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INTRODUCAO



Os xenobidticos tem chamado atengfio de diversos campos de estudo, devido as
suas agbes sobre o homem, os animais € a natureza. Denire estes, o merclrio, tem
recebido relevancia em diferentes 4reas de pesquisa.

Durante séculos, o Hg foi uma substincia importante em numerosos
medicamentos tais como: diuréticos, bactericidas, anti-sépticos, laxantes e unguentos.

No decorrer das Ultimas décadas os mercuriais foram substituidos por métodos
de tratamento mais eficazes e especificos, de modo que os sinais de intoxicagio
mercurial devido as drogas tornaram-se cada vez mais raros. Hoje o interesse a respeito
da intoxicaglio por compostos mercuriais, estd basicamente voltado para o campo
profissional.

Quimicamente o mercurio apresenta-se em trés formas distintas no que se refere a
sua agdo toxica, a saber: vapores de merctrio { merctirio elementar ), sais de mercurio e
compostos mercunais organicos. Os vapores de mercirio sio a forma mais toxica das
formas inorgénicas deste metal.

Sabe-se de muito tempo que dentre as vias de absor¢do do Hg, a respiratoria é a
que apresenta maior risco de intoxicagio ocupacional. A absorgdo gastrica é pequena,
embora estudos recentes demonstrem que ha uma deposigio e absor¢do pelo trato
gastrointestinal ( Piotrowski et al, 1992 & Nielsen et al, 1992).

Os vapores de mercurio ao serem inalados, sdo completamente absorvidos pelos
pulmdes, e a seguir abandonam rapidamente os mesmos sendo prontamente oxidados
nos eritrocitos, a cation mercurio divalente ( Hg 2+ ) através da enzima catalase.

O ion Hg2Jr ¢ a forma inorginica toxica, que forma facilmente ligacdes
covalentes com o enxofre, propriedade esta responsavel pela maioria dos efeitos
biologicos deste metal.

O Hg também combina-se com outros grupos de conhecida importincia
fisiologica tais como fosforil, carboxil, amido, amino e outros, mas sua principal ligagéo,

do ponto de vista toxicologico, € com grupamentos sulfidrilas ( -SH ) de proteinas, de



enzimas e de substincias de baixo peso molecular como a coenzima A, a cisteina, o
glutation e outras { Vallee & Ulmer 1972 ). Se estas proteinas ou polipeptideos ligados
ao metal forem estruturais, como a queratina do cabelo ou das unhas, a lesio sofrida
pelo organismo sera minima, porém se forem grupos prostéticos de enzimas o
comprometimento do organismo serd grande, uma vez que acarretara alteragdo, ou
mesmo bloquelio na atividade das mesmas.

O mercurio ligado a estrutura da membrana celular, a qual contém grupos -SH,
pode originar alteracdes na permeabilidade a certos nutrientes ( REPORT OF
INTERNATIONAL COMITEE ), e alguns trabalhos apontam a membrana celular como
o primeiro sitio de ataque dos metais pesados ( Environmental Health Criteria, 1976 ).

A acdo toxica do mercurio manifesta-se sobretudo nas células do sistema nervoso
central. Em trabalhos com exposigéo de ratos a vapores de mercurio, este foi encontrado
primariamente no cortex, nicleo basal e ¢élulas de Purkinje ( Warfvinge et al, 1992).

As manifestagdes caracteristicas do mercurialismo em humanos sfo: tremor
bilateral dos dedos, palpebras e labios, agitacdo, fadiga ¢ também o quadro clinico de
eretismo, que ¢ um comportamento anormal ¢ introvertido com mudangas na
personalidade, perda de memoria e outros sintomas ( Environmental Health Criteria,
1976 & Hunter 1970 ).

Em estudos recentes { Langworth et al, 1992 ), analisaram o efeito do Hg no
Sistema Nervoso Central de trabalhadores de uma industria de cloro-alkali, que ao serem
comparados com um grupo controle verificaram uma diferenca significante na freqiiéncia
dos sintomas do mercurialismo, causados nestes trabalhadores, € no grupo ndo exposto.

No que se refere & nefrotoxicidade do Hg, estudos experimentais demonstram
que as lesOes renais sdo progressivas e estdo confinadas em grande parte ao epitélio
tubular, especialmente o tibulo proximal { Schreiner & Maher 1965 ), mas os glomérulos
também sfo lesados { Mandema et al, 1963 ). Por outro lado, em estudos realizados em

nosso laboratorio, pudemos observar que individuos expostos ao mercurio ndo



apresentaram alteragSes nos seguintes pardmetros de avaliagio renal estudados:
dosagem de microalbuminiria ¢ RBP ( Retinol Binding Protein ), clearence de litio e
pesquisa de auto-anticorpos anti-membrana basal renal ( dados ndo publicados ).

Em outros trabalhos no entanto, através da dosagem de N-acetil-b-
glicosaminidase, excretada na urina, que ¢ um indicador sensivel na demonstragio de
dano renal decorrente da exposi¢iio ao Hg e outros produtos nefrotoxicos, ( Meyer et al,
1984 ), demonstraram que mesmo em condi¢des seguras de exposicdo houve aumento
na excrecio desta enzima.

Os efeitos do mercirio se ddo também a nivel de lisossomos, que sio corpusculos
citoplasmaticos presentes em muitos tipos de células, mas preferencialmente abundantes
nos rins e também no figado. Os lisossomos contém enzimas hidroliticas que agem no
catabolismo de proteinas de baixo peso molecular. Durante a intoxicagio cronica de
ratos tratados com cloreto de mercirio, houve uma diminui¢do no catabolismo destas
proteinas ( Madsen et al, 1978 ).

Os metais pesados sdo conhecidos por prejudicarem a sintese do heme nas células
eritroides, através da inibicdo de varias enzimas sulfidrilicas. Como conseqiiéncia, a
Coenzima A ( Co A ), que € um nucleotideo presente no ciclo de Krebs, pode ter sua
funciio bloqueada devido a ligacdo da mesma, ou seja, dos seus grupos -SH, com o
mercurio. Dentre os muitos processos metabolicos que podem ser prejudicados devido a
esta ligaco , esta a sintese do heme a nivel de incorporagio da Succinil Co A, podendo
resultar em uma anemia, uma vez que o heme constitui o grupo prostético da
hemoglobina ( Sharma 1987 ). Sabe-se também que a fra¢io importante do heme
sintetizada no figado, serve como um grupo prosfético para a Citocromo P-450 que ¢
uma hemoproteina microssomal. Esta hemoproteina desempenha um papel central na
detoxicagio de drogas, hormdnios e subst@ncias quimicas estranhas.Em trabathos
utilizando-se doses de Cloreto de mercuno e Cloreto de Chumbo em animais, obteve-se

um decréscimo da Citocromo P-450 ( Alvarez et al, 1972).



Alguns autores apontam para a agdo do mercirio sobre as ATPases ( Na-K- ATP
ase ). O transporte ativo de ions Na + e Kt através da membrana celular, depende da
chamada bomba de sédio a qual obtém energia do ATP produzido pela fosforilagio
oxidativa ( Skou 1965 }. Varios metais pesados mas principalmente o Hg, mesmo em
pequenas quantidades, tem demonstrado a capacidade de atuar sobre o metabolismo
energético celular, inibindo a Na-K-ATPase a qual desempenha papel importante na
bomba de sddio e potassio ( Kramer et al, 1986 ). O acumulo destes metais pode causar
sério risco a satude, devido a uma deficiéncia geral no transporte através da membrana
celular. A Na-K-ATPase contém diversos grupamentos sulfidrilas { Schoot et al, 1978 ),
cuja complexago por cations mercirio altera a estéreo especificidade da enzima,
diminuindo o acesso do ATP ao centro catalitico da ATPase. Este fendmeno foi
observado tanto com o Hg inorgénico { HgCly ), quanto com o Hg organico ( Magour
1986 ). Portanto a ag¢3o do referido metal sobre as ATPases a nivel renal ou em c¢élulas
da musculatura lisa do sistema vascular, inibindo o transporte de ions e outras
substancias, pode exercer um papel patogénico em doengas renais e em doengas
cardiovasculares { Kramer et al, 1986 ).

Em relagfio ao efeito genotoxico do Hg, o efeito mutagénico mais evidente de
compostos mercuriais sobre células eucaridticas € a produgio de C-mitose a qual pode
resultar em aneuploidia e poliploidia ( Leonard et al, 1983 ). A toxicidade do Hg é
exercida sobre as fibras do fuso, nos microtubulos das células que estio envolvidas na
organizagfo citoplasmatica. A capacidade genotoxica do Hg esta relacionada com a
ligacio do mesmo aos grupamentos -SH da tubulina, que é a unidade estrutural dos
microtubulos celulares { Kuriyama & Sakai 1974 ), e também o metil merc(rio provoca
ruptura nos microtibulos celulares em concentragdo e tempo dependentes ( Sager et al,
1983 ). No entanto, estudos citogenéticos expondo linfécitos humanos ao merctrio,

demonstraram alteragio na segregagdo cromossOmica, que pode estar ligada ndo



necessariamente devido a ligagio do Hg as proteinas do fuso, mas um outro possivel
mecanismo seria a inativag&o da RNA polimerase { Verschaeve et al, 1985).

O merciino tem sua agdo comprovada na liberagdo de um neurotransmissor, a
acetilcolina ( Ach ). O estimulo para a liberagio espontinea da Acetilcoling, foi
constatado quando ( Levesque et al, 1987 ) expuseram a jungido neuromuscular de ratos
ao metal, demonstrando que o mesmo pode bloquear a captacio de Ca2t pela
mitocdndria, ou promover sua liberagdo aumentando assim o Ca2*t citoplasmatico, que
estimularia a liberagio espontanea de Acetilcolina,

Em meio a tantas altera¢Ses que 0 Hg provoca no homem ¢ nos animais, sabe-se
da existéncia das metalotioneinas que sio um grupo de proteinas citoplasmaticas de
baixo peso molecular, que possuem grande afinidade com metais pesados e pressume-se
ter papel importante na detoxicacio de metais. Estas proteinas sio similares na
composigio de aminoécidos e carregam o nome “TIONEINA" devido a grande nimero
de grupamentos tidis. Em sua composicio 6 a 11% constitui-se de metal ¢ 30% de
cisteina e sdo completamente desprovidas de aminoécidos aromaticos e pontes
dissulfidicas. As metalotioneinas ndo tem sido detectadas em nenhum fluido bioldgico e
sdo consideradas citopldsmaticas por localizarem-se exclusivamente nos tecidos. Sua
sintese realiza-se no figado, rim e bago. Alguns estudos demonstram que a regulagdo da
sintese das metalotioneinas aconteceria na etapa de tradugfo da biossintese proteica, isso
ocorreria se 0 m-RNA da metalotioneina ja estivesse presente na célula e metais pesados
o transformariam de uma forma inativa para uma forma ativa, em outras palavras, certos
metais tertam a capacidade de desmascarar o m-RNA para a metalotioneina a qual esta
normalmente presente na célula. O papel biologico destas proteinas ainda ndo €
totalmente conhecido, um nimero de fun¢Ses tem sido sugeridas, como o
armazenamento, metabolizag@o, detoxicagio, transporte de metais e uma provéavel ag¢do
na resposta imunologica. A indugfo na sintese destas proteinas por excesso de algum

tipo de metal no organismo, interessa particularmente a saiide ambiental e ocupacional



porque elas parecem modificar os efeitos patologicos desta exposigdo, ligando-se
fortemente a eles ¢ reduzindo a disponibilidade das formas difusiveis dentro das células,
diminuindo assim o potencial téxico dos mesmos ( Cherian & Goyer 1978 ).

Autoimunidade induzida por substincias tOxicas em geral ¢ conhecido como um
perigo ambiental, que pode afetar individuos geneticamente predispostos a doengas
autoimunes. Efeitos do mercirio e outros metais pesados sobre o sistema imunologico
de individuos com exposicdo crnica ao metal tem, de uma maneira geral recebido pouca
atencio.

Estudos "IN VITRO" sobre os efeitos de pequenas concentracdes de Hg em
leucocitos polimorfonucleares de individuos normais levaram a supressdo na aderéncia,
polarizagio, eritrofagocitose e atividade quimiotatica destas células. Observou-se
também aumento na quimioluminescéncia e produgdo de HyO9 ( Contrino et al, 1988 ).

Alguns autores como ( Bernaudin et al, 1981 ) demonstraram que a ingestdo ou
malagio cronica de HgCly e CH3HgCl por ratos mesmo em pequenas doses, produziram
doenga autoimune, deposigdo granular de IgG nos vasos esplénicos e ndo no rim,
sugerindo que o bago seria um sitio preferencial de deposigfio ou formagio de complexo
imune, manifesta¢des de autoimunidade também foram encontradas com doses muito
baixas de HgCly através de instilagdo intratraqueal. Produgiio de auto anticorpos anti-
niicleo e anti-nucléolo em camundongos foram verificados por Mirtcheva et al, 1989.

A exposi¢do de camundongos a doses subcutineas ou ingestio de HgCly
(Hultman & Enestrom 1987 ) produz imunoestimulagdo com aumento de imunoglobulina
G (IgG ) no soro, formagdo de imuno complexo mesangial, glomeruloneftite ¢ também
formagdo de complexo nas paredes dos vasos hepaticos, renais ¢ esplénicos com um
padriio correspondente ao encontrado no soro. Em experimentos utilizando-se linfocitos
de sangue periférico de ratos, usando como mitégeno a PHA ( fitohemaglutinina ),
Weening et al 1981 observaram um decréscimo na proliferagio destas células apds a

incorporagiio de 3H- Timidina comparado com animais controle. Neste mesmo trabalho



foram injetadas doses de Hg e apds 12 semanas foi detectado no soro dos mesmos ,
anticorpos anti-niicleo.

Em estudos experimentais, utilizando-se doses sub-toxicas de Hg, foram
observadas alteragdes imunopatoldogicas caracterizadas por reagles autoimunes
resultantes de linfocitos B dependentes de células T, linfoproliferagdo ( Hirsch et al,
1982 & Rossert et al, 1988 ), hipergamaglobulinemia, alterando principalmente os niveis
de imunoglobulina E ( Prouvost et al, 1991 ).

Poucos estudos clinicos foram realizados em individuos expostos cronicamente
ao merclrio, estudos realizados em nosso laboratério demonstraram uma reducéo na
atividade litica, quimiotatica e redutora do NBT de neutréfilos de trabalhadores expostos
ao mercurio { Perlingeiro & Queiroz, 1995a,b ), e ao chumbo ( Queiroz et al, 1993 ). Os
niveis urinarios do metal na maioria destes individuos estava abaixo dos limites de
tolerdncia biolégica.

Alguns autores observaram que a resposta de linfocitos frente ao mitdgeno
Concanavalina A, em trabathadores expostos a0 mercirio estava deprimida ( Mottironi
et al, 1986 ), no entanto estes resultados pareceram correlacionar-se mais com a idade do
individuo do que com a exposi¢cdo ao mercurio. Os mesmos autores ndo encontraram
diferenga na percentagem de CD»4, CDg+ ou CDgy, enquanto que CD34 estava
reduzido nos trabalhadores expostos, quando comparados com um grupo controle.

Um aumento nos niveis de imunoglobulinas séricas em trabalhadores expostos ao
mercurio, foram observadas por Bencko et al, 1990. No entanto estes autores nfo
correlacionaram as alteragGes nos niveis de imunoglobulinas com grau e tempo de
exposigio ao referido metal.

Neste trabalho investigamos os niveils séricos de imunoglobulinas,
correlacionando-os com grau ¢ tempo de exposi¢do ac Hg. Tendo em vista que células

B hiperativas, assim como uma alteragfio na atividade de células T podem resultar em
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respostas autoimunes, também foi investigado nestes trabalhadores a produgdo de auto

anticorpos e paralelamente avaliagSes da resposta imune celular.
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OBJETIVO



O principal objetivo deste trabalho, consistiu no estudo de alteragdes
imunoldgicas que podem surgir em decorréncia da exposi¢do ocupacional ac merclrio.

Através de varios pardmetros avaliamos a resposta imunologica humoral e
celular. Este estudo foi realizado em individuos com concentragéo de mercirio urinario,
consideradas aceitavels no campo profissional.

Os efeitos adversos observados nestas condi¢fes podem ser incluidos dentro dos
chamados " efeitos criticos " , assim denominados por serem criticos em relagdo a uma
agio preventiva visando limitar as exposigdes a niveis mais seguros.

1l

Neste trabalho estudamos os " efeitos criticos relacionados com a resposta
imunologica dos individuos expostos, uma vez que, conforme apresentado anteriormente

na introducfo, o sistema imune parece ser alvo sensivel a doses sub-toxicas de mercurio.
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CASUISTICA & METODOS



Os individuos analisados neste estudo, trabalham com o reaproveitamento do
mercurio de vérias procedéncias, metal contido em termdmetros, pilhas e principalmente
Hg liberado nos afluentes das indastrias de cloro-soda. O reaproveitamento destas
industrias ocorre atraves da adigfio de sulfeto no tratamento da agua, logo o Hg
deposita-se sob a forma de sulfeto de mercirio que é insolGvel. Esta agua é filtrada em
terra diatomita por processo de pressdo através da qual ela ¢ purificada e liberada nos
rios. O processo de reaproveitamento do mercurto nesta firma ocorre da seguinte
maneira, a terra diatomita contendo sulfeto de mercirio, passa por varios processos
fisico-quimicos, que obtém o mercurio metalico puro para posterior comercializagio.

Estes trabalhadores mesmo em contato com o referido metal, s3o assintomaticos
ou oligossintomaticos e exercem suas atividades normalmente, ndo apresentando historia
clinica de infecgdes ou qualquer outro tipo de patologia.

Paralelamente a estas investigagOes, um grupo de doadores de sangue que vem
ao Hemocentro da Unicamp, analisados clinica e laboratonalmente como individuos
normatis, foram tomados como controle para este estudo.

Para estes dois grupos analisados, controle e trabalhadores, foi aplicado um
questionario, com a finalidade de investigar a histéria ocupacional e clinica, idade, uso

de material protetor,existéncia de patologias ou mesmo uso de medicamentos.

15



1- DETERMINACAO DA RESPOSTA IMUNE HUMORAL:

1a- QUANTIFICACAO DE LINFOCITOS B, UTILIZANDO ANTICORPOS
MONOCLONALIS.

Coletar 10ml de sangue periférico heparinizado e separar em gradiente de Ficoll-
hypaque.

Retirar a camada linfocitaria e realizar trés lavagens das células usando meio
RPMI. Acertar a concentragdo das células em 5x100 linfocitos/ ml. Transferir 0,2ml de
células para outro tubo e adicionar 0,1ml de um anticorpe monoclonal contendo as
imunoglobulinas IgA, IgG, IgM conjugadas com a fluoresceina. Incubar os tubos a 4°C
por 60 minutos. Retirar as células da incubagéo ¢ lava-las com meio RPMI, apés Gltima
lavagem ressuspender as células com 10ul de BSA e preparar as células entre 1dmina e
laminula. O material entdo € observado em microscodpio de fluorescéncia, primeiramente
em contraste de fase, com a finalidade de contar as células do campo, para

posteriormente verificar a percentagem das mesmas que fluoresceram.
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1b- DOSAGEM DE IMUNOGLOBULINAS JgA, IgG ¢ IgM ATRAVES DA
TECNICA DE IMUNO DIFUSAO RADIAL SIMPLES.

Este método é feito em placas contendo agar com anticorpos especificos
incorporados ao mesmo, Cada placa possui orificios para 12 soros. Aplicar 5ul de soro,
tampar a placa e deixa-la a temperatura ambiente por 48h. Apés este periodo fazer a
leitura do halo que se formou no agar, que sera proporcional 4 quantidade de antigeno
Nno soro.

Uma curva padréo foi tragada, usando padrfes conhecidos de anticorpos, a qual
foi usada para determinagfio da concentragfio do antigeno atraves do didmetro do halo de
precipitagio.

Para fazer o grafico foram utilizados 3 padrdes com concentragdes diferentes,
sendo necessario uma alta pureza dos anticorpos que se encontram no agar.

Fez-se a leitura dos didmetros correspondentes aos halos de precipitagio de cada
padréo e tragou-se a reta, langando na ordenada as concentracdes em "mg" ou unidades
internacionais, contra o quadrado dos didmetros dos respectivos halos de precipitag@o.

A leitura dos soros em estudo, foi a partir do quadrado do didmetro analisando

sobre a reta padrio, a qual foi estabelecida para cada lote de placas.
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1C- DOSAGEM DE IgE SERICA, PELO METODO DE ENZIMA IMUNO
ENSAIO

O soro para esta analise deve ser diluido 1:5, usando tampio de diluigdo
apropriado.

A técnica foi feita em placas com orificios para at¢ 10 soros. Como antigeno
foram usadas pérolas revestidas com anticorpos de coelho anti IgE humana.

Apbs o soro ser diluido na propria placa, coloca-se uma pérola por orificio e
incuba-se a placa em banho-maria 37CC por 30 minutos. Ao término desta incubagio
foram feitas lavagens dos orificios usando tampéo de lavagem apropriado.

Em uma segunda fase coloca-se 0,2ml do conjugado que é um anticorpo anti IgE
produzido em cabra, juntamente com a enzima peroxidase, esta ligagdo se da em banho-
maria a 379C durante 30 minutos.

Proceder 3 lavagens, ¢ em seguida transferir o conteudo dos orificios para os
tubos e adicionar em cada tubo 0,3ml do substrato OPD o qual contém grupo
cromégeno que produz cor a reagdo. Esta incubagio deve ser de 30 minutos &
temperatura ambiente. Apos este pertodo, adicionar 1ml de acido sulfurico 1N, que € um
bloqueador da reagiio, necessario até que se proceda a leitura em espectrofotometro. Os

resultados sdo expressos em Ul/ml.
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2-DETERMINACAO DA RESPOSTA IMUNE CELULAR:
2a- TRANSFORMACAO BLASTICA DE LINFOCITOS T:

Coletar em seringa esféril heparinizada, 10ml de sangue periférico. Diluir este sangue
com salina ou PBS ( estéreis ), usando volumes iguais, e homogeinizar. Separar as
células em gradiente de Ficoll-hypaque, apos retirar a nuvem linfocitaria e lavar as
células 3 vezes usando meio RPMI. Em seguida da (ltima lavagem, ressuspender o
sedimento em 3ml de RPMI e homogeinizar.

Acertar a concentragdo das células em 1x109 linfocitos/ ml. Preparar a placa de
micro cultura e adictonar 0,2ml de suspenséo celular, 10ul de fitohemaglutinina ¢ diluida
1:8), e 10ul de soro AB* ou soro do individuo exposto. Incubar por 48h em estufa &
37°C, com 5% de CO».

Depois deste periodo de incubagdo, observar a estimulagio ocorrida, em
microscopio invertido.

Adicionar 10ul de timidina e incubar novamente em estufa de CO2 ( 5% ) &
379C, por mais 24h,

Apds este periodo, as culturas sdo coletadas por método semi-automatico em
papel de fibra de vidro por meio de um coletor de células ( cell-harvester ), utilizando
agua destilada. Os discos de papel referentes a cada cultura sdo destacados e transferidos
para os frascos de cintilagio, contendo 2ml de liquido de cintilagio (difeniloxazole a
0,3% em tolueno ). Os resultados sfo expressos pela média aritmética das tripiclatas

contadas por minuto, realizado em cintilador B.

OBS: * a cultura foi realizada com células de individuos normais { em triplicata )
testadas com soro AB normal ( controle ) e soro do individuo exposto em triplicatas

separadas.
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2b- QUANTIFICACAO DE SUB-POPULACOES DE LINFOCITOS T, T4 e Tg,
ATRAVES DE ANTICORPOS MONOCLONALIS;

Coletar 10ml de sangue periférico heparinizado, ¢ separar em gradiente de Ficoll-
hypaque. Lavar as células com meio RPMI e acertar a concentragdo das mesmas para
5x100 linfocitos/ ml.

Preparar tubos para as respectivas células a serem quantificadas: CD4 e CDg, e
um tubo controle, Em cada tubo é colocado, 0,2 ml de suspensdo celular a 5x106
linfocitos/ml ¢ Sul do anticorpo monoclonal respectivo. Incubar as células por 30
minutos. Tirar da incubagdo e lavar 3 vezes com meio RPMI. Apés a ultima lavagem,
ressuspender o sedimento e adicionar 0,Iml do conjugado de anticorpo com a
fluoresceina e incubar por 30 minutos a 4°C. Ao término desta incubagéo lavar as células
3 vezes com meio RPMI e apds a dltima lavagem ressuspender as células com BSA.
Preparar um esfregago de células entre [dmina e laminula.

O material entdo € observado em microscopio de fluorescéncia, primeiro em
contraste de fase, com a finalidade de contar as c€lulas do campo, para posteriormente

verificar a porcentagem de células que fluoresceram.
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3- PESQUISA DE AUTO-ANTICORPOS:

3a- Pesquisa de auto-anticorpos no soro, utilizando a técnica do fator anti-micleo

(FAN), através de imnnofluorescéncia indireta.

Os soros apresentando auto-anticorpos, reagem com o antigeno, que nesta

técnica € um imprint, em lamina, de figado de camundongo.

Técnica:

Fazer dilui¢des seriadas do soro de { 1:10 a 1:80 ), em placas de micro titulagio,
utifizando como diluidor tamp&o PBS.

Cada uma destas diluigdes foram colocadas em areas delimitadas da lamina as
quais contém © antigeno. Incubar as laminas em cdmara umida a 37°C por 30 minutos.
Apods estas laminas foram lavadas com tampdo PBS. Retirar as 14minas das cubas de
lavagem, preparar o conjugade H, que € uma globulina de cameiro anti imunoglobulinas
totais humanas, marcada pelo isotiocianato de fluoresceina em uma diluigio de 1:100
que deve ser realizada com azul de Evans, solugiio que exacerba a fluorescéncia.

Colocar o conjugado sobre as laminas e incuba-las em cdmara imida & 37°C por
30 minutos. A seguir as ldminas foram lavadas com tampfio PBS e deixadas secar a
temperatura ambiente por 5 minutos. Montar as l&minas com glicerina tamponada e
laminula.

Levar as laminas para leitura em microscopio de fluorescéncia.
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3b- Pesquisa de auto-anticorpos anti-DNA no soro, utilizando a técnica de

imunofluorescéncia indireta.

Os soros apresentando auto-anticorpos, reagem com ¢ antigeno que neste técnica
é um protozoario, a Crithdia lucillae, que pode ser mantida em cultura. O cinetoplasto
deste protozoario ¢ rico em DNA de fita dupla, logo se o soro em analise contiver auto-

anticorpos anti-DNA , os mesmos se ligam ao antigeno produzindo fluorescéncia.

Técnica:

O soro a ser analisado deve ser diluido em placas de micro titulagio, utilizando
tamp#o PBS em dilui¢Ses seriadas que comegam em 1:10 a 1:80.

As laminas contendo o protozoario { que foi previamente seca em estufa ), deve
ter areas delimitadas para colocagiio dos soros diluidos.

Colocar os soros nas laminas e leva-las a cdmara imida a 37°C por 30 minutos.
Retira-las desta incubagio e proceder lavagens utilizando tampao PBS.

Preparar o conjugado H, diluido 1:200 com solug@o de Azul de Evans, conforme
anteriormente descirto. Colocar o conjugado sobre as laminas e incubd-las em cimara
umida a 37°C por 30 minutos. Apds esta incubagio proceder lavagens utilizando
tampao PBS. Depois de lavadas deixa-las secando a temperatura ambiente, montar as
laminas com glicerina tamponada.

Levar as 1aminas a0 microscopio de fluorescéncia para leitura.
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4- DETERMINACAO DOS NiVEIS DE MERCURIO NA URINA

A concentracio de mercorio na urina foi determinada, utilizando-se um
espectrofotdmetro de absorgo atOmica ( equipamento Varian AA175 com ldmpada de
catodo ocd de mercurio € cimara de absorgido ).

A amostra de urina foi mineralizada por processo de digestZo, sob refluxo, com
uma mistura de acidos sulfarico, persulfato de potassio e, permanganato de potéssio em
um recipiente de vidro. Este recipiente possui um reservatorio de condensacgio, no qual o
material condensado pode ser devolvido ao frasco de digestfio ou, alternativamente, ser
eliminado do recipiente ( Richardson, 1976 ).

Apds digestdio, a concentragio de mercirio foi determinada em
espectrofotdmetro de absorgdo atGmica, cuja sensibilidade € 0,1ug/l, usando-se hidrato
borico de sédio como agente redutor ( Sharma & Davis, 1979; Margel & Hirsh, 1984;
Baselt, 1988 e Baselt & Cravey, 1990 ).

Foi realizada paralelamente, a dosagem de creatinina na urina que permite a
expressido dos resultados em micrograma de Hg2' por grama de creatimina. Fsta
corregiio ¢ importante pois ajusta a eliminagio de Hg2™ ao volume de 4gua urinario, o
qual ¢ bastante varidvel a ponto de diluir ou concentrar de duas a trés vezes as
substincias a serem dosadas. A concentragio urinaria de creatinina foi medida pelo

método de Jaffe, utilizando-se espectrofotémetro ( Todd et al, 1989 ).

24



REAGENTES E EQUIPAMENTOS

REAGENTES

FICOLL- COD F 4375 - SIGMA

HYPAQUE 50%- DIATRIZOATO DE SODIO - CEME

SORO FETAL BOVINO- CULTLAB

TOLUENO- MERCK

RPMI- MEIO DE CULTURA - SIGMA

PHYTOHAEMAGGLUTININ P- DIFCO

HEPARINA SODICA 5000UIml- ORGANON FICO

FILTRO COLETOR DE CELULAS- COD: AP 2081025 - MILLIPORE

PPO 2,5- DIPHENYLOXAZOLE- COD: 4630 - SIGMA

TAMPAO PBS

CONJUGADO H

TRICIO 3H

CD4- M 716- T CELL, HELPER, INDUCER, MT 310- DAKO

CD8- M707- T CELL, SUPRESSOR/ CYTQTOXIC- DK 25 / FITC
ANTI-MOUSE- COD: 232 MOUSE IMMUNOGLOBULINS / FITC- DAKO
IgS ( LINFOCITO B )- COD: F 200 IgA, IgG, IgM , KAPPA LAMBDA / FITC -
DAKO

NOR- PARTIGEN- IgA- BEHRING

NOR- PARTIGEN- IgM- BEHRING

NOR- PARTIGEN- IgG- BEHRING
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REAGENTES ABBOTT DE ENZIMA IMUNO ENSAXO, PARA DOSAGEM DE
IsE

TAMPAQ DE DILUICAO
ANTIGENO

TAMPAO DE LAVAGEM
CONJUGADO ANTI-IgE
SUBSTRATO OPD
ACIDO SULFURICO IN

EQUIPAMENTOS

MICROSCOPIO DE FLUORESCENCIA- ZEISS

CELL- HARVESTER- CEB- UNICAMP

CINTILADOR B - BECHMAN LS 5801

ESTUFA A 370C- FANEM 002 CB

ESTUFA DE 05/C0O3- FORMA SCIENTIFIC - MODEL 3159
AGITADOR ELETRICO- FISATOM MOD: 752 A
MICROSCOPIO OLYMPUS- CBA-K

BANHO- MARIA- FANEM 102/1

CENTRIFUGA- FANEM 204
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RESULTADOS



Neste trabalho investigamos através de alguns parimetros, a resposta imune
humoral e celular de trabalhadores expostos ao mercurio.

Também pesquisamos uma possivel produgio de auto-anticorpos nestes
individuos.

Uma avaliagio hematolégica foi realizada paralelamente através de hemograma,
com o objetivo de analisarmos as séries eritrocitica e leucocitaria.

A concentragio de mercurio urinario ( HgU ) destes trabalhadores, foi realizada
mensalmente. Estes dados de HgU e o tempo de exposigdo destes individuos, foram ao
final deste estudo correlacionados com os resultados obtidos.

Os valores de HglU foram corrigidos pela creatinina, por ser o melhor fator de
corregdo. Em pessoas normais nfio expostas ao mercurio o valor normal de HgU é de
Sug Hg/ g creatinina, entretanto em individuos expostos o limite aceitivel no campo

profissional ¢ de até 50ug Hg/ g creatinina.

1- Avaliacdo Hematologica

A avaliagdo hematologica realizada em 25 individuos expostos, estd apresentada
na tabela 1.

A série vermelha quanto 4 eritrometria, hematocrito e hemoglobinometria
manteve valores normais na quantificacio ¢ na avaliagio de tamanho ¢ forma dos
eritrocitos.

A série branca apresentou a leucometria enquadrada nos valores de referéncia, e

nfo apresentou alteragdes morfologicas.
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2- Quantificacio de Linfocitos B

Na quantificagdio de células B através de imunoglobulinas de superficie ( IgS ), o
valor € expresso em percentagem de células.

Encontramos uma redugio significativa no numero de linfocitos B ( p< 0.001
Teste T de Student ), nos individuos expostos ao mercurio ( n= 33 ), quando
comparados com o grupo controle { n=33 ), Figura 2 Tabela 3.

Nio houve correlagdo destes resultados com o tempo de exposi¢io e niveis de

merclirio urinario.

3- Dosagem de imunoglobulinas séricas ( IgA, 1gG e IgM )

Os niveis séricos destas trés imunoglobulinas estava significativamente
aumentado ( p< 0.001 Teste T de Student ) nos trabalhadores expostos ( n= 44 ) em
relagdo ao grupo controle.

Foram realizadas duas avaliagtes destas imunoglobulinas: a primeira foi realizada
em 44 individuos, Figura 7. A segunda, seis meses apos, em 16 individuos Figura 8.

A concenttragdo de merchrio urindrio na primeira avaliagio manteve-se em
valores de 3.5 a 67.9 ug Hg/ g creatinina, distribuidos da seguinte maneira; < 10ug/ g, 12
trabalhadores; 10-20 ug/ g, 10 trabalhadores; 20-30 ug/g, 7 trabalbadores; 30-40 ug/ g, 3
trabalhadores; 40-50 ug/ g, 8 trabalhadores; > 50 ug/ g, 4 trabalhadores.

Nos 16 trabalhadores avaliados duas vezes, a concentra¢fio de mercirio urinario
na primeira avaliagio foi de 3.5 a 67.9 ug Hg/ g creatinina, ¢ a distribuigdo foi a seguinte:
<10 ug/ g, 2 trabalhadores; 10-20 ug/ g, 2 trabalhadores; 20-30 ug/ g, 4 trabalhadores;
30-40 ug/ g, 3 trabathadores; 40-50 ug/ g, 3 trabalhadores; > 50 ug/ g, 2 trabalhadores.

Na segunda avaliagdo neste grupo de 16 individuos, houve uma redugfio na
concentragdo de mercirio urindrio ( Figura 9 ) devido a melhorias de higiene no local de

trabalho, e os niveis de HgU permaneceram entre 2.1- 31.3 ug Hg/ g creatinina,
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distribuidos da seguinte maneira: < 10 ug/ g, 11 trabalhadores; 10-20 ug/ g, 3
trabalhadores; 20-30ug/ g, em nenhum trabalhador; 30-31.3 ug/ g, 2 trabalhadores.
Nenhuma correlagio foi observada entre o tempo de exposigio, concentragio de
merctirio urinario e niveis de imunoglobulinas.
As Tabelas de 10 a 15 apresentam os valores destas imunoglobulinas e

concentragdo de mercurio urinario na primeira e segunda avaliages.

4- Dosagem de imunoglobulina E ( IgE )

Os niveis de IgE estavam significativamente aumentados { p< 0.009 Teste T de
Student ) nos individuos expostos ( n= 36 ), Figura 1 Tabela 9.
Observamos uma correlagéio negativa moderada, entre os valores de IgE e o

tempo de exposi¢do r=- 0.4280 Figura 5.

5- Quantificaciio de sub-populacdes de linfocitos T auxiliar (CD4) ¢ T supressor
(CDg).

A proporgdo CD4/ CDg, que em condiges normais é maior que 1, estava
significativamente diminuida ( p< 0.001 Teste T de Student ) nos trabalhadores expostos
( n=33), em relagio grupo controle ( n= 33 ), Figura 4 Tabela 8,

Nenhuma correlagio foi encontrada quando estes resultados foram

correlacionados com o tempo de exposigdo e concentragio de mercurio urinario.

OBS: As Tabelas 4,5,6 ¢ 7 apresentam valores em separado de células CDy ¢ CDg de

individuos expostos e controle.
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6 - Transformacao Blistica de Linfocitos T

A presenca de fator estimulador ou inibidor no soro dos individuos expostos, foi
testada através da adigdo do soro destes individuos na cultura de linfécitos normais
estimulados pela fitohemaglutinina. Soro AB normal foi utilizado como controle.

Nio foi detectado nenhum componente no soro destes trabalhadores, que
alterasse a resposta blastica dos linfocitos ( p= 0.364 Teste T de Student ) Tabela 2.

Ao correlacionarmos estes resultados com o tempo de exposicio e concentragio
de mercario urinario, observamos uma correlagio moderada com a concentragio de

mercurio urinario r= 0.4402 p< 0.052 ( Figura 6 ).
7- Pesquisa de auto-anticorpos ( anti-DNA e anti-nicleo )

A pesquisa no soro dos individuos expostos ( n= 17 ), para verificar a presenca

de auto-anticorpos anti-DNA e anti-micleo foi negativa.
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TABELA 1- HEMOGRAMA

R.D.

CDD 42.6 14.8 5000
ED.C 435 15.4 6400
S.B.S 47.9 15.7 6600
M.AZ 46.8 15.3 7000
AM 418 13.9 10300
AAS 428 14.7 3700
CS 479 16.5 6200
MEBL 415 14.6 6800
ALV 433 15.1 10100
IMLM 41.8 14.6 7800
W.J.0 45.8 16.6 7900
JRMC 453 14.9 6300
V.0S 452 15.7 9000
LCM 40.9 13.7 8500
FRS 49.7 16.9 5100
AQO 423 13.9 6300
CD.S 46.9 15.8 7400
NLD 42.8 14.6 6800
1T.O0 44.6 14.4 9700
GAV 47.0 16.4 10200
H.V.S 453 15.0 7700
GF.S 48.9 16.1 7600
ER.C 44.1 148 7900
IBS 43.5 14.9 6800
VALORES NORMAIS

HEMATOCRITO: 38-45 %
HEMOGLOBINOMETRIA: 13- 15 g/dl
LEUCOMETRIA: 5000- 10000 cel/ mm3



TABELA 2- TRANSFORMACAQO BLASTICA DE LINFOCITOS T EM RESPOSTA
A FITOHEMAGLUTININA, EM INDIVIDUOS EXPOSTOS AO MERCURIO

R.D.S 20 4 38.7 10279 12431
C.DD 20 4 44.8 10279 20833
ED.C 20 3 15.0 10279 7933

S.B.S 34 2 15.4 16980 19293
MAZ 39 36 17.6 16980 16996
AM 30 2 29.8 16980 26600
AAS 41 43 14.2 8298 12575
C.S 46 72 13.2 8298 12028
M.EB.L 30 27 16.1 8298 14004
ALYV 33 72 18.2 29864 30854
JMLM 43 6 10.4 29864 19041
W.J.0O 27 36 47.6 20864 30089
JRM.C 25 28 574 15963 18218
IB.S 25 15 29.8 19963 14090
V.08 26 11 21.5 19963 15677
ERC 39 24 4.9 5769 6169

GES 23 54 15.8 5769 5768

H.V.S 22 24 18.7 5769 4783

C.S 24 24 10.2 8320 7995

N.LD 28 48 5.6 8320 7779

CPM= contagem por minuto

MERCURIO URINARIO
VALOR DE REFERENCIA: 5 ug Hg/ g de creatinina
VALOR DE TOLERANCIA BIOLOGICA : 50 ug Hg / g de creatinina



TABELA 3- QUANTIFICACAO DE LINFOCITOS B, ATRAVES DE
IMUNOGLOBULINAS DE SUPERFICIE ( IgS ) EM INDIVIDUOS EXPOSTOS AO
MERCURIO (n =33 ) E CONTROLE ( n=33).

13.0 22.6
15.0 22.6
11.5 22.6
11.0 22.6
9.0 22.6
8.0 23.0
21.0 23.0
15.0 23.0
22.0 23.0
20.0 23.0
15.0 23.0
10.0 18.0
11.0 18.0
11.0 18.0
12.0 17.0
7.0 17.0
3.0 17.0
272 39.0
34.6 39.0
28.6 390
34.0 39.0
33.0 39.0
38.0 39.0
15.0 20.0
17.0 20.0
3.0 11.0
6.7 11.0
7.4 11.0
11.0 19.2
15.4 19.2
9.0 19.2
17.5 19.2




TABELA 4- MARCADORES DE SUPERFICIE DE LINFOCITOS T AUXILIAR
(CD4 ) E T SUPRESSOR ( CD8 ), EM INDIVIDUOS EXPOSTOS AO MERCURIO
(n=33)

14.7 16.6
13.3 9.8

83 10.0
15.0 17.0
14.0 9.0

16.0 13.0
21.5 25.0
11.2 i3.2
20.0 15.0
19.0 12.0
40.0 21.0
20.9 26.0
29.0 23.4
19.7 28.0
28.0 17.5
22.0 20.6
23.0 19.5
23.0 22.0
26.7 25.0
20.0 15.0
16.0 19.2
21.0 13.3
14.4 15.0
14.0 16.0
24.0 15.0
26.0 15.0
27.0 13.0
15.0 10.0
54 3.3

1.5 3.0

34 4.8

5.8 16.4
3.5 10.8




TABELA 5- MARCADORES DE SUPERF'iCIE DE LINFOCITOS T AUXILIAR
(CD4) E T SUPRESSOR ( CD8 ) DE INDIVIDUOS CONTROLE (n=33)

20.0 10.2
20.0 10.2
20.0 10.2
20.0 10.2
20.0 10.2
20.0 10.2
19.4 16.0
19.4 16.0
19.4 16.0
19.4 16.0
41.0 21.7
41.0 21.7
41.0 21.7
36.7 233
36.7 233
36.7 23.3
36.7 23.3
36.7 23.3
36.7 23.3
22.4 16,3
22.4 16.3
19.0 13.0
19.0 13.0
24.0 15.0
24.0 15.0
24.0 15.0
15.0 6.4

15.0 6.4

15.0 6.4

15.0 6.4

15.0 6.4

15.0 6.4

15.0 6.4




TABELA 6- MARCADORES DE SUPERFICIE DE LINFOCITOS T AUXILIAR
(CD4) DE INDIVIDUO EXPOSTO AO MERCURIO, E INDIVIDUO CONTROLE
(n=33)

14.7 20.0
209 41.0
13.3 20.0
20.0 41,0
83 20.0
26.0 20.0
15.0 20.0
27.0 24.0
14.0 20.0
15.0 24.0
16.0 20.0
1.5 15.0
21.5 19.4
3.4 15.0
11.2 10.4
3.5 15.0
20.0 19.4
5.8 15.0
19.0 19.4
54 15.0
19.7 36.7
20.0 22.4
28.0 36.7
16.0 224
22.0 36.7
21.0 22.4
23.9 36.7
14.4 224
23.0 36.7
26.7 36,7
14.0 19.0
24.0 19.0
40.0 41.0

CONTAGEM DE CD4 EM INDIVIDUOS NORMAIS
VALOR ABSOLUTO: 400- 1400 cels/ ul
VALOR PERCENTUAL: 30 - 60 %



TABELA 7- MARCADORES DE SUPERFICIE DE LINF(')CI’I;OS T
SUPRESSORES ( CD8 ), DE INDIVIDUOS EXPOSTOS AO MERCURIO E
INDIVIDUOS CONTROLE (n=33)

16.6 10.2
9.8 10.2
10.0 10.2
17.0 10.2
9.0 10.2
13.0 10.2
250 16.0
13.2 16.0
13.0 16.0
12.0 16.0
15.0 16.3
19.2 16.3
13.3 16.3
15.0 16.3
28.0 23.3
17.5 23.3
20.6 233
19.5 23.3
22.0 23.3
25.0 23.3
16.0 13.0
15.0 13.0
15.0 15.0
13.0 15.0
10.0 15.0
33 6.4

3.0 6.4

4.8 6.4

10.8 6.4

16.4 6.4

21.0 21.7
26.0 21.7
20.0 219

CONTAGEM DE CD$ EM INDIVIDUOS NORMAIS
VALOR ABSOLUTO: 200 - 800 cels/ ul
VALOR PERCENTUAL: 15-45%



TABELA 8 PROPORCAO DE MARCADORES DE SUPERFICIE DE
LINFOCITOS T, AUXILIAR E SUPRESSOR ( CD4/ CD8 ), EM INDIVIDUOS
EXPOSTOS AO MERCURIO (=33 ) E INDIVIDUOS CONTROLE ( n=33)

PROPORCAOQ DE CD4/ CDg EM INDIVIDUOS NORMAIS: 2.0+ 1.0

147/ 16.6 20.0/10.2
13.3/ 9.8 20.0/102
8.3/10.0 20.0/ 10.2
15.0/17.0 20.0/10.2
14,0/ 9.0 20.0/10.2
16.0/ 13.0 20.0/10.2
21.5/25.0 19.4/ 16.0
11.2/13.2 19.4/ 16.0
20.0/15.0 19.4/16.0
19.7/28.0 36.7/23.3
40.0/21.0 41.0/21.7
20.0/15.0 22.4/16.3
21.0/133 22.4/16.3
14.4/ 15.0 22.4/16.3
14.0/ 16.0 19.0/ 13.0
19.0/12.0 19.4/16.0
24.0/15.0 19.0/ 13.0
26.0/15.0 24.0/15.0
27.0/13.0 24.0/15.0
15.0/ 10.0 24.0/15.0
28.0/17.5 36.7/23.3
22.0/20.0 36.7/23.3
23.9/19.5 36.7/23.3
23.0/22.0 36.7/23.3
26.7/25.0 36.7/23.3
5.4/ 33 15.0/ 6.4
1.5/ 3.0 150/ 6.4
3.4/ 4.8 15.0/ 6.4
58/ 164 15.0/ 6.4
3.5/10.8 15.0/ 64
20.9/26.0 41.0/21.7
29.0/23.4 41.0/21.7
16.0/19.2 22.4/16.3




TABELA 9- NIVEIS SERICOS DE IMUNOGLOBULINA E ( IgE ), EM Ul/ ml, EM
INDIVIDUOS EXPOSTOS AO MERCURIO (n=36)

315
439 495
2000 63.65
2000 71.22
67.43 580
495 12,32
38.32 13,23
93.48 7.35
492 1840
210 345
172.79 381
78.85 22.04
811 151.19
1259 99.68
63.29 25.76
118.63 5.01
2000 120.17
1026 199.49

VALORES DE REFERENCIA PARA IgE: até 200 Ul ml




TABELA 10- DOSAGEM SE'RICA DE IMUNOGLOBULINA A, IDADE E TEMPO
DE EXPOSICAO EM INDIVIDUOS EXPOSTOS AO MERCURIO (n=44)

JAS 23 2 12.8 455
LHM. 33 8 458 410
N.SF 34 10 44.5 515
P.C. 35 7 51.7 405
JMLM 41 5 18.5 593
EP.S. 20 2 62.5 175
LC.S. 38 3 18.6 405
ANA. 23 9 137 470
L.F.B. 18 2 20.7 210
E.AR 23 1 5.7 340
C.B.C. 53 4 3.3 400
EB.S. 28 1 44.6 210
CMX 21 1 11.6 350
AAS. 33 24 44.5 380
FR.S. 28 30 214 700
M.L.B. 31 36 26.2 690
P V.B. 39 19 67.6 890
ALYV, 31 58 42.6 265
J.T.O. 28 4 13.0 335
G.ES. 21 29 67.9 170
WwJ.O 25 13 31.3 185
S.L.M. 39 19 18.6 510
S.PA 20 14 31.3 380
AS.C 31 8 27.8 90

JR.C. 23 7 49.4 255
GAV. 35 5 4.5 324
C.S. 44 43 53 470
JACB. 29 3 26.3 420
N.D. 25 13 41.3 290
MA.Z. 37 24 38.1 390
J.S.S. 41 3 5.2 233
E.AC. 19 4 7.7 180
HVS 20 4 3.4 260
JNBS. 23 2 1.0 290
J.S.8. 23 4 11.8 288




CONTINUACAO DA TABELA 10

F.X.C. 24 5 28.9 240
C.S. 23 5 16.5 305
JRAM. 21 1 17.2 340
V.P.P. 31 2 13.0 245
MR.O. 20 2 46.0 259
ER.C. 38 5 1.4 290
CR. 27 1 5.7 246
LCM 32 5 1.4 230
AFV. 29 3 12.0 360




TABELA 11- DOSAGEM SERICA DE IMUNOGLOBULINA A, EM DUAS
AVALIACOES EM INDIVIDUOS EXPOSTOS AO MERCURIO ( n= 16)

ANA. 3 470 390
M.L.B. 11 690 520
P.VB. 12 890 290
ALV, 12 265 110
J.T.O. 3 335 352
GES. 4 170 230
W.J.0 8 185 312
S.LM. 7 510 310
SP.A. 12 380 260
AS.C 5 90 141
JRC. 4 255 240
GAV 4 324 300
C.5. 10 470 485
JJACB 7 420 300
N.D. 7 290 220
M.AZ. 11 390 263




TABELA 12- DOSABEM SEBICA DE IMUNOGLOBULINA G, IDADE E TEMPO
DE EXPOSICAO EM INDIVIDUOS EXPOSTOS AOQO MERCURIO ( n=44)

JAS 23 2 12.8 1380
LHM. 33 8 45.8 1125
N.S.F. 34 10 44.5 1700
P.C. 35 7 51.7 1500
JIMLM 41 5 18.5 1500
EP.S. 20 2 62.5 1960
J.CS. 38 3 18.6 1500
AN.A. 23 9 13.7 1625
LFB, 18 2 20.7 1900
E.AR 23 1 5.7 2550
C.B.C. 53 4 3.3 1850
EB.S. 28 1 44.6 1700
CMX. 21 1 11.6 1700
AAS. 33 24 44.5 1850
FR.S. 28 30 214 2530
ML.B, 31 36 26.2 2270
P.V.B. 39 19 67.6 1970
ALV. 31 58 42.6 1970
JT.0. 28 4 13.0 1560
GF.S. 21 29 67.9 1620
W.J.0 25 13 313 1960
SLM. 39 19 18.6 1590
SPA 20 14 31.3 1825
ASC. 31 8 278 2120
JR.C. 23 7 49.4 1560
GAV. 35 3 4.5 2330
CS. 44 43 53 1500
J.A.CB. 29 8 26.3 1175
N.D. 25 13 41.3 1125
MAZ. 37 24 38.1 1700
J.S.S. 41 3 5.2 2200
EAC, 19 4 7.7 1450
HV.S 20 4 3.4 1450
JNB.S. 23 2 1.0 1450
JS.S. 23 4 11.8 1620




CONTINUACAO DA TABELA 12

FXC. 24 5 28.9 1990
C.S. 23 5 16.5 1990
JRAM, 21 1 17.2 1990
V.PP. 31 2 13.0 1150
M.R.O 20 2 46.0 1990
ERC. 38 5 1.4 2050
CR. 27 1 5.7 1700
LCM 32 5 1.4 1400
AFV. 29 3 12.0 1850




TABELA 13- DOSAGEM SERICA DE IMUNOGLOBULINA G, EM DUAS
AVALIACOES, EM INDIVIDUOS EXPOSTOS AQO MERCURIO ( n= 16

M.LB. 11 2270 1970
P.VB. 12 1970 1450
ALYV, 12 1970 1220
J1.T.O. 3 1560 1740
G.F.S. 4 1620 1960
w.J.0 8 1960 1825
SLM. 7 1590 1450
SPA 12 1825 1720
AS.C. 5 2120 1440
JR.C. 4 1560 1370
G.AV, 4 2030 1900
C.S. 10 1500 1375
JACB. 7 1175 1200
N.D. 7 1125 1200
M.AZ, 11 1700 1700




TABELA 14- DOSAGEM SEBICA DE IMUNOGLOBULINA M, IDADE E TEMPO
DE EXPOSICAO EM INDIVIDUOS EXPOSTOS AO MERCURIO ( n=44)

JAS 23 2 12.8 257
LHM. 33 8 45.8 273
N.S.F. 34 10 44.5 220
P.C. 35 7 51.7 90

JMLM 41 5 18.5 250
E.P.S. 20 2 62.5 275
JC.S. 38 3 18.6 200
ANA 23 9 13.7 220
L.F.B. 18 2 20.7 385
EAR 23 1 5.7 350
CB.C. 53 4 33 315
E.B.S. 28 1 44.6 350
CMX 21 1 11.6 390
AAS. 33 24 44.5 68

FRS. 28 30 21.4 470
M.L.B. 31 36 26.2 352
P.V.B. 39 19 67.6 250
ALV, 31 58 42.6 400
LT.O. 28 4 13.0 390
GES. 21 29 67.9 195
W.J.0 25 13 313 200
S.LM. 39 19 18.6 273
SPA. 20 14 313 400
AS.C. 31 8 27.8 208
JR.C. 23 7 494 335
GAV. 35 5 4.5 233
C.S. 44 43 5.3 270
J.A.CB. 29 8 26.3 450
N.D. 23 13 41.3 179
MAZ. 37 24 38.1 273
J.S.S. 41 5 52 135
EAC. 19 4 7.7 350
Hv.S 20 4 3.4 300
JN.B.S. 23 2 1.0 190
J.S.S. 23 4 11.8 312




CONTINUACAO DA TABELA 14

FXC 24 5 28.9 237
CS. 23 5 16.5 270
JRAM 21 1 17.2 237
V.PP 31 2 13.0 30

MR.O 20 2 46.0 200
ER.C. 38 5 1.4 170
CR. 27 1 5.7 260
L.CM 32 5 1.4 212
AFV 29 3 12.0 200




TABELA 15- DOSAGEM SERICA DE IMUNOGLOBULINA M,
AVALIACOES EM INDIVIDUOS EXPOSTOS AO MERCURIO (n=16)

EM DUAS

. 11 352 308
P.VB 12 250 140
ALV 12 400 255
I T.0. 3 315 390
GFS. 4 195 165
W.J.O 8 200 195
S.L.M 7 273 190
SPA 12 400 275
ASC. 5 180 208
JRC. 4 335 286
GAV 4 233 225
CS. 10 108 270
JACB 7 450 414
ND. 7 163 175
MAZ. 11 273 220




DISCUSSAO



1-Consideragoes gerais

A ativagho do sistema linféide por um determinado antigeno resulta em dois tipos
de resposta imune: a resposta imune humoral, mediada por anticorpos, e a resposta
imune celular, mediada por células.

Toda atividade imune depende de células linfoides sensiveis ao antigeno, que se
originam de células pluripontenciais provenientes da medula dssea. Estas células dio
origem aos dois tipos de linfécitos, os timo-dependentes ou linfocitos T, responsaveis
pela resposta imune celular, e os linfécitos B que sdo responsaveis pela imunidade
humoral. A resposta dos linfocitos B a um grande nimero de antigenos requer uma
cooperagio entre células T e B,

A medida que as células pluripontenciais se diferenciam em linfocitos, aparecem
na superficie destes, receptores para o antigeno que 05 comprometem a reagir com um
determinante antigénico.

Quando o linfocito ¢ do tipo T, o reconhecimento do antigeno é feito através da
presenca de estruturas proteicas presentes na membrana celular, conhecidas como
receptores de linfoeitos T, e do reconhecimento de glicoproteinas codificadas por um
conjunto de genes pertencentes ao Complexo de Histocompatibilidade Principal ( CHP ),
através de moléculas da classe da classe I ou II deste complexo, localizadas em outra
celula. Os linfocitos T expressam na sua superficie marcadores diferentes usados para
distinguir sub-populagBes de células, muitas destas identificadas com o uso de anticorpos
monoclonais. O sistema CD ( Cluster Designation ) foi criado para identificar as
moléculas da superficie dos linfocitos. A imunidade mantida por linféeitos T, ocorre pela
aglo direta destas células sobre a célula alvo ou através da agdio de seus produtos
liberados, as linfocinas. Os linfocitos T podem ser divididos funcionalmente em 3
sub-populag3es: linfocitos T auxiliares T4 ou CDy, linfocitos T supressores Tg ou CDg,

e os linfocitos T citotoxicos. As células CDy4 reconhecem antigenos quando associados
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ao CHP da classe II, enquanto as células CDg reconhecem antigenos associados a
moléculas da classe 1.

Os linfécitos B de seres humanos se caracterizam por imunoglobulinas de
superficie celular prontamente detectaveis. Estas células representam cerca de 5-15%
dos linfocitos circulantes e sio classicamente definidas pela produciio endégena de
imunoglobulinas. Estas moléculas esto inseridas na superficie da membrana, onde agem
como receptores de antigeno. A principal classe de imunoglobulina no linfécito B
circulante ¢ a IgM, mas as imunoglobulinas IgD, IgE, IgA e IgG também estdo presentes
na membrana desta célula. Os linfocitos B ainda possuem receptor para os complexos
antigeno-anticorpo ou para agregados, o qual ¢ especifico para uma parte da porgio Fc
da molécula da imunoglobulina e € conhecido como receptor para Fe.

A maioria destas células apresentam antigenos do CHP de classe II que sio
importantes na cooperagfo com células T. Estes marcadores de complemento para C3b (
RCl, CD35) e C3d ( RC2, CD21 ) sdo comumente encontrados nas células B e sio

associados com ativagfo e talvez com a localizacdo destas células.
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2-EFEITOS DO MERCURIO SOBRE A RESPOSTA IMUNE HUMORAL
2a- Imunoglobulinas

As imunoglobulinas ou anticorpos, sdo um grupo de glicoproteinas presentes no
soro ¢ liquidos tissulares. As 5 classes diferem entre si no tamanho, carga, composicio
de aminoécidos e contetido de carboidratos. Cada molécula de Ig ¢ bifuncional, isto &,
uma regifio age na ligagio com o antigeno, enquanto outra promove a ligagdo com os
tecidos, inclusive a varias células do sistema imune, células fagocitirias e ao primeiro
componente da via classica do complemento.

A IgG ¢ a principal imunoglobulina no soro humano normal, abrangendo 70-75%
do total de imunoglobulina. A classe IgG ¢ distribuida igualmente entre 0s espagos extra-
vasculares, e € o anticorpo principal nas respostas imunes secundérias.

A IgM perfaz aproximadamente 10% no contetido sérico, esta é encontrada nos
espacos intra-vasculares, sendo a classe dominante nos anticorpos precoces.

A IgA representa 10-15% das imunoglobulinas, ¢ a IgD cerca de 1%. Esta
tltima esta presente em grande quantidade na membrana de linfocitos B circulantes.

A IgE ¢ normalmente encontrada no soro humano em baixas concentragdes, e se
fixa aos tecidos pela porgio Fc, para posteriormente em contato com o alérgeno,
desencadear a liberag@o de substincias farmacologicamente ativas, responsaveis pelos
fendmenos anafilaticos.

A IgE combina-se fortemente com os mastocitos, e o contato com o antigeno
leva ao recrutamento local de agentes antimicrobianos através da degranulagio de
mastdcitos, e da liberag¢io de mediadores inflamatorios.

Nosso estudo teve inicio com a dosagem de imunoglobulinas séricas nos
individuos expostos ao merctirio. Um aumento significativo nos niveis de IgA, IgG e
IgM foi encontrado, quando comparados com um grupo controle.

Achados semelhantes foram descritos por Bencko et al; 1990, no entanto estes

autores ndo correlacionaram estes achados com grau e tempo de exposi¢go. Em nossos
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resultados 0 aumento na concentragio de imunoglobulinas foi observado, mesmo em
trabalhadores com niveis de mercirio urinario dentro dos limites de tolerincia bioldgica,
ou seja aqueles niveis de exposi¢io considerados seguros no campo profissional. Dos 44
individuos estudados, 40 apresentavam concentragio de mercurio urinirio abaixo do
limite aceitavel no campo profissional que ¢ de 50ug Hg/ g creatinina  ( Roels et al,
1985).

Seis meses ap0s a primeira avaliagio, uma segunda foi realizada em 16
individuos, sendo que a concentragio de imunoglobulinas nestes trabalhadores, se
manteve inalterada neste periodo. Por outro lado em relagiio a avaliagio anterior, houve
uma redugdo significativa na concentragiio de mercirio urindrio, uma vez que as
condigBes de higiene no local de trabalho tiveram melhorias durante este periodo. Os
niveis séricos de IgA, IgG e IgM ndio apresentaram correlagio com o tempo de
exposi¢do ¢ nem com a concentragio de mercrio urinario.

Considerando que um aumento nos niveis de imunoglobulinas pode ser associado
a varios fatores, e dentre estes a uma possivel disfungaio hepatica devido ao consumo de
alcool ou abuso de drogas, realizamos testes para verificar injtiria hepatica e sintese
proteica, ¢ nenhuma alteragfio foi encontrada nestes parimetros. Isto nos possibilitou
descartar a fungdo hepatica como causadora do aumento destes anticorpos.

A razdo do aumento policlonal das imunoglobulinas séricas destes individuos,
ndo foi determinado. No periodo em que este estudo foi realizado nio houve evidéncia
clinica de infeccio em nenhum trabalhador.

Estudos sugerem que o merciirio pode modificar a homeostase do sistema imune
por agdo direta nos linfocitos ( Kowolenko et al, 1992 ) e esta acdo direta nestas células
pode ser uma hipdtese para este aumento policlonal nas imunoglobulinas, uma vez que a
ligagdo do Hg com os linfocitos estd baseada na habilidade que tem os metais de
reagirem com grupos tidis presentes na superficie das células, ocorrendo com isto um

desequilibrio do sistema imune ( Passow et al, 1961; Vallee & Ulmer, 1572 ).
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A posigo dos tidis nos linfocitos parece ser importante na ativagfio celular.

Trabalhos experimentais mostram que variagdes na posicdo destes grupos
resultaria num decréscimo da ativagiio celular por mitdgenos ( Noelle & Lawrence,
1981).

O aumento na formacio de anticorpos por agdo de metais pesados, é bem
documentado experimentalmente ( Koller et al, 1980 ). Ativagdo das células B pode ser
induzida por agentes T-dependentes ou T-independentes (Bonna et al,1979). Tendo em
vista que células T supressoras possuem maior nimero de grupamentos tidis se
comparadas com as celulas T auxiliares ( Kowolenko et al, 1992 ), um desequilibrio na
propor¢do T auxiliar/ T supressor , poderia explicar o aumento na sintese de
imunoglobulinas. Neste sentido, uma estimulagio funcional nfio especifica de células B
devido 4 uma intensificagdo na atividade de células T auxiliares foi sugerida por Druet
et al, 1982.

Ha trabalhos demonstrando que algumas drogas sdo responsaveis por desordens
autoimunes no homem, agindo primariamente em células imunocompetentes e resultando
em ativa¢io policlonal e produgiio de auto-anticorpos ( Holland & Spivack 1992 ).

A partir destes e de outros dados partimos para um estudo sobre linfocitos T e
pesquisa de auto-anticorpos nestes individuos, que sera descrito posteriormente,

A verificagio nos niveis de IgE no soro destes trabalhadores, foi realizada em
separado, por necessitar de um método mais sensivel para sua detecgio. Nossos
resultados demonstraram um aumento significativo desta imunoglobulina. Este aumento
foi evidente nos primeiros meses de trabatho destes individuos, o que foi demonstrado
pela correlagiio negativa moderada de r= - 0.4280, entre os niveis de IgE e o tempo de
exposigio. Estes resultados confirmam a fungdo da IgE, como uma mmunoglobulina de
hipersensibilidade imediata.

Estudos In Vifro demonstram que o mercirio potencializa seletivamente a

producdo de células secretoras de IgE. Este fato pode ser explicado por VAarios
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caminhos: através de uma inibigio de células T supressoras especificas para IgE, através
de estimulo nas células monocitarias, agindo sobre linfocitos B produtores de IgE ou
estimulando células T auxiliares especificas para IgE ( Kimata et al, 1983 ). |

Prouvost et al, 1991 demonstraram em uma linhagem especifica de ratos, que o
HgCly potencializa ndo somente a resposta de IgE mas também uma resposta de IgE
anti-ovalbumina em animais imunizados com a proteina.

Aumentos de IgE e IgGl e outras alteragdes imunoldgicas, foram também
observadas em animais expostos a doses sub-toxicas de HgCly. Neste trabalho os
autores indicaram o recrutamento de células T auxiliares e aumento nos niveis de IL-4
como possiveis mecanismos envolvidos ( Ochel et al, 1991 ). O mecanismo pelo qual o
HgCly ativa células T nfio é bem esclarecido assim como a cooperagio entre linfécitos T

e B.

2b- Linfacitos B

Estudos realizados em células isoladas indicam que o Hg pode interferir na
atividade de células normais através de varios caminhos: alteragio na permeabilidade da
membrana, um decréscimo no potencial através da membrana plasmatica, uma redugio
da glicose ¢ alteragSes nas reages de redox nos tiois { Venugopal et al, 1978 & Kramer
et al, 1986 ).

Mais recentemente estudos apontam para um efeito do merctirio na fungio de
feucocitos, e indicam que baixas doses de merciirio podem inibir o sistema imune em
geral ( Nordling 1983 & Ilback 1991 ).

Em relagdo aos resultados sobre a quantificagiio de linfocitos B, observamos uma
"redugio” significativa no nimero destas células nos individuos expostos ao Hg, quando
comparados com © grupo controle. Qutros autores através de trabalhos /n Visro
utilizando doses sub-toxicas de HgCly e MeHgCl sobre células B humanas ( Shenker et

al, 1993 ) observaram uma inibigdo no crescimento e diferencia¢io de células B e uma
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redugdo significativa na viabilidade das mesmas. Neste mesmo estudo as células B foram
expostas ao Hg e apds 24h, através de microscopia eletronica, apresentaram
consideraveis observagdes morfologicas, como: alteragdes nucleares caracterizadas por
hipercromaticidade, fragmentagfio celular, condensagdo do nucleoplasma, destruicio de
organelas citoplasmaticas com perdas na integridade da membrana, caracteristicas estas
que indicam uma interferéncia do merctirio no processo de morte celular fisiologica (
apoptose ). Esta interferéncia no processo de apoptose é provavelmente decorrente do
efeito do Hg em aumentar os niveis de calcio intracelular, contribuindo assim para a
morte dos genes e ou estimulagio das enzimas célcio dependentes indutoras de morte
celular.

Portanto podemos sugerir que a redugiio no nimero de linfécitos B, em
individuos expostos ao mercurio pode estar relacionada a uma agio tdxica direta deste
metal sobre as células.

Por outro lado, o aspecto funcional das células B remanescentes estava normal,
no que se refere a sintese de imunoglobulinas, tendo em vista os resultados apresentados

anteniormente.
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3 - EFEITOS DO MERCURIO SOBRE A IMUNIDADE CELULAR
3a- Sub-populagdes linfocitdrias CD4 ¢ CDg

Um efeito direto da exposigdo a toxicos no sistema imune, sugere alteracdes na
propor¢do de sub-populagbes linfocitarias, alteragdes morfoldgicas do tecido imune,
decréscimo no numero total destas células ou alteragdo da fungfio imune. A interagio de
agentes tOXicos com constituintes celulares que conduz a uma imunomodulacio é
influenciada por fatores genéticos de cada individuo.

O efeito dos metais sobre as moléculas da classe II do CHP nio é bem conhecido,
no entanto ¢ possivel que a interagfio destas moléculas com acidos graxos presentes na
membrana celular dos linfocitos, permitiria o reconhecimento do antigeno. Os metais
poderiam interferir nesta interagdo, prejudicando a apresentagio do antigeno aos
linfocitos.

Estudos realizados por Shenker et al, 1992 utilizando o HgCly e o MeHgCi
indicaram que o merciirio age sobre linfécitos T por meio da fungio monocitiria e
também da expressdo de interleucina IL-2R, num estagio tardio. Estes dados confirmam
que compostos mercuriais alquilados s3o mais toxicos que ions mercirio. A
imunotoxicidade destas duas espécies, refletem diferencas na reatividade quimica e
solubilidade dos mesmos. Entdo uma alta concentragio de ions merciirio ficaria retida na
membrana celular, onde inativaria sistemas enzimaticos, especialmente os que exibem
grupos tiois livres. Em contraste o MeHgCl passaria facilmente através das camadas
lipidicas e poderia influenciar os sistemas enziméaticos do nucleo, reticulo endoplasmatico
e citoplasma.

A inversio na proporgio CDy/ CDg, observada em nosso trabalho, nos
individuos expostos, poderia explicar pelo menos em parte, 0 aumento policlonal nas
imunoglobulinas. O maior mimero de grupos ti6is nas células T supressoras como ja fora
descrito anteriormente, poderia ser a causa da maior susceptibilidade destas células ao

ataque do Hg, do que em células T auxiliares. Este desequilibrio nas sub-populagdes
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linfocitarias podemna resultar ou no, em uma ativagdo celular policlonal com aumento na
sintese de imunoglobulinas ( Kowolenko et al, 1992 ).

Alteragdes em linfocitos CDyg e CDg podem também ser decorrentes da
deficiéncia de enzimas, a qual foi observada em trabalhadores expostos ao mercurio,
descritos por Moszczynski et al, 1991. Resultados obtidos neste estudo sugerem que
esta deficiéncia poderia justificar a ruptura da proporgdo entre as sub-populagdes

linfocitartas, em particular entre linfécitos T auxiliares ¢ T supressores.

3b- Transformacio blastica de linfocitos frente ao mitégeno fitohemaglutinina

A blastogénese de linfocitos pode ocorrer endogenamente, ou através de
substdncias exogenas. Entre estas substincias destacam-se as lectinas e certos
lipopolissacarides bacterianos. As lectinas sdo proteinas que podem ser extraidas
principalmente de sementes e raizes, e agem como mitdgenos. A fitohemaglutinina (
PHA ) € extraida de uma leguminosa e tem especificidade para a N-acetil-D
galactosamina. As lectinas sdo capazes de interagir com células através de um sitio de
ligagiio a um receptor celular, o sitio de ligagdo ¢ especifico para o carboidrato da célula.
Em fungdo desta reacdo as lectinas podem promover aglutinagio celular e ativagio de
kinfocitos.

Linfocitos estimulados por estas substincias apresentam varias caracteristicas
funcionais semelhantes a4 dos linfocitos estimulados por imundgenos, no entanto as
lectinas ativam varios clones de células desde que carreguem o carboidrato em questdo.

O estimuio de células T e B resulta na produgdo de citocinas, as quais em
conjunto impulsionam as células através do ciclo celular ( proliferagio ) e,
fundamentalmente para a fungdo efetora ( maturagiio ).

A ativagio dos linfocitos por mitégenos resulta em alteragbes intra-celulares e

subsequente desenvolvimento de um linfoblasto.
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Acredita-se que a estimulagdo mitogénica dos linfécitos i Vitro mimetize uma
série de eventos que ocorrem In Vivo apds a estimulacio por antigenos especificos.

Estudos /n Vitro utilizando o HgCly como mitégeno em cultura de linfocitos de
sangue periférico humano, demonstraram que o mercurio causa uma transformagio
blastica ndo especifica { Caron et al, 1970 ).

Trabalhos experimentais sobre o efeito dos metais pesados In Vitro ¢ In Vivo
sobre a incorporagio de timidina por linfocitos, sugerem que metais podem afetar estas
células por agdo direta na sintese de DNA, o que resultaria em decréscimo da resposta
mitogénica { Gaworski et al, 1978 ).

Em outros trabathos sugeriu-se que o efetto do mercirio, estimularia a sintese de
DNA de timécitos e linfocitos de sangue periférico { Nordling & Henze 1984 ), esta a¢do
poderia ocorrer devido a ligagdio do metal com constituintes presentes no soro.

Ao iniciarmos este estudo investigamos a possivel presenca de um componente
no soro destes trabalhadores que estimulasse ou inibisse a proliferagiio de linfocitos T
normais em presenga do mitdgeno fitohemaglutinina. No entanto n3o foi observada
qualquer alterag8o decorrente do efeito do soro, sobre células normais.

Uma tendéncia a correlagdo nos niveis de mercurio urinario e contagem de

linfocitos em cpm { contagem por minuto ), fot observada r=0.4402.
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4 - PESQUISA DE AUTO-ANTICORPOS

Vérios trabalhos indicam que o Hg age em parte, modificando a cooperagio entre
as c€lulas T e B, como consequéncia um desequilibrio imune ocorreria e auto-anticorpos
seriam produzidos, alguns dos quais seriam patogénicos. Isto poderia resultar da
interacdo do mercurio com a membrana dos linfocitos.

Muitos trabathos experimentais mostram que doses sub-toxicas de HgCly
desenvolvem a formagio de auto-anticorpos anti-nucleo { Mirtcheva et al, 1989 ).Outros
estudos demonstram o aparecimento destes auto-anticorpos em algumas linhagens de
animais ( Hultman & Enestrom, 1988 ). Neste mesmo estudo foram pesquisadoos anti-
corpos anti-DNA usando como antigeno a Crithidia lucillae, mas este ensaio foi
negativo.

Em nossas analises, ndio houve positividade para estes auto-anticorpos, no soro
dos trabalhadores expostos, indicando que a concentragio a que estes individuos sio
expostos ndo é suficiente para desencadear este tipo de reagfo, com os auto-anticorpos

estudados.
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CONCLUSOES



Este estudo sobre a resposta imunoldgica humoral e cehlular de individuos
espostos ao mercurio, permitiu-nos chegar as seguintes conclusdes:
1- Ao dosarmos a concentragio sérica de imunoglobulinas IgA, IgG e IgM encontramos
um aumento significativo das mesmas, assim como um aumento de IgE. Esta {iltima
quando correlacionada com o tempo de exposigio apresentou uma correlagdo negativa,
seus picos maiores foram em individuos com menor tempo de exposigdo, o que
demonstra ser uma imunoglobulina de hipersensibilidade imediata.
2- Embora o numerc de células B estivesse reduzido, com um aumento de
imunoglobulinas, uma provéavel hipotese para estes achados seria a da agdio toxica direta
do merciirio sobre as células B na fase de crescimento e diferenciacgio.
3- As sub-populagdes linfocitarias apresentaram uma ruptura na proporgio T auxiliar/
supressor indicando que o Hg possui maior afinidade com células T supressoras por
estas possuirem mais grupos tidis na sua superficie.
4- Para que este estudo englobasse uma avaliagdo maior da resposta imunologica,
verificamos se o soro dos individuos expostos continha algum fator inibidor ou
estimulador na resposta ao mitogeno PHA sobre linfocitos normais. No entanto nenhuma
alteragdo foi encontrada nesta investigagio mostrando que a concentragio de Hg no soro
dos individuos expostos, ndo € suficiente para modificar a proliferagio de células
normais.
5- Sabendo que um desequilibrio no sistema imunolégico pode levar a uma produgio de
auto-anticorpos, pesquisamos a producfio destes, no soro dos trabalhadores e as analises
foram negativas para a presenca de auto-anticorpos anti-niicleo ¢ anti-DNA.
6- Trabalhadores expostos ao merciirio possuem um comprometimento celular ¢ humoral
mesmo sendo assintomaticos e apresentando concentragdes de merciirio urinario, dentro
dos limites aceitaveis no campo profissional. Importante salientar que os niveis de HgU
foram determinados mensalmente durante o estudo, e que um levantamento foi realizado

nos nivets de HgU apresentados nos seis meses anteriores ao inicio deste trabalho.
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RESUMO



Neste estudo verificamos a resposta imune celular € humoral, em trabalhadores
expostos ac mercuario.

Estes individuos sdo assintomaticos ou oligossintomaticos, e possuem niveis de
mercurio urindrio dentro dos limites aceitiveis no campo profissional que é de 50ug Hg/
g creatinina.

Iniciamos este trabalho com a dosagem de imunoglobulinas séricas IgA, IgG,
IgM ¢ IgE no soro dos trabalhadores expostos ao mercario. Um aumento policlonal
destas imunoglobulinas, foi observado quando comparado com a populagfo ndo exposta.
Por outro lado uma redugiio no nimero de linfocitos B foi observada nestes individuos,
sugerindo uma toxicidade do mercirio nos estagios de crescimento e diferenciagio das
células B, por conseguinte os linfécitos B maduros estariam super estimulados na sua
fun¢do de produzir imunoglobulinas.

A proporgdo normal de células CDy/ CDg é em torno de 2.0 + 1.0. A
quantificagéio destas sub-populagGes linfocitarias no grupo exposto demonstrou que a
propor¢io de CD4/ CDg estava abaixo de 1.0, em 25 trabathadores.

A incubagio de linfocitos normais com o soro do individuo exposto ndo produziu
efeito significativo na resposta linfoblastica a fitohemaglutinina.

Auto-anticorpos anti-DNA e anti-niicleo, ndo foram encontrados no soro destes
individuos em estudo.

Efeitos adversos que ocorrem com niveis relativamente baixos de exposi¢io ao
mercurio, sdo de particular interesse em relagfio a uma agfio preventiva, ja que estes
efeitos sdo considerados como um instrumento de informagiio quando se discute por
exemplo, limites de exposigdo.

Nossos resultados reforgam a importéncia da eliminagio do mercurio em locais
de trabalho. Este estudo indicou que o sistema imune pode ser estabelecido como um
indicador funcional sensivel a metais pesados e outros contaminantes quimicos

presentes no meio ambiente.
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SUMMARY



In this work the cellular and humoral immune response in mercury exposed
workers has been studied. These individuals were assymptomatic and the mercury
urinary concentration were below the currently accepted limit of 50ug Hg/ g creatinine.

We began our investigations by determining the levels of immunoglobulins { IgA,
IgG, IgM and IgE ) in the serum of exposed population. A policlonal increase of these
immunoglobulins was observed when compared to the non-exposed population. On the
other hand, a reduction in the numbers of B lymphocytes was observed in the exposed
workers, thus suggesting the mercury may be toxic in the early stages of B cell growth
and differentiation. However, mature B lymphocytes are overstimulated in their function
of immunoglobulins production.

A normal range for CD4/ CDS8 ratio is around 2.0 + 1.0. Quantitation of these
lymphocytes sub-populations in the exposed group demonstrated that the CDy : CDg
cell ratio was lower than 1.0 in 25 individuals.

Incubation of lymphocytes with the serum from the exposed workers produced
no significant effect on thr lymphoblastic response to phytohaemagglutinin.

Auto antibodies anti-DNA and anti-nuclear were not found in the serum of the
workers studied.

Adverse effects that may occur at relatively low levels of exposed to mercury are
of particular interest in relation to preventive action, since these effects can be regarded
as a critical piece of information when discussing, for example, exposure limits. Our
results strengthen further the argument for the elimination of mercury hazard in working
places. Furthermore, our studies also indicated that the immune system may provide a
sensitive functional indicator of heavy metal and other chemical contaminants present in

the environment.
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