejada cada vez mais
precoce e as doencas sexualmente transmissiveis figuram como de grande importancia para o
estudo da vulnerabilidade desses grupos (Ministério da Saude, Brasil 2007), muito embora
varios outros aspectos necessitem de semelhante atencdo por parte das autoridades
competentes. Um desses aspectos importantes é a vulnerabilidade a exposicdes a fatores

externos como poluentes ambientais a exemplo dos metais pesados.

2.4 INTERACAO SAUDE INFANTIL E POLUENTES AMBIENTAIS

A relacdo saude infantil e 0 ambiente tem sido bastante focalizada nas ultimas décadas.
A Organizacdo Mundial de Saude (2006) relatou um percentual expressivo (33%) de doencas
nessa fase de vida relacionada a exposi¢des ambientais. Esses individuos até a fase juvenil séo
reconhecidamente mais vulneraveis aos agravos causados ou potencializados por poluentes

ambientais do que os individuos adultos.
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A respeito das formas em que as criancas diferem dos adultos e que repercutem na
susceptibilidade e vulnerabilidade aos efeitos adversos de exposi¢cdes ambientais, SLY e
FLACK (2008) descreveram a seguinte abrangéncia:

- Vias de exposicdo unica e diferente: Em relacdo aos adultos, as criangas tém sempre
diferentes e as vezes Unicas vias de exposi¢des a riscos ambientais. Elas podem ser expostas
no Utero a agentes ambientais toxicos que atravessam a placenta. Essas exposi¢oes podem ser
quimicas (poluentes e produtos farmacéuticos), fisica (radiacdo, calor), e bioldgica (virus,
parasitas). Elas também podem ser expostas a poluentes através do leite materno.

- Dinadmica da fisiologia do desenvolvimento: Devido a sua dindmica na fisiologia do
desenvolvimento, criangas s80 muitas vezes sujeitas a maiores exposi¢des a poluentes
encontrados no ar, 4gua e comida. Estas exposi¢fes podem ser tratadas de forma bastante
diferente por um conjunto de sistemas imaturos quando comparado com adultos. Além disso,
o componente do desenvolvimento fisiol6gico de uma crianca esta mudando; amadurecendo,
diferenciando-se, e crescendo em fases conhecidas como "Janelas de desenvolvimento™. Essas
“criticas janelas de vulnerabilidade" ndo tém paralelo na fisiologia adulta e cria riscos
exclusivos para criangas expostas aos perigos que podem alterar a estrutura e funcdo normal.
Esse processo de crescimento e desenvolvimento em criangas ocorre desde a concepgdo a
adolescéncia. Muitas alteracdes anatémicas, bioquimica, e fisioldgicas ocorrerem no pré-natal
e apds o nascimento. Estes processos de maturagdo sdo suscetiveis a alteragdes por exposicdes
fisicas, bioldgicas e quimicas até varias fases do tempo. O efeito de qualquer exposicdo sera
determinado em grande parte pelo tempo no processo de desenvolvimento e maturacdo que a
exposicdo ocorre. O calendario destes marcos durante o desenvolvimento é importante para o
entendimento das consequéncias de exposi¢des ambientais para a saude;

- Expectativa mais longa de vida: As criancas tém uma maior esperanca de vida que 0s
adultos. Portanto, tém mais tempo para a manifestacdo de uma doenga com um longo periodo
de laténcia, e mais tempo para viver com danos toxicos. Além disso, elas herdam o mundo
que os adultos criam com todos os seus problemas.

- Impoténcia Politica: Criangas sdo politicamente impotentes, sdo indefesos com nenhuma
posicdo politica propria, eles devem contar com o0s adultos para protegé-los de agentes
ambientais toxicos.

Neste sentido, torna-se importante o conhecimento de fontes potenciais de elementos
como mercurio e 0 biomonitoramento da exposi¢do desses grupos etarios a esse metal nos
mais diversos pontos do planeta (REIS et al., 2007; SCHULZ et al.,, 2007; MOLLINA-
VILLALBA et al., 2015), como por exemplo, o depoésito de cindbrio na Bacia do
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Mediterraneo que se tornou um lugar de estoque global de Hg (RENZONI et al., 1998). Um
estudo desenvolvidos nessa area por Gari et al., (2013), investigando a influéncia de varaveis
socio-demograficas e de dieta nos niveis de mercurio em tecido capilar de 302 criancas em
idade pré-escolar da ilha de Menorca na Espanha, encontrou que todas as criangas
investigadas apresentaram nivel detectavel de mercdrio variando entre 0,04 ug/g e 10 pg/g,
com médias del.4 pg/g. Cerca de 20% das amostras examinadas neste estudo estavam acima
dos valores recomendados pela organizacdo mundial de salde que é de 2 pg/g em tecido
capilar humano (WHO/IPCS,1990). A concentracdo de mercdrio teve associacdo significancia
com o consumo de peixe. Os niveis de mercurio deste estudo foram menores do que 0s
encontrados em criancas da Amazonia brasileira que apresentou média de 10.2 pg/g (MALM
etal., 2010).

Em pesquisa utilizando amostras sanguinea, conduzida por LAAMECH et al., (2014)
em 209 criancas com idade entre 6 a 12 anos no norte do Marrocos em &reas urbana,
industrial e rural foi relatada uma média de mercurio de 0,49 pg/L, variando entre 0,01 e 5,3
pg/L. Os niveis encontrados nas areas urbana e industrial foram mais altos que na area rural
considerada como contole do estudo.

Essa predominancia tem sido vista em outros estudos com populacoes infanto-juvenis
residentes em areas urbanas e industriais de varios paises ao redor do mundo. Na Croacia,
Slovdquia e Suécia foram encontrados valores médios de 0,44; 0,52 e 0,43 pg/L
respectivamente (HRUBA et al., 2012). Na Republica Tcheca foram encontrados valores
médios de 0,42 e 0,46 pg/L (BENES, 2000; BATARIOVA, 2006), ficando esses valores
acima das médias encontradas em areas similares de paises como a Poldnia com 0,12 pg/L
(HRUBA et al.,2012) e Estados Unidos com 0,33 pg/L (CALDWELL et al., 2009).

No Brasil, 0 mercurio esta presente em processos produtivos de mineracdo de ouro, de
cosméticos como creme de clareamento de pele e sabonetes (PASSOS; MENGLER, 2008) e
seu uso como conservante de vacinas tem sido relatado (DOREA et al., 2009). O pais ainda
ndo possui valores de referéncia consensuais estabelecidos para exposicdo de criancas
(SANTOS et al., 2002; XAVIER et al., 2013), principalmente de &areas pouco ou nao
impactadas por esse metal.

Alguns estudos com criancgas e adolescentes tém sido realizados no intuito de revelar os
niveis de exposicdo desses grupos a esse metal. Uma dessas pesquisas foi realizada em
criancas de 2 a 7 anos de idade residentes em seis bairros da cidade de Manaus, Estado do
Amazonas. De forma geral os valores encontrados para Hg total e MeHg em cabelos foram

similares entre si, com variacdo de 0,91 a 1,71 pg/g. Embora a dieta dessa populacdo seja
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decladamente a base de pescado, os valores encontrados em cabelos estavam abaixo do nivel
para uma populacdo adulta ndo exposta ao mercurio que é de 2,0 ug/g (FARIAS et al., 2012).

Ainda na Regido Amazonica Brasileira, outro trabalho desenvolvido com escolares do
municipio de Itaituba no Pard, estudou a exposicdo prénatal ao mercurio relacionando os
teores encontrados nessa faixa etdria ao processamento auditivo central. Neste estudo, a
mediana encontrada no grupo de individuos expostos foi de 14,63 pg/L de mercdrio no
corddo umbilical, enquanto que no grupo de comparacdo o parametro ficou em 4,88 ug/L
(DUTRA et al., 2012).

Visando contribuir para o estabelecimento desses valores de referéncia para areas
urbanas, Xavier et al., (2013) realizaram um estudo no sudeste brasileiro com 220 escolares
de 8 a 10 anos de idade residentes na cidade do Rio de Janeiro. Utilizando amostras
sanguineas, este estudo revelou teores de Hg total com média aritmética, geométrica e
mediana de 0,89; 0,51 e 0,71 pg/L respectivamente. Estes valores mostraram-se abaixo dos
valores recomendados pela Organizacdo de Salde para populacdo ndo expostas.

Estudos que investiguem os niveis de exposicdo a esse metal em populagbes infanto
juvenil e que também avalie importantes biomarcadores, como citocinas, de outros sistemas
corporeos como o sistema imunoldgico podem vir a ajudar na demarcacgdo desses teores nesse
grupo etario no Brasil bem como contribuir para o conhecimento do aspécto imunotoxico

desse metal.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL
- Estudar a influéncia da exposicdo ao mercurio na liberacdo de citocinas em criancas e
adolescentes da Amazonia Brasileira, contribuindo para as pesquisas de Saide Ambiental

Infantil na regido.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Avaliar o perfil epidemioldgico da populacao do estudo;

- Aferir os niveis de exposicdo ao mercurio presente nas amostras de sangue e cabelo dos
sujeitos da pesquisa;

- Mensurar a liberagéo de citocinas do tipo Thl (IL2, IL6, TNF e Interferon y), Th2(IL4 e
IL10) e Th17(IL17) nas amostras sorologicas dos participantes do estudo;

- Analisar os niveis de associacdo entre teores de mercurio em sangue e cabelo e frequéncia
de consumo de peixe no grupo populacional pesquisado;

- Avaliar a correlacdo entre os niveis de liberacdo de Citocinas com os de exposicdo ao

mercUrio.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 TIPO DE ESTUDO
Foi realizado um estudo observacional transversal por um periodo de dois anos, com

amostragem n&o probabilistica por conveniéncia.

4.2 CENARIO DA PESQUISA

A pesquisa foi desenvolvida em dois municipios paraenses: Barcarena (Bairro
Industrial e Vila do Conde) e Abaetetuba (comunidade Maranhdo e Vila de Beja), no periodo
de 24 meses. O estudo foi realizado no ambito das ac6es do Projeto Barcarena (Interacdes de
Vigilancia Ambiental em Sadde na area industrial e portuaria dos municipios de Abaetetuba e
Barcarena). O periodo estimado para coleta de espécimes foi de um ano e o tempo restante
estimado para conclusdo das atividades previstas para a realizacdo da pesquisa. Os sujeitos
incluidos no estudo foram informados acerca do estudo e, em caso de concordancia, se
maiores de 18 anos assinaram um termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE) e
guando menores, tiveram sua participacdo permitida a partir da assinatura do TCLE (Anexo

I1) pelos seus responsaveis legais.

4.3 CARACTERIZACAO DOS MUNICIPIOS E COMUNIDADES ENVOLVIDOS NO
ESTUDO

4.3.1 Municipio de Barcarena

O municipio de Barcarena (Figura 3) pertence tanto a Regido Metropolitana quanto a
microrregido de Belém. Segundo dados do IBGE (2010), o municipio de Barcarena possui
uma populacdo de 99.859 habitantes ocupando uma &rea de 1.310,30 km2. Atualmente o
indice de desenvolvimento humano (IDH) do municipio é de 0,769 sendo fortemente
impactado pelo fator renda.

A cidade é um importante polo industrial em decorréncia da industrializacéo;
beneficiamento e exportacdo de caulim; alumina; aluminio e cabos para transmissdo de
energia elétrica. A economia do municipio tem base tradicional na agricultura, porém,
atualmente, avanga com o turismo e com as mineradoras instaladas na cidade, gerando
crescimento econémico tanto para 0 municipio quanto para o Estado do Para. E em Barcarena

que esta localizado o maior porto do Estado: o Porto de Vila do Conde.
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Entre as principais atividades produtivas instaladas na area industrial de Barcarena
estdo a ALBRAS, atuando na produgdo de Aluminio priméario na forma de lingotes, a
ALUNORTE processando bauxita para producdo de alumina, a IMERYS Rio Capim Caulim
e a Para Pigmentos no processamento e exportacdo de caulim para coating e o conglomerado
COSIPAR e USIPAR que atuam na producdo de ferro gusa. Essas atividades contribuem
para o grande fluxo de pessoas dos mais diferentes lugares do pais e de outros continentes,
para esse municipio.

Em Barcarena, o estudo foi desenvolvido nas comunidades de Vila do Conde e Bairro
Industrial, selecionadas como éreas adjacentes ao complexo industrial. As atividades de
campo foram executadas em postos de atendimento previamente agendados e referenciados a
populacdo e de acordo com o previsto no encontro com o representante do servico de salude
local. O acesso a base da pesquisa no municipio foi feito em carro préprio da institui¢éo

proponente.

4.3.2 Municipio de Abaetetuba

Com uma éarea de 1.613,09 Km2 o Municipio de Abaetetuba (Figura 3), a 60 km em
linha reta da capital, estd localizado no nordeste do Estado do Para, na microrregido
Tocantina. E contiguo a Barcarena, do complexo industrial da Vila do Conde; de Moju e
Igarapé-Miri. E o 8° municipio mais populoso do Estado, com 141.100 habitantes dos quais
82.998 residem na zona urbana, e 58.102 na zona rural. Além da vila Balneéaria de Beja, com
mais de 500 moradores fixos, a populacdo do Municipio esta distribuida em trés grandes
polos: o da cidade (sede) com 14 bairros periféricos; zona da estrada (centro) e a regido do
arquipélago ribeirinho com 72 comunidades (IBGE, 2010).

A economia local j& viveu do extrativismo vegetal, da caca, de pesca, da agricultura
rudimentar, da fabricagdo de aguardente, com mais de 70 engenhos de cana-de-agucar (hoje
extintos); do comércio do regatdo e da atividade ceramicas das olarias. Atualmente ha uma
grande parte — maioria jovem — desempregada ou sobrevivendo da economia informal. Ha
uma parte — menor — que trabalha no complexo industrial de Vila do Conde e outra que atua
como funcionérios publicos, estaduais e municipais.

Economicamente a populagdo vive da economia informal e da producdo, venda e
beneficiamento do acai, atividades econdémicas que cresceu neste lugar nos Gltimos anos. Na
area turistica, embora Abaetetuba seja um Municipio no celeiro de belas paisagens, rios,
praias e igarapés, a atividade turistica ainda é incipiente. O artesanato da fibra de miriti é que

tem crescido e tem divulgado o lugar em diversos cenarios, inclusive, fora do pais.
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Em Abaetetuba, o estudo foi realizado nas comunidades de Beja e Maranhdo,
selecionadas como controles em postos de atendimento conforme acordado previamente no
encontro com o representante do servigo de saude local. O acesso a base da pesquisa no
municipio também se deu através de carro proprio da instituicdo proponente.

Figura 3 - Localizagdo da area de estudo. Municipios de Barcarena (Bairro Industrial e Vila
do Conde) e Abaetetuba (Vila de Beja e Vila do Maranhéo), Estado do Para (Brasil)
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Fonte: LABGEO-IEC/SVS/MS, 2009.

4.4 PROCESSAMENTO E ANALISE DOS DADOS

4.4.1 Populagéo estudada

Fizeram parte do estudo 592 criangas e adolescentes dos dois municipios envolvidos na
pesquisa. De Barcarena foram 353 sujeitos (232 de Vila do Conde e 121 do Bairro Industrial)
e 239 de Abaetetuba (145 da Vila Maranhéo e 94 da Vila de Beja). Essa amostra foi obtida a

partir da demanda espontinea da populacdo atendida na execu¢do do Programa de
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Monitoramento Ambiental e de Satde Humana nos Municipios de Barcarena e Abaetetuba
denominado “Interacdes de Vigilancia Ambiental em Satde na area industrial e portuaria dos
municipios de Abaetetuba ¢ Barcarena” e que atenderam aos critérios de inclusdo do estudo.
Esse programa foi concebido a partir da assinatura de um Termo de Ajuste de Conduta (TAC)

entre o Ministério Publico Estadual e uma das inddstrias atuante no local.

4.4.2 Anédlise Estatistica

A organizacao dos dados obtidos na pesquisa foi feita em bancos de dados elaborando-
se estatisticas descritivas (tendéncia central e dispersdo), e associacdo de variaveis através de
andlise de correlacdo (Pearson), testes paramétricos (t - Student e analise de variancia - Anova
um critério) e ndo paramétricos (Mann Withney e Qui quadrado), utilizando-se 0s programas
GraphPad Prisma versdo 5.0, Minitab 15, e BioEstat 5.0 (AYRES et al., 2007),
considerando-se nivel de significancia de p <0,05.

4.5 CRITERIOS DE INCLUSAO E EXCLUSAO NO ESTUDO

Participaram do estudo, criancas (6 a 11 anos) e adolescentes (12 a 19 anos), residentes
nas areas pesquisadas e atendidos nas expedicGes organizadas pelo Projeto Barcarena. Foram
incluidos no estudo, criangas e adolescentes cujo consentimento de participacdo no estudo foi
viabilizado pelos pais ou responsaveis ou pelos proprios quando maiores de 18 anos até 19
anos.

Como critérios de exclusdo foram considerados os casos de participantes com material
incompleto ou indevido, e ou aqueles que estejam na verdade comprovadamente de passagem
pela comunidade pesquisada na ocasido do estudo. Foram excluidos também aqueles que ndo

oficializaram sua participacédo no referido estudo.

4.6 DESCRICAO DAS VARIAVEIS

Foram pesquisadas as seguintes variaveis epidemiologicas: idade, escolaridade, renda,
tempo de moradia, consumo semanal de peixe, etilismo, tabagismo, dieta referida, morbidade
referida atual e anterior, uso de medicamentos e tipo de 4gua de consumo.

As variaveis toxicologicas avaliadas foram: niveis de mercurio total em sangue e
cabelo, e como variaveis imunologicas foram examinados os niveis séricos de citocinas, a
saber: IL2, IL4, IL6, IL10, IL17, Interferon y e TNF.
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4.7 PROCEDIMENTOS DE CAMPO

Os procedimentos do trabalho de campo foram desenvolvidos como descrito abaixo e
conforme previamente acordado com as autoridades municipais dos locais envolvidos na
pesquisa:
1. Apresentacdo do estudo e assinatura de Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
(TCLE)
2. Coleta de dados: foi realizada através de questionarios epidemioldgicos aplicados
individualmente aos participantes do estudo, quando menor na presencga e com participacao do
responsavel legal (Anexo I).
3. Coleta de materiais biol6gicos como sangue e cabelo: ocorreu conforme descrito

posteriormente.

4.8 COLETA DE MATERIAL BIOLOGICO
A coleta e o processamento de material biolégico ocorreram em nivel de biosseguranca
(NB) adequado ao trabalho que envolve agentes de risco moderado para as pessoas e para o

meio ambiente que é o NB-2.

4.8.1 Coleta e tratamento de tecido sanguineo

As amostras de sangue foram obtidas de veias periféricas utilizando-se seringas
descartaveis de 10 ml. Quando para obtencdo de soro foram colocadas em tubos tipo
Vacutainers sem anticoagulante e centrifugadas a 3.000 rpm durante 10 minutos para
separacdo do soro que foram armazenados congelados em -20° C para posterior analise de
citocinas.

Parte da amostra obtida foi transferida para tubos do tipo Vacutainers com 0.025 mg/ml
de EDTA a 10% (Sigma) e também centrifugada a 3.000 rpm durante 10 minutos para
separacdo das células vermelhas (eritrocitos) do plasma. Apds a separacdo as amostras foram

armazenadas a -20 °C até o momento da analise de laboratério (AKAGI, 2004).
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4.8.2 Coleta e tratamento de tecido capilar

As amostras de tecido capilar foram coletadas e processadas por pessoal especializado
do Laboratdrio de Toxicologia da Se¢do de Meio Ambiente/IEC/SVS/MS e o procedimento
de coleta se deu com tesoura de aco inoxidavel da regido da nuca na forma de mechas,
distante cerca de um cm do couro cabeludo e imediatamente armazenado em envelopes de
papel branco rigorosamente identificados, tendo sido mantidos a temperatura ambiente e
encaminhados ao laboratério.

As amostras foram tratadas inicialmente com uma lavagem que emprega uma solucao
de detergente neutro+agua, seguida de acetona e agua deionizada com utilizacdo de vidrarias
do tipo beckers ou placas de Petri de vidro. Apés a lavagem foram secadas sob pressao
reduzida (dissecador a vacuo) ou a temperatura ambiente resguardada de contaminacao
externa. Em seguida foram transferidas para frascos de vidro ambar ou transparente de 4 cm
de altura por 2 cm de didmetro e homogeneizados com tesoura de ago inoxidavel para reducéo
do volume e facilitar a pesagem.

4.9 ANALISES DE MERCURIO TOTAL (THG) EM SANGUE E CABELO

A anélise do metal pesado foi desenvolvida pela equipe do Laboratério de Toxicologia
da SAMAM/IEC/SVS/MS. A metodologia utilizada foi por Espectrometria de Absor¢édo
Atomica por Geracdo de Vapor Frio — CVAAS (AKAGI et al., 1996). As amostras de sangue
ou cabelo foram coletadas conforme citadas anteriormente e, no caso do sangue, mantidas
congeladas a -20°C até o momento dos exames que se deu como em seguida descrito. Um
baldo volumétrico foi utilizado para disposicdo de uma aliquota de 500 uL de sangue, a qual
foram adicionados 2 ml de HNO3/HCIO,4 (1:1), 5 ml de H,SO,4 e 1ml de &dgua destilada. Em
seguida, uma placa aquecedora foi usada para aquecer essa solucdo por 20 minutos a 250 °C.
Apbs esse periodo a amostra digerida foi completada com agua deionizada até o volume de 50
ml. Em seguida retirou-se uma aliquota de 5 mL da solucdo final para introduzir e proceder o
teste no Analisador de Mercurio (CVAAS), HG 201 (K.K. Sanso Corp., Japdo) como
ilustrado na figura 4. O controle de qualidade utilizou materiais de referéncia para sangue
Whole Blood L-2 (Seronorm TM Trace Elements).
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A equagcdo utilizada para determinacéo de Hg total foi:

STD (ng) x Alt. do pico da amostra — Alt. do Pico do Branco x Vol. Final +M (g)
Alt. do Pico do STD - Alt. do Pico do Branco Vol. Alig.

Onde: Padrdo ng/g = é a concentracdo do padrdo (curva analitica de 0 a 6 ng de Hg).

Média das amostras — branco = é a diferenca entre as alturas médias dos picos das amostras e

a altura do branco em mm.

Média do padrdo — branco = é diferenca entre as alturas médias dos picos dos padrfes e a
altura do branco em mm.

VF= volume final da amostra em mL.

VA= volume da aliquota introduzida no analisador de mercdrio em mL.

m = massa da amostra em gramas.

O Controle de qualidade foi utilizado nos exames toxicoldgicas do mercurio e utilizou
Material de Referéncia Certificadas (MRC) para cada tipo de matriz analisada. Para analise de
tecido sanguineo usou-se MRC do tipo WHOLE BLOOD L-1 e para analise de tecido capilar
usou-se IAEA 086.

4.10 DOSAGEM DE CITOCINAS

A dosagem das citocinas IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IL-17, TNF e IFN-y foi realizada
através da técnica Cytometric Bead Array- CBA (Becton, Dickinson and Company - BD,
Pharmigen, EUA) adaptada do protocolo original proposto pelo fabricante, a qual fornece um
método para capturar citocinas com beads (esfera de poliestireno) de tamanho e fluorescéncia
conhecidos, permitindo detectar citocinas usando citometria de fluxo.

As beads sdo marcadas com diferentes graus de fluorescéncia, recobertas com
anticorpos especificos, que sdo detectados nos canais FL3 ou FLA4.

A metodologia CBA se baseia em trés etapas:

| Etapa: Preparacdo dos padrdes das citocinas do Kit CBA Human Th1/Th2/Th17.
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- Nesta etapa transferiram-se os padrdes liofilizados Human Th1/Th2/Th17 para um tubo
Falcon, nomeado como Top Standard. Tais padrdes foram reconstituidos com 2 mL de Assay
Diluent, com duragdo de 15 minutos a temperatura ambiente.

- Adicionou-se 300 pL de Diluente Assay em oito tubos previamente identificados (1:2; 1:4;
1:8; 1:16; 1:32; 1:128; 1:256).

- Uma aliquota de 300 pL de Top Standard foi transferida para o tubo 1:2. Continuou-se
fazendo diluicdo em serie ao transferir 300 puL do tubo 1:2 para o tubo 1:4 e assim
consecutivamente até o tubo 1:256.

-Como controle negativo utilizou-se o reagente Assay Diluent.

Il Etapa: Homogeneizacdo das Beads de Captura das Citocinas Th1/Th2/Th17.
-Determinou-se o numero de tubos de andlises, incluindo os padrdes, controles e amostras a
serem analisadas, totalizando os blocos de tubos, para cada teste de dosagem de citocinas.
-Adicionou-se 300 pL de cada Bead de Captura num tubo previamente identificado como
Mistura de Beads de Captura, o qual foi centrifugado por 5 minutos.

-Apds esse procedimento descartou-se 0 sobrenadante e a mistura de Beads de Captura foi
ressuspendida em Serum Enhancement Buffer.

-Incubou-se a mistura de Beads de Captura por 30 minutos a temperatura ambiente e
protegida da luz.

111 Etapa: Preparo das amostras.

-Ap0s o periodo de incubacdo da mistura de Beads de Captura, adicionou-se 25 pL da mistura
de Beads em todos os tubos para analise.

-Adicionou-se 25 pL das diluices da curva e 25 pL das amostras em cada tubo
correspondente.

-Nestes tubos adicionou-se, por ultimo, 25 pL de Pe Detection Reagent e posteriormente 0s
quais foram incubados por 3 horas a temperatura ambiente e protegidos da luz.

-Apds esse periodo adicionou-se 500 uL de Wash Buffer em cada tubo, para entdo serem
centrifugados por 5 minutos e o sobrenadante foi aspirado e descartado.

-Para a ressuspensdo do pellet, foram adicionados 300 pL de Wash Buffer em cada tubo e

assim a aquisicdo destas amostras foi realizada por citometria de fluxo.
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4.11 ASPECTOS ETICOS

Os participantes do estudo e seus responsaveis foram esclarecidos sobre o conteudo e 0s
objetivos do Projeto, e assinaram um Termo de Consentimento Livre esclarecido-TCLE
(Anexo 1) informando sua participacdo, conforme normas estabelecidas pelo Comité de Etica
em Pesquisa consultado e cuja deliberagdo favoravel encontra-se no anexo Ill. As precaucbes
de ordem ética seguiram as recomendacdes da Resolu¢do N°196/96 do Conselho Nacional de
Saude, sobre pesquisas envolvendo seres humanos.

Os resultados dos exames foram encaminhados para os participantes apos a realizacédo
dos testes para apreciacdo do profissional médico que acompanha o estudo, e € assegurado 0
sigilo de todas as informagbes coletadas. Os resultados finais da pesquisa foram
encaminhados para as autoridades de saude do Estado e dos municipios envolvidos com o
objetivo de contribuir para o fortalecimento das acfes do Sistema de Vigilancia em Salde e

Ambiente nas areas estudadas.
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5 RESULTADOS

5.1 ARTIGO |

EXPOSICAO MERCURIAL EM CRIANCAS E ADOLESCENTES QUE VIVEM EM
AREAS ADJACENTES A INDUSTRIAS DE PROCESSAMENTO MINERAL NO
ESTADO DO PARA, BRASIL.

Resumo

Criancas e adolescentes, como parte de uma faixa etaria susceptivel, podem ser afetados por
riscos internos e externos. Mercurio (Hg) € um metal toxico que pode poluir 0 meio ambiente
e causar efeitos adversos para a populacdo exposta. Os niveis de mercdrio total no sangue e
cabelos deste grupo foram avaliados nos municipios de Abaetetuba e Barcarena. Um total de
592 individuos com idade entre 6-19 anos foram avaliados no Estado do Para, 239 em
Abaetetuba e 353 em Barcarena. Foi utilizado um questionario epidemiolégico. A analise de
Hg foi realizada por cold vapour atomic absorption spectroscopy- CVAAS, usando um
Mercury Analyzer (HG 201). As médias mais elevadas encontradas no sangue e nos cabelos
foram de 9,6 ug/L e 2,16 pg/g em criangas, respectivamente, e 8,9 ug/L e 1,98 ug/g em
adolescentes, respectivamente, todas provenientes de Vila Maranhdo (Abaetetuba). Este nivel
foi significativamente diferente dos outros locais do estudo (p <0,05) e foram estatisticamente
associados ao consumo de peixe (p <0,01). Estes niveis de Hg excedem os valores de
referéncia para sangue (8 pg/L), demonstrando que existe exposicdo a este metal. O
conhecimento desses niveis e formas de exposic¢do ao Hg € relevante para 0 monitoramento da

saude infantil, um grupo de vulnerabilidades reconhecido.

Palavras-chave: mercurio, criancas, adolescentes, vulnerabilidade, exposicao.
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Abstract

Children and adolescents, as part of a susceptible age group, may be affected by internal and
external risks. Mercury (Hg) is a toxic metal that can pollute the environment and cause
adverse effects to the exposed population. The levels of total mercury in blood and hair of this
group were evaluated in the municipalities of Abaetetuba and Barcarena. A total of 592
individuals aged 6-19 years were enrolled in the State of Para, 239 were in Abaetetuba and
353 were in Barcarena. An epidemiological questionnaire was used. Hg analysis was
performed by cold vapour atomic absorption spectroscopy- CVAAS using a Mercury
Analyzer (HG 201). The highest averages found in blood and hair were 9.6 pg/L and 2.16
ug/g in children, respectively, and 8.9 pg/L and 1.98 ug/g in adolescents, respectively, all
were from Vila Maranhdo (Abaetetuba). This level was significantly different from the other
sites (p < 0.05) and Hg levels were statistically associated with fish consumption (p < 0.01).
These Hg levels exceed the blood reference values (8 pg/L), demonstrating that there is
exposure to this metal. Knowledge of these levels and forms of exposure to Hg is relevante

for monitoring of children's health, a recognized vulnerability group.

Keywords: mercury, children, adolescents, vulnerability, exposure.
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1. INTRODUCAO

Populagdes residentes em &reas proximas a empreendimentos industriais, estdo
sujeitas a riscos ambientais e podem ter diferentes niveis de vulnerabilidade social. Do ponto
de vista da saude, esta vulnerabilidade pode potencializar os efeitos da dispersao de poluentes
provenientes de fontes industriais. Estes poluentes podem atingir distancias variadas através
de diferentes compartimentos ambientais como &gua, ar, solo e sedimentos, eventualmente
atingindo a biota [1].

Um dos metais ainda presentes nos processos de producdo, o mercurio foi relatado
como um fator de risco para varios problemas de salde. De acordo com a Organizacao
Mundial da Satde (OMS), a exposi¢do humana ao mercurio pode ser causada, entre outros,
pela ingestdo de peixes contaminados, amalgama dentaria ou exposicdo ocupacional [2,3,4].

Sua relevancia para a saude humana depende do nivel de exposicdo e do tipo
mercurial. Pode comprometer véarios sistemas do corpo, especialmente o sistema nervoso
central (SNC). No Brasil, a exposicdo ao mercudrio acima dos valores de referéncia [5] foi
demonstrada em areas de exploragdo mineral, como o vale do rio Tapajos, bem como em
areas sem acgdo antropogeénica [6].

No estado do Par, os potenciais riscos para a saude das comunidades dos municipios
de Barcarena e Abaetetuba foram gerados a partir dos impactos ambientais resultantes de
acidentes. Estes acidentes foram relacionados aos processos industriais de caulim, bauxita e
aluminio, localizados perto do Porto de Vila do Conde em Barcarena. Esses eventos tiveram
repercussdes na drenagem que pertence a bacia do rio Para, gerando riscos para a salde. Na
area proxima a este complexo industrial, devido a esses impactos, ha uma vulnerabilidade
visivelmente maior de pessoas que vivem perto de rios em relacdo aos habitantes do
continente [7].

Neste contexto, grupos populacionais como criancas e adolescentes, estdo entre
aqueles de susceptibilidade reconhecida. Esses grupos estdo em um estagio de vida no qual
ocorrem transformacdes biologicas importantes que podem ser alteradas por fatores de risco
internos e externos. Isso pode levar a mudangas na homeostase corporea e, assim, ao
aparecimento de muitos problemas de salde. Entre os fatores de risco externos, 0 mercurio
(Hg) é um dos mais perigosos para criangas e jovens em termos de satude ambiental [8].

Para avaliar os impactos da exposi¢cdo ambiental na populacdo local, iniciou-se um
programa de monitoramento em 2008. Baseou-se na assinatura de um Termo de Ajuste de
Conduta (TAC), assinado entre o Ministério Publico Estadual e uma empresa que processa

Caulin nesta area. Além do monitoramento ambiental, este programa incluiu estudos de saude
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humana em comunidades selecionadas. O presente estudo fez parte deste programa e
pesquisou alem de informagoes sobre frequencia de ingesta de peixes, também avaliou 0s
niveis de exposi¢cdo ao mercurio total (HgT) no sangue e cabelo de criancas e adolescentes

que vivem na area da pesquisa.

2. MATERIAIS E METODOS
2.1. Tipo de estudo

Um estudo de observacao transversal foi realizado por um periodo de dois anos, com
amostragem n&o probabilistica por conveniéncia, em quatro comunidades, em duas cidades do

Estado do Para: Barcarena e Abaetetuba.

2.2. Area de estudo e amostragem

O municipio de Barcarena pertence a regido metropolitana e a microrregido de Belém.
De acordo com dados do Instituto Brasieliro de Geografia e Estatistica (IBGE), o municipio
tem uma populacdo de 99.859 habitantes. A cidade é um po6lo industrial importante devido a
industrializacdo. E responsavel pelo processamento e exportacdo de cabos de energia elétrica
caulim e alumina. A economia do municipio tem uma base tradicional na agricultura, mas
atualmente, avanca com o turismo e com as empresas de mineracdo instaladas na cidade,
gerando crescimento econémico tanto para 0 municipio como para o Estado do Paréa (IBGE,
2013).

A cidade de Abaetetuba esta localizada no nordeste do estado do Para e é contigua a
Barcarena, a 60 km do complexo industrial de Vila do Conde. E o 8° municipio mais
populoso do Estado, com 141.100 habitantes, dos quais 82.998 residem na &rea urbana e
58.102 na area rural. (IBGE, 2013).

Um total de 592 criancas e adolescentes participaram do estudo. 353 individuos de
Barcarena (232 de Vila do Conde e 121 do Distrito Industrial) e 239 de Abaetetuba (145 de
Vila Maranhao e 94 de Vila de Beja). Foram coletadas 592 amostras de sangue e cabelo.

As pessoas incluidas na pesquisa foram informados sobre os detalhes do estudo. No
caso dos participantes com mais de 18 anos de idade, assinaram o Termo de Consentimento
Livre e esclarecido (TCLE), e os participantes menores de idade tiveram sua participacdo

aprovada ap6s o TCLE ter sido assinado por seus responsaveis legais.

2.3. Procedimentos de coleta de dados e amostras.
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Os procedimentos de pesquisa ocorreram na seguinte ordem: apresentacdo do estudo e
assinatura do TCLE; coleta de informacGes em questionario epidemioldgico que continha
perguntas sobre varidveis demogréaficas, consumo de peixe, consumo de alcool, tabagismo,
dieta relatada, morbidade atual e passada, uso de drogas e tipo de dgua potavel. Em seguida,
sangue e cabelo foram coletados para as analise do teor de mercurio. As amostras de tecido
capilar foram obtidas da regido occipital da cabeca em forma de mechas, distante cerca de
1cm do couro cabeludo e armazenadas em envelopes identificados. As amostras de sangue
foram obtidas de veias periféricas através de seringas descartaveis de 10 mL e transferidas
para tubos do tipo Vacutainers com 0.025 mg/ml de EDTA a 10%. O sangue foi mantido a
uma temperatura de -20 ° C até o transporte para o local do exame.

2.4. Anélise de Mercdrio em sangue e cabelo.

O procedimento analitico adotado para determinacdo de mercurio total (HgT) nas
amostras de tecido capilar e sangue foi proposto por Akagi (2004) que envolve as etapas de
pesagem (10 a 15 mg de tecido capilar e 500 mg de sangue), abertura quimica (1 mL de &gua
deionizada + 2 mL de HNO3-HCIO,4 (1:1) + 5 mL de H,SO,) e digestdo a 230 °C. Para a
quantificacdo de HgT foi utilizado um espectrémetro de absorcdo atbmica com sistema para
geracdo de vapor frio (CVAAS), Mercury Analyzer (SANSO), modelo Hg-2010.

2.5. Andlise Estatistica

Para a andlise estatistica dos dados obtidos através dos questionarios e determinacdes
dos niveis de metal no sangue e no cabelo, foi construida uma base de dados. Foram
realizadas estatisticas descritivas (tendéncia e dispersdo central), associacdo de varidveis
através de analise de correlacdo (Pearson), paramétrica (teste t de Student e analise de
variancia -ANOVA) e testes ndo-paramétricos (Mann-Whitney e Chi-quadrado) usando
GraphPad Prism (ver. 5.0), Minitab (ver.15) e BioEstat (ver.5.0), considerando um nivel de
significancia de p <0,05.

2.5. Precaucdes Eticas

Esta pesquisa seguiu as normas estabelecidas pelo Comité de Etica em Pesquisa do
Instituto Evandro Chagas e cuja permissdo foi concedida sob o nimero 0010/2009. As
precaucdes éticas seguiram as recomendacdes da resolugdo numero 196/96 do Conselho

Nacional de Saude sobre pesquisas envolvendo seres humanos.

3. RESULTADOS

3.1. Caracterizagdo socioeconomica, demogréfica e de ingestdo de peixe do grupo de estudo
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Um total de 592 individuos participaram deste estudo, composto por 254 criangas (de
6 a 11 anos) e 338 adolescentes (12 a 19 anos). A Tabela 1 descreve as caracteristicas da
populacdo deste estudo, considerando os municipios, as localidades e 0s grupos etarios
estudados. Os municipios do estudo foram Barcarena (Municipio 1- M1) e Abaetetuba
(Municipio 2- M2). Em Barcarena, a pesquisa ocorreu em dois locais: Vila do Conde
(Localidae 1- L1) e Distrito Industrial (Localidade 2- L2). Em Abaetetuba, as localidades
participantes foram Vila de Beja (Localidade 3- L3) e Vila Maranh&o (Localidade 4- L4). No
M1, participaram 353 individuos, 150 eram criancas (104 de L1 e 46 de L2) e 203 eram
adolescentes (128 de L1 e 75 de L2). Em M2, 239 individuos foram incluidos no estudo, 104
foram criancas (38 de L3 e 66 de L4) e 135 adolescentes (56 de L3 e 79 de L4).

No M1, a maior participacdo foi de meninas (55%). Em relacdo a situacdo econdmica
declarada pelos adolescentes deste municipio, 86% relataram dependéncia econémica total da
familia. A pesquisa sobre a freqiiéncia semanal de consumo de peixe no M1 revelou que entre
as criancas desse grupo, 82% ingeriram de 0 a 2 vezes por semana e 18% ingeriram 3 a 5
vezes por semana. Entre os adolescentes, 70% afirmaram ter ingerido até 2 vezes, enquanto
30% ingeriram 3 a 5 vezes por semana. Cerca de 60% dos participantes da pesquisa em M1,
relataram usar &gua de poco como fonte de dgua potavel.

Em M2, 52% dos participantes do estudo eram do sexo feminino. A pesquisa sobre a
situacdo econdmica de adolescentes no M2 mostrou que 92% eram economicamente
dependentes da familia. Neste municipio, a pesquisa sobre a freqliéncia semanal de consumo
de peixe em L3 mostrou que entre as criangas, 71% ingeriram de 0 a 2 vezes e 29% ingeriram
de 3 a 5 vezes. Dos adolescentes, 70% disseram que comem peixe de 0 a 2 vezes e 30% de 3 a
5 vezes por semana. Entre as criancgas da L3, a pesquisa de fontes de dgua potavel revelou que
69% usaram poco e 31% usaram a rede publica. Os adolescentes usaram poco (54%) e a rede
publica (44%) como fontes de agua potavel.

Em L4, 44% das criancas tiveram ingestdo de peixe de 3 a 5 vezes por semana e 40%
das criangas comeram 0 a 2 vezes por semana. Dos adolescentes que participaram desta
localidade, 49% relataram comer peixe de 0 a 2 vezes por semana e 45% disseram que
comeram 3 a 5 vezes por semana. Nesta localidade, 100% dos adolescentes pesquisados

relataram ter usado a rede publica como fonte de agua potavel.
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Tabela 1. Dados Socioeconémicos, demogréficos e de consumo de peixe de criancas e adolescentes (6 a 19 anos) dos municipios de Barcarena e
Abaetetuba no Estado do Para /2013.

Municipios
Variaveis M1 -Barcarena (N=353) M2 -Abaetetuba (N=239)
L1-Vila do Conde L2-Bairro Industrial L3-Vila de Beja L4-Vila Maranh&o
Faixa Etaria 6 a 11 anos N=104 % N=46 % N=38 % N=66 %
Masculino 53 51 21 46 19 50 35 53
Feminino 51 49 25 54 19 50 31 47
Situacdo Econémica
Assalariado 0 0 0 0 0 0 0 0
Autbnomo 0 0 0 0 0 0 0 0
Dependente 104 100 46 100 38 100 66 100
Desempregado 0 0 0 0 0 0 0 0
Pensionista 0 0 0 0 0 0 0 0
Consumo de Peixe
0 a 2 vezes/semana 84 81 37 80 27 71 27 41
3 a5/semana 19 8 9 20 11 29 29 44
>5/semana 1 1 0 0 0 0 10 15
Agua de Consumo
Agua Mineral 13 12,5 0 0 0 0 2 3

Poco 69 66,5 30 65 26 68,4 0 0
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Rede Publica 22 21 16 35 12 31,6 64 96
Rio 0 0 0 0 0 0 0 0
Faixa Etaria 12 a 19 anos N=128 % N=75 % N=56 % N=79 %
Masculino 52 41 38 51 31 55 30 38
Feminino 76 59 37 49 25 45 49 62
Situacdo Econémica
Assalariado 2 1,6 2 2,7 1 1,8 0 0
Autdnomo 6 4,7 5 6,6 4 7,2 2 2,5
Dependente 118 92,1 66 88,0 50 89,2 75 95,0
Desempregado 2 1,6 2 2,7 0 0 0 0
Pensionista 0 0 0 0 1 1,8 2 2,5
Consumo de Peixe
0 a 2 vezes/semana 100 78 46 61 39 69,6 38 48,1
3 a 5/semana 28 22 29 39 17 30,4 36 45,6
>5/semana 0 0 0 0 0 0 5 6,3
Agua de Consumo
Agua Mineral 20 15,6 0 0 1 1,7 0 0
Poco 66 51,6 49 65 31 55,6 0 0
Rede Publica 42 32,8 26 35 25 44,0 79 100
Rio 0 0 0 0 0 0 0 0
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3.2. Teores de Mercdrio Total em sangue e cabelo

Os valores medios de HgT encontrados no sangue e no cabelo (Tabela 2) foram maiores
nas criancas (9,64 ug/ L e 2,6 ug / g, respectivamente) em relacdo aos adolescentes (8,92 ug /
L e 1,98 ug/ g, respectivamente) em L4. Ao comparar 0s dois grupos etérios analisados neste
estudo, em relacdo aos niveis de mercdrio no sangue (p = 0,3284) e no cabelo (p = 0,3014),
ndo foram encontradas diferencas estatisticamente significantes. No entanto, quando esta
comparacdo foi feita entre grupos etarios considerando os municipios de origem, foram
encontradas diferencas significativas nos grupos etéarios pesquisados em relacdo ao nivel de
HgT tanto no sangue quanto no cabelo (p <0,0001). Na comparacdo entre os niveis de HgT
encontrados no sangue das criangas, as medias foram de 1,93 ng/Lem Ml e 541 ug/ L em
M2. No cabelo, esses valores foram de 0,48 ug / g em M1 e 1,26 pg / g em M2. A
comparacdo entre os adolescentes dos dois municipios revelou que, para 0 mercurio no
sangue, as medias foram de 2,28 ug / L e 4,60 ug / L em M1 e M2, respectivamente; e no
cabelo, os valores encontrados foram de 0,50 ug / g e 1,23 ug / g em M1 e M2,
respectivamente.

Este estudo também comparou os niveis de mercurio (em cabelo e sangue) entre as
comunidades por faixa etaria. Entre 0s grupos de criangas, esta comparacgdo verificou que, em
relacdo ao conteddo de Hg no sangue e no cabelo, houve diferenca estatisticamente
significativa entre a maioria dos pares de comunidades comparadas (criancas de: L1 e L3, de
L1l e L4, de L2 e L3 e, de L2 e L4), todos com um nivel de significancia de p <0,05. A

comparacéo entre adolescentes das comunidades participantes mostrou resultados similares.
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Tabela 2. Estatistica descritiva dos teores de Hg total em sangue e cabelo de criangas e adolescentes (6 a 19 anos) de dois municipios do Estado

do Para (2013).

Hg do Sangue (ug/L) Hg no Cabelo (ug/g)
Municipios Média + Média Amplitude Média Média Amplitude
D.Padrdio G.xD.P. tD.Padra G.£D.P.
0

6 a1l anos
Barcarena(M1)
L1
Vila doConde 104 2.21+2.02 0.62+17.2 0.001-11.77 0.58+0.56 0.33%+4.73 0.001-4.24
L2 2
Bairro Industrial 46  0.65+2.66 0.75+18.3 0.001-14.48 0.04+2.57 0.49+2.28 0.04-2.57

3
Abaetetuba(M2)
L3
Vila de Beja 38  5.40+450 3.90+2.30 0.78-19.50 1.37+£1.34 0.91+2.50 0.20-5.40
L4
Vila Maranhao 66  9.64+8.40 5.96+4.03 0.001-3555 2.16+1.81 1.38+3.67 0.001-8.88




12 a 19 anos
Barcarena(M1)
L1

Vila do Conde
L2

Bairro Industrial

Abaetetuba(M2)
L3

Vila de Beja
Ln

Vila Maranhéo

128

75

56

79

2.27+1.87

3.78+2.91

4.51+4.56

8.92+7.31

0.79+13.7
6

1.55+11.1
7

2.76x3.91

5.74+3.75

0.001-10.09

0.001-10.98

0.001-24.93

0.001-33.12

0.63+0.62

0.88+0.82

0.99+1.11

1.98+1.53

0.34+4.83

0.48+4.21

0.55+3.76

1.67+5.04

0.001-3.53

0.001-3.40

0.001-6.24

0.001-6.12

46
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3.3 Niveis de Hg total no sangue e cabelos relacionados com consumo semanal de peixes.

A andlise que avaliou o consumo semanal de peixe entre 0s grupos de criangas nas
comunidades revelou diferenca estatisticamente significante (p <0,01) entre as comunidades:
L1 e L4; L2 e L4; e entre as comunidades L3 e L4. Um resultado semelhante ocorreu quando
0 consumo de peixe foi comparado entre os adolescentes das diferentes comunidades de
pesquisa (figura 1).

A Faixa etaria de 62 11 anos

Freq. semanal de consumo de peixe
o
4

N

Conde Industrial Beja Maranho

Comunidades avaliadas no estudo

B Faixa etaria de 12 a 19 anos
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E
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Conda Irdustal Beja Maranhas

Comunidades avalladas no esiudo

Figura 1. Variacdo da frequencia do consume semanal de peixe entre criangas e adolescents

dos municipios de Barcarena e Abaetetuba (Paré, Brasil)

A. Consumo de peixe entre a faixa etaria de 6 a 11 anos (p <0,01)

B. Consumo de peixe entre a faixa etéaria de 12 a 19 anos (p <0,01)
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Este estudo correlacionou os niveis de mercurio encontrados no sangue e no cabelo com
a freqliéncia semanal de consumo de peixe nos grupos etérios avaliados (figura 2). Esta
correlagdo no grupo de criancgas, revelou significancia estatistica (p <0,0001) quando se
considera o conteudo de metal no sangue e no cabelo. A mesma analise realizada com o grupo
de adolescentes no estudo, encontrou um nivel igual de significancia estatistica (p <0,0001),
quando os niveis de mercurio no sangue e no cabelo foram correlacionados com a ingestao
semanal de peixe.
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Figura 2. Correlacdo entre a frequéncia semanal de consumo de peixe e os teores de Hg T
entre criangas e adolescentes dos municipios de Barcarena e Abaetetuba (estado do Para,
Brasil):
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A. Correlagéo entre frequéncia semanal de consumo de peixe e teores de Hg T em sangue de
criancas (6 a 11 anos). r=0,2582/p=<0,0001

B. Correlacdo entre frequéncia semanal de consumo de peixe e teores de Hg T em cabelo de
criancas (6 a 11 anos). r=0,3508/p=<0,0001

C. Correlacédo entre frequéncia semanal de consumo de peixe e teores de Hg T em sangue de
adolescentes (12 a 19 anos). r=0,2928 /p=<0,0001

D. Correlacao entre frequéncia semanal de consumo de peixe e teores de Hg T em cabelo de
adolescentes (12 a 19 anos). r=0,3449 /p=<0,0001

4. DISCUSSAO

O mercario, um metal de toxicidade reconhecida, apresenta maior risco para
subgrupos mais susceptiveis, como criancas [10] e adolescentes, que nesta fase do
crescimento sofrem mudancas que podem ser afetadas por fatores externos, como metais
pesados. Como um elemento ndo essencial, ndo precisa estar presente no organismo e quando
é detectado deve estar abaixo dos niveis recomendados, conforme determinado por valores de
referéncia. Estes valores sdo geralmente os obtidos a partir de estudos que determinam a
concentracdo da substancia de interesse em varios materiais biolégicos [11]. Para o mercdrio,
a Organizacdo Mundial da Saide recomenda 8 ug / L e 2 ug / g como niveis aceitaveis no
sangue e no cabelo, respectivamente, para popula¢fes ndo expostas [5].

Esta pesquisa revelou que em um dos locais pesquisados (L4), os niveis médios de
HgT no sangue (9,64 pg / L) e cabelo (2,16 pg / g) das criangas estavam acima dos limites
recomendados pela Organizacdo Mundial da Satde. Quando foi avaliado um possivel fator
contributivo para a elevacdo dos niveis de exposicdo, verificou-se que a frequéncia do
consumo semanal de peixe foi maior nos grupos desta localidade (L4), quando comparada a
maioria das outras localidades pesquisadas (L1 e L2).

Varios paises implementam programas nacionais de monitoramento, realizando
estudos na tentativa de medir valores que se referem a valores de exposicdo a metais pesados
como o mercurio. Na Alemanha, a partir dos resultados do Programa Nacional de
Biomonitorizagdo, foram propostos dois valores de exposicdo, os valores de
biomonitoramento humano-HBM (HBM | e HBM II), para entender melhor os niveis de
exposicdo. HBM | refere-se ao valor de concentragdo de uma substdncia em material
biolégico humano, abaixo do qual, ndo sdo esperados efeitos adversos para a saide. HBM 11 é
o valor correspondente, acima do qual, existe um maior risco de efeitos adversos em

individuos suscetiveis na populacdo em geral. Para o mercurio no sangue de criangas e
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adultos, os valores de HBMI e HBMII séo de 5 ug / L e 15 ug / L, respectivamente, nesse
pais[12].

Também na Alemanha, em um desses estudos de monitoramento com a participagdo
de 660 criancas (de 3 a 14 anos), que visava propor valores de referéncia para
biomonitorizacdo humana, uma média de 1,2 pug / L de mercurio foi encontrada no sangue
[12]. Esta média estava abaixo dos valores HBMI e HBMII propostos nesse pais. Ao
comparar esses resultados com os achados do presente estudo, as médias de sangue HQT
encontradas em L3 e L4 excederam o nivel encontrado para as criangas no estudo da
Alemanha. Além disso, considerando o intervalo entre os dois niveis de exposi¢cdo (HBM | e
HBM 1) propostos por aquele pais, os valores médios encontrados em criangas de L3 (5,4 ug
/ L) e criangas e adolescentes (9,6 ng / L e 8,9 ug / L, respectivamente) de L4, estavam todos
acima de HBM | e abaixo de HBM I1.

Na Republica do Congo (Africa), TUAKUILA et al [13], trabalhando com 125
criangas, de 1 a 14 anos de idade, propuseram um valor médio de referéncia de mercurio no
sangue de 4,2 ug / L em individuos com consumo de peixe. Os valores médios encontrados no
presente estudo foram superiores aos propostos no estudo da Republica do Congo em pelo
menos dois dos locais estudados (L3 e L4), considerando ja a contribuicdo da varidvel de
freqiiéncia de consumo de peixe.

Na China, um estudo realizado em uma &rea proxima a um complexo industrial
recomendou 2,3 ug / L como referéncia de mercirio no sangue para este grupo etério [14]. A
localidade L1 da presente pesquisa produziu valores comparaveis ao valor encontrado na
China, com similaridade na localizacdo (ambas as areas estdo proximas de um complexo
industrial). No entanto, os niveis encontrados em L3 e L4 foram quatro vezes superiores aos
recomendados pelo grupo na China, e L3 e L4 sdo predominantemente locais rurais.

Nos Estados Unidos, uma pesquisa que avaliou 1048 criancas, com idade entre 6 a 11
anos, recomendou um valor de referéncia de 1,40 pug / L de mercdrio no sangue para este
grupo populacional [15, 16]. Os niveis encontrados nos locais L1, L3 e L4 do presente estudo
foram acima do valor recomendado pelo estudo de criangas americanas.

No Canada, outra pesquisa de programas de monitoramento (Health Canada, 2013),
que avaliou 961 criancas em uma faixa etaria semelhante ao estudo realizado nos Estados
Unidos (6 a 11 anos), recomendou um limite aceitavel de mercurio no sangue era até 2,0 ug /
L [17]. Mais uma vez, os niveis encontrados em L1, L3 e L4 do presente estudo estavam

acima do limite recomendado neste estudo no Canada.



51

No Brasil, a chamada biomonitorizacdo humana (BH) também pode ser uma
ferramenta para a tomada de decisdes na area da salde, de acordo com a tendéncia global. O
projeto piloto da 1# Pesquisa Nacional de Populacdes Expostas aos Produtos Quimicos foi
iniciado em 2006. Foi conduzido pela Secretaria de Vigilancia Sanitaria (SVS) do Ministério
da Salde, através da Coordenacdo Geral de Vigilancia Ambiental da Saide (CGVAM). Os
objetivos foram avaliar a exposi¢do humana a produtos quimicos que sdo importantes para a
salde publica e identificar populacdes em risco. Desta forma, acfes de monitoramento cada
vez mais efetivas podem ser subsidiadas [18].

Vaérios estudos foram realizados no pais, a fim de verificar os niveis de exposicédo ao
mercdrio em criancgas e adolescentes. Os resultados desses estudos poderiam ser usados para
estabelecer niveis de exposicdo reais comparaveis de mercdrio em cada regido do pais. 1sso
seria Util como um nivel de consenso para o Brasil onde ainda nédo foi determinado tal valor
de referéncia. Poder-se-ia formular recomendacdes sobre os limites do mercdrio nos
diferentes grupos humanos para o Brasil.

Em Manaus, no estado do Amazonas, um estudo que avaliou o mercurio no cabelo de
201 criancas, com idade entre 2 e 7 anos, vivendo em seis distritos da cidade, revelou uma
média de 1,93 ug/g [19]. O nivel encontrado em L4 (2,16ug/g) do presente estudo foi
ligeiramente acima dos valores médios encontrados na cidade de Manaus.

No Rio de Janeiro, um estudo transversal de 220 estudantes, de 8 a 10 anos, mostrou
um mercurio total médio no sangue de 0,89 pg/L [10]. Esse valor é comparavel ao encontrado
em L2 (0,65 pg/L) para a faixa etaria correspondente em nosso estudo. Os valores
encontrados no Rio de Janeiro e L2 estdo abaixo dos valores de referéncia e estdo de acordo
com outros estudos.

Em Séo Paulo, na regido de Cubatdo, um estudo que investigou mercurio no cabelo de
criangas de 7 a 12 anos, apresentou uma média de 0,34 ug/g, abaixo do valor de referéncia de
2 nug/g[20]. A média apresentada em Cubatéo foi excedida no presente estudo em L1 (2,37
ng/9), L3 (1,37 ug/g) e L4 (2,16 ug / g), considerando uma faixa etaria similar.

No Estado do Para, vérios estudos foram realizados avaliando o contetudo de mercdrio
em cabelo. Uma pesquisa que avaliou criancas de 0 a 5 anos, em duas localidades de Itaituba
(municipio conhecido por sua mineracdo de ouro): S&o Luis do Tapajoés e Brasilia Legal,
apresentaram uma media de 21,06ug / g e 5,84 ug/g, respectivamente [6]. O valor mais alto
identificado no presente estudo (1,67ug /g em criangas L4) foi cerca de trés vezes menor do

que o valor mais baixo do estudo acima mencionado.
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Em Itaituba-PA, uma pesquisa avaliou mercdrio no sangue na area urbana que
examinou 90 criangas em trés momentos: no nascimento; 8 anos de idade; e 10 anos de idade,
descobriu que os niveis das trés idades foram: 14,0 ug / L; 54 pg / L; e 10,5 ug / L,
respectivamente. Possivelmente a maior concentracdo encontrada no nascimento (cordao
umbilical), é devido a exposicdo maternal [21]. Nosso estudo mostrou um contetdo
ligeiramente menor em criangas em L4 (9,64 ug / L) em comparag¢do com o grupo etario mais
velho do estudo em Itaituba (10,5 pug / L).

Nesta pesquisa, 0 mercario total no cabelo produziu valores abaixo do valor de
referéncia recomendado (2 pg / g) para populagdes ndo expostas, com excecdo das criancas
em L4 (2,16 pg / g), o que gerou um valor ligeiramente acima o valor de referéncia. No
entanto, para a pesquisa do mercurio em sangue, 0s niveis encontrados em criancas (9,64 ug /
L) e adolescentes (8,92 ug / L) da localidade L4 deste estudo foram superiores ao valor de
referéncia recomendado pela Organizacdo Mundial de Saude (8 pg / L), assim como mais
altos que os niveis recomendados como HBM | na Alemanha (5 pg / L) referido no inicio
dessa discussao[12 ].

Como ja mencionado, a frequiéncia de consumo de peixe, quando pesquisada com um
questionario, foi maior em L4 (p < 0.0001). Esta maior frequéncia pode ter contribuido para
0s niveis mais elevados de HgT no sangue e cabelo das criancas e adolescentes desta
localidade.

5. CONCLUSAO

Verificou-se que existe uma diferenca entre os teores totais de mercudrio no sangue e
no cabelo entre criancas e adolescentes das localidades avaliadas neste estudo. Destaque para
Vila Maranhdo (area rural de Abaetetuba), local com maior média de exposicdo ao metal tanto
no sangue quanto no cabelo. Um fato que pode ser devido ao maior consumo de peixe quando
comparado as outras localidades pesquisadas, como Vila do Conde e distrito industrial (area
rural de Barcarena) que estavam abaixo dos valores de referéncia. Sao necessarios mais
estudos para avaliar outros grupos populacionais suscetiveis ao mercurio para revelar seus
niveis de exposicdo, a fim de estabelecer indices de referéncia compativeis com niveis reais
de exposicéo nas diferentes regides do Brasil.
Agradecimentos

Os autores agradecem ao Instituto Evandro Chagas (SVS / MS), ao Instituto de
Estudos de Saude Coletiva (IESC / UFRJ), o Ministério Publico do Estado do Para, pelo



53

apoio logistico, técnico e financeiro a essa pesquisa. Também agradecem a todos 0s
voluntarios que participaram deste estudo.



54

REFERENCIAS

1. Lima MO, Santos ECO, de Jesus .M, Medeiros AC, Faial KCF, Alves CN. Assessment of
Surface Water in Two Amazonian Rivers Impacted by Industrial Wastewater, Barcarena City,
Paréa State (Brazil). J. Braz. Chem. Soc 2011: 22:1493-1504.

2. Santos ECO, Camara VM, Jesus IM, Brabo ES, Loureiro EC, Mascarenhas AF, A
contribution for the establishment of references values for total mercury levels in hair and
fishes in Amazonia. Environ Res. 2002; 90: 6-11.

3. World Health Organization. Inorganic mercury: environmental health criteria 118 in
International Program on Chemical Safety, Geneva, Switzerland, World Health Organization;
1991.

4. Richardson M. The Safety of Dental Amalga. Canada: Minister of Health, 1996. (ISBN 0-
662-24873-2)

5. World Health Organization. Environmental Health Criteria 101: Methylmercury. Geneva:
WHO, 1990.

6. Santos ECO, Jesus IM, Brabo ES, Loureiro ECB, Mascarenhas AFS, Weirich J. Mercury
exposure in riverside Amazon communities in Para, Brazil. Environ. Res. 2000; 84: 100-07.

7. Rodrigues JEC. Technological risk: an analysis of the port of Vila do Conde as a potential
threat of oil leakage to communities in situations of vulnerability. Belém. Dissertation
[Master's Geography and Cartography] -Federal University of Para; 2008.

8. Secretariat of Health of the Municipality of Sdo Paulo. Manual of adolescent health care.
Coordination of Program Development and Health Policies - CODEPPS. S&o Paulo: SMS,
2006.

9. Akagi H, Malm O. Branches FJP. Human exposure to mercury due to mining in the
Amazon, Brazil - A Review. Environ. Sci. 1996; 4: 199-211.

10. Xavier OLP, Asmus CIRF, Tambellini AT, Meyer A, Cadmara VM. Contribution to the
establishment of reference levels for the concentration of mercury in the blood of children in
the city of Rio de Janeiro. Cad. Salde Colet. 2013; 21: 182-7.

11. Karen Exley a,n, NoemiCano b, Dominique Aerts et al. Communication in a Human
biomonitoring study: Focus group work, public engagement and lessons learnt in 17 European
countries. EnvironmentalResearch141 (2015)31-41.

12. Schulz C, Angerer J, Ewers U, Kolossa-Gehring M. The German human biomonitoring
commission. Int J Hyg Environ Health 2007; 210: 372-382.



55

13. Tuakuila J, Kabamba M, Mata H, Mbuyi F. Tentative reference for environmental
pollutants in blood or urine from the children of Kinshasa. Chemosphere 2015; 139: 326-333.

14. Chen G, Chen X, Yan C, Wu X, Zeng G. Surveying Mercury Levels in Hair, Blood and
Urine of under 7-Year Old Children from a Coastal City in China. Int. J. Environ. Res. Public
Health. 2014; 11:12029-12041.

15. CDC (Centers for Disease Control and Prevention). National Health and Nutrition
Examination Survey 2011-2012. Atlanta (GA): Fourth National Report on Human Exposure
to Environmental Chemicals Updated Tables. 2014

16. CDC (Centers for Disease Control and Prevention). National Health and Nutrition
Examination Survey 2003-2004. Atlanta (GA): Fourth National Report on Human Exposure
to Environmental Chemicals. 2009

17. Health Canada. Second Report on Human Biomonitoring of Environmental Chemicals in
Canada. Results of the Canadian Health Measures Survey Cycle 2 (2009-2011). 2013.

18. Kuno R, Roquetti MH, Gouveia N. Concepts and derivation of reference values for human
biomonitoring of environmental contaminants. Rev Panam Salud Publica 2010; 27: 74-9.

19. Farias LA, Favaro DIT, Artemiza P, Aguiar JPL, Yuyama LKO. Mercury and
methylmercury concentration assessment in children's hair from Manaus, Amazonas State,
Brazil. Acta Amazonica 2012; 42:279-286.

20. Farias LA, Favaro DIT, Oliveira PTMS, Braga E S. Mercury total and Methylmercury
in hair: a contribution to the establishment of reference values in children's hair in the city of
Cubatéo, Rev Inst Adolfo Lutz. 2014; 73:158-68.

21. Dutra MDS, Cavadas M, Jesus IM, Santos EO, Camara VM. Effects of prenatal exposure
to methylmercury in children auditory processing. Cad. Saude Colet., 2016; 24: 70-76.



56

5.2 ARTIGO Il

NIVEIS DE EXPOSICAO AO MERCURIO E A LIBERACAO DE CITOCINAS Thi,
Th2 E Thl7 EM CRIANCAS E ADOLESCENTES DE COMUNIDADES
AMAZONICAS (PARA, BRASIL)

Resumo

O futuro do planeta s6 estard garantido se a Saude da populacdo infanto juvenil estiver
assegurada em fatores como os relacionados a salde ambiental que os proteja de riscos como
aqueles advindos de exposicOes a substancias toxicas semelhantes ao mercdrio. Este estudo
avaliou 422 criangas e adolescentes na faixa de idade entre 6 e 19 anos nas cidades de
Barcarena (n=210) e Abaetetuba(n=212), residentes em areas adjacentes a industrias minerais
diversas. Um questionario sécio-epidemioldgico foi aplicado e foram coletadas amostras de
sangue e cabelo para avaliar os teores de mercdrio total (HgT) e no sangue também foi
avaliada a liberacgdo de citocinas (IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IL-17, TNF e IFN-y) por citometria
de fluxo. As medias mais elevadas encontradas no sangue e nos cabelos foram de 9,80 ng / L
e 2,23 ug / g em criangas, respectivamente, e 8,55 ug / L e 1,88 ug / g em adolescentes,
respectivamente, todas provenientes de Vila Maranhdo (Abaetetuba). Este nivel foi
estatisticamente diferente dos outros locais do estudo (p <0,05) e foram estatisticamente
associados ao consumo de peixe (p <0,01). Estes niveis de Hg excedem os valores de
referéncia para sangue (8 ug / L) e cabelo ( 2,23 ug / g), demonstrando que existe exposi¢ao a
este metal. O mercurio ndo se mostrou associado aos niveis de citocinas encontrados, mas 0s
teores liberados de citocinas foram diferentes quando comparados por cada tipo nas
localidades e grupos avaliados sem a participacdo do metal. O conhecimento dos niveis e
formas de exposicdo ao Hg e seu potencial imunotoxico € importante para 0 monitoramento

da salde infantil, um grupo de vulnerabilidade reconhecida.

Palavras-chave: mercurio, exposicao, criancas, adolescentes, vulnerabilidade, citocinas.
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Abstract

The future of the planet will only be guaranteed if the health of the juvenile population is
assured in factors such as those related to environmental health that protect them from risks
such as those arising from exposure to mercury-like toxic substances. This study evaluated
422 children and adolescents between 6 and 19 years of age in the cities of Barcarena (n =
210) and Abaetetuba (n = 212), living in areas adjacent to several mineral industries. A
questionnaire was applied and blood and hair samples were collected to evaluate the total
mercury (HgT) levels, and in the blood the release of cytokines (IL-2, IL-4, IL-6, IL- 10, IL-
17, TNF and IFN-y) by flow cytometry. The highest averages found in blood and hair were
9.80 ng / L and 2.23 ug / g in children, respectively, and 8.55 pg / L and 1.88 ug / g in
adolescents, respectively, all of them from Vila Maranhdo (Abaetetuba). This level was
statistically different from the other study sites (p <0.05) and were statistically associated with
fish consumption (p <0.01). These Hg levels exceed the reference values for blood (8 ug / L)
and hair (2.23 pug / g), demonstrating that there is exposure to this metal. Mercury was not
associated with the levels of cytokines found, but the levels of cytokines released were
different when compared to each type in the sites and groups evaluated without the
participation of the metal. Knowledge of levels and forms of exposure to Hg and its

immunotoxic potential is important for monitoring child health, a recognized vulnerability

group.

Keywords: mercury, exposure, children, adolescents, vulnerability, cytokines.
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1. INTRODUCAO

De acordo o “Plano de Acdo Global para Saude Infantil ¢ Meio Ambiente (2010-
2015)” da Organizacdo Mundial de Saude (OMS), as criancas representam um potencial
ilimitado e sdo o futuro do planeta, mas para a sobrevivéncia e desenvolvimento desse grupo,
que totaliza mais de 2,2 bilhdes em todo o mundo (com idade entre 0 e 19 anos) é necessario a
garantia de fatores fundamentais como um ambiente seguro, saudavel e limpo. Os riscos
ambientais para as criangas variam de acordo com as regides do planeta e os diversos fatores
que contribuem para esses riscos. Esses fatores agem em conjunto e podem ser aumentados
guando somados a componentes sociais e econdmicos adversos. Situagcdes de conflito,
pobreza e desnutricdo sdo reconhecidas como sérios contribuidores para o aumento da
exposicdo a riscos ambientais em populacdes susceptiveis como criancas. Entre 0s muitos
tipos de riscos de exposicao ambiental infantil esta a exposi¢do a um grande numero de metais
pesados toxicos, produtos quimicos e residuos perigosos que podem chegar até a crianca
(WHO, 2009) de diversas formas. Entre esses metais pesados toxicos destaca-se 0 mercurio
(Hg) como um dos mais largamente distribuido na crosta terrestre (MANZINI et al, 2010).

As exposicdo infantil ao mercudrio pode ocorrer por fonte primaria e secundaria. Ar,
solo, 4gua e comida podem ser veiculos de exposicdo. A capacidade que o Hg tem de circular
em diversos ambientes como 0 meio aquatico e a atmosfera, o torna um problema de grande
abrangéncia. O fato de a maior parte do Hg emitido estar na forma de mercurio elementar
Jasoso o capacita a ser transportado por grandes distancias. Agua salgada ou doce podem ser
fontes de contaminacdo de Hg. A exposicdo pode ocorrer de diversas formas como por
descargas diretas de industria, liberacGes indiretas via aguas residuais de sistemas de
tratamento, deposicdo de mercurio do ar, escoamento superficial do solo com mercdrio,
vazamentos de agua de solo e aterro contaminado com mercurio (BOSE-O’REILLY et al,
2010).

O impacto do Hg no ambiente e na saude humana ficou conhecido globalmente a
partir da poluicdo da Baia de Minamata no Jap&do nos anos de 1950. Nesta ocasido 0 consumo
de peixe com altos teores desse metal por moradores adultos e criangas da area impactada
produziu efeitos adversos no sistema nervoso, depois chamados de “Doengas de Minamata”.
Embora esses eventos de intoxicacdo aguda sejam raros atualmente, a exposicdo a niveis
menores tem sido observada, levando a processos de exposicdo cronica (HA et al, 2016). De
acordo com levantamento da Organizagdo Mundial de Salde, através da sua agéncia que trata
de alimentacdo e agricultura, bilnGes de pessoas no planeta utilizam o peixe como fonte
principal de proteinas e isto os leva ao risco de exposic¢ao ao Hg (FAO/WHO, 2011).
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O reconhecimento do Hg como um potencial dano a salde infantil tem ocorrido a
nivel internacional e a necessidade de uma politica global de intervengdo - como o tratado de
Minamata — se fez necessaria no intuito de diminuir ou prevenir a exposi¢cdo ao mercurio,
especialmente a protecdo a saude da crianca. Os baixos niveis de exposicdo de Hg
demostrados nos programas nacionais de biomonitoramento humano- HBM (SCHULZ et al,
2007; REIS et al, 2007; MOLLINA-VILLALBA et al, 2015), mostram que o0 mercurio ainda
€ um importante problema de salude para as criancas e que portando precisa receber um
enfrentamento global e ndo somente um olhar local (RUGGIERI et al, 2017).

O mercurio tem sua acdo bem estudada na salde humana por seu efeito sistema
nervoso (POULIN; GIBB 2008), mas varios estudos tém apontado em direcdo de sua
plausivel capacidade imunomoduladora, inclusive no possivel papel que esse metal poderia
ter nas doencas autoimunes (FARZIN et al,2008). Dos varios marcadores do sistema imune,
as citocinas demandam especial atencdo, pois participam ativamente das respostas
inflamatorias e antinflamatdrias frente a agentes capazes de suscitar no organismo humano
esses tipos de respostas (WOODCOCK & MORGANTI-KOSSMANN, 2013).

As citocinas sdo biomarcadores liberados pelas células imunoldgicas como o0s
Linfécitos T helper (Th) com o objetivo de regular a intensidade e a duracdo da resposta
imune. Sdo moléculas proteicas de baixo peso molecular que podem ser classificadas em tipos
Thl e Th2. Como exemplos de a¢Bes de citocinas tipol(Thl), estdo a remoc¢do de células
malignas e células com virus que sdo mediada por IFN-y e IL-12, enquanto que IL-4, IL-5,
IL-13, citocinas do tipo 2 (Th2) mediam a remocdo de antigeno bacterial
soluvel(DURAMAD; TAGER; HOLLAND, 2007).

Outro grupo de células Th, classificado como Thl7 que produz a IL-17 tem sido
relacionada com a patogenicidades de agravos cronicos e autoimunes (BETELLI et al., 2008;
OUKKA, 2007). Interleucinas como IL-6, TNF podem ter sua liberagdo aumentadas pela agao
da IL-17. A resposta Th17 recruta outros tipos celulares para os sitios de infecgédo e atua em
processos inflamatdrios ndo bem respondidos pelos tipos Thl e Th2 (BETELLI et al., 2008).

Entretanto fatores como idade, género, origem étnica, nutricdo e exposicdo podem
influenciar na variabilidade de biomarcadores imunes como citocinas e todos esses fatores
necessitam ser avaliados antes de serem utilizados em estudos epidemiolégicos (DURAMAD;
TAGER; HOLLAND, 2007). A idade é um desses fatores importantes a ser considerado
quando se examina perfis de citocinas em criangas (McNERLAN et al., 2002; DURAMAD et
al, 2004; KAWAMOTO et al., 2006).
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Vaérios estudos tém relatado o mercdrio como importante imunotéxico e capaz de
contribuir para mecanismos de doencas, bem como para toxicidade em outros Orgaos
(GARDNER, NYLAND; SILBERGELD, 2010), dirigindo ou intensificando (MHART et al.,
2001) os processos imunotdxicos, fundamentando a importancia da realizacdo de pesquisas
que avaliem os perfis de liberacdo de citocinas em grupos susceptiveis a este metal como é o
caso de populagdes infanto-juvenis.

Diante do exposto, este estudo objetivou avaliar os teores de mercurio em sangue e
cabelo, assim como examinar a liberacdo de citocinas do Tipo Thl, Th2 e Thl7 no grupo
pesquisado e investigar a possivel associacdo entre a exposi¢cdo mercurial e os niveis de

citocinas liberados.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Tipo e area de estudo

O estudo realizado foi do tipo observacional transversal com amostragem nao
probabilistica por conveniéncia em duas cidades: Barcarena e Abaetetuba, da regido
conhecida como “Baixo Tocantins” Paraense. O tempo decorrido no Estudo foi de dois anos.
A cidade de Barcarena é atualmente um importante polo industrial de beneficiamento e
exportacdo de caulim; alumina; aluminio e cabos para transmissdo de energia elétrica. Nesta
cidade esté localizado o maior porto do Estado do Para - O Porto de Vila do Conde.

O Municipio de Abaetetuba € contiguo a Barcarena, e ao complexo industrial da Vila
do Conde. Esse municipio tem uma populacdo distribuida em trés grandes polos: a sede
municipal com 14 bairros periféricos; a zona da estrada (centro) e a regido do arquipélago
ribeirinho com 72 comunidades, além da vila Balneéria de Beja, com mais de 500 moradores
fixos (IBGE, 2018).

2.2. Populagéo estudada

Fizeram parte deste estudo 422 criancas e adolescentes. Em Barcarena foram avaliados
210 sujeitos (101 da vila do Conde e 109 do Bairro Industrial). Em Abaetetuba foram
incluidos no Estudo 222 sujeitos (122 da Vila maranhdo e 90 da Vila de Beja). Os sujeitos
incluidos na pesquisa foram informados acerca do estudo e, em caso de concordancia 0s
menores de 18 anos tiveram sua participagdo consentida por seus responsaveis legais a partir
da assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE). J& os que tinham entre

18 e 19 anos, assinaram o seu proprio TCLE.
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2.3. Ordem de procedimento

Um questionario epidemioldgico que continha questbes sobre variaveis como idade,
escolaridade, renda familiar, tempo de moradia, consumo de peixe, etilismo, tabagismo, dieta
referida, morbidade referida atual e anterior, uso de medicamentos e tipo de agua de consumo
foi preenchido e houve a coleta de material biolégico para avaliacdo de mercurio total em
sangue e cabelo e ainda para dosagem de liberacdo de citocinas em soro sanguineo.

2.4 Determinacédo de Mercurio

As amostras de cabelo para determinacdo de HgT foram coletadas da regido da nuca
na forma de mechas, distante cerca de 1 cm do couro cabeludo com tesoura de aco inoxidavel,
identificadas e armazenadas em envelopes de papel branco mantidos a temperatura ambiente,
e para analise de HgT em sangue foram coletados 10 mL da matriz biolégica em tubos com
EDTA 10%, sendo mantidos em refrigeracdo a uma temperatura em torno de 4°C até o
transporte para o laboratério.

Apdbs o descongelamento da amostra, o exame foi realizado conforme descrito. Uma
aliquota de cada amostra (500 puL de sangue ou 500 ng de cabelo) foi colocada num baldo
volumétrico, ao qual foram adicionados 2 mL de HNO3: HCIO,4 (1: 1), 5 mL de H,SO4e 1 mL
de agua deionizada. Em seguida os bal6es foram adicionados a uma chapa aquecedora a
250°C por 20 minutos. Apds esse tempo os baldes foram resfriados a T ambiente e aferidos a
50 mL com &gua deionizada. As leituras foram realizadas por Espectrometria de Absorcéao
Atdmica com sistema para geracdo de vapor frio de mercurio (CVAAS) marca Sanso

seisakusho, modelo mercury analyzer Hg 201.

2.4.1 Preciséo e Exatiddo
Denomina-se precisdo a concordancia dos valores experimentais obtidos, quanto mais
proximos entre si estiverem maior serd a precisdo e a exatiddo traduz a concordancia dos

valores experimentais com o valor verdadeiro.

2.4.2 Curva de Calibragdo Analitica para HgT em amostras de sangue e cabelo

As curvas de calibracdo para andlise de HgT em amostras de sangue e cabelo
apresentaram Otima linearidade na faixa de 0 a 100 ug/L, registrando limite de deteccdo
respectivos de 0,1 pg/L e 0,05 ug/g no espectrdmetro de absorcdo atémica a vapor frio

(Mercury Analyzer Hg — 201). A metodologia apresentou também excelente reprodutibilidade
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utilizando como amostra de referéncia certificada Seronorm™ Trace Elements Whole Blood

L-1 e IAEA 085 para as matrizes sangue e cabelo respectivamente.

2.5 Ensaio de liberacgao de citocinas

O Kit CBA (BD) (cytometric beads array) do tipo Human Th1/Th2/Th17 foi usado
nesse estudo para a quantificagdo das citocinas IL-2, IL-6, INFy e TNF (Thl); IL-4, IL-10
(Th2) e IL-17(Th17) em uma mesma amostra. Sete populacdes de beads com distintas
intensidades de fluorescéncia sdo conjugadas com um anticorpo de captura especifico para
cada citocina, misturadas para formar o CBA e lidas no canal FL3 do citometro de fluxo
FACS canto Il (BD). As populagbes de beads foram visualizadas de acordo com as suas
respectivas intensidades de fluorescéncia: da menos brilhante para a mais brilhante. No CBA,
as beads de captura das citocinas sdo misturadas com o anticorpo de detec¢do conjugado com
o fluorocromo PE, e depois incubadas com as amostras para formar o ensaio "em sanduiche".
Os tubos para aquisi¢do foram preparados com: 25 pL de amostra, 25 puL da mistura de beads
e 25 pL do reagente de deteccdo Th1/Th2/Thl7 PE (Human Thl/Th2/Thl7 PE Detection
Reagent/1 vial, 4 mL). O mesmo procedimento foi realizado para a obtencdo da curva-padrao.
Os tubos foram homogeneizados e incubados por trés horas, em temperatura ambiente, no
escuro. Para a ressuspensdo do pellet, foram adicionados 300 pL de Wash Buffer em cada
tubo e assim a aquisicdo destas amostras foi realizada por citometria de fluxo.

2.6 Analise estatistica:

Foi elaborado um banco de dados e realizadas estatisticas descritivas (tendéncia
central e disperséao), associacdo de variaveis através de analise de correlacdo (Pearson), testes
paramétricos (t - Student e andlise de variancia - Anova um critério) e ndo paramétricos
(Mann Withney e Qui quadrado) e foram feitas analises de variancia ndo paramétrica
(Kruskal-Wallis/ pos-teste Dum) utilizando-se os programas GraphPad Prisma verséo 6.0,
Minitab 15, e BioEstat 5.0, considerando-se nivel de significancia de p <0,05.

2.7 Precaucdes éticas

Esta pesquisa seguiu normas estabelecidas pelo Comité de Etica em Pesquisa do
Instituto Evandro Chagas/Secretaria de Vigilancia em Saude/Ministério da Saude, cujo
parecer (n° 0010/2009) encontra-se em anexo. As precaugdes de ordem ética seguiram as
recomendacdes da Resolugdo N°196/96 do Conselho Nacional de Salde, sobre pesquisas

envolvendo seres humanos.
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3. RESULTADOS

3.1 Caracteristicas Socioeconémicas, demograficas e de consumo de peixe dos grupos
estudados.

Das 422 criangas e adolescentes incluidas neste estudo, 210 residiam em Barcarena.
101 da Vila do Conde (42 criangas e 59 adolescentes) e 109 do Bairro Industrial (41 criancas
e 68 adolescentes). Neste municipio 55% dos participantes da pesquisa eram do género
feminino e considerando a situacdo econémica entre os adolescentes o percentual de
dependéncia econdmica familiar foi de 88%. O inquérito sobre ingesta semanal de peixe em
Barcarena revelou que no grupo das criangas nos dois locais pesquisados 79% comia na
frequéncia de 0 a 2 vezes por semana, enquanto de que 20% ingeria peixe de 3 a 5 vezes por
semana e somente 1% relatou ingerir peixe acima de 5 vezes por semana. Entre os
adolescentes os percentuais encontrados ndo se mostraram muitos diferentes destes.

Em Abaetetuba, 212 criancas e adolescentes participaram do estudo, sendo 112 na
Vila Maranhdo (56 criancas e 66 adolescentes) e 90 na Vila de Beja (35 criangas e 55
adolescentes). Neste municipio a participacdo feminina foi de 53% e a dependéncia
econdmica entre os adolescentes ficou em 93% quando somadas as participacGes nas duas
localidades. O levantamento sobre a ingesta de peixe em Abaetetuba mostrou que entre as
criancas da Vila Maranh&o, 41% comia de 0 a 2 vezes por semana, 43% ingeria de 3 a 5 vezes
por semana e 16% relatou praticar uma ingesta acima de 5 vezes por semana. Ja entre 0s
adolescentes desta localidade os percentuais semanais encontrados foram 45% de 0 a 2 vezes,
48% de 3 a 5 vezes e 7% acima de cinco vezes. Todos esses dados encontram-se descritos na
tabela 1.

A anélise de comparacao entre as frequéncias de consumo de peixe nas localidades por
faixa etéria revelou-se estatisticamente significante (p<0,0001) tanto para o grupo de criangas

quanto para 0 grupo de adolescentes (Tabela 5).
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Tabela 1. Dados Socioecondmicos, demogréficos e de consumo de peixe de criangas e adolescentes (6 a 19 anos) dos municipios de Barcarena e

Abaetetuba no Estado do Para /2013.

Variaveis/Faixa etaria

Barcarena (n=210)

Municipios/Localidades
.................. Abaetetuba (n=212)

Vila do Conde Bairro Industrial Vila Maranh&o Vila de Beja
) ) N % N % N % N %
Faixa Etéria 6 a 11 anos
42 9.95 41 9.72 56 13.27 35 8.29
Género
Masculino 17 40 18 40 30 53 17 48
Feminino 25 60 23 60 26 47 18 52
Situagdo Econdmica
Assalariado 0 0.00 0 0.00 0 0.00 0 0.00
Autdnomo 0 0.00 0 0.00 0 0.00 0 0.00
Dependente 42 100 41 100 56 100 35 100
Desempregado 0 0.00 0 0.00 0 0.00 0 0.00
Agua de Consumo
Agua Mineral 0 0.00 0 0.00 0 0.00 0 0.00
Poco 8 20 25 60 56 100 24 68
Rede Publica 34 80 16 40 0 0.00 11 32
Rio 0 0.00 0 0.00 0 0.00 0 0.00
Consumo de Peixe
0 a 2 vezes/semana 33 79 33 79 23 41 25 71
3 a5 vezes/semana 8 20 8 21 24 43 10 29
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> 5 vezes/semana 1 1 0 0.00 9 16 0 0.00
Faixa Etaria 12 a 19 anos N ” N ” N ” N ”
59 13.98 68 16.11 66 15.64 55 13.03
Género
Masculino 25 43 35 51 23 35 30 55
Feminino 34 57 33 49 43 64 25 45
Situagdo Econdmica
Assalariado 2 4 1 2 0 0.00 1 2
Autébnomo 3 4 5 7 2 3 4 7
Dependente 52 88 60 88 64 97 49 89
Desempregado 2 4 2 3 0 0.00 1 2
Agua de Consumo
Agua Mineral 0 0.00 0 0.00 0 0.00 0 0.00
Poco 38 65 45 66 62 94 31 56
Rede Publica 21 35 23 34 0 0.00 24 44
Rio 0 0.00 0 0.00 4 6 0 0.00
Consumo de Peixe
0 a 2 vezes/semana 47 79 40 59 30 45 38 69
3 a5 vezes/semana 12 21 28 41 32 48 17 31
> 5 vezes/semana 0 0.00 0 0.00 4 7 0 0.00
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3.2. Niveis de Hg total no cabelo e sangue de criancas e adolescentes (6 a 19 anos) de
dois municipios do Estado do Para (2013)

Como descritos na tabela 2, que considera grupo etario e cidades/localidades para
melhor organizar os dados, 0s niveis crescentes de teores de HgT em sangue de criancas
foram de: 7.98 ug/L; 14.48 pg/L; 19.50ug/L e 35.55ug/L em Vila do Conde, em Bairro
Industrial, em Vila de Beja e Vila Maranhdo, respectivamente. No cabelo ficou assim
distribuido: 2.33ug/g; 2.57ug/g; 5.40u0/g e 8.88ug/g em Vila do Conde, Bairro Industrial,
Vila de Beja e Vila Maranhéo, respectivamente.

Entre os grupos de adolescentes pesquisados a ordem crescente dos niveis mais
elevados de mercurio em sangue nas localidades de Vila do Conde, Bairro Industrial, Vila de
Beja e Vila Maranhdo foi assim demonstrada: 10.10 pg/L; 10.98 pg/L; 24.93 ug/L e
33.12ug/L, respectivamente. No cabelo desses grupos os Vvalores crescentes de HQT
encontrados foram: 3.40ug/g; 5.52ug/g; 5.78ug/g; 6.24ug/g no Bairro Industrial, na Vila do
Conde, na Vila Maranhdo e na Vila de Beja. Os valores mais expressivos de médias
mercuriais foram encontrados em criancas (9.80 pg/L em sangue e 2.23 ug/g em cabelo) e
adolescentes (8.55 pg/L em sangue e 1.88 pg/g em cabelo) na localidade Vila maranhdo no

municipio de Abaetetuba.
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Tabela 2. Estatistica descritiva dos teores de Hg total em sangue e cabelo de criangas e adolescentes (6 a 19 anos) de dois municipios do Estado

do Para (2013).

Municipios Hg do Sangue (ug/L) Hg no Cabelo (ug/g)

Localidades N "Médiat D.Padrdo Meédia G. D.P. Amplitude Média +D.Padrdo Meédia G.= D.P. Amplitude
Faixa etéria

6allanos 174 5.60£6.32 3.42+3.55 0.00-35.55 1.33+1.46 0.82+2.72 0.04-8.88

Barcarena

Vila do Conde 42 2.78+1.63 2.36+1.82 0.62-7.98 0.70+0.49 0.56+1.99 0.08-2.33
Bairro Industrial 41 2.70£2.74 1.60+6.86 0.00-14.48 0.65+0.54 0.47+2.34 0.04-2.57
Abaetetuba

Vila Maranhdo 56  9.80+8.64 6.70+2.47 0.86-35.55 2.23+1.91 1.52+2.70 0.04-8.88

Vila Beja 35 5.63+4.61 4.04+2.36 0.78-19.50 1.43+1.38 0.94+2.56 0.20-5.40
12 a 19 anos 248 5.0845.16 3.53+2.43 0.00-33.12 1.13+1.13 0.74+2.69 0.00-6.24

Barcarena

Vila do Conde 59 2.89+2.05 2.33+2.05 0.00-10.10 0.65+0.49 0.50+2.26 0.00-5.52
Bairro Industrial 68 4.00+2.85 3.21+2.25 0.00-10.98 0.91+0.84 0.62+2.70 0.00-3.40
Abaetetuba

Vila Maranhdo 66 8.55+7.32 6.15+2.41 0.00-33.12 1.88+1.43 1.4142.21 0.24-5.78
Vila Beja 55 4.59+4.56 3.19+2.32 0.59-24.93 1.01£1.12 0.62+2.77 0.05-6.24

Estatistica analitica (Kruskall-Wallis/Pos teste Dum) dos niveis de HgT segundo a faixa etaria revelou que tanto entre criangas, quanto entre os adolescentes, as comparagGes encontraram
diferencas estatisticamente significantes quando avaliados em: Sangue de criangas: entre os grupos de V. Conde e V. Maranhdo (< 0,05); V. Conde e V. Beja (< 0,05); B. Industrial e V.
Maranhéo (< 0,05); B. Industrial e V. Beja (< 0,05).

Cabelo de criangas: entre os grupos de V. Conde e V. Maranhdo (< 0,05); B. Industrial e V. Maranh&o (< 0,05); B. Industrial e V. Beja (< 0,05).

Sangue de adolescentes: entre os grupos de V. Conde e V. Maranhao (< 0,05); B. Industrial e V. Maranhdo (< 0,05); V. Maranhéo e V. Beja (< 0,05).

Cabelo de adolescentes: entre os grupos de V. Conde e V. Maranhdo (< 0,05); B. Industrial e V. Maranhdo (< 0,05); V. Maranhdo e V. Beja (< 0,05).
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3.3 Niveis de Hg total em sangue e cabelo de criangas e adolescentes (6 a 19 anos) de dois
municipios do Estado do Para (2013) em relacao ao consumo de semanal de peixe.

Nos grupos de criancas das comunidades, a analise que avaliou o consumo semanal de
peixe revelou diferenga estatisticamente significante (p<0,05) entre as comunidades de vila do
Conde e Vila Maranh&o; Bairro Industrial e Vila Maranh&o e ainda entre Vila Maranhéo e
Beja. Resultado parecido foi encontrado quando se comparou 0 consumo de peixe entre 0s

adolescentes das diversas comunidades da pesquisa ( Figura 1 A e B).
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Figura 1. Variagdo da frequencia do consume semanal de peixe entre criangas e adolescents

dos municipios de Barcarena e Abaetetuba (Para, Brasil)

A. Frequéncia semanal de consumo de peixe em criangas das cidades de Barcarena e Abaetetuba no Estado do Para (p <0,05)
B. Frequéncia semanal de consumo de peixe em adolescentes das cidades de Barcarena e Abaetetuba no Estado do Para (p
<0,05).
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Essa correlagdo no grupo de criangas revelou significancia estatistica (p<0,0001)
quando considerou tanto os teores do metal em sangue (figura 2A) quanto em cabelo (figura
2B). A anélise semelhante realizada com o grupo dos adolescentes da pesquisa encontrou
mesmo nivel de significancia estatistica (p<0,001), quando correlacionou nesse grupo valores

de mercudrio em sangue (figura 2C) e cabelo (figura 2D)com a frequéncia semanal de ingesta

de peixe.
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Figura 2. Correlacdo entre a frequéncia semanal de consumo de peixe e os teores de Hg T

entre criangas e adolescentes de dois municipios da Amazonia brasileira.

Correlagdo de Spearman.

A. Correlacdo entre frequéncia semanal de consumo de peixe e teores de Hg T em sangue de criangas (6 a 11 anos).
r=0,2439/p=<0,0001

B. Correlagdo entre frequéncia semanal de consumo de peixe e teores de Hg T em cabelos de criangcas (6 a 11 anos).
r=0,3495/p=<0,0001.

C. Correlagdo entre frequéncia semanal de consumo de peixe e teores de Hg T em sangue de adolescentes (12 a 19 anos).
r=0,3261/p=<0,001

D. Correlacdo entre frequéncia semanal de consumo de peixe e teores de Hg T em cabelo de adolescentes (12 a 19 anos).
r=0,3261/p=<0,001.
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3.4 Niveis de liberacao de citocinas de criancas e adolescentes (6 a 19 anos) de quatro
localidades de dois municipios do Estado do Para (2013).

O perfil de citocinas circulantes foi avaliado nos 422 individuos de acordo com 0s
quantitativos coletados para o exame do mercurio e utilizou como parametro de normalidade
os valores do “Painel de Citocinas” (ARUP Laboratdrios, 2014). De acordo com esse painel,
para as citocinas IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IL-17, TNF e IFNy pesquisadas neste estudo foram
considerados os seguintes limites de referéncia: 12 pg/mL, 5 pg/mL, 5 pg/mL, 18 pg/mL, 13
pa/mL, 22 pg/mL e 5 pg/mL, respectivamente.

A tabela 3 descreve os niveis de liberagcdo de citocinas encontrados neste estudo e
demonstram que, com excecao da interleucina 6 (IL-6) de perfil inflamatorio, que teve maior
média no grupo de criancas (16.09pg/mL) da Vila do Conde, localidade pertencente a cidade
de Barcarena, as demais citocinas avaliadas (IL-2, IL-4, IL-10, IL-17,TNF e IFNy),
apresentaram as seguintes médias: 9.25 pg/mL, 9.54 pg/mL, 9,53 pg/mL, 15.68 pg/mL, 9.0
pg/mL e 9.74 pg/mL, respectivamente, todas no grupo de adolescentes do bairro industrial do
municipio de Barcarena.

Tabela 3. Estatistica descritiva do perfil de liberacdo de citocinas de criangas e adolescentes

de quatro localidades dos Municipios de Barcarena e Abaetetubsa, Estado do Para.

Biomarcador Municipio Barcarena
Citocinas Vila do Conde Bairro Industrial
X +D. P.} Criangas Adolescentes Criangas Criangas

(6 a 11 anos) (12 a 19 anos) (6 a 11 anos) (6 a 11 anos)
IL-2 8.46+0.75 8.49+0.88 8.62+0.89 9.25+3.51
IL-4 8.65%£1.49 9.44+1.66 9.49£2.00 9.54+4.93
IL-6 16.09+31.13 10.50+4.59 9.65+2.90 11.74+10.85
IL-10 8.39+0.93 7.94+1.28 8.99+1.05 9.53+4.36
IL-17 3.61+7.55 10.70£10.69 10.83+11.76 15.68+42.64
TNF 7.98+£1.17 8.42+1.55 8.05+2.08 9.0045.79
INF 8.42+1.29 8.54+1.39 9.28+1.33 9.74+4.12

Municipio Abaetetuba
Vila Maranhdo Vila de Beja
Criangas Adolescentes Criancas Adolescentes

IL-2 5.85+4.50 5.48+4.25 7.31£3.13 8.65+1.91
IL-4 5.66+4.60 5.56+4.32 7.80£3.42 9.18+2.27
IL-6 15.36+20.62 14.88+19.27 12.09+5.86 12.17+4.78
IL-10 6.03+£4.45 5.74+4.37 7.71£3.53 8.40+1.19
IL-17 11.95+£10.93 10.62+10.23 12.77+8.61 7.35%6.78
TNF 5.69£3.92 5.16£3.35 7.08+2.67 8.58+£3.11
IFN 5.80+4.46 5.88+4.55 8.04+3.46 9.30£3.64
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A comparagdo das médias individuais de citocinas entre as localidades (tabela 4) sem
considerar as faixas etarias, foi realizada através de uma analise multivariada (teste de
Kruskal-Wallis- método de Dunn) e revelou diferencas estatisticamente significantes entre as
varias comparacOes de localidades com destaque para as que sempre envolviam a Vila
Maranhdo com as demais localidades. Entre Vila de Conde e Vila Maranhdo foi
estatisticamente significante (<0,0001) a diferenca para as citocinas IL-2, 1L-4, IL-17 e TNF.
Entre bairro Industrial e Vila Maranhao houve diferenca (<0,0001) entre IL-2, IL-4, IL-10,
TNF e IFNy. Entre a Vila Maranhao e a Vila de Beja também houve significancia estatistica

(<0,0001) para IL-2, IL-4, IL-10, TNF e IFNy.

Tabela 4. Comparacgdo das médias de citocinas somente de acordo com as localidades

pesquisadas no estudo.

Localidades comparadas Citocinas/Nivel de significancia
IL-2 IL-4 IL-6 IL-10 IL-17 TNF IFN
V. Conde e B. Industrial ns ns ns <0,05 ns ns <0,05
V. Conde e V. Maranhdo <0,05 <0,05 ns ns <0,05 <0,05 ns
V. Conde e V. Beja ns ns <0,05 ns ns ns ns
B. Industrial e V. Maranhéo <0,05 <0,05 ns <0,05 ns <0,05 <0,05
B. Industrial e V. Beja ns ns <0,05 <0,05 ns ns ns
V. Maranhdo e V. Beja <0,05 <0,05 ns ns ns <0,05 <0,05

Teste de Kruskal-Wallis. Grau de Liberdade (GL)= 3, com p0s teste de Dunn.

ns= ndo significante

Adicionalmente foram realizadas ainda analise de comparac6es entre as localidades
também por faixa etaria em cada tipo de citocinas do estudo. Entre os diversos grupos de
criancas somente ndo teve significancia estatistica a comparacéo entre os teores de liberacao
de IL-6. Ja entre os adolescentes, ndo houve significancia estatistica a comparagdo dos grupos
de IL-6 e IL-17. Todas as demais comparacOes tiveram significancia estatistica com
p<0,0001(Tabela 5).



Tabela 5. Estatistica geral com comparagdo de variaveis entre localidades por faixa etaria.
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-Variaveis

Hg sangue
(Hg/L)

Hg cabelo
(Hg/g)

Citocinas (pg/mL)

IL-2

IL-4

IL-6

Estatistica

¥+ D.P.
Amplitude
Mediana
¥+ bD.P
Amplitude
Mediana
¥+ bD.P
Amplitude
Mediana
¥+ D.P.
Amplitude
Mediana
¥+ bD.P
Amplitude
Mediana
¥+ bD.P
Amplitude
Mediana
X+ D.P

Abaetetuba

Barcarena
Vila do Conde B.Industrial
Criangas  Adolescentes Criancas  Adolescentes
2.78+1.63 2.89£2.05 2.70£2.74 4.00+2.85
0.62-7.98 0.00-10.10  0.00-14.48  0.00-10.98
271 2.86 2.05 2.93
0.70+0.49 0.50+2.26 0.65+0.54 0.91+0.84
0.08-2.33 0.00-5.52 0.04-2.57 0.00-3.40
0.56 0.55 0.40 0.67
8.46+0.75 8.49+0.88 8.62+0.89 9.25+3.51
6.75-9.89 5.32-10.71 7.07-10.63 6.48-36.64
8.43 8.45 8.58 8.73
8.65+1.49 9.44+1.66 9.49+2.00 9.54+4.93
6.23-13.03 5.20-13.12 5.85-16.98 5.55-45.52
8.46 9.46 9.16 8.70
16.09+31.13  10.50+4.59 9.65+2.90 11.74+10.85
5.96-189.75  6.06-40.93 6.27-24.29 6.63-90.50
9.07 9.62 9.37 9.83
8.39+0.93 7.94+1.28 8.99+1.05 9.53+4.36
6.96-11.44 5.25-12.68 6.78-11.87 6.25-43.57
8.36 7.90 8.97 8.87
3.61+7.55  10.70+10.69 10.83+11.76 15.68+42.64

Vila de Beja
Criancas Adolescentes
9.80+8.64 8.55+7.32
0.86-35.55 0.00-33.12
6.00 7.74
2.23£1.91 1.88+1.43
0.04-8.88 0.24-5.78
1.61 1.53
5.85+4.50 5.48+4.25
0.00-12.64 0.00-11.12
8.23 7.91
5.66+4.60 5.56+4.32
0.00-18.57 0.00-12.36
7.28 7.12
15.36+20.62  14.88+19.27
2.31-139.19 1.57-136.73
10.18 10.50
6.03+4.45 5.74+4.37
0.00-14.38 0.00-11.43
8.52 8.30
11.95+10.93  10.62+10.23

Vila Maranhéo

Criancas

5.63+4.61
0.78-19.50
4.85
1.43+1.38
0.20-5.40
0.81
7.31+£3.13
0.00-10.33
8.17
7.80+3.42
0.00-12.02
8.59
12.09+5.86
3.70-30.64
10.81
7.71+£3.53
0.00-15.92
8.56
12.77+8.61

Adolescentes

4.59+4.56
0.59-24.93
2.73
0.62+1.12
0.05-6.24
0.56
8.65+1.91
0.00-15.66
8.57
0.18+2.27
0.00-16.74
9.21
12.17+4.78
4.93-26.93
11.19
8.40+1.19
4.54-12.87
8.36
7.35+6.78

Estatistica

p-valor p-valor
Cri Adoles
<0,0001 <0,0001
<0,0001 <0,0001
<0,0001 <0,0001
<0,0001  <0,0001

ns ns
<0,0001 <0,0001

0,0001 ns
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17

TNF

INF

Consumo

de peixe

Amplitude
Mediana
¥+ bD.P
Amplitude
Mediana
¥+ bD.P
Amplitude
Mediana
¥+ D.P.
Amplitude

Mediana

0.00-24.63
0.00
7.98+1.17
5.60-10.45
7.87
8.42+1.29
6.20-12.39
8.29
1.67+0.91
0.00-4.00
1.00

0.00-34.40
8.60
8.42+1.55
3.81-10.91
8.75
8.54+1.39
4.49-11.32
8.53
1.81+1.09
0.00-4.00
2.00

0.00-39.73
5.12
8.05+2.08
0.00-12.12
8.21
9.28+1.33
7.33-12.47
9.07
1.54+1.55
0.00-5.00
1.00

0.00-336.72
8.65
9.00£5.79
4.85-54.38
8.62
9.74+4.12
6.44-38.97
8.86
2.16+1.90
0.00-5.00
2.00

0.00-47.51
11.28
5.69+3.92
0.00-16.82
6.99
5.80+4.46
0.00-10.93
8.18
3.34+3.72
0.00-7.00
3.00

0.00-41.73
9.26
5.16+3.35
0.00-10.63
6.17
5.88+4.55
0.00-11.89
8.55
3.03+2.58
0.00-5.00
3.00

0.00-35.78
13.13
7.08+2.67
0.00-10.94
7.50
8.04+3.46
0.00-12.06
9.03
1.83£1.15
0.00-5.00
2.00

0.00-26.38
7.42
8.58+3.11
2.27-25.07
8.21
9.30+3.64
0.00-29.31
9.08
2.11+1.17
0.00-5.00
2.00

<0,0001

<0,0001

<0,0001

<0,0001

<0,001

<0,0001
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3.4.2 Andlise de Associacao entre niveis de HgT no sangue e no cabelo com os niveis de
liberacdo de citocinas

A regressdo logistica mdaltipla realizada ndo revelou associacdo entre os niveis de
mercurio em sangue e cabelo e os niveis de liberacdo de citocinas nos grupos etarios por

localidade estudados nesta pesquisa (Quadros 01 e 02).
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Quadro 1. Sumario de Regressdo Logistica entre niveis de HgT no sangue e no cabelo com os niveis de liberacdo de citocinas em criangas de

quatro localidades nas cidades de Barcarena e Abaetetuba- Pard, Brasil

Citocinas Cidades/Localidades/Matriz biol6gica/Dados estatisticos

Barcarena (Faixa etaria de 06 a 11 anos)

Vila do Conde Bairro Industrial
Sangue Cabelo Sangue Cabelo
p-valor OR IC p-valor OR IC p-valor OR IC p-valor OR IC
IL-2 0.2837 2.02 0.28-14.83 0.2893 1.51 0.22-10.32 | 0.1000 2.25 0.32-15.05 0.1300 2.61 0.19-16.71
IL-4 0.2682 1.94 0.26-14.24 0.2699 1.45 0.21-9.92 0.1700 2.22 0.31-15.02 0.2400 2.60 0.19-16.68
IL-6 0.2874 1.94 0.26-14.24 0.2778 1.45 0.21-9.92 0.1782 2.20 0.30-15.00 0.2350 2.53 0.18-16.70
IL-10 0.2784 111 0.10-12.75 0.2816 0.87 0.08-9.38 0.1300 2.13 0.24-13.60 0.1478 2.49 0.18-16.53
IL-17 0.2624 2.01 0.27-14.83 0.2743 1.42 0.21-9.81 0.1100 2.65 0.16-15.09 0.1500 2.79 0.18-13.08
TNF 0.2837 2.02 0.28-14.81 0.2897 1.50 0.22-10.32 | 0.1871 2.25 0.32-15.05 0.1427 2.61 0.19-16.71
IFNy 0.2324 1.94 0.26-14.24 0.2698 1.45 0.21-9.92 0.1788 2.20 0.30-15.00 0.1899 2.53 0.18-16.70

Abaetetuba (Faixa etaria de 06 a 11 anos)

Vila Maranhdo Vila de Beja
p-valor OR IC p-valor OR IC p-valor OR IC p-valor OR IC
IL-2 0.3100 1.54 0.46-5.20 0.3100 221 0.34-4.34 | 0.2258 1.40 0.38-5.14 0.2887 2.48 0.38-6.15
IL-4 0.4200 1.74 0.50-6.16 0.5478 1.40 0.38-5.14 | 0.2688 2.15 0.11-5.48 0.2852 2.07 0.33-8.52
IL-6 0.5320 1.67 0.50-5.60 0.5530 1.28 0.36-4.56 | 0.2545 2.35 0.34-6.17 0.2800 2.79 0.28-6.28
IL-10 0.4000 1.87 0.55-6.32 0.4898 141 0.39-5.08 | 0.2658 2.38 0.37-5.32 0.3000 2.98 0.35-5.13
IL-17 0.4781 1.83 0.54-6.12 0.4588 1.34 0.38-4.77 | 0.2669 1.99 0.30-4.08 0.2980 1.87 0.20-6.10
TNF 0.5100 1.48 0.43-5.13 0.5698 0.91 0.23-3.60 | 0.2897 2.00 0.30-4.12 0.2778 1.84 0.20-5.55
IFNy 0.4287 1.75 0.50-6.16 0.5784 1.40 0.38-5.14 | 0.2555 2.48 0.38-6.15 0.2785 2.15 0.11-6.58




76

Quadro 2. Sumério de Regressdo Logistica entre niveis de HgT no sangue e no cabelo com os niveis de liberacdo de citocinas em adolescentes de

quatro localidades nas cidades de Barcarena e Abaetetuba- Para.

Citocinas Cidades/Localidades/Matriz biol6gica/Dados estatisticos
Barcarena (Faixa etaria de 12 a 19 anos)
Vila do Conde Bairro Industrial
Sangue Cabelo Sangue Cabelo
p-valor OR IC p-valor OR IC p-valor OR IC p-valor OR IC
IL-2 0.0984 2.69 0.20-6.27 0.0847 0.26 0.25-5.65 0.1580 154 0.20-6.10 0.1070 1.49 0.15-4.02
IL-4 0.0930 2.50 0.27-6.93 0.0899 0.25 0.25-5.70 0.1450 151 0.19-5.87 0.1890 157 0.20-4.32
IL-6 0.0821 2.50 0.27-6.81 0.0982 2.26 0.25-5.65 0.1650 1.52 0.19-5.87 0.1570 1.58 0.20-4.33
IL-10 0.0867 2.56 0.19-4.35 0.0976 271 0.20-6.15 0.1980 191 0.24-5.18 0.1012 1.92 0.24-5.26
IL-17 0.0803 2.69 0.20-6.24 0.0825 2.92 0.22-6.03 0.1290 2.37 0.29-9.66 0.1302 2.36 0.29-6.51
TNF 0.0958 2.50 0.27-5.29 0.0917 2.26 0.25-5.65 0.1640 1.55 0.20-6.10 0.1221 1.49 0.20-4.13
IFNy 0.0846 2.62 0.19-5.10 0.0855 2.85 0.21-6.09 0.1580 1.52 0.19-5.87 0.1100 1.58 0.21-4.33
Abaetetuba (Faixa etaria de 12 a 19 anos)
Vila Maranhéo Vila de Beja
p-valor OR IC p-valor OR IC p-valor OR IC p-valor OR IC
IL-2 0.5055 1.72 0.57-5.17 0.5685 1.79 0.60-5.41 0.1770 1.66 0.69-14.60 0.2154 1.96 0.67-12.99
IL-4 0.5002 1.88 0.61-5.81 0.5800 191 0.62-5.84 0.1098 1.04 0.66-14.04 0.2365 1.82 0.64-12.43
IL-6 0.5365 2.05 0.66-6.41 0.5774 224 0.71-6.11 0.1075 1.37 0.74-15.44 0.2859 1.16 0.73-13.82
IL-10 0.5888 1.72 0.57-5.18 0.5696 1.79 0.60-5.42 0.1210 131 0.71-15.44 0.2556 191 0.66-12.87
IL-17 0.5841 1.72 0.57-5.18 0.5692 1.80 0.60-5.45 0.1203 1.20 0.70-14.59 0.2770 1.98 0.69-12.93
TNF 0.6150 1.72 0.57-5.18 0.5658 1.79 0.60-5.41 0.1142 1.38 0.74-15.44 0.2310 1.16 0.73-13.83
IFNy 0.5400 1.82 0.40-5.81 0.6000 1.86 0.61-5.69 0.1101 117 0.69-14.60 0.2010 1.95 0.67-12.99
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4. DISCUSSAO

Estudos que avaliem situacfes de exposicdo a poluentes industriais em areas proximas
de alto risco de exposicao para residentes ainda sao pontuais (VIMERCATI et al, 2016). Este
estudo demonstrou que o0s niveis de mercurio em sangue e cabelo foram mais elevados em
criangas da Vila Maranhdo, localidade mais distante da area industrial pesquisada, do que
naquelas proximas da referida area. As médias mais elevadas de Hg encontrados em sangue
(9.80ug/L) e cabelo (2.23ug/g) foram mais altos que os valores de referéncia propostos pela
OMS que é de 8 pg/L (XAVIER et al, 2013) e 2ug/g respectivamente. Considerando 0s
teores sanguineos, foram mais elevados que os niveis encontrados em voluntarios de 6 a 62
anos no estudo realizado em Teera (Iran) que foi de 8.48ug/L (FARZIN et al,2008). A maior
média de Hg em sangue encontrada no presente estudo também é mais elevada que os niveis
propostos a partir de Programas Nacionais de Biomonitoramento Humano (HBM) que tém
sido conduzidos em varios paises (SCHULZ et al,2007; REIS et al,2007; MOLLINA-
VILLALBA et al,2015).

Na Alemanha o HBM propdés 5 pg / L e 15 pg / L para o mercario no sangue de
criancas e adultos, respectivamente, como valores de HBMI (valor de concentracdo de uma
substancia em material bioldgico humano, abaixo do qual, ndo séo esperados efeitos adversos
para a salde) e HBMII (valor correspondente, acima do qual existe um maior risco de efeitos
adversos em individuos suscetiveis na populacdo em geral) no pais (SCHULZ et al,2007). No
presente estudo as médias encontradas em sangue de criangas da Vila de Beja (5.63ug /L) ¢
da Vila Maranhdo (9.80pg / L) foram maiores que o valor proposto como niveis seguros na
Alemanha (5 pg / L). Quando foi avaliado uma possivel influéncia para a elevagao dos niveis
de exposicdo, verificou-se que a frequéncia do consumo semanal de peixe foi maior nos
grupos da Vila Maranhdo, quando comparada a maioria das outras localidades pesquisadas.

Na Republica do Congo (Africa), um estudo que avaliou 125 criangas, na faixa etaria
de 1 a 14 anos, propos para individuos com reconhecido consume de peixe um valor medio de
referéncia de mercurio no sangue de 4,2 ug / L (TUAKUILA et al, 2015). Os valores médios
encontrados no presente estudo foram superiores aos propostos no estudo da Republica do
Congo em pelo menos dois dos locais estudados (Vila de Beja e Vila Maranhdo),
considerando ja a contribuicdo da variavel de freqiiéncia de consumo de peixe.

Adicionalmente, ao compararmos a similaridade das areas pesquisadas e grupo etario,
com outros estudos realizados em grandes parques industriais mundiais, encontramos que na
presente pesquisa, 0s teores encontrados em sangue de criancas de Vila do Conde(2.78ug / L)

e Bairro industrial (2.70ug/L), comunidades adjacentes ao polo industrial, os teores sdo
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superioes aos vistos por um estudo realizado em area industrial na China que revelou um
nivel de seguranca de 2,3 ug/ L para grupo semelhante (CHEN et al, 2014). Entretanto, ainda
comparando nossos achados com o estudo realizado na China, e considerando as localidades
rurais da presente pesquisa (Vila de Beja e Vila Maranh&o), vimos que os niveis encontrados
em criangas e adolescents da Vila Maranhdo foram cerca de quatro vezes superiores ao
recomendao pela pesquisa na China. Em Vila de Beja os teores encontrados em criancgas e
adolescents também foram superiores ao do estudo Chinés.

Os niveis encontrados na presente pesquisa também foram superiors aos teores relatados
em estudos de paises como os Estados Unidos e Canada. Nos Estados Unidos, uma pesquisa
que avaliou 1048 criangas, com idade entre 6 a 11 anos, e recomendou um valor de referéncia
de 1,40 pg / L de mercurio no sangue para este grupo populacional (CDC, 2009;2014). Os
niveis encontrados nas quatro localidades do presente estudo foram acima do valor
recomendado pela pesquisa com criangcas americanas. No Canad4, um programa de
monitoramento (HEALTH CANADA, 2013), avaliou 961 criancas em uma faixa etaria
semelhante ao estudo realizado nos Estados Unidos, e recomendou um limite aceitavel de
mercario no sangue era até 2,0 ug / L. Os niveis encontrados no presente estudo estavam
acima do limite recomendado no estudo do Canada.

No Brasil, a Secretaria de Vigilancia Sanitaria (SVS) do Ministério da Saude, através da
Coordenacdo Geral de Vigilancia Ambiental da Saude (CGVAM), conduziu ainda em 2006, 0
projeto piloto da 12 Pesquisa Nacional de Populacdes Expostas aos Produtos Quimicos. Era o
inicio oficial das a¢cdes de Biomonitoramento Humano no pais. A pesquisa objetivou avaliar a
exposicao humana a produtos quimicos que sdo importantes para a satde publica e identificar
populagdes em risco. Desta forma, agdes de monitoramento cada vez mais efetivas podem ser
subsidiadas e utilizada ferramenta para a tomada de decisdes na area da saude, de acordo com
a tendéncia global (KUNO, ROQUETTI, GOUVEIA, 2010).

Especialmente para avaliar a exposi¢do ao mercurio em populagoes infanto juvenis no
Brasil, tém sido conduzidos estudos em diversas regides do Pais. Essas pesquisas juntas
podem contribuir para o estabelecimentos de referencias seguras para niveis de mercurio em
sangue e cabelo em populagoes de criancas e jovens tanto em situacdo de reconhecida
exposicéo quanto para nao expostos.

Um dessas pesquisas, realizada em Manaus (Amazonas) avaliou 0 mercurio no cabelo
de 201 criangas, com idade entre 2 e 7 anos, e revelou uma média de 1,93 ug/g (FARIAS
2009). No presente estudo, a média encontrada no cabelo das criancas da Vila Maranhéo (2,23

ng/g), foi ligeiramente acima dos valores médios encontrados na cidade de Manaus.
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Outra pesquisa brasileira, do tipo transversal foi realizado no Rio de Janeiro e avaliou
220 estudantes, de 8 a 10 anos. Neste estudo a media de mercurio total encontrado no sangue
foi de 0,89 ug / L (XAVIER 2013). Esse valor ndo se mostrou comparavel aos encontrados na
faixa etaria correspondente na presente pesquisa. Os teores encontrados no Rio de Janeiro
estdo abaixo dos valores de referéncia e estdo de acordo com outros estudos.

ExposicOes cronicas a baixos teores de mercurio podem ocasionar agravos a varios
sistemas humanos. Dentre eles, destaca-se o Sistema nervosa. Contudo, outros sistemas
também tém sido estudados como alvos desse metal (GUMP 2012). Nesse cenario, destaca-se
o Sistema immune e as células T Helper que apresentam importante papel nos processos de
defesa do corpo. No intuito de avaliar uma possivel associagdo estre os niveis de Hg
encontrados em sangue e cabelo, este estudo adicionalmente avaliou os niveis de liberacdo de
citocinas que sdo moléculas que desempenham a sinalizacdo que é crucial para as respostas
imunes.

Alguns estudos tém sido feitos avaliando o potencial imunomodulador do mercdrio na
liberacdo de citocinas (GARDNER et al, 2009; 2010; KEMPURAJ et al, 2010; NYLAND et
al, 2011). Mas poucos (HUI et al, 2016), focalizam em populac¢des infanto juvenis como a
relatada nesta pesquisa. Alguns estudos que enfocam grupos populacionais diversos tem
demonstrado uma associagéo positive entre os niveis de mercurio e a liberacdo de citocinas de
perfil Thl. Todavia, pela complexidade que é a pesquisa com uso de citocinas, que podem ter
sua liberacdo influenciada por diversos fatores, essa associacdo pode ser de dificil
entendimento. Citocinas de perfil Th2 por exemplo, pode ter associacdo positiva (NYLAND
et al, 2011), negativa (GARDNER et al, 2009) ou ndo se mostrar associada (GARDNER et
al, 2010).

Nesta pesquisa foram mensuradas citocinas do tipoTh1(IL-2, IL-6, TNF e IFNy), Th2
(IL-4 e IL-10) e Th17(IL-17). Inicialmente verificou-se que houve a liberacdo das sete
citocinas e que quando comparados esses niveis por citocinas em cada localidade sem levar
em consideracdo as faixas etarias, houve diferenca estatistica. Essa diferenca estava sempre
referida quando a Vila Maranhéo estava presente.

Foram entéo realizados testes que compararam as Medias de liberagéo de cada citocina
por localidades da pesquisa, mas agora considerando também as faixas etarias estudadas. Os
resultados demonstraram que a Vila Maranhéo se destacava realmente quando comparada em
relagdo a pelo menos seis das sete citocinas. Nesta localidade a media de IL-6, em criancas foi
a maior do estudo (14.88pg/g). Para as demais citocinas no entanto, o destaque dos niveis

encontrados estava justamente no fato de que 1a, foram encontrados as medias mais baixas



80

para IL-2 (5.48pg/g) em adolescentes; para IL-4 (5.66pg/g) em criancas; para IL-10 (5.74
pg/g) em adolescents; para TNF (5.16 pg/g) em adolescents e para IFNy (5.80 pg/g) em
criancas. Esses resultados demonstraram que em relacdo a maioria das citocinas pesquisadas,
a vila Maranhdo, localidade com maiores niveis de mercurio em sangue e cabelo, tanto no
grupo etério infantil quanto no juvenil, revelou-se como localidade “controle” para a
avaliacdo de liberacdo das citocinas.

Ainda como resultados da comparacéo anterior foi evidenciado que os grupos avaliados
na localidade Bairro Industrial, que fica nas proximidades do complexo de fabricas do
Municipio de Barcarena, apresentou as maiores médias para a seis das sete citocinas
mensuradas nesta pesquisa, com destaque para 0 grupo de adolescentes. Esse ranking foi
seguido de perto por niveis liberados em grupos da comunidade de Vila do Conde, também de
Barcarena.

Adicionalmente uma regressao logistica foi realizada para avaliar possivel associacdo
entre mercurio (no sangue e no cabelo) com os niveis liberados das citocinas mensuradas.
Contudo em nossa pesquisa 0 Hg ndo se mostrou associado a nenhuma das citocinas
pesquisadas. Nossos resultados de ndo associacdo foi apoiada por uma pesquisa gque avaliou
exposicdo mercurial em consumidores tipicos de frutos do mar americanos, e diversas
variaveis, inclusive citocinas pré inflamatérias e ndo encontrou o Hg significativamente
associado as citocinas avaliadas (MONASTERO,2017).

A respeito de pesquisas com citocinas € importante referir que vérias delas podem atuar
como pro ou anti-inflamatoria e essa dificuldade de caracterizacdo das mesmas por si sé ja
torna o estudo com essas moléculas proteicas de sinalizacdo um grande desafio, e quando
relacionado a situacdo de exposicdo mercurial torna-se um campo mais desafiador de
interpretacdo. Tais pesquisas podem ser limitadas por muitos fatores principalmente em
estudos epidemioldgicos de cunho transversal de coleta de dados (MONASTERO,2017).
Fatores como hora da coleta, estresse agudo, nivel de aptiddo fisica, estado de alimentacéo
dos participantes, assim como o tempo de armazenamento das amostras podem afetar os
niveis de liberacdo dessas moléculas (ZHOUL et al, 2010).

Entretanto a despeito dessas dificuldades, a presente pesquisa encontrou teores médios
de citocinas mais elevados em localidades mais proximas a area industrial e esses achados
podem estar relacionadas com uma miriade de fatores que interferem na modulacdo do
sistema imune, principalmente quando relacionado a faixas etarias de reconhecida

susceptibilidade como s&o as criancgas e os adolescentes.
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A respeito desses fatores, uma pesquisa realizada no mesmo periodo do presente estudo
utilizou dados secundarios sobre mortalidade e internacGes, obtidos a partir do Departamento
de Informatica do Sistema Unico de Satide (DATASUS) apresentou o perfil de morbidade por
doencas infecciosas e parasitarias (DIP) de veiculacdo hidrica e por doencas respiratorias
(DR) em individuos residentes do municipio de Barcarena (2008 a 2012). A investigacdo
revelou que nesse periodo o coeficiente médio de mortalidade para as DIP apresentou 0,37
obito por 1.000 habitantes. Os casos de internac6es por DIP foram mais frequentes na faixa
etaria de 0 a 5 anos, com coeficiente médio de incidéncia na ordem de 31,8 por 100 mil
habitantes. Ja para os casos de DR, as criancas com faixa etaria de 0 a 14 anos estiveram mais
expostas, com 62,85%( MARINHO et al, 2016).

Esses relatos de casos de DIP e DR em Barcarena, embora de pesquisa indireta, podem
ser importantes para a compreensdo dos resultados de citocinas da presente pesquisa, em
criancas e adolescentes nas localidades de Barcarena onde foram encontradas as maiores
médias de grande parte das citocinas uma vez que parasitoses e doencas respiratérias sdo

importantes ativadores de resposta imune.

5. CONCLUSAO

Este estudo revelou que a diferenca entre as medias de mercurio em sangue e cabelo sdo
estatisticamente significantes entre os grupos de criancas e adoelscentes dos locais
pesquisados e as maiores medias foram encontradas em cabelo e sangue de criancas e
adolescentes da Vila Maranhdo (area rural de Abaetetuba). Esses niveis foram
correlacionados com o consumo de peixe nesses grupos que revelaram maior frequencia
semanal de pescado do que os outros grupos da pesaquisa. Estudos que avaliem outros grupos
populacionais suscetiveis ao mercirio sdo necessarios revelar seus niveis de exposicdo, e
dessa forma contribuir para predi¢do de indices de referéncia compativeis com niveis reais de
exposicao nas diferentes regides do Brasil.

Ainda na presente pesquisa, 0 mercurio ndo se associou a perfis de citocinas liberados
por criangas e adolescentes das quatro localidades avaliadas. Contudo a presenca de maiores
médias de citocinas em grupos residentes em areas proximas as implantagdes do complexos
industriais de Barcarena onde os teores de Hg ndo foram importantes, podem se constituir em
importantes fatores de alertas e requerem pesquisas que avaliem outras variaveis como
exemplos de levantamento de morbidades do tipo asma, indices parasitoldgicos e infeccBes
respiratdrias (frequentes agravos entre criangas e jovens), além de outras, que ndo foram

objeto de nosso estudo, mas que ao serem ajustadas poderiam contribuir para um nivel maior
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de compreensdo para as diferentes medias apresentadas em grupos semelhantes na faixa

etaria.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

[0 PopulagBes residentes em &reas proximas a empreendimentos industriais estdo sujeitas a
riscos ambientais e podem ter diferentes niveis de vulnerabilidade social;

[0 Riscos potenciais para a saude das comunidades dos municipios de Barcarena e Abaetetuba
no estado do Par, tém sido gerados a partir dos impactos ambientais decorrentes de acidentes
relacionados aos processos industriais de caulim, bauxita e aluminio, situados proximo ao
porto de Vila do Conde em Barcarena;

[0 A dispersdo de poluentes a partir dessas fontes industriais pode alcancar distancias
variadas através dos compartimentos ambientais como agua, ar, solo e sedimento, atingir a
biota e possibilitar a exposicdo de comunidades humanas a contaminantes;

[0 Mercurio (Hg) € um metal toxico que pode poluir o meio ambiente e causar efeitos
adversos para a populacdo exposta em areas impactadas por poluicéo industrial.

[0 Grupos mais susceptiveis como Criancas e adolescentes, podem ser afetados por riscos
internos e externos. Esse metal tem acdo reconhecida no Sistema nervoso, mas também tem
potencial imunotoxico;

[0 Esta pesquisa verificou que existe uma diferenca entre os teores totais de mercdrio no
sangue e no cabelo entre criancas e adolescentes das localidades avaliadas. A maior média de
exposicdo ao metal tanto no sangue quanto no cabelo foi encontrada na Vila Maranhdo,
localidade rural de Abaetetuba;

[0 Esse fato que pode ser devido ao maior consumo de peixe quando comparado as outras
localidades pesquisadas, como Vila do Conde e distrito industrial (area rural de Barcarena)
que estavam abaixo dos valores de referéncia;

[0 Esta pesquisa também demonstrou que o mercdrio ndo se associou a perfis de citocinas
liberados por criancas e adolescentes das quatro localidades avaliadas;

[0 Mas a presenca de maiores medias de citocinas em grupos residentes em areas proximas as
implantagbes do complexos industriais de Barcarena onde os teores de Hg ndo foram
importantes, podem se constituir em importantes fatores de alertas e requerem pesquisas que
avaliem outras variaveis como exemplos de levantamento de morbidades do tipo asma,
indices parasitologicos e infecgdes respiratorias (frequentes agravos entre criangas e jovens),
além de outras, que ndo foram objeto de nosso estudo, mas que ao serem ajustadas poderiam
contribuir para um nivel maior de compreensao para as diferentes médias apresentadas em
grupos semelhantes na faixa etéria.

[0 S8o0 necessarios mais estudos para avaliar outros grupos populacionais suscetiveis ao

mercurio para:
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- Revelar seus niveis de exposic¢do, a fim de estabelecer indices de referéncia compativeis com
niveis reais de exposi¢do nas diferentes regides do Brasil;
- Continuar a avaliacdo de capacidade imunomoduladora do mercurio nessas populacoes para

melhor compreender de que forma o mercurio pode alterar os perfis de resposta immune.
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ANEXOS
ANEXO | - FICHA EPIDEMIOLOGICA INDIVIDUAL

INFORMAGOES DO PROJETO E AMOSTRAGEM

PROJETO: InteracBes de vigilancia ambiental em saide na é&rea industrial e portuaria dos municipios de

Abaetetuba e Barcarena

REGISTRO N2 Material Coletado: [  sangue [ cabelo [ fezes [ urina 0
' outros:

INFORMAGOES DA FICHA EPIDEMIOLOGICA

DATA DA ENTREVISTA: /
/

ENTREVISTADOR:

IDENTIFICACAO DO INDIVIDUO

NOME: NASC.: /
/

ESTADO CIVIL: ESCOLARIDADE: SEXO:
0 Solteiro(a) U Casado(a) LI Amasiado(a) 1 Vilvo(a) [ Nao se UM OF
aplica
ENDERECO: NUMERO:
COMPLEMENTO: BAIRRO/LOCALIDADE: MUNICIPIO: ESTADO:
TEMPO NA AREA: TEMPO NA CASA: NATURALIDADE:
PAI: MAE:

DADOS OCUPACIONAIS O
NSA
Situacéo de trabalho? (1 Empregado / tempo: [J desempregado / tempo:
Qual a ocupagdo principal? Ocupacéo anterior:

Trabalha na &rea em que mora? [ Sim [INd&o

Possui carteira assinada? [ Sim LINdo

Situacdo econdmica: [ Aposentado [] Dependente [ Autbnomo [] Assalariado  [J Pensionista  [J

Nunca foi empregado  Remuneracdo mensal? R$

DIETA ALIMENTAR

Quantas refei¢Oes didrias? [Juma [lduas [trés [lquatro

Alimenta-se de carne vermelha? [ISim [INdo  Com que freqiiéncia? vezes por dia vezes por

semana

Quais os principais tipos de carnes vermelhas consumidas? [lboi [Jporco [Joutros:

Alimenta-se de frango? [1Sim ['N8o Com que freqiiéncia? vezes por dia Vezes por semana

Alimenta-se de peixes? [ISim [INdo Com que freqliéncia? vezes por dia vezes por semana
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Quais as principais espécies de peixe consumidas? [laracu [larraia [Jbacu [icangati [Icaratinga [icandiru

Udourada Cfilhote Umandubé Cimandi [mapard [ pacu [Jpescada branca [lpiramutaba [isarda [tainha [tamuatéa

[l outros:

Alimenta-se de farinha de peixe? [1Sim [IN&o Com que freqiiéncia? __ vezes por dia ___ vezes por
semana

Alimenta-se de castanha do Para? [1Sim [IN&o Com que frequéncia? __ vezes por dia ___ vezes por
semana

Alimenta-se de mariscos? [Sim [Ndo Com que frequéncia? __ vezes por dia Vezes por semana

Quais os principais tipos de mariscos? mexilhdo [Icaranguejo [Isiri [Jostra [lcamardo [Joutros:

Alimenta-se de produtos em conserva? Sim CN&o Com que freqliéncia? vezes por dia vezes por

semana

Quais os principais tipos de alimentos em conserva? [sardinha [Icarne [Jsalsicha [Jlegumes Cloutros:

Alimenta-se de vegetais (verduras e legumes)? [ISim [IN&o Freqiéncia? __ vezes por dia ___ vezes por

semana

Quais os principais tipos de vegetais? [icouve [repolho [icenoura [batata [alface [jerimum [quiabo

Ojamb0 Cceariru Cchuchu Opepino Dmaxixe [beterraba Cpimentdo Coutros:

Alimenta-se de frutas? USim [Ndo Com que freqliéncia? vezes por dia Vezes por semana

Quais os principais tipos de frutas? [lbanana [Jlaranja [macd [Jabacate [Igoiaba Clcupuagu [Juva [Jmanga

Cagai [Icastanha [Ttapereba [muruci [Juxi [Igraviola [lacerola [Icaju [Jpupunha [lbacuri [Joutros:

DADOS REPRODUTIVOS [1 NSA

Tem filhos? CSim [JN&o Quantos? ____ Masc.
__ Femin.

Tem filhos nascidos com deficiéncia fisica? [Sim [JN&o Quantos? __ Masc.
____Femin.

Tem filhos com deficiéncia adquirida por doenga? [Sim [INdo Quantos? ___Masc. ___ Femin.

Tem filhos que nasceram mortos? [1Sim [IN&o Quantos? ____ Masc.
__ Femin.

Tem filhos falecidos? [USim [IN&o Quantos? ____ Masc.
__ Femin.

Ja teve aborto? [ISim [IN&o espontaneos provocados

Nascidos de parto:  [Jatermo [ prematuro/ ___ meses

MORBIDADE - |

Vocé tem chiado ou assobio no peito? [1Sim [INdo _ vezesaomés __ vezesao ano

Vocé tem asma? [ISim [IN&o

Vocé tem rinite? JSim [IN&o




97

Vocé tem eczema (mancha avermelhada que provoca coceira)? CSim [IN&o

Nos ultimos 12 meses quais desses sintomas voceé teve?

Limitacdo da fala entre uma ou duas palavras devido chiado no peito: [1Sim [IN&o

Tosse seca a noite sem esta associada a gripes ou infecgbes pulmonares: [1Sim [IN&o

Teve algum chiado no peito durante ou apds exercicio fisico: [ISim [INao

Crise de espirros, coriza ou nariz entupido sem esta gripado ou resfriado: [JSim [N&o

Olhos lacrimejando e cogando associados a problemas no nariz: [Sim [N&o

Meses de maior ocorréncia desses problemas: [Jan COFev CMar CAbr OMai Cdun CJul JAgo DSet [10ut CNov
[Dez

Ja teve lesdes de pele do tipo erupgdo pruriginosa (alteracGes avermelhadas proeminentes)? [ISim [IN&o

Hé& guanto tempo?

Se ja teve erupcdes de pele, qual dessas areas foram afetadas?
[ldobras do cotovelo [latrds dos joelhos [Inos tornozelos [Inas dobras das nadegas [lem volta do pescoco [lem

volta dos olhos [Jem volta das orelhas [Joutros:

Se ja teve erupcdo de pele, ela desapareceu completamente? [I1Sim [IN&o

Se a erupcdo ndo desaparece, com que freqliéncia ela aparece? dias meses anos
MORBIDADE - Il

Vocé teve algum problema de salde no dltimo més? [JSim [IN&o Qual?
Vocé fez tratamento? [JSim [UN&o Qual tratamento?
Vocé j& sofreu algum acidente? [Sim  [ON&o Qual? H& quanto
tempo?

Vocé ja teve acidente com animal? 0Sim [N&o Que animal? Ha quanto
tempo?

Vocé tem ou ja teve alguma das doencas listadas abaixo? H& quanto tempo?

[Hepatite [JSarampo [Leptospirose [Hanseniase OSifilis
[Rubéola [ITuberculose [IDengue [Febre tiféide
CEsquistossomose [IDoenga de Chagas [Maléria [ICélera
CLeishmaniose [Lupus [Varicela (catapora) ['Toxoplasmose
TAVC [INeoplasia(qual?) [Hipertenséo arterial [Diabetes
CAlergia (tipo) [0 Outro:

Fez tratamento? [JSim [UNdo Qual tratamento?(ldentificar doencas)

Ocorréncia de diarréia frequiente: /Sim T’Nao n° de vezes/més: n° de vezes/ano:

MORBIDADE FAMILIAR

Houve caso de neoplasia maligna (cancer) na familia? [JSim [IN&o

Que tipo de  neoplasia? Quando?

Parentesco:
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Tem caso de doenca cardiaca na familia? [JSim [Né&o
Parentesco:

Tem caso de diabetes na familia? [JSim [IN&o
Parentesco:

Tem caso de pressao alta na familia? [JSim [INao
Parentesco:

HABITOS [l NSA

Vocé consome bebida alcodlica? [nunca consumiu Cconsumia / H& quanto tempo ndo
consome?

Cconsome / H& quanto tempo? Com que frequéncia: _ vez(es) por dia/ ___ semana /
___ més

Vocé fuma? [1 Sim[INdo Quantos cigarrospordia? __ H& quanto tempo?

Se parou de fumar, ha quanto tempo ndo fuma?

INFORMACAO DE EXPOSICAO

Usa pintura no cabelo? [ Sim [Ndo  Se afirmativo, ultima vez que pintou o cabelo:

Numero de obturacdes/restauracdes dentérias que possui:

Ja trabalhou em garimpo de ouro? [J Sim [UNdo Se afirmativo, citar o local e periodo:

Refere contato com inseticidas ou pesticidas? (1 Sim [INdo  Tipo de contato:

Se afirmativo, qual(is)? Periodo:

VACINACAO

Unidade de salde que freqiienta:

Vocé foi vacinado no ultimo ano? [ISim [IN&o

Tipo de vacina:

PARTICIPACAO COMUNITARIA 71 NSA

Na localidade existe alguma organizacéo social? [1Sim [IN&o

Qual o tipo de organizacédo social? [ Centro comunitario [1 Ass. de moradores [] Sindicato [ Outros:

Vocé paga alguma contribui¢do? [ISim [INdo  Valor (R$):

Vocé vai a reunido? [JSim [INdo Faz parte de alguma diretoria? [JSim [INdo Ajuda eventualmente? [ISim

[INé&o

O que vocé acha da atuacdo da organizagdo social?

Existe igreja, templo ou terreiro na sua vizinhanca? [1Sim [INdo Qual?

Vocé frequenta algum desses locais? [JSim [UNdo  Qual:

O que considera como problemas de salde ambiental na area onde mora?

O que considera como risco para a salde na area onde mora?

HABITAQ&O Ver ficha do responsavel Reg:
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Qual o tipo de moradia? OMadeira DAlvenaria [Taipa OMista:;
Qual o tipo de cobertura da casa? [ITelha de barro [Brasilit OPalha [’Madeira C0utro:
Qual o tipo de piso da casa? OMadeira [ICeramica [)Cimento [Outro:
Qual o nimero de comodos do domicilio? _ sala(s) __ quarto(s) __ cozinha(s) ___ banheiro(s)
Outros

N° de espacos livres em torno da casa:

Quantas pessoas residem no domicilio?

Possui animais domésticos? [ISim [IN&do

Quais o0s tipos de animais?
[JCachorro [IGato [Porco [ Galinha [JPassaro [ICavalo [1Gado [/Bode [IMacaco [loutros:

Quiais animais sdo vacinados? [ICachorro [IGato

Outros:

O domicilio localiza-se proximo a drenagens? [JSim [N&o

Qual o0 nome da drenagem?

Qual a distancia aproximada (em metros)?

O domicilio localiza-se proximo de inddstrias? CSim [ N&o

Qual o nome da industria?

Quial o tipo de atividade?

Fonte de abastecimento de 4gua [ pogo: metros []sistema [Jrede geral

O rio J igarapé Coutro

Prote¢do do poco: [1 tampa de concreto [ tampa de madeira

] outra: "] sem protegdo

Como é armazenada a agua de beber:

Tratamento da agua de beber: [ ferve [ hipoclorito

[] outro: ] ndo trata

Destino do lixo: (1 queima [ enterram [ outro:

Localizacdo do banheiro:

[ fora de casa [ dentro de casa Tipo de banheiro:

Tipo de fossa: [] seca [ séptica [1negra [] escavacgao

Distancia da fossa para 0 poco: metros
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ANEXO Il - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE)
SECRETARIA DE VIGILANCIA EM SAUDE (SVS/MS)

INSTITUTO EVANDRO CHAGAS (IEC) - SECAO DE MEIO AMBIENTE (SAMAM)
(Obrigatdrio para Pesquisa com Seres Humanos — Resolucéo n® 196 de 10.10.1996 - CNS)
IDENTIFICAC}AO DO PACIENTE OU RESPONSAVEL LEGAL REG:

NOME DO PACIENTE: CART.INDENT. No: NASCIMENTO:

/1l

ENDERECO: BAIRRO: CEP:
CIDADE: ESTADO:PARA

FONE: E-mail;

REGISTROS COMPLEMENTARES (SE HOUVER NECESSIDADE):

DADOS SOBRE O ESTUDO

01 TITULO DO PROJETO: INTERAQ@ES DE VIGILANCIA AMBIENTAL EM SAUDE
NA AREA INDUSTRIAL E PORTUARIA DOS MUNICIPIOS DE ABAETETUBA E
BARCARENA

Subprojeto: “Estudo Comparativo sobre a liberagdo de Citocinas entre Criangas e
Adolescentes de quatro comunidades da Amazonia em relagcdo a Exposicdo Ambiental ao
Mercdrio.

02 O Projeto foi avaliado pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP) localizado no Km 7, S/N,
Bairro: Levilandia, CEP: Data: I

67030-000. Ananindeua-PA. Coordenador: Dr. Manoel do C. P. Soares. Fone/Fax: 32142237.
No

EXPLICACOES DO PESQUISADOR AO (A) PARTICIPANTE DA PESQUISA OU SEU
REPRESENTANTE LEGAL

03 Esta pesquisa deseja fazer um diagnostico e o0 seguimento de situacdo dos impactos
ambientais gerados na area industrial e portuaria de Vila do Conde e localidades adjacentes
nos municipios de Barcarena e Abaetetuba, ou que cheguem até 14 através dos corpos hidricos
locais, e que permitam avaliar os riscos para saude e qualidade de vida das populacdes
residentes.

04 Em cada comunidade sera realizada avaliacdo clinica e exames laboratoriais em uma
amostra representativa da populacdo a fim de se conhecer as de salde e possiveis riscos de

exposicao a poluentes nessas comunidades
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05 Os resultados deste estudo serdo Uteis para orientar a comunidade a respeito de como se
prevenir para ndo ter problemas de salde por causa dos impactos ambientais gerados na area
estudada. A pesquisa também conhecera o estado de salde geral das pessoas, através de
exames clinicos e laboratoriais, e recomendar, se necessario, 0 que pode ser feito para
melhorar as suas condigdes de saude.

06 As pessoas que consentirem em participar da pesquisa fardo coleta de uma pequena
qguantidade de wurina, sangue e tecido capilar, para exames de agentes quimicos
(destacadamente metais e organoclorados) e exames imunologicos relacionados a poluentes
(destacadamente anticorpo IgE). Também poderdo ser realizados exames de fezes, sangue,
urina e exames sorol6gicos conforme indicacdo clinica. A coleta do material e sua anélise ndo
oferecem risco a salde das pessoas além de eventual desconforto durante a coleta de sangue.
07 Todos os resultados serdo entregues aos pacientes, sendo que os resultados de exames
feitos durante o trabalho de campo seréo entregues por ocasido do retorno a consulta médica,
durante a pesquisa, momento no qual, conforme o caso, 0 paciente receberd a medicacao
necessaria. Os exames que serdo realizados nos laboratorios do Instituto Evandro Chagas
(IEC) em Ananindeua serdo entregues pela Coordenacdo do Projeto para os individuos nas
localidades e também ficardo a disposicdo na Secdo de Meio Ambiente (SAMAM) do

Instituto Evandro Chagas (IEC), garantindo-se o sigilo dos mesmos.

Nome Instituicao/ Fone E-mail
Funcéao

Marcelo de Oliveira Lima SAMAM /IEC 32142094 marcelolima@iec.pa.gov.br
Pesquisador (a)

Iracina Maura de Jesus SAMAM /IEC 32142093 iracinajesus@iec.pa.gov.br
Pesquisador (a)

Elisabeth C. de O. Santos SAMAM /IEC 32142258 elisabethsantos@iec.pa.gov.br
Pesquisador (a)

AFIRMACOES DO (A) PACIENTE

09 Fui esclarecido (a) sobre os objetivos da pesquisa, 0s procedimentos, riscos, beneficios e
outros assuntos? [ SIM [ NAO

10 Fui esclarecido (a) sobre a liberdade de retirar meu consentimento a qualquer momento,
sem que isso traga prejuizo quanto a continuidade do meu tratamento?

7 SIM 1 NAO

11 Fui esclarecido (a) que ndo havera remuneracdo financeira, além do previsto para as
despesas do estudo? [ SIM [ NAO
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12 Fui esclarecido (a) que ndo havera indenizacdo além das previstas pela lei, em reparacdo a
dano imediato ou tardio, causado pela pesquisa em questéo?

1 SIM (1 NAO

13 Fui esclarecido (a) sobre a seguranca de que minha identidade sera preservada, mantendo-
se todas as informacdes em caréter confidencial? (] SIM [ NAO

CONSENTIMENTO POS-INFORMADO

Declaro que, ap6s ter sido convenientemente esclarecido (a) dos riscos e beneficios deste
estudo, conforme definido nos itens 3 a 7, consinto em participar, na qualidade de paciente, do
Projeto de Pesquisa referido no item 1.

LOCAL.: DATA:

Assinatura do paciente ou Responsavel Assinatura e carimbo do Pesquisador

Testemunha Testemunha



ANEXO 11l - PARECER COMITE DE ETICA EM PESQUISA COM HUMANOS

M 'E‘E:L"':'_XAH'A CE VIGUANCR EM SWUL
P A
1 %, INSTITUTO
Jeiatl 7 EVANDRO
ALY CHAGAS

R
iU

Parecer de Aprovagiio n® 0010/2009
Protocolo CEP/AEC - N 0013/2008
CAAE: 0013.0.072.000-08

Ananindeua/PA, 09 de junho de 2009.
COMITE DE ETICA EM PESQUISA COM HUMANOS

y “Interagdes de vigilincia ambiental em satide na area industrial e
Projeto: P RS =
¥ A portuaria dos municipios de Abaetetuba ¢ Barcarena .

Pesquisador Responsavel:  MARCELO DE OLIVEIRA LIMA

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

Recomendamos @ coordenagio que mantenha atualizados  todos  0s
documentos pertinentes a0 projeto.

Este CEP se incumbird dos procedimentos de acompanhamento preconizados
pela  Resolugdo  196/96 ¢  suas complementares.  do  Conselho Nacional de
SatdeMinistério da Saade.

Devera ser encaminhado relatorio anual e, ao final, claborado um relatorio
consolidado. incluindo os resultados finais da pesquisa, em um prazo miaximo de 60
(sessenta) dias, apos a finalizacio da pesquisa.

Atenciosamente,

MANOEL DO CARMO PEREIRA SOARES
Coordenador do CEP/1EC
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