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RESUMO

LOPES-ARAUJO, A. Associacdo entre a exposi¢cdo mercurial e o risco de
doencgas cardiovasculares: perfil lipidico e susceptibilidade genética em uma
populacao ribeirinha da Amazoénia. 2021. Dissertagao (Mestrado)- Pds-graduagao

em Ciéncias Farmacéuticas, Universidade Federal do Para, Para, 2021.

O mercurio € um metal pesado responsavel por inumeros episddios de contaminacgao
humana no mundo todo. Embora o cérebro tenha sido inicialmente identificado como
o principal érg&o alvo na intoxicagdo aguda por mercurio, na exposi¢ao cronica outras
consequéncias nocivas a longo prazo, como hipertensdo ou dislipidemias, estédo
sendo destacadas. Apesar de as populagdes ribeirinhas da Amazbdnia estarem
cronicamente expostas a este metal e alteragbes pressoéricas ja tenham sido
detectadas, ndao ha dados disponiveis sobre a possivel associacdo do risco
cardiovascular com a exposi¢ao mercurial. Assim, avaliamos o risco cardiovascular
através do perfil lipidico e da suscetibilidade genética, e sua possivel associagdo com
a exposicao ao mercurio em uma populacao ribeirinha da Amazoénia cronicamente
exposta. Ribeirinhos do Lago Tucurui (formado por uma das maiores barragens na
Amazobnia) concordaram em fornecer dados antropométricos (altura, peso, idade,
sSex0), pressao sanguinea e amostras de sangue e cabelo. O teor de mercurio total e
metilmercurio foi quantificado por ICP-MS e GC-Pyro-AFS, respectivamente. No soro,
o perfil lipidico (LDL, triglicérides, HDL, colesterol total e ndo-HDL) e os niveis das
apolipoproteinas B (ApoB) e A-l (ApoA-l) foram avaliados por espectrofotometria. O
gene de ApoB (APOB, SNP rs693, um dos polimorfismos mais prevalentes,
responsavel por elevados niveis de ApoB) foi genotipado por PCR em tempo real
usando o sistema TagMan. O estudo contou com um total de 414 participantes que
apresentaram um perfil dislipidémico com a maioria dos paradmetros alterados. Os
elevados niveis de mercurio (sendo principalmente metilmercurio) estiveram
correlacionados significativamente com as alteragdes dislipidémicas. O indice
ApoB/ApoA-I também o esteve correlacionado, apoiando a possivel relagdo causal
entre a exposi¢ao e as dislipidemias. A distribuicdo dos alelos da APOB na populagao
foi semelhante aquela descrita para outras populagdes da América do Sul. Esse
resultado indicaria a auséncia de uma suscetibilidade genética aumentada na

populagao de estudo, sugerindo que as alteragdes encontradas na ApoB teriam uma



origem ambiental e ndo genética. Pela primeira vez, a associagao entre a exposigcao

mercurial e as dislipidemias foi demonstrada em popula¢des da Amazdnia.

Palavras-chave: Amazbnia, Apolipoproteinas, Mercurio, ribeirinhos, risco

cardiovascular, suscetibilidade genética.



ABSTRACT

LOPES-ARAUJO, A. Association between mercury exposure and cardiovascular
disease risk: lipid profile and genetic susceptibility in the Amazonian riverine
population. 2021. Dissertagdo (Mestrado)- Pods-graduagcdo em Ciéncias

Farmacéuticas, Universidade Federal do Para, Para, 2021.

Mercury is a heavy metal responsible for numerous episodes of human exposure
worldwide. Although the brain was initially identified as the main target organ in acute
mercury poisoning, in chronic exposure other harmful long-term consequences, such
as hypertension or dyslipidemia, are being highlighted. Although the riverine
populations of the Amazon are chronically exposed to this metal and blood pressure
changes have already been detected, there are no data available on the possible
association between mercury exposure and the cardiovascular risk. Thus, we
assessed cardiovascular risk through the lipid profile and genetic susceptibility, and its
possible association with exposure to mercury in a chronically exposed Amazonian
riverine population. Riverines of Tucurui Lake (originated by one of the largest dams
in the Amazon) agreed to provide anthropometric data (height, weight, age, and sex),
blood pressure and blood and hair samples. The content of total mercury and
methylmercury was quantified by ICP-MS and GC-Pyro-AFS, respectively. In serum,
the lipid profile (LDL, triglycerides, HDL, total and non-HDL cholesterol) and the levels
of apolipoproteins B (ApoB) and A-l (ApoA-l) were evaluated by spectrophotometry.
The ApoB gene (APOB, SNP rs693, one of the most prevalent polymorphisms,
responsible for high levels of ApoB) was genotyped by real-time PCR using the
TagMan system. The study involved a total of 414 participants which had a
dyslipidemic profile with altered parameters. High levels of mercury (mainly
methylmercury) were significantly correlated with dyslipidemic changes. The
ApoB/ApoA-I index was also correlated with the metal, supporting the possible causal
relationship between mercury exposure and dyslipidemia. The distribution of APOB
alleles in the population was similar to that described for other populations in South
America. This result indicates the absence of an increased genetic susceptibility in the
study population, suggesting that the changes found in ApoB would have an
environmental and non-genetic origin. For the first time, the association between
mercurial exposure and dyslipidemia has been demonstrated in populations in the

Amazon.
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Keywords: Apolipoproteins, Amazon, Cardiovascular risk, Genetic susceptibility,

Mercury, Riverine.
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1 INTRODUGAO

1.1 Mercturio

A contaminacao por metais pesados estabelece uma série de consequéncias
para a saude. O mercurio se destaca em meio aos outros metais por sua alta
toxicidade e facil mobilidade nos ecossistemas (VASSALLO, 2016). Por isso, a

exposi¢cao humana ao mercurio € uma preocupacao atual em todo o mundo.

O mercurio € um elemento quimico natural caracterizado como metal pesado
(SANTOS, 2001; CLARKSON et al., 2007; FARINA, et al., 2013), podendo estar
presente no ambiente de trés maneiras quimicas distintas: mercurio elementar,
inorganico e organico (CLARKSON & MAGQOS, 2006).

O mercurio elementar (Hg®) se caracteriza por ser um liquido prateado em
temperatura ambiente. E comumente descrito como vapor de mercdrio quando
exposto a altas temperaturas e € altamente volatil (CLARKSON & MAGOS, 2006;
WHO, 2007; GUZZI & LAPORTA, 2008).

O Mercurio inorganico estad presente naturalmente no meio ambiente. E
resultante da ligagdo de ions de mercurio (Hg* e Hg*'?) com demais substancias
quimicas (Cloro, Enxofre ou Oxigénio), sendo denominado de compostos inorganicos
ou sais de mercurio (LIU et al., 2007; WHO, 2008).

A forma organica é oriunda de ligagdes covalentes formadas com atomos de
Carbono, que originam compostos de mercurio organico como: Fenilmercurio
(CeHsHg), Etilmercurio (EtHg) e Metilmercurio (MeHg) (LIU et al., 2007), sendo este
ultimo, a forma mais toxica encontrada como poluente de rios, lagos e oceanos e que
gera grandes preocupagdes para saude (HACON et al., 2003; GUZZI, 2008; GANDHI,
PANCHAL, & DHULL, 2014). Sua alta toxicidade pode estar associada a suas
caracteristicas farmacocinéticas, que possibilitam a rapida absorcdo devido a facil
passagem do MeHg em todas as barreiras celulares (SILVA & ESTANISLAU, 2015;
CRESPO-LOPEZ et al., 2005; CRESPO-LOPEZ et al., 2009).
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No meio aquatico, o mercurio € produto da agdo quimica de bactérias
metanogénicas que convertem as formas inorganicas do metal em orgénicas, como o
MeHg (BAIRD & CANN, 2004; DIAS et al., 2008; BERZAS-NEVADO et al., 2010). Este
processo de biotransformagao € denominado metilagdo (GOCHFELD, 2003) (Figura

1).

Bactérias
Metanogénicas

Figura 1. Ciclo biogeoquimico do mercurio representando os fendmenos de biotransformagéao
(transformacgao bacteriana do mercurio inorganico a metilmercurio) e bioacumulagao.

Nesta forma orgénica, o metal ndo sofre degradagdo ambiental e possui alta
capacidade de bioacumular. Apds metilacdo do mercurio, os peixes podem absorvé-
lo pela agua ou por ingestdo de fitoplancton/zooplancton/peixes menores, e em
seguida ocorrer o consumo de peixes contaminados por humanos (CORBETT, et al.,

2007; ARAUJO et al., 2010). Posteriormente, ocorre a biomagnificacdo, capacidade
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da concentragcao de mercurio através da cadeia alimentar, ao passo que cada nivel
trofico ultrapassado apresenta taxas metalicas cada vez mais elevadas (CRESPO-
LOPEZ et al., 2005; MORAES, 2011). Assim, quando o meio ambiente esta
contaminado, o maior conteudo de mercurio € encontrado no homem, que esta no
topo da cadeia alimentar e precisa ser monitorado para evitar episédios de intoxicacéo

(consequéncia deletéria provocada pela exposicéao ao metal).

Em humanos, o cabelo é a principal matriz utilizada para quantificar o
biomarcador de exposicdo (nivel de mercurio) por ser um método simples, nao
invasivo e servir para avaliar a exposicdo mercurial a meio prazo. No cabelo, o
mercurio (especialmente MeHg) é depositado de forma proporcional a concentragéao
no sangue e no cérebro (Figura 2), sendo um registro histérico da exposi¢cao de acordo

ao crescimento capilar (1 cm/més) (NUTTAL et al., 2016).

CEREBRO
Mercurio total (5x)

CABELO
Mercirio total (250x)

SANGUE
Mercdrio total (1x)

INGESTAO
MeHg (175x)

Figura 2. Propor¢céo de mercurio total em tecidos distintos conforme a ingestdo de MeHg atraves do
consumo de peixes (adaptado de CRESPO-LOPEZ et al., 2021)

A quantificacdo de mercurio no cabelo tem sido frequentemente usada para o
monitoramento de populagdes humanas cronicamente expostas, tais como as que
podem ser encontradas na Amazénia (BERZAS NEVADO et al., 2010).
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1.2 Mercurio e Amazonia

O mercurio € um dos principais poluentes ambientais na Amazénia, resultando
em um grave problema de satude publica (CRESPO-LOPEZ et al., 2021). Na regido,
0 solo possui de forma natural grandes quantidades do metal, e ainda, sofre
intensificagdo do ciclo biogeoquimico por agcbes que favorecem a movimentagao e
dispersdo em toda Amazébnia; como as queimadas, a mineragado artesanal ou em

pequena escala e construcdo de barragens (CRESPO-LOPEZ et al., 2021).

Por deter o maior sistema fluvial do mundo, a Bacia Amazodnica é alvo da
exploracdo de seus recursos hidricos para geracido de energia elétrica, onde o
governo brasileiro visa ainda implementar mais de 200 hidrelétricas (CRESPO-LOPEZ
et al., 2021).

A Hidrelétrica de Tucurui, uma das maiores barragens da Amazénia, inundou
uma area de 2.430 km2 (ARRIFANO et al., 2018a). Quando construida, se preocupou
principalmente com o funcionamento da barragem, deixando em segundo plano as
consequéncias para populagdo e meio ambiente (FEARNSIDE, 2001). Além das
mudangas ambientais (ecossistema aquatico alterado acima e abaixo da barragem,
perda de floresta, perda de espécies endémicas, aumento da liberagdo de gases do
efeito estufa, entre outros), a criacdo da barragem também resultou no deslocamento
e mudancga de habitos de comunidades tradicionais, declinio da pesca na jusante e
proliferacdo de mosquitos no reservatério (FEARNSIDE, 2001; LIMA, 2016;
ARRIFANO et al., 2018a; PESTANA et al., 2019b).

Mesmo sendo considera um dos mais importantes hotspots da regiao, mais de
80% da floresta ndo foi devidamente desmatada, deixando restos vegetais para
decomposicédo durante o represamento (FEARNSIDE, 2001). Ja € bem discutido na
literatura que a construgdo de grandes hidrelétricas altera ciclos biogeoquimicos
complexos, como o mercurio, e favorece sua concentragido no ambiente
(FEARNSIDE, 2001; PESTANA et al.,, 2019b). O reflexo da construgdo de
hidrelétricas vem sendo investigado na América do Sul desde a década de 90, através
de varias abordagens para melhor compreensdo da atuagdo do metal nesses
ambientes alterados (PESTANA et al.,, 2019b). A formagédo desses lagos pelas

barragens submerge grandes areas de floresta nativa e favorece a metilagdo e a
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bioacumulagdo e biomagnificagdo in loco do mercurio (ARRIFANO et al., 2018a;
CRESPO-LOPEZ et al., 2021).

Comunidades ribeirinhas amazbnicas que vivem em areas proximas a
mineragdo de ouro artesanal ou em pequena escala, e populagbes proximas as
barragens sdo descritas na literatura com elevada exposicdo mercurial e danos
neurotoxicos (SANTOS-SACRAMENTO et al., 2021).

Essas populagdes ribeirinhas da Bacia Amazonica estdo dentro das
comunidades mais afetadas pela exposicdo ao mercurio, com uma exposicao
preocupantemente superior as demais populagdes também expostas ao redor do
mundo (CRESPO-LOPEZ et al., 2021; SANTOS-SACRAMENTO et al., 2021). Eles
vivem em comunidades isoladas ao longo do rio e possuem uma economia de
subsisténcia (PIPERATA et al., 2011; MACHADO et al., 2021). A alimentagdo é uma
das principais vias de exposicdo mercurial, através do consumo de peixes que
apresentam niveis elevados de mercurio e que caracterizam a dieta basica e
fundamental fonte de proteinas (representando aproximadamente 80% da ingestéo
total) dos ribeirinhos amazonicos, além de ser ingerido como habito cultural destas
comunidades (MACHADO et al., 2021; CRESPO-LOPEZ et al., 2021).

O consumo de peixes contaminados com mercurio estdo relacionados com a
maior ocorréncia de mortes por infarto do miocardio, doenca arterial coronariana e
demais doencgas cardiovasculares (SALONEN et al., 1995). Apesar do consumo de
peixes apresentar efeitos cardioprotetores, altos niveis de mercurio podem se
sobrepor a estes beneficios (VIRTANEN et al., 2004). O consumo constante de peixes
contaminados resulta em elevadas concentragbes de mercurio no sangue, e se
relaciona com o risco aumentado de doencgas cardiovasculares (YONG-NAM et al.,
2014).
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1.3 Metilmercurio e doengas cardiovasculares

Classicamente, os estudos foram voltados para o efeito neurotdxico do
mercurio, devido os compostos serem amplamente reconhecidos pela toxicidade para
o sistema nervoso central (RODRIGUES, et al., 2007; COSTA et al., 2008; FONSECA
et al., 2008; CECCATELLI et al., 2010). No entanto, sabe-se que o metal também
pode ter implicagbes cardiotoxicas (GENCHI et al., 2017).

Na década de 50 a hipertensido passou a ser associada a sintomas classicos
da toxicidade apds exposigao a metilmercurio, e posteriormente, estudos mostraram
que a hipertensao era mais frequente em pacientes com Sindrome de Minamata do
que em habitantes ndo expostos a metilmercurio (WAKITTA, 1987). Em 1987, Wakitta
mostrou que ratos tratados cronicamente com metilmercurio apresentaram aumento
de Pressao Arterial Sistolica (WAKITTA, 1987).

Apos estudos em animais, passou-se a investigar essas alteragbes em
humanos (Tabela 1). Uma recente revisdo sistematica e meta-analise avaliou a
relagédo entre a exposi¢cao mercurial e pressao arterial em diversas populag¢des (HU et
al., 2018). A revisao demonstrou uma associagao nao linear (em forma de U) entre a
prevaléncia de hipertensao e a exposigao mercurial (HU et al., 2018). Como resultado,
essa revisao demonstrou que ja existem evidéncias epidemioldgicas na literatura para
propor um limite de 2-3 ug/g de mercurio total no cabelo para o aparecimento das

alteragoes pressoricas (HU et al., 2018).



Tabela 1: Alguns exemplos de estudos com

associagao com alteragdes na pressao arterial.
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populagdes humanas expostas a mercurio e

Populagao Exposigao Nivel de Mercturio Resultados Referéncia
Ambiental
(acidente 24 ng/mL
Criangas com 42 ng/mL Hipertensao grave TORRES,
. et al., 2000
mercurio Sangue
elementar)
Aumento da mortalidade
por hipertensdo em
trabalhadores das minas
Homens e quando comparados a
mulheres Mineragao - trabalhadores de fabricas. BOFFETTA et
. al., 2001
europeus E o risco de morrer de
hipertensdo aumenta com
exposicao cumulativa ao
mercurio.
1,8 ug/L total A interagdo entre o
Consumo 0,8 ndo consumo  mercurio total e aingestdo  VUPPUTURI et
Mulheres . . -
de peixes 2,3 consumo de peixe foi significativa al., 2005
Sangue para a PA sistdlica.
Ribeirinhos Significativa relagcdo de
- Consumo 17.8 ug/g £ 12.0  dose-efeito entre FILLION
amazonicos : - .
d = de peixes Cabelo exposicao a mercurio e et al., 2006
e Tapajos - C
pressao arterial sistolica.
Cremes Nao mostrou associagao
Mulheres 3,588 + 3,420 yg/L  significativa entre AL-SALEH
; clareadores . = oo
sauditas de pele Sangue hipertensdo e niveis de et al., 2006

mercurio no sangue.

A existéncia de estudos epidemiologicos passou a sustentar a ideia da
cardiotoxicidade do mercurio e apresentar possiveis mecanismos de como o metal
aumenta o risco de doengas cardiovasculares (VIRTANEN et al.,, 2007). Uns dos
mecanismos seria a reducao da biodisponibilidade de selénio devido possuir forte
afinidade pelo mercurio e capacidade de formar um complexo insoluvel (selénio-
mercurio), que reduziria a atividade de enzimas antioxidantes (glutationa peroxidase,
catalase e superoxido dismutase) e aumentaria a produgao de espécies reativas de
oxigénio, radicais livres e anions superoxidos (GENCHI et al., 2017). A redugéo da
atividade antioxidante e aumento da oxidacdo elevam o risco de doengas
cardiovasculares (VIRTANEN et al., 2007).

Ainda, o mercurio provoca a externalizacdo de um fosfolipidio de membrana
chamado fosfaditilserina, que eleva a oxidagao de LDL e degrada os fosfolipidios da
membrana plasmatica (GENCHI et al., 2017). Essa externalizagcédo ocorre devido as
modificagdes estruturais que ocorrem na membrana durante as etapas iniciais da

apoptose induzida pela exposi¢do a Hg (INSUG et al., 1997). Além disso, o metal é
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capaz de inativar a paraoxonase (enzima antioxidante extracelular), e essa inativagao
ocasiona um HDL disfuncional que reduz o transporte reverso de colesterol (GENCHI
et al., 2017).

Além da hipertensdo, nos ultimos anos, outras consequéncias deletérias a
longo prazo foram destacadas para exposicdo humana crénica, como dislipidemias,
aterosclerose, infarto do miocardio, disfungado coronariana e sindromes metabdlicas
(VIRTANEN et al., 2007; HOUSTON, 2011; KAWAKAMI et al., 2012; BERGDAHL et
al. 2013; HONG et al., 2013; EOM et al., 2013; WILDEMANN et al. 2015; GENCHI et
al., 2017). Recentemente, foi demonstrado que a exposig¢ao cronica esta relacionada
ao aumento de doencgas cardiovasculares e risco de morte por todas as causas (HU
et al.,, 2021). Essa mesma revisao sistematica demonstra que a medida que a
concentragao de mercurio total no cabelo ultrapassa 2 ug/g, ha um risco maior de
multiplos desfechos cardiovasculares (doenga isquémica do coragdo, infarto do

miocardio, acidente vascular cerebral) (HU et al., 2021).

Infelizmente, apesar das populagdes amazdnicas estarem atualmente entre as
mais expostas no mundo (BASU et al., 2018; SHARMA et al., 2019), as possiveis
alteracdes cardiovasculares associadas ao mercurio sao praticamente desconhecidas
nessas populacdes, Além das alteracbes pressoricas descritas por Fillion e
colaboradores (2006) e Arrifano e colaboradores (2018d), ndo existe um Unico estudo
até hoje que tenha analisado a associagao da exposi¢ado ao mercurio com 0O risco

cardiovascular nas populacbées expostas da Amazodnia.

A andlise do risco de doencas cardiovasculares torna-se essencial em pessoas
expostas ao mercurio, considerando que individuos que possuem historico de
exposicdo podem apresentar hipertensdo, doengas coronarias, ateroscleroses ou
outras doencas vasculares (HOUSTON, 2011).
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1.4 Fatores de risco de doencas cardiovasculares: perfil lipidico, indice
ApoB/ApoA-I e gene da APOB

No Brasil e no mundo, as doengas cardiovasculares sao as principais causas
de mortes desde os anos 60 (PRECOMA et al., 2019; OLIVEIRA et al., 2020).
Segundo a Sociedade Brasileira de Cardiologia, anualmente mais de 350 mil
brasileiros morrem por doencas cardiovasculares, representando 30% do total de
mortes no pais, superando mortes por cancer, acidentes, violéncia, entre outras.
(CARDIOMETRO, 2020). Estima-se que no ano de 2020, aproximadamente 23,266
mortes na Regido Norte foram por conta de doengas cardiovasculares
(CARDIOMETRO, 2020). Para solucionar este problema é essencial a prevencdo

mediante o uso de indices de risco cardiovascular.

O risco cardiovascular é a possibilidade de uma doenca cardiovascular
acometer um individuo futuramente dependendo da associacédo de diversos fatores
de risco, que quando presentes no individuo aumentam as chances do aparecimento
e desenvolvimento dessas doencgas (DE JESUS BISPO et al., 2016). Fatores estes,
que estdo divididos em modificaveis e ndo modificaveis. Os modificaveis sao
dislipidemias, diabetes mellitus, hipertensdo, obesidade, sedentarismo, tabagismo,
ma alimentacgéao, alcoolismo, estresse e estao ligados ao comportamento e estilo de
vida do individuo, com potencial de serem prevenidos ou tratados. Entretanto, os nao
modificaveis, como sexo, idade, etnia e hereditariedade, sdo aqueles com os quais o
individuo precisa conviver, sem capacidade de alteragdo (DE SEIXAS-NASCIMENTO
et al., 2012).

Vale ressaltar que o risco cardiovascular € potencializado a medida que um dos
fatores citados anteriormente se faz presente. Sendo assim, para verificar o risco
cardiovascular, se faz necessario primeiramente o uso de escores de risco global
(AZEVEDO et al., 2012). Os escores de riso global sdo baseados nos resultados da
avalicdo do risco de trabalhos com coortes longitudinais que se propuseram a
identificar individuos em risco (MEYSAMIE et al., 2017). Alguns dos escores mais
recomendados sdo o Systematic COronary Risk Evaluation (SCORE), Risco de
Framingham e o Risco de Reynolds (Tabela 2) (PENNELLS et al., 2019). Esses
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modelos de predicdo mostram a possibilidade de desenvolvimento de uma doenca
cardiovascular ou ébito decorrente de um evento cardiovascular e permite fazer uma
estratificacdo de acordo com o risco, sendo essenciais tanto na prevencao quanto
gestado de DCV (GARG et al., 2017). A partir dessa estratificagdo, é possivel adotar
estratégias de prevencio e estabelecer prioridades de atuagdo e necessidade de
intervencao médica em populagbées com maior risco, sendo um importante fator de
prevencao (PIMENTA & CALDEIRA, 2014; MALTA et al., 2021).

Tabela 2. Fatores de risco usados para calcular cada um do escore de risco cardiovascular.

Escores de Risco Cardiovascular em 10 anos

Fatores de Risco Framingham SCORE Reynolds
Idade v v v
Sexo v v v
Tabagismo v v v
Diabetes v

Historico familiar de DCV

&

Presséao Arterial Sistélica
Colesterol total

Colesterol HDL

RN

Proteina C-Reativa

Nota: SCORE, Systematic Coronary Risk Evaluation; DCV, doencgas cardiovasculares; HDL,
lipoproteinas de alta densidade.

Atualmente, os niveis plasmaticos de apolipoproteinas B e A-l (ApoB e ApoA-l,
respectivamente) tem sido utilizado como marcadores mais precisos de doencgas
cardiovasculares através do calculo do indice de ApoB/ApoA-I (WALLDIUS et al.,
.2004; ENKHMAA et al., 2010; KAPPELLE et al., 2011). Isto porque a ApoB é a
principal apolipoproteina contida nas fragdes lipidicas aterogénicas (Quilomicrons,

VLDL remanescentes, LDL) e a ApoA-| da fragdo ndo-aterogénica (HDL).

A ApoB é uma glicoproteina constituida por 4.536 aminoacidos e apresenta um
peso molecular de aproximadamente 540 kilodaltons. Ela pode ser encontrada em
duas formas: ApoB-48 e ApoB-100. A ApoB-48 é sintetizada no intestino e é
constituinte dos quilomicrons e seus remanescentes. A ApoB-100 se origina no figado
e é encontrada nas porg¢oes aterogénicas VLDL, IDL e LDL (uma molécula de ApoB

por particula). Essa apolipoproteina é capaz de estabilizar e transportar colesterol e
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triglicérides no plasma, refletindo o numero de particulas com potencial aterogénico
(WALLDIUS, 2012). Além disso, a Apo B-100 desempenha um papel chave na ligagéo
das particulas de LDL aos receptores celulares (FORTI et al., 2007)

A ApoA-lI é sintetizada no figado e no intestino, € a principal proteina
constituinte de HDL e representa o seu metabolismo, pois é exclusiva dessa particula
(WALLDIUS, 2012). Além disso, a ApoA-l estimula o transporte reverso de colesterol
(por ser ligante para o cassete ABCA-I- o transportador que promove o fluxo de
colesterol livre e fosfolipides das células), apresenta efeitos antioxidantes e atividade

antiinflamatadria, reflexo do seu efeito antiaterogénico (FORTI et al., 2007; LU et al.,

2011) (Figura 3).
Retornam ao
' Figado

HDL

Partem do
Figado

Apoi-|

ApoB ApoB ApoB

Aterogénicas Nao aterogénicas

Figura 3. FracgGes lipidicas aterogénicas que contém uma ApoB por VLDL, IDL e LDL e fragao lipidica
nao aterogénica que contém uma ApoA-| por HDL (adaptado de WALLDIUS, 2012).

Assim, este risco é relacionado ao aumento dos niveis de ApoB, diminui¢do de
ApoA-| e, portanto, aumento no indice de ApoB/ApoA-I (LIMA et al., 2007). Estudos
epidemioldgicos e clinicos indicam que estas alteracdes sdo melhores preditores de
doencas cardiovasculares, por refletir o balango de colesterol transportado, sendo um

melhor marcador de risco do que avaliagao dos indices lipidicos como colesterol
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total/HDL-C, LDL-C/HDL-C e colesterol ndo-HDL/HDL-C (WALLDIUS et al., 2006; KIM
et al., 2005). Alguns estudos apontam que o aumento da razdo ApoB/ApoA-I € um
preditor tdo forte para alteragcbes metabdlicas, que supera fatores de risco
cardiovascular tradicionalmente conhecidos como: hipertensao, diabetes mellitus,
tabagismo, obesidade, etc. (TIAN et al., 2019).

Pontos de cortes do indice ApoB/ApoA-I| para avaliar o risco cardiovascular em
homens e mulheres foram definidos (WALLDIUS et al., 2004). Ao longo dos anos
tendo sido proposta uma maior estratificagao do risco de Infarto Agudo do Miocardio
(IAM) (WALLDIUS et al., 2012).

Uma vez que o aumento nos niveis de ApoB no plasma esta intimamente
relacionado a predicdo de doencas que afetam o coragdo, como a doenca
cardiovascular isquémica, o infarto agudo do miocardio, a doenca arterial coronariana
ou a sindrome metabdlica. (WALLDIUS et al., 2001; MCQUEEN et al., 2008; ZAMBON
et al., 2016; ST-PIERRE et al., 2016), essa estreita relagdo fez com que estudos
girassem em torno do gene APOB, que codifica a proteina ApoB (VALIM, 2016).
Quando esse gene apresenta alteragdes, as concentragdes séricas de LDL-C podem

ser altamente afetadas (HU et al., 2009).

O APOB é um gene altamente polimorfico localizado no brago curto do
cromossomo 2, contendo 29 éxons e 28 introns ao longo de 43 Kb (NIU et al., 2017).
Esses polimorfismos podem ser Polimorfismos de Nucleotideo Unico (SNPs), como o
rs693 (polimorfismo Xbal), amplamente estudado devido associacdo com alteragdes
lipidicas no plasma e risco de doengas cardiovasculares (VALIM, 2016; NIU et al.,
2017). Estudos demonstram que o rs693 esta associado ao aumento dos niveis de
colesterol total, ApoB, LDL e triglicerideos e diminuicdo de HDL em diversas
populacdes (BARONI et al., 2003; HU et al., 2009; NIU et al., 2017). Sendo assim o
rs693 & de grande importancia, uma vez que se relaciona ao metabolismo lipidico e é
considerado um marcador genético, determinando suscetibilidade ou resisténcia a
doencas cardiovasculares (FLAUZINO et al., 2014)

O SNP rs693 é encontrado no éxon 26 do gene APOB, se caracteriza pela
substituicdo de nucleotideo guanina por adenina (-7376G>A) (TAMBURUS et al.,

2018). Por ser uma mutacao silenciosa, ela ndo afeta a sequéncia de aminoacidos da
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ApoB, ou seja, o residuo de aminoacido (Thr) ndo € modificado apds a troca de
nucleotideo (TAMBURUS et al., 2018; NIU et al., 2017).

Para este gene, a distribuicdo global dos alelos A e G € de 25% e 75%
respectivamente, enquanto na populagdo Americana € de 38% para A e 62% para G
(SelfDecode). Trés gendtipos distintos ja foram descritos para esse polimorfismo: AA,
AG e GG (BUROKER et al., 2010). O alelo A, de menor frequéncia, foi descrito como
fator de risco por afetar fortemente a ligagéo ao receptor de LDL (XIAO et al., 2017).

Alguns estudos encontraram associagao do polimorfismo A com o aumento dos
niveis de ApoB, colesterol total, triglicerideos e LDL e diminuigdo dos niveis de HDL,
embora os resultados na literatura sejam conflitantes (ALVES et al.,, 2020). Os
mecanismos que levam associacdo entre o SNP rs693 e variagdes nos niveis de
lipidios ndo sdo amplamente descritos (ALVES et al., 2020). No entanto, estudos
sugerem que ocorre em fungao do desequilibrio de ligagdo com mutagdes funcionais
que acontecem dentro do proprio gene da APOB ou em sequéncias proximas
(MACHADO et al.,, 2001; TAMBURUS et al., 2018), resultando em alteracdes
estruturais ou de expresséo, que afetam a area de ligagdo ao receptor de LDL da

ApoB, e por consequéncia os niveis lipidicos (ALVES et al., 2020).
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Este estudo objetivou avaliar o risco cardiovascular através do perfil lipidico e a
suscetibilidade genética proporcionada pelo APOB, e sua possivel associagédo com a
exposi¢cao ao mercurio em uma populagao ribeirinha da Amazbdnia cronicamente

exposta.

2.2 Objetivos Especificos

e Avaliar dados antropométricos e clinicos (sexo, idade, peso, altura,
circunferéncias da cintura e pescoco e pressao arterial) da populacéo ribeirinha
de Tucurui exposta ao mercurio

e Quantificar os niveis de mercurio total e metilmercurio no cabelo dos individuos
participantes do estudo

e Analisar o perfil lipidico e os niveis de apolipoproteinas A-l e B no sangue desta
populagéo

e Analisar a possivel suscetibilidade genética de acordo com a distribuigdo dos
gendtipos da APOB na populacéo ribeirinha de Tucurui exposta ao mercurio

e Avaliar possiveis correlagdes entre os parametros estudados
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Populagao de estudo

A populagédo estudada habita o Lago onde funciona a Usina Hidrelétrica de
Tucurui. O municipio (latitude de -03° 45' 58" e longitude de -49° 40' 21") localiza-se
na microrregiao de Tucurui e pertence a mesorregiao do Sudeste Paraense, no estado
do Para. Segundo dados do ano de 2010 do IBGE, o municipio abrange uma area de
2.086 km? e possui 97.128 habitantes.

Para determinar um tamanho amostral adequado, foram consultados trabalhos
da literatura que avaliaram alguns dos parametros considerados neste trabalho em
populagdes ribeirinhas da Amazénia, realizados por grupos de pesquisa brasileiros e
que foram publicados em revistas de alto impacto, Qualis B1 ou acima (FILLION et al.,
2006; PINHEIRO et al., 2007, 2008; CRESPO-LOPEZ et al., 2009; 2011). Assim,
estabeleceu-se um minimo de 200 participantes para a obtencdo de uma amostra

representativa.

3.2 Critérios de inclusao

Foram incluidos na pesquisa individuos adultos de ambos os sexos, com
idades entre 18 e 70 anos, moradores ha mais de dois anos das comunidades
ribeirinhas do municipio e que consumiam em sua dieta uma quantidade de peixes

equivalente a 5 vezes ou mais por semana.
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3.3 Aspectos éticos

O presente trabalho foi aprovado pelo CONEP/Brasili (CAAE n°
43927115.4.0000.0018). Os participantes do Lago Tucurui (uma das maiores
barragens na Amazénia) concordaram em fornecer dados antropométricos (altura,
peso, idade, sexo), pressdo sanguinea e amostras de sangue e cabelo. Todos os
participantes foram informados individualmente sobre os objetivos do projeto e
assinaram um Termo de Consentimento Livre e Esclarecido autorizando as analises

prestadas.

3.4 Coleta de dados e amostras

A coleta de dados do presente estudo de corte transversal foi realizada

anualmente na regido, através de expedigdes entre os anos de 2015 e 2018.

Os dados antropométricos registrados foram sexo, idade, peso, altura,
circunferéncias do pescoco e cintura. O peso foi obtido através de uma balanga digital
calibrada. Os participantes ficavam no centro da plataforma, eretos, descalgos e sem
acessorios. A estatura foi mensurada com uma fita métrica, fixada no local de coleta,
com individuos em posicao vertical e os bragos estendidos ao longo do corpo. As
circunferéncias do pescoco e cintura também foram mensuradas com fita métrica, com

participante em pé e postura ereta.

As medidas de pressao arterial, sistélica e diastélica, foram obtidas utilizando
um aparelho de pressao arterial de pulso automatico. Os individuos foram orientados
a permanecer em repouso por 5 minutos antes da afericdo. Foram realizadas duas
medicdes, com intervalos de aproximadamente 10 minutos, sendo o valor final o

calculo da média dos resultados obtidos.
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Uma amostra de sangue venoso (aproximadamente 10 ml) foi coletada e
dividida em dois tubos vacutainer diferentes: um com EDTA para realizar genotipagem
e um tubo com fator ativador de coagulo direcionado a avaliagdes soroldgicas e
bioquimicas. Este ultimo foi centrifugado a 3.000 rpm durante 15 minutos e separado
o soro. As analises bioquimicas foram realizadas no campo e aliquotas de soro foram

congeladas para seu transporte e conservagao para testes posteriores.

Adicionalmente, uma amostra de cabelo foi coletada da regido occipital com
tesouras inox devidamente higienizadas com etanol (P.A.) da Merck (Merck, Elmsford,
Estados Unidos) antes de cada coleta. As amostras foram mantidas em envelopes de
papel identificados correspondentes a cada participantes. As etapas de coleta,
lavagem, armazenamento e analise das amostras seguiram o protocolo indicado pela
International Atomic Energy Agency (FARIAS et al., 2008).

3.5 Quantificagao de mercurio

As quantificagcdes de mercurio foram realizadas em parceria com o
Departamento de Quimica Analitica y Tecnologia de los Alimentos da Facultad de

Ciencias Ambientales da Universidad de Castilla-La Mancha (UCLM, Espanha).

A determinagédo dos niveis de mercurio no cabelo foi baseada em um estudo
anterior (ARRIFANO et al., 2018a). Resumidamente, 100 mg de cabelo foi adicionado
a 10 mL de uma solugao de acido nitrico 6N. Essa mistura foi posta em um sistema
de micro-ondas de vasos fechados e irradiada durante 5 minutos a 80°C. Para
determinacao de mercurio total, os extratos obtidos foram diretamente analisados por
espectrometria de massa com plasma indutivamente acoplado (ICP-MS). Enquanto
para a especiagado, 2 ml do extrato foi submetido a derivatizacdo com 500 ml de
tetraetilborato de sédio (3%, p/v) e 2 ml de hexano. Em seguida foram agitadas
manualmente e centrifugadas durante 5 minutos a 6,000 g. A camada organica foi
separa em um frasco de vidro cromatografico e injetada em um sistema de
cromatografia gasosa (GC-pyro AFS) (ARRIFANO et al., 2018a).
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3.6 Determinagao do Pefrfil Lipidico

As amostras de soro de cada participante foram usadas para obter o perfil
lipidico dos participantes, utilizando os kits: Colesterol Total (Laborclin, Brasil),
Colesterol HDL Precipitante (Laborclin, Brasil), Triglicerideos (Laborclin, Brasil). Os
testes foram realizados utilizando ensaios colorimétricos especificos, utilizando kits de
laboratério, de acordo com as diretrizes do fabricante (Laborclin). As amostras foram
analisadas por espectrofotometria em um equipamento bioquimico semiautomatico
(BioPlus 2000).

Para a determinacéo de colesterol e triglicerideos, brevemente, utilizou-se 10
pul de amostras de soro misturadas em 1 ml de seus respectivos reagentes
colorimétricos, homogeneizados por voértex e incubados por 5 minutos a 37°C. Para a
determinacdo de HDL, utilizou-se a técnica de HDL precipitante. Resumidamente, 250
ul de amostra de soro foram adicionadas a 50 pl de HDL reagente de precipitagao,
homogeneizado por voértex e centrifugado a 3.500 rpm por 15 minutos. Do
sobrenadante obtido, foi adicionado 10 ul em 1 ml de reagente de colesterol total e
incubado por 5 minutos a 37°C. Os valores de colesterol total, triglicerideos e HDL
foram calculados de acordo com as diretrizes do fabricante e a leitura das

absorbancias realizadas a 500 nm.

Os niveis de LDL foram calculados utilizando a férmula LDL-C= (Colesterol total
- HDL-C) - (Triglicerideos/5) (FRIEDWALD, 1972). O colesterol n&o-HDL foi
determinado calculando a diferenga entre os niveis de colesterol total e HDL (n&o-
HDL-C= CT — HDL) (FROST & HAVEL, 1998). Para todos os lipidios, a unidade de

medida utilizada foi mg/dl.
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3.7 Determinacdes quantitativas de apolipoproteinas A-l e B e calculo do indice
ApoB/ApoA-I

Os niveis de apolipoproteinas A-l e B foram determinadas quantitativamente
nas amostras soroldgicas por espectrofotometria automatizado, no equipamento
COBAS INTEGRA 400 Plus — ROCHE, em parceria com o Instituto Evandro Chagas.
Os valores assumidos como referéncia para ApoB variam de 60 a 155mg/dl e para
ApoA-I de 110 a 210mg/dI. O indice ApoB/ApoA-I foi calculado para cada individuo de
acordo com estudos anteriores (WALLDIUS et al., 2014).

O ponto de corte do indice ApoB/ApoA-I para avaliar o risco cardiovascular cem
homens foi <0,9 e em mulheres foi < 0,8 (WALLDIUS et al., 2004).

A estratificacdo do risco de Infarto Agudo do Miocardio (IAM) foi classificada
em: baixo risco (0,40-0,69 para homens e 0,30-0,59 para mulheres); moderado (0,70-
0,89 para homens e 0,60-0,79 para mulheres); alto risco (0,90-1,10 para homens e
0,80-1,00 para mulheres) (WALLDIUS et al., 2012).

3.8 Genotipagem da Apoliproteina B

3.8.1 EXTRACAO DE DNA

Foi extraido DNA gendmico a partir de 200ul de sangue total das amostras
através do PureLink® Genomic DNA Mini Kit (Invitrogen) de acordo com as instrugcdes
do fabricante. O DNA foi quantificado por fluorimetria através do kit Qubit® dsDNA BR

Assay Kits e utilizando o Qubit® 3.0 Fluorometer (Invitrogen/Life Technologies).
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3.8.2 AMPLIFICACAO POR PCR EM TEMPO REAL

A sequéncia do gene da Apolipoproteina B (APOB) foi amplificada por PCR em
tempo real pelo método Genotyping TagMan® Assay (Applied Biosystems) com o
polimorfismo de nucleotideo simples (SNP) rs693, no equipamento StepOne Plus Real
Time PCR (96-well) da Applied Biosystems. Esta técnica possibilita a avaliagdo de
dois alelos variantes em um polimorfismo de nucleotideo simples (SNP) de um
segmento de DNA, onde fluoréfloros VIC/FAM marcam respectivamente os alelos
A/G.

Cada reacéo foi composta por: 5 ul de TagMan® Genotyping Master Mix. 4,25
ul de agua de farmacia, 0,25 yl de TagMan® SNP Genotyping Assay rs693 (Applied
Biosystems) e 0,5 ul de DNA gendémico. Foram realizados controles negativos e todas
as reacoes foram feitas em duplicatas. Os gendtipos foram determinados utilizando o

software StepOne ™ v2.3 (Applied Biosystems).

3.9 Analises estatisticas

O equilibrio de Hardy-Weinberg (HWE) foi analisado para os gendtipos. O teste
de D'Agostino-Pearson foi aplicado para avaliar a normalidade das variaveis. As
diferencas entre os participantes com teor de mercurio no cabelo acima e abaixo de
10 pg/g foram testadas por Mann Whitney e Teste Exato de Fisher. O teste de Mann-
Whitney foi utilizado para comparar dados nao parameétricos e analisar valores
absolutos, apresentando-os em medianas e intervalos interquartis. O Teste exato de
Fisher foi aplicado para demonstrar diferengas para dados apresentados como
frequéncias. O teste de Spearman foi utilizado para analisar correlagdes simples entre
dois parametros. O valor de P<0,05 foi considerado significativo para todas as

analises.
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4 RESULTADOS

Ap0ds a aplicagao dos critérios de inclusao/exclusao, o presente trabalho contou
com 414 individuos, onde 26 recusaram a coleta de cabelo. Para avaliar as possiveis
associacdées de mercurio com os parametros estudados, os participantes foram
divididos em dois grupos: um com baixos niveis de mercurio (<10 pg/g) e outro com

altos niveis (=10 pg/g).

4.1 Caracteristicas antropomeétricas e pressoricas

As caracteristicas antropométricas e clinicas do total de participantes sdo

apresentadas na Tabela 3.
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Tabela 3. Caracteristicas antropométricas e clinicas da populagéo ribeirinha do Lago de Tucurui. Dados
apresentados como medianas e intervalos interquartis para o total dos participantes. Valores de
mediana acima dos limites recomendados s&o destacados em negrito.

Total
Caracteristicas n= 414
Género
Feminino 248 (59,9%)

Masculino 166 (40,1%)
Idade, anos 45 (33-56)
Peso, kg 65,2 (57,2-74,7)
Altura, cm 156,0 (151,0-163,0)
IMC, kg/m? 26,0 (23,4-29,7)
Circunferéncia da cintura, cm 88,0 (81,0-97,5)
Circunferéncia do pescogo, cm 36,0 (34,0-38,0)

Pressao Arterial Sistélica, mm Hg 127,0 (116,0-142,0)
Pressao Arterial Diastélica, mm Hg 81,0 (72,0-92,0)

Nota: IMC, indice de Massa Corporal.

Considerando os limites estabelecidos nas Diretrizes Brasileiras mais recentes
para obesidade (MANCINI et al., 2016), 59,7% (IC 95%, 54,7-64,4%) da populagao
total apresentava IMC acima do recomendado com sobrepeso (25-29,9 kg/m?) ou
obesidade (230 kg/m?), fazendo que as medianas da populagao ja figuem acima desse
limite. Além disso, 36,2% (IC 95%, 31,5-41,1%) apresentavam presséo alta,
considerando as atuais Diretrizes Brasileiras para Hipertensao Arterial (BARROSO et

al., 2021), isto €, 2140 mm Hg e/ou >90 mm Hg, para PAS e PAD, respectivamente.

4.2 Exposi¢cdao mercurial: teor de mercurio total e metilmercurio no cabelo

Os dados de mercurio podem ser consultados na Tabela 4 onde foram

considerados os niveis de mercurio total e a porcentagem de metilmercurio.
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Tabela 4. Teor de mercurio total (THg) e metilmercurio (MeHg) no cabelo da populagéo ribeirinha do
Lago de Tucurui. Dados apresentados como medianas e intervalos interquartis para o total dos
participantes e para aqueles com <10 ug/g ou =10 ug/g de mercurio total.

Total <10 ug/g THg 210 ug/g THg *Valor de
Teor no Cabelo
n=388 n=224 n=164 P
THg, ug/g 7,9 (3,7-14,6) 4,3 (2,3-6,7) 15,5 (11,9-19,9) <0.0001
MeHg, % 88,75 (85,03-91,00) 86,8 (83,0-89,6) 90,0 (86,9-92,1) 0.0002

Nota: *Valor de P para individuos com <10 pg/g de mercurio total versus individuos com =10 ug/g. b
Teste de Mann-Whitney.

A grande parte do teor de mercurio no cabelo esteve na forma de metilmercurio
(Tabela 4), fato caracteristico de exposi¢ao pelo consumo de peixe contaminado. Mais
de 42% dos participantes que doaram cabelo apresentaram niveis de exposi¢ao iguais
ou acima de 10 ug/g de mercurio, chegando a atingir niveis tao elevados quanto 75
hg/g. Cerca de 8% dos participantes apresentaram niveis de mercurio acima de 20

Mg/g (Figura 4).

Niveis de exposicao de THg no cabelo

31-40 pgig . 41-50 pglg 59 pgig

2n30pglg . 0% N Ve ay
6% j

10-20 pglg
34%

<10 pgig
58%

Figura 4. Propor¢ao dos participantes do Lago de Tucurui de acordo como os niveis de exposigdo de
mercurio total (THg) no cabelo.



42

4.3 Caracteristicas antropomeétricas dos participantes com menos de 10 ug/g de

mercurio total no cabelo e daqueles com 10 ou mais pg/g.

Nao houve diferenga significativa entre os grupos com alto e baixo mercurio

nas caracteristicas antropométricas (Tabela 5).

Tabela 5. Caracteristicas antropométricas e clinicas dos grupos com <10 pg/g ou 210 pg/g de mercurio
total (THg) do Lago de Tucurui. Dados apresentados como medianas e intervalos interquartis. Valores
de mediana acima dos limites recomendados s&o destacados em negrito.

<10 pg/g THg =210 pg/g THg *Valor
Caracteristicas n=224 n= 164 deP
Género
Feminino 157 (70,1%) 82 (50%) <0.001
Masculino 67 (29,1%) 82 (50%) a
Idade, anos 47 (33-56) 44 (32-54) nsP
Peso, kg 65,2 (57,4- 74,2) 64,7 (56,1-73,0) ns®
Altura, cm 156,0 (151,3-162,0) 155,0 (150,0-164,0) ns®
IMC, kg/m? 26,1 (23,5-29,9) 25,5 (23,3-29,2) ns®
Circunferéncia da cintura, cm 89,0 (81,7-98,2) 87,0 (79,0-96,0) nsP
Circunferéncia do pescogo, cm 36,0 (33,0-38,0) 36,0 (34,0-38,0) nsP
Pressao Arterial Sistélica, mm Hg 127,0 (115,3-143,8) 127,0 (116,0-140,0) nsP
Pressao Arterial Diastélica, mm Hg 82,0 (72,0-92,0) 79,0 (72,0-91,0) nsb

Nota: IMC, indice de Massa Corporal.

4.4 Parametros bioquimicos

A Tabela 6 apresenta a analise bioquimica de todos os participantes do
presente estudo. A populagcao total do estudo apresentou medianas dos niveis de
colesterol ndo-HDL, HDL, colesterol total e LDL que estiveram fora dos limites

recomendados nas atuais diretrizes para dislipidemias, de acordo com as Diretrizes
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de dislipidemias da Sociedade Brasileira de Cardiologia (FALUDI et al, 2017). Essas
diretrizes consideram como desejaveis valores de >40 mg/dL para HDL, <160 mg/dI
para colesterol ndo HDL, <190 mg/dl para colesterol total e <130 mg/dl para LDL. A

populagao apresentou um perfil dislipidémico com a maioria dos parametros alterados.

Interessantemente, os participantes com altos niveis de mercurio total (=10
Mg/g) apresentaram niveis significativamente mais elevados de colesterol total, LDL,
colesterol ndo-HDL, ApoB e do indice ApoB/ApoA-I (Tabela 6).
Tabela 6. Parametros bioquimicos da populagéo ribeirinha do Lago de Tucurui. Dados apresentados
como medianas e intervalos interquartis para o total dos participantes e para aqueles com <10 ug/g ou

210 pg/g de mercurio total. Valores de mediana acima dos limites recomendados sdo destacados em
negrito.

Parametros Total <10 ug/g THg =10 ug/g THg *Valor

bioquimicos n=414 n=224 n=164 deP
Triglicerideos, mg/d| 98,0 (67,5-139,5) 103,0 (69,0-144,0) 96,0 (66,0-135,0) nsP
Colesterol total, mg/dl 199,0 (172,0-226,5) 194,0 (166,0-223,0)  205,0 (180,0-233,0)  0,0048
HDL, mg/dl 38,0 (32,0-44,0) 38,0 (32,0-44,0) 37,0 (30,0-44,0) nsP
LDL, mg/dI 139,4 (113,6-164,2) 131,0 (104,8-156,7)  145,6 (121,0-171,2)  0,0001°
Colesterol ndo-HDL, mg/dl  161,0 (135,0-188,0) 155,0 (127,3-184,0)  165,0 (143,0-193,0)  0,0050°
ApoB, mg/dl 91,5 (74,0- 109,0) 87,5 (71,0-104,8) 95,0 (79,0-120,0) 0,0021°b
ApoA-I, mg/dl 127,0 (110,0-146,0) 129,0 (112,0-149,0) 124,0 (108,0-144,0) nsP
indice ApoB/ApoA-I 0,70 (0,56-0,93) 0,67 (0,54-0,87) 0,75 (0,58-1,01) 0,0071°b

Nota: *Valor de P para individuos com <10 ug/g de mercurio total versus individuos com =10 ug/g. b
Teste de Mann-Whitney; ns=nao significativo. HDL, lipoproteinas de alta densidade; LDL, lipoproteinas
de baixa densidade; ApoB, Apolipoproteina B; ApoA-I, Apolipoproteina A-l.

4.5 Suscetibilidade genética: genétipos da Apolipoproteina B

Todos os gendtipos detectados para o SNP rs693 da APOB estiveram em

equilibrio de Hardy-Weinberg. O gendtipo e o alelo mais frequentes foram A/G e G,

respectivamente (Figura 5).
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Nenhuma diferenca significativa foi detectada na distribuicdo de gendtipos de
APOB entre participantes com niveis de mercurio altos ou baixos (Figura 5). Ainda, a
suscetibilidade genética da populacdo foi semelhante aquela descrita para as

populagdes da América (SelfDecode).

A Total <10 uglg >10 pglg

‘P

50%

‘V

Figura 5. Distribuicdo genotipica de APOB na populagéao ribeirinha do Lago de Tucurui. A) Total de
participantes. B) Individuos contendo <10ug/g € 210ug/g de mercurio total.

4.6 Risco cardiovascular relacionado a exposi¢ao mercurial

Em relagéo a prevaléncia de risco cardiovascular (Figura 6), 34% da populacéo
apresentou risco aumentado para doengas cardiovasculares. Ao observarmos os
grupos de mercurio tivemos um aumento nessa prevaléncia, onde o grupo com THg
<10 pg/g apresentou prevaléncia de 30%, saltando para 39% no grupo de individuos

com THg =10ug/g.
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A Total <10pg/g >10p/g

a0

Figura 6. Prevaléncia de risco cardiovascular na populagéo ribeirinha do Lago de Tucurui. A) Total de
participantes. B) Individuos contendo <10ug/g e 210ug/g de mercurio total. Pontos de corte definidos
por WALLDIUS, 2004.

Adicionalmente, considerando as faixas de risco descritas para o IAM, a

populacéo total exibe 28%de risco moderado (Figura 7).

Figura 7. Prevaléncia de risco de Infarto agudo do miocardio (IAM), na populagao ribeirinha do Lago
de Tucurui. A) Total de participantes. B) Individuos contendo <10ug/g e =10ug/g de mercurio total.
Faixas de risco descritas por WALLDIUS, 2012.

Todos os parametros lipidicos (colesterol total, LDL, colesterol ndo-HDL) e os
valores de ApoB, ApoA-l e indice ApoB/ApoA-lI estiveram significativamente

correlacionados com o teor de mercurio total no cabelo (Tabela 7).
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Tabela 7. Dados da Correlagdo de Spearman dos valores de THg no cabelo e colesterol total, LDL,
colesterol nao-HDL, ApoB, Indice ApoB/ApoA-I e ApoA-I.

Correlacado de Spearman Valor de rs Valor de P
Colesterol total 0,1150 0,0242
LDL 0,1711 0,0008
Colesterol, ndo-HDL 0,1202 0,0186
ApoB 0,1841 0,0005
indice ApoB/ApoA-I 0,1784 0,0007
ApoA-| -0,1132 0,0330

Nota: LDL, lipoproteinas de baixa densidade; ApoB, Apolipoproteina B; ApoA-I, Apolipoproteina A-l.

5 DISCUSSAO

Nosso trabalho € o primeiro a demonstrar uma associacdo das alteragdes no
perfil dislipidémico e do risco cardiovascular de populagdes ribeirinhas amazdnicas
com a exposicdo mercurial. Mais da metade dos participantes apresentou
sobrepeso/obesidade e hipertensao (Tabela 3). A exposig¢ao foi confirmada por uma
mediana de 7,9 pg/g de mercurio total no cabelo, sendo 88% na forma de
metilmercurio (Tabela 4). A populacao total também apresentou elevados valores de
colesterol total, LDL, colesterol ndo-HDL e baixo HDL (Tabela 5). Os participantes com
maior teor de mercurio demonstraram valores significativamente mais elevados de
colesterol total, LDL, colesterol ndo-HDL, ApoB e indice ApoB/ApoA-I do que aqueles
com menor teor de mercurio (Tabela 6). Nao houve diferenga significativa na
distribuicao genotipica de APOB entres os grupos de baixo ou alto teor de THg (Figura
5). Ainda, 34% dos participantes apresentaram alto risco para doengas
cardiovasculares, com uma maior prevaléncia no grupo com maior teor de mercurio
(39%) em comparagao ao de menor teor (30%) (Figura 6). Os valores de colesterol
total, LDL, colesterol ndo-HDL, ApoB, ApoA e indice ApoB/ApoA-l estiveram

correlacionados significativamente com mercurio (Tabela 7).

Apoés a aplicagéo dos critérios de inclusdo/exclusao, este estudo contou com
414 participantes. Uma recente revisdo do nosso grupo que avaliou os estudos sobre

neurotoxicidade mercurial demonstrou uma média de 209 participantes/estudo
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(SANTOS-SACRAMENTO et al., 2021), provavelmente devido a baixa densidade
demografica que as populagdes ribeirinhas apresentam. Ainda, o numero de
participantes ndo sofreu muitas alteragdes ao longo dos anos, possivel consequéncia
do tamanho e do remoto acesso a essas comunidades (SANTOS-SACRAMENTO et
al., 2021). Logo, nossa amostra incluiu aproximadamente o dobro de participantes da
maioria dos estudos que foram publicados sobre a intoxicagdo mercurial e
considerados epidemiologicamente relevantes pela comunidade cientifica
internacional. Mesmo que sejam limitadas essas informag¢des sobre o numero de
habitantes no Lago de Tucurui, o ultimo censo realizado pelo IBGE em 2010, mostrou
um total de 4.686 moradores da zona rural, incluindo ribeirinhos e fazendeiros entre
outros. Assim, nosso estudo inclui quase o 10% de todos os habitantes da zona rural
do municipio, sendo ainda maior essa percentagem se consideramos apenas 0

universo de populacéo ribeirinha.

Uma proporgao de 59,9% de mulheres participou do nosso estudo. Essa
diferenca de participacdo entre homens e mulheres é comum em estudos
epidemioldgicos na Amazénia, e pode estar associada a um habito cultural, onde as
mulheres se preocupam mais com a saude do que os homens (COUTO et al., 2010;
ARRIFANO et al., 2018d).

Este trabalho escolheu cuidadosamente os parametros a serem avaliados para
a adequada andlise de risco cardiovascular e mercurio. Em relagdo aos parametros
antropomeétricos, eles sao utilizados para avaliar a composi¢cao corporal e também na
predicao do risco de doengas cardiovasculares (CARVALHO et al., 2015; LOUREIRO
et al., 2020). Além disso, a avaliagdo das caracteristicas antropométricas € vantajosa
em populagdes de dificil acesso, como a ribeirinhas, por serem medidas de facil
aplicacéao, baixo custo e ndo invasivas (MACHADO et al., 2021). A presséo arterial foi
inserida por ser de facil mensuragao, mesmo em situagdes adversas no campo, e
estar relacionada a predigéo de risco cardiovascular (FILLION et al., 2006). Por fim, a
associacdo entre alteragcdes nos valores lipidicos e aumento de doengas

cardiovasculares é bem descrita na literatura (FALUDI et al., 2017).

Os valores da antropometria em nosso estudo sdo semelhantes a outros
trabalhos realizados por nosso grupo na regido. O trabalho publicado mais
recentemente, demostrou a prevaléncia de 57% e 56% (para Tucurui e Tapajos,

respectivamente) para pré-obesidade e/ou obesidade, apontando para um risco
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cardiometabdlico aumentado (MACHADO et al., 2021). Nossos dados de IMC na
regido do Lago de Tucurui reforgam trabalhos anteriores, com 59,7% da populagéo
apresentando IMC acima dos valores considerados normais (18,5-24,9 Kg/m?),

sinalizando assim, uma preocupante situagdo dos moradores dessa regiao (Tabela 3).

Assim como a obesidade, a hipertensdo também é um fator de risco para
doencas cardiovasculares. No entanto, sdo bastante escassos os estudos
epidemiologicos sobre hipertensdo em comunidades ribeirinhas amazonicas. Na
regidao do Rio Tapajos, apenas dois trabalhos mostraram evidéncias de prevaléncia
de hipertenséo, indicando para um aumento nos ultimos anos de 8% pra 24%
(FILLION et al., 2006; ARRIFANO et al., 2018d). Verificar essa analise temporal &
inviavel para populagbes como as de Tucurui, diante da existéncia de apenas um
trabalho que se dispbs a estudar esse parametro, revelando resultados semelhantes
aos nossos (ARRIFANO et al., 2018d).

Este estudo do nosso grupo propds que fatores tanto ambientais como de
suscetibilidade genética, poderiam ser responsaveis pela prevaléncia alta de doengas
nao comunicaveis nessas populagdes (ARRIFANO et al., 2018d). Deste modo, nosso
trabalho é o primeiro a investigar o perfil dislipidémico, além dos parametros
relacionados a hipertensdo ou diabetes, e sua possivel associagdo com um fator

ambiental (exposicao mercurial) ou com a suscetibilidade genética.

Na regiao de Tucurui a contaminagéao por mercurio difere da encontrada em
outras regides da Amazobnia por nao sofrer influéncia direta do garimpo, como por
exemplo no Tapajés (ARRIFANO et al., 2018a).

Comunidades que vivem proximas a hidrelétricas, como as populagdes
ribeirinhas que residem no Lago de Tucurui, vem apresentando altos niveis de
mercurio, maiores do que os encontrados na regiao do Tapajos (LEINO & LODENIUS,
1995; ARRIFANO et al., 2018a). Em nosso estudo, as medianas de THg no cabelo
encontradas no conjunto de participantes e no grupo de maior exposi¢ao (=10ug/g) foi
de 7,9 e 15,5 pg/g, respectivamente (Tabela 4), e atingindo valores de até 75 ug/g,
apontando para uma grave e preocupante exposi¢ao na regido. Esses valores de THg
no cabelo encontradas na populacdo do nosso estudo estdo bem acima dos limites
de referéncias estabelecidos por organizagdes internacionais, sendo que cerca de 8%

dos participantes apresentam niveis acima de 20 ug/g de mercurio total no cabelo
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(Figura 4). A partir da ingestdo de doses de referéncia de MeHg definidas por
organizagdes como a Agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados Unidos-USEPA e
a Organizagao Mundial de Saude-OMS, foi calculado um valor de equivaléncia para a
quantidade de THg no cabelo, de até 1 ug/g para USEPA e 2,3 ug/g para OMS
(CRESPO-LOPEZ et al., 2021).

Além da quantificacdo de THg, foram realizadas também a especiacéo do metal
para identificar a espécie quimica predominante responsavel pela exposi¢ao. A partir
destas analises foi encontrado que a maior porcentagem de mercurio estava na forma
de metilmercurio. Esta espécie organica, € a forma quimica mais téxica do mercurio
encontrada como poluente ambiental (HACON et al., 2003; GUZZI et al., 2008). Este
comportamento se da devido as caracteristicas farmacocinéticas que concedem facil
passagem através de qualquer membrana celular, garantindo rapida absorcéo,
distribuicdo e lenta eliminacdo do organismo (CRESPO-LOPEZ et al., 2005; 2009;
2021).

A partir desta especiagéo, € possivel também levantar hipéteses sobre uma
possivel origem da exposigdo. Como descrito anteriormente, em ambientes aquaticos
as espécies inorganicas de mercurio sao biotransformadas pela agdo de bactérias
metanogénicas a MeHg, forma organica que consegue ultrapassar membranas
biolégicas e entrar na cadeia alimentar, aumentando sua concentragéo nos individuos
ao longo de cada nivel tréfico (CRESPO-LOPEZ et al., 2021). Assim, encontrar uma
elevada percentagem de MeHg nas amostras humanas, é um indicativo de exposig¢ao
pela via alimentar através do consumo de alimentos (provavelmente peixes, no caso
da populacgao ribeirinha) contaminados com o metal. O peixe € a mais importante fonte
de proteina da dieta da populagao ribeirinha amazénica (consumida entre 5 e 7
refeicdes por semana) (CRESPO-LOPEZ et al., 2021; MACHADO et al., 2021). Na
regido de Tucurui, peixes piscivoros e onivoros como Cichcla spp. ou Geophagus
surinamensis (conhecidos popularmente como Tucunaré e Cara, nesta ordem)
apresentam altos niveis de mercurio (0,41-2,2 ug/g), semelhantes aos de regidées com
influéncia dos garimpos (PALERMO et al., 2004; KEHRIG et al., 2008 e 2009;
RODRIGUEZ et al., 2014).

Nosso grupo defende que o mercurio é onipresente na Amazénia, sendo 0s
casos de contaminacao e intoxicagao favorecidos por diversos fatores (CRESPO-

LOPEZ et al., 2021). Um desses fatores sao os solos antigos da Amazénia, que atuam



50

como fontes adicionais de mercurio por conter altas concentracoes apds diversos
ciclos relacionados a matéria organica (PESTANA et al., 2019a). Também, o ciclo
geoquimico do mercurio pode ser intensificado por condi¢dbes que promovem a
proliferagdo das bactérias metanogénicas, especialmente com a construgdo de
barragens. A profundidade de barragens, por exemplo, diminui o oxigénio dissolvido
no meio, criando condigées andxicas para bactérias metanogénicas e favorecendo
assim a biotransformagdo do mercurio. Além disso, a dindmica de oxigenagéo e
agitacéo da coluna d'agua durante as estagdes de seca e chuva facilitam a circulagao
do metal nos compartimentos aquaticos (PESTANA et al., 2019b). Outras condicdes
fisico-quimicas como temperatura, estado redox e decomposi¢do de matéria organica
também favorecem o ciclo (ARRIFANO et al., 2018a; CRESPO-LOPEZ et al., 2021).
Ainda, com o fechamento do ecossistema os peixes ndo conseguem migrar e ficam
expostos a um ambiente que potencializa a biotransformacgédo, bioacumulacao e
biomagnificacdo ao longo da cadeia alimentar, chegando ao consumo humano em

maiores concentragdes, como acontece na Amazdnia (CRESPO-LOPEZ et al., 2021).

A populagdo Amazdnica € uma das poucas no mundo que permite assim a
investigacdo da exposi¢do cronica continua a MeHg. Por isso, € necessario chamar
atencao sobre indicagdes de consumo de peixe baseadas em outras coortes ao redor
do mundo que ndo refletem a regido amazdnica. Como uma coorte europeia
(ALSPAC) demonstrou que niveis moderados de mercurio nao estao associados a
alteragcdes em mulheres gravidas, e mais, incentiva o consumo de peixe (de acordo
com a diretrizes governamentais) como um potencial efeito protetor (TAYLOR et al.,
2016). Outro trabalho na llha de Seicheles ndo encontrou associagéo entre exposi¢ao
pré-natal ao mercurio e efeitos adversos no neurodesenvolvimento, sugerindo uma
sobreposi¢ao dos beneficios do consumo de peixes a exposigcao (STRAIN et al, 2015).
Essas populagbées apresentam niveis de mercurio no peixe, exposigcdo € consumo
semanal muito inferiores aos encontrados na Amazbnia. Entdo, transferir essas
diretrizes de um contexto totalmente diferente para a regido, € acabar agravando um

problema de saude publica ja existente.

Foi observado também que a proporgédo de MeHg aumenta em participantes
expostos a maiores niveis de THg (Tabela 4). Uma possivel explicacdo para esse
fendmeno é que em valores mais baixos de THg, o organismo ainda conseguiria

metabolizar o mercurio para forma inorganica. Mas em teores mais altos de THg, a
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capacidade de metabolizacdo do mercurio seria superada, saturando o sistema de
desintoxicagdo do corpo. Enquanto o mercurio inorganico € facilmente eliminado, o

MeHg é muito mais dificil de ser eliminado do organismo.

Mesmo com a detecgéo da exposic¢ao (niveis de mercurio no cabelo) feita pelo
presente estudo, ainda haveria necessidade de demonstrar a intoxicagéo
(consequéncias deletérias provocadas pelo mercurio), quantificando entdo os niveis
de exposi¢cdo associados a alteragdes no organismo. Para isso, foram executadas
duas estratégias: 1) reunimos os participantes em dois grupos (<10ug/g e =210ug/g
mercurio total no cabelo); 2) testamos correlagdes entre os parametros de exposicéo
e 0s parametros de possivel intoxicagao. Esse nivel de 10 ug/g foi escolhido por ser
um limite comumente utilizado em trabalhos publicados que estudaram a exposi¢céao
mercurial em populagdes ribeirinhas amazénicas (HARADA et al., 2001; PINHEIRO et
al., 2006; 2008; ARRIFANO et al., 2018a). Ainda, resultados recentes mostraram que
seria o nivel a partir do qual a possivel influéncia da suscetibilidade genética pode ser
mais facilmente observada (ARRIFANO et al. 2018b).

Ao observarmos os dois grupos de mercurio, ndo foram detectadas diferengas
significativas nas medidas antropométricas (Tabela 5). A auséncia de diferencas
significativas entre esses dois grupos nos parametros (idade, peso, IMC,
circunferéncia da cintura e pescogo, pressao arterial sistolica e diastdlica) € um
primeiro indicativo indireto de que possiveis alteragcbes nesses parametros néo

estariam associadas a exposigcao presente.

Em relagdo aos valores lipidicos, a populagéo total apresentou medianas de
colesterol total, LDL e colesterol nao-HDL acima dos limites recomendados (<190
mg/dl, <130 mg/dl, <160 mg/dl, nesta ordem), enquanto o colesterol HDL estava
abaixo dos valores recomendados (>40 mg/dl) (Tabela 6). Ainda, os valores de ApoB
também estavam acima dos valore recomendados (<90 mg/dl) (Tabela 6). Dentre
todas estas alteracdes na populacédo total, o par@metro mais sensivel foi o colesterol
total, onde cerca de 59,9% IC95% (55,0-64,75) dos individuos apresentaram valores

acima dos considerados saudaveis.

Todas essas alteracdes lipidicas caracterizam um perfil dislipidémico e
aterogénico nesses individuos. E a primeira vez que esse perfil é associado a

exposic¢ao crénica em uma populagao ribeirinha na Amazodnia.
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Ao compararmos os grupos com de THg, observamos que os participantes com
=210 ug/g mostraram diferencgas significativas em relagédo aos individuos com <10 pg/g
(Tabela 6). Participantes expostos a esses valores mais elevados apresentaram
mediana significativamente maior de colesterol total, LDL, colesterol ndo-HDL, ApoB
e indice ApoB/ApoA-I (Tabela 6). Em todos esses parametros (com exceg¢ao do indice
ApoB/ApoA-l), mais da metade dos individuos esteve fora dos limites saudaveis.
Entres os parametros lipidicos, o LDL foi o mais sensivel, apresentando 68,7% IC95%
(61,0-75,7%) da populagao acima dos valores considerados normais. Essas maiores
alteracdes encontradas no grupo com maior teor de THg apontam para uma provavel
relagao causal entre a dislipidemia e exposicado mercurial. Consequéncias deletérias
no sistema cardiovascular por agdo do mercurio ja foram demonstradas em estudos
pré-clinicos e clinicos anteriormente (HOUSTON et al., 2011; MOREIRA et al., 2012;
HONG et al., 2013; HU et al., 2018; 2020), no entanto, este é o primeiro estudo a
analisar essa relacao especificamente com as apolipoproteinas e um dos indices mais
sensiveis para risco cardiovascular, o ratio ApoB/ApoA-1. Ainda essa analise foi
realizada em comunidades ribeirinhas amazdénicas expostas cronicamente ao metal,
0 que tem valor adicionado quanto a originalidade e a expansdo do conhecimento

sobre as populagdes mais vulneraveis.

A apoliproteina B é o principal componente proteico das particulas de LDL, IDL,
VLDL e quilomicrons. Para cada uma das lipoproteinas citadas anteriormente ha uma
particula de ApoB, retratando fielmente o numero de particulas com potencial
aterogénico, e ApoA é a principal composi¢ao de HDL (LIMA et al., 2007; KANEVA et
al., 2015). Como a populagao apresentou diferengas significativas entre os grupos <10
hg/g e 210 pg/g THg para o LDL e a ApoB mas nao houve diferencas significativas no
HDL e ApoA-I, decidimos verificar se as diferengas encontradas poderiam ser devidas
a uma maior suscetibilidade genética no grupo com maior teor de mercurio
especificamente relacionada ao gene da ApoB. Precisamente, o gene APOB
desempenha um importante papel na regulagao do perfil lipidico (TAMBURUS et al.,
2018) e codifica a ApoB (VALIM, 2016). Os polimorfismos desse gene sé&o
amplamente estudados e descritos na literatura por estarem associados a fatores de
risco cardiovascular e variagdes nas concentragdes de niveis lipidicos no plasma (NIU
et al.,, 2017). Especificamente o SNP rs693 do gene APOB é uma das principais

modificagdes genéticas responsaveis pelo aumento nos niveis de ApoB, colesterol



53

total, LDL, triglicerideos e até pela diminuicdo em HDL (NIU et al., 2017). Em nosso
estudo, a distribuicdo dos gendtipos da populagéao total foi semelhante a distribuigdo
da América (disponivel em https://selfdecode.com/snp/rs693/). Ainda, ndo houve
diferengas significativas na distribuicdo dos genoétipos entre os participantes com
maior ou menor teor de THg no cabelo (Figura 5). Embora analises de outros SNPs e
genes sejam necessarios para entender exatamente qual é o grau de influéncia da
suscetibilidade genética no risco cardiovascular encontrado, o fato de que um dos
SNPs mais prevalentes relacionados a alteragao dislipidémica (revisado por NIU et
al., 2017) nao parecga estar presente em maior propor¢cao em esta populacao, seria
um indicativo indireto de que a influéncia genética ndo seria um dos principais fatores
responsaveis pelas elevadas taxas de doengas nao comunicaveis, sindrome

metabdlica e risco cardiovascular.

Para verificar particularmente este risco cardiovascular, os valores de corte
estabelecidos para o indice ApoB/ApoA-I foram definidos em 0,9 mg/dl e 0,8 mg/di
(para homens e mulheres, respectivamente) (WALLDIUS, 2004). Valores superiores
a este significam risco aumentado de doengas ligadas ao coragdo. Em nossos
resultados encontramos valores de até 1,83 e 2,53 para homens e mulheres, nesta
ordem. Além disso, 34% da populacédo total apresentou alto risco para doengas
cardiovasculares. Nossos dados revelam uma diferenca nas prevaléncias de
individuos de risco em relacdo a uma exposicdo menos alta e mais alta. Observamos
um aumento de 30% para 39% (<10ug/g e =210ug/g, respectivamente) para risco

aumentado de doencas cardiovasculares (Figura 6).

Mais, ao considerarmos os valores do indice ApoB/ApoA-| descritos para o
risco de IAM (WALLDIUS, 2012), temos adicionalmente 28% da populagao total com
risco moderado (Figura 7). Esses dados sao preocupantes, pois o IAM € a principal
causa de morte nos pais e no mundo, onde no ano de 2017 a prevaléncia de
internagdes no SUS foi de 10,2% e 7,6% de obitos (NICOLAU et al., 2021).

A hipétese de relagdo causal entre dislipidemia e a exposi¢ao, pode ser mantida
entdo a partir da aparente baixa influéncia genética e pelas correlagdes significativas
encontradas entre a exposi¢cdo e os parametros lipidicos alterados. Os dados de
correlagdo encontrados neste estudo indicam uma influéncia ambiental muita alta do
mercurio, pois todos os parémetros lipidicos alterados (colesterol total, LDL e

colesterol ndo-HDL) estiveram correlacionados aos niveis mais elevados do metal
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(Tabela 6). Os valores de ApoB e indice ApoB/ApoA-I também estiveram
correlacionados, sendo os mais significativos entre todos os parametros. Esses
resultados apontam para o mercurio como um possivel responsavel para o aumento
dos niveis de ApoB e consequentemente, nos valores do indice ApoB/ApoA-l. Uma
vez que o aumento desse indice esta diretamente relacionado a eventos
cardiovasculares, populacdes expostas a mercurio apresentam risco aumentado de
desenvolvimento de doengas cardiovasculares. Este fato possui uma relevancia
epidemiologica essencial para a prevengao, pois através da determinagao dos niveis
ApoA, ApoB e indice ApoB/ApoA-I seria possivel fazer o monitoramento e triagem de

individuos em risco em popula¢des expostas.

Apesar de nao termos encontrados diferengas significativas de ApoA-I entre
<10pg/g e 210ug/g, esse parametro apresentou correlacdo negativa significativa ao
mercurio, corroborando o aumento do indice. A partir dessa tabela podemos visualizar
que o escore de risco cardiovascular mais adequado para o monitoramento de
doencas cardiovasculares em populacoes expostas seria o indice ApoB/ApoA-I, pois

apresenta uma forte correlagao significativa com THg.

Essa associacdo entre dislipidemia e exposicdo pode ser reiterada
principalmente pelo aumento do indice ApoB/ApoA-I, com aumento simultdneo de
lipidios que contém ApoB. Essas modificagdes em colesterol total, LDL e colesterol
nao-HDL sdo confirmadas pelo aumento do indice ApoB/ApoA-l. Ao calcular
ApoB/ApoA-l temos uma medida do equilibrio entre moléculas potencialmente
aterogénicas e antiaterogénicas (WALLDIUS et al., 2004; THOMPSON et al., 2006;
SNIDERMAN et al., 2006). Vale destacar que o indice ApoB/ApoA-I ganhou
importancia e se tornou um de marcadores de doengas cardiovasculares mais
utilizados (ENKHMAA et al., 2010; KAPPELLE et al., 2011). Ainda, € tido como o
melhor preditor de risco (WALLDIUS et al., 2004; KIM et al., 2005) e mais preciso do
que qualquer outro (SCHIANCA et al., 2011).

Uma recente revisao sistematica e meta-analise encontrou que o aumento no
risco e morte por doengas cardiovasculares estava associado a exposigao mercurial
(HU et al.,, 2020). Esse trabalho apresentou que os variados desfechos
cardiovasculares fatais/ndo-fatais caracterizam uma curva de doses-resposta em
forma de J, onde os riscos comegam a aumentar consideravelmente em 2 ug/g, apos

uma redugao inicial (HU et al., 2020). Apesar das limitagdes descritas na meta-analise
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do estudo anterior e das necessidades de mais pesquisas propostas pelo autor para
confirmar os valores de referéncia propostos, nossos dados ja demonstram essa
visdo, pois com valores de 10 ug/g de THg ja encontramos um perfil dislipidémico com

grandes riscos associados a exposi¢ao.

Trabalhos como este sdo de extrema importancia, pois até o momento,
ninguém havia avaliado a associagdo entre exposicdo mercurial e os niveis
sanguineos de apolipoproteinas B e A-l ou polimorfismos mais frequentes de ApoB,
mesmo ja tendo uma apolipoproteina, a apolipoproteina E, bem estabelecida na
literatura por modular tanto a toxicocinética quanto a toxicodindmica do mercurio
(ARRIFANO et al., 2018c). Adicionalmente, O indice ApoB/ApoA-lI é reconhecido
como melhor preditor de risco cardiovascular para desfechos clinicos, do que outros
escores como Risco de Framingham ou a relagdo trigliceridios/colesterol-HDL
(WALLDIUS et al., 2001 e 2006; KIM et al., 2005; TIAN et al., 2019). Ainda, o aumento
do indice ApoB-ApoA-I passou a ser considerado um forte preditor de risco metabdlico
que supera classicos preditores de risco cardiovascular, como hipertensao, diabetes
mellitus, tabagismo ou obesidade (TIAN et al., 2019). Portanto, a aplicabilidade clinica
do presente trabalho é de extrema importancia, uma vez que as populacdes

ribeirinhas ja apresentam um histérico de exposigéo.

6 CONCLUSAO

Esse trabalho demonstrou que uma populacdo exposta cronicamente ao
metilmercurio apresentou alta prevaléncia de alteragdbes de parametros que
aumentam o risco cardiovascular estando ambos os fatores associados. Pela primeira
vez, a exposicao mercurial associada a presenca de dislipidemias foi testada em uma
populagao ribeirinha da Amazénia. As distribuigdes genotipicas do SNP rs693 do gene
APOB semelhantes entre os grupos de THg e as outras populagées da América
sugerem que a influéncia genética nao € um dos principais fatores responsaveis pelas
alteracoes lipidicas encontradas. Os altos niveis de mercurio foram correlacionados

ao perfil dislipidémico da populagao, suportando uma possivel relagao causal. Ainda
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o indice ApoB/ApoA-l, forte marcador de risco cardiovascular, também esteve
correlacionado significativamente com a exposicdo ao metal. Isso sugere que as
alteracdes em ApoB encontrados no nosso trabalho seriam de origem ambiental,
reforcando o papel influente da exposicdo ao mercurio no perfil dislipidémico

encontrado nesta populagéo ribeirinha da Amazénia.

A identificagao prévia de anormalidades lipidicas € uma ferramenta vantajosa
para prevenir o surgimento de doengas relacionadas ao coragdo. Essa forte
correlagao do indice ApoB/ApoA-I ao estado de exposicao mercurial pode ser utilizada
como marcador de intervencao precoce, podendo ser aplicada a qualquer populagao
no mundo exposta cronicamente. Dessa forma, estudos como este sao de grande
relevancia, levando em consideracao: os problemas ambientais que afetam essas
populagdes e suas condi¢coes de vulnerabilidade socioecondmica e sanitarias. Esses
dados contribuirdo para o desenvolvimento de estratégias de prevencédo a doencgas
cardiovasculares causadas pelo mercurio em populagdes amazdnicas vulneraveis,

como a de Tucurui.
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APENDICE B - Valores de classificacdo internacional do indice de massa

corpora-IMC segundo as Diretrizes Brasileiras de Obesidade 2016

Classificagao IMC (Kg/m?)
Abaixo do peso <18,5
Normal 18,5-249
Sobrepeso 25-29,9
Obesidade | 30-34,9
Obesidade I 35-39,9
Obesidade grave 240

APENDICE C - Pontes de corte para Circunferéncia da Cintura (CC) e do
pescoco (CP) segundo As Diretrizes Brasileiras de Sindrome Metabdlica 2005

e os estudos de Hingorjo et al., 2012

Mulheres Homens
Cintura <80 cm <90
Pescoco <32cm <35

APENDICE D - Valores referenciais de Pressio arterial em adultos segundo as

Diretrizes Brasileiras de Hipertensao Arterial 2020

PAS PAD
Otima < 120 mm Hg e < 80 mm Hg
Normal 120-129 mm Hg elou 80-84 mm Hg
Pré-hipertensao 130-139 mm Hg elou 85-89 mm Hg
HA | 140-159 mm Hg elou 90-99 mm Hg
HA I 160-179 mm Hg elou 100-109 mm Hg

HA I > 180 mm Hg elou > 110 mm Hg
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APENDICE E - Valores referenciais de lipidios segundo as Diretrizes

Brasileiras de Dislipidemias e Prevencao da Aterosclerose de 2017

Lipidios Em jejum mg/dL
Colesterol HDL > 40
Colesterol nao-HDL <160
Colesterol total <190
Colesterol LDL <130
Triglicerideos <150

APENDICE F - Pontos de corte para risco cardiovascular IAM relacionado ao
indice ApoB/ApoA-I baseado nos estudos de WALLDIUS et al., 2012

Mulheres Homens
Baixo Risco 0,30 -0,59 0,40 -0,69
Moderado 0,60 -0,79 0,70 -0,89

Alto Risco 0,80 -1,00 0,90-1,10




