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RESUMO

O Manganés (Mn) é um elemento essencial aos humanos e, devido a esta
essencialidade, seus niveis s&o mantidos em concentragbes biologicas o6timas
através de um mecanismo homeostatico eficaz. O excesso de Mn no organismo, por
outro lado, é prejudicial e pode desencadear alteragbes no sistema nervoso central,
ja que o Mn é um elemento potencialmente neurotoxico. A avaliacdo da exposigcéo
ocupacional e ambiental ao Mn tem sido feita através de biomarcadores de
exposigcao; todavia, ndo ha um consenso do biomarcador ideal para se avaliar os
efeitos neuropsicoldgicos desencadeados pela exposicéo cronica a esta substancia.
O presente trabalho tem como objetivo avaliar a associagdo entre efeitos
neuropsicolégicos em adultos expostos ambientalmente ao Mn e o0s niveis
endogenos deste metal mensurados através de quatro biomarcadores nao invasivos
de exposigdo. Foram incluidas 89 pessoas residentes em duas comunidades
(Cotegipe e Santa Luzia) localizadas nas proximidades de uma industria de ligas de
ferro-manganés. Os niveis de Mn em cabelo (MnC), cabelo axilar (MnAx), unha
(MnUn) e saliva (MnSal) foram determinados por espectrometria de absorgéo
atbmica com forno de grafite e utilizados como biomarcadores de exposicédo. Como
medida de avaliagdo de comprometimento neuropsicoldégico, uma bateria de testes
neuropsicolégicos foi empregada para avaliar o desempenho em fungdes motoras,
executivas, cognitivas, atencdo e memoria da populacao de estudo. Os niveis de Mn
(média + desvio padrao) quantificados nas amostras de cabelo, cabelo axilar, unha e
saliva, independente da comunidade, foram 9,2+9,4 ug/g, 22,2+21,0 ug/g, 6,4+4,1
Mg/g e 6,3£10,4 ug/L, respectivamente. Diferencas estatisticas significativas foram
observadas entre os niveis de MnC, MnAx e MnUn de acordo as comunidades
(Santa Luzia > Cotegipe). Analise de correlagdo de Spearman entre os
biomarcadores demonstrou uma moderada correlagao linear positiva entre os niveis
de MnC e MnUn (rho=0,473; p<0,001) e entre MnAx e MnSal (rho=0,547; p<0,05).
Fortes correlagbes lineares positivas foram observadas entre MnC e MnAx
(rho=0,703; p<0,01) e entre MnAx e MnUn (rho=0,792; p<0,001). Quanto ao
desempenho nos testes neuropsicologicos, ampla variabilidade foi observada na
populacdo de estudo. Apenas o desempenho intelectual diferenciou-se entre as

comunidades. Correlagdes significativas foram observadas entre MnC, MnAx e



MnUn com o desempenho em diversos testes neuropsicolégicos. Analise de
regressao linear multivariada demonstrou, independente do sexo, escolaridade e
localidade de residéncia, uma associagao inversa entre o log MnC e QI (= —4,763
[1C95% —9,171 a —0,355]) e entre o log MnUn e memdéria operacional visual (B= —
3,333 [IC95% —6,148 a —0,519]). Associagao direta foi observada entre o log MnUn e
o tempo de execugdo da tarefa que avalia a flexibilidade cognitiva (B= 56,293
[1C95% 2,405 a 110,182]). Esses resultados demonstram que a exposi¢cao excessiva
ao Mn tem comprometido algumas fun¢des neuropsicologicas dos adultos dessas
comunidades, indicando a necessidade de se instalar medidas que minimizem a
emissdo atmosférica do Mn para amenizar os impactos na saude da populagao

local.

Palavras-chave: Manganés. Biomarcadores de exposi¢ao. Efeitos neuropsicolégicos.

Exposi¢cao ambiental. Cabelo. Unha. Saliva. Cabelo axilar.



ABSTRACT

Manganese (Mn) is an essential element to humans and due to this essentiality
its levels are maintained at optimal concentrations through an effective homeostatic
mechanism. The excess of Mn in the body, however, is harmful and may trigger
changes in the central nervous system, since Mn is a potentially neurotoxic element.
The assessment of occupational and environmental Mn exposure has been done by
biomarkers of exposure, yet there is no consensus on the ideal biomarker to assess
neuropsychological effects triggered by chronic exposure to this substance. This
study aims to evaluate the association between neuropsychological effects in Mn
environmentally exposed adults and the endogenous levels of this metal measured
by four noninvasive biomarkers of exposure. Eighty-nine people living in two
communities (Cotegipe and Santa Luzia) located in the vicinity of an iron-manganese
alloy plant were included. Mn levels in hair (MnH), axillary hair (MnAx), fingernail
(MnN) and saliva (MnSal) were measured by graphite furnace atomic absorption
spectrometry and used as biomarkers of exposure. As means to assess
neuropsychological impairment, a battery of neuropsychological tests was used to
evaluate the performance in motor, executive and cognitive functions, attention and
memory in the studied population. Mn levels (meantstandard deviation) quantified in
hair, axillary hair, nail and saliva specimens, irrespective of the community, were
9.2494 pgl/g, 22.2+21.0 pg/g, 6.4+4.1 pg/g and 6.3x10.4 ug/L, respectively.
Significant statistical differences were observed between the levels of MnH, MnAx
and MnN according to the communities (Santa Luzia > Cotegipe). Spearman
correlation analysis among the biomarkers showed a mild positive linear correlation
between the levels of MnH and MnN (rho=0.473, p<0.001) and between MnAx and
MnSal (rho=0.547, p<0.05) levels. Strong positive correlations were observed
between MnH and MnAx (rho=0.703, p<0.01) and MnAx and MnN (rho=0.792,
p<0.001) levels. According to performances on neuropsychological tests, wide
variability was observed in the studied population. Only the intellectual performance
differed between the communities. Significant correlations were observed among
MnH, MnAx and MnN with the performances in several neuropsychological tests.
Multivariate linear regression analysis showed, regardless to sex, education and

location of residence, an inverse association between log MnH and 1Q (= —4.763



[CI95% —9.171 to —0.355]) and between log MnN and visual working memory (B= —
3,333 [CI195% —6.148 to —0.519]). Direct association was observed between log MnN
and execution time of the cognitive flexibility task (8= 56.293 [CI95% 2.405 to
110.182]). These results showed that excessive exposure to Mn has detrimental
effect on neuropsychological functions of adults living in these communities,
indicating the need to install measures to minimize Mn atmospheric emissions and to

ameliorate the health impacts on the local population.

Key-words: Manganese. Biomarkers of exposure. Neuropsychological effects.

Environmental exposure. Hair. Fingernail. Saliva. Axillary hair.



LISTA DE ILUSTRACOES

Figura 1 — Localizagcdo esquematica das comunidades de Santa Luzia e Cotegipe,
municipio de Simdes Filho, BA, e seus posicionamentos em relacao a fonte
LTS To ] = 26

Figura 2 — Correlacdes significantes entre os niveis de MnC e MnAx (a), MnC e
MnUn (b), MnUn e MnAx (c) e MnSal e MnAx (d). Coeficiente de correlagdo de
Spearman e nivel de significancia eStao exXpresSSoS.........euvvveiiiiiiiiiiiieieeee e 38

Figura 3 — Boxplot da distribuicdo do coeficiente de inteligéncia de acordo com local
(o LR L =T] o =] o Tod = SRR RP 59

Figura 4 — Histograma da distribuicdo dos residuos dos modelos multivariados para
desempenho intelectual (a), memoria operacional visual (b) e flexibilidade cognitiva

Figura 5 — Diagramas parciais entre os residuos dos biomarcadores contra os
residuos do QI (a), memoéria operacional visual (b) e flexibilidade cognitiva (c) e seus
respectivos coeficientes de determinagao (I)...........ooovveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeseeeeee e 66



LISTA DE TABELAS

Tabela 1 — Programa de temperatura e parametros analiticos utilizados para a

determinacao dE IMN... ...t aa e 32
Tabela 2 - Caracteristicas sociodemograficas dos voluntarios de acordo a
o7 210 1o 1o F=To [ OUURRRSRRR 34

Tabela 3 — Niveis dos biomarcadores do Mn de acordo com as principais
caracteristicas sociodemograficas. Dados expressos em mediana (min — max)....... 36

Tabela 4 — Matriz de correlagdo de Spearman entre os biomarcadores de exposi¢cao
ao Mn e caracteristicas sociodemograficas continuas.............ccccccoviiiiiiiiiiiiiieeeeen. 39

Tabela 5 — Valores de Mn (média + desvio padréo) determinados em cabelo, cabelo
axilar, unha e saliva de adultos no presente estudo e pela literatura cientifica......... 40

Tabela 6 — Testes e variaveis de acordo as fungdes neuropsicoldgicas avaliadas...56

Tabela 7 — Desempenho nos testes neuropsicolégicos de acordo a funcdo e
[oT] 4101 a1 {e F=To [=3o [T =T (F o [o 1P 60

Tabela 8 — Matriz de correlagao de Spearman entre os biomarcadores de exposi¢ao
ao Mn e os escores no diversos testes de avaliagdo das fungbes
aT=T0] ro] oS oT0] [0 oz - TS SSPRRRRPPN 62

Tabela 9 — Resumo dos modelos de regresséao linear multivariada tendo o Log MnC
como preditor para o desempenho intelectual (n=81), memoria operacional visual
(N=83) € fUNCA0 MOLOra (N=83)......uueiieiiiiei e e e e e e e 64

Tabela 10 — Resumo dos modelos de regressao linear multivariada tendo o Log
MnUn como preditor para a memoria operacional visual (n=73), funcdo motora
(n=73) e flexibilidade cognitiva (N=67)........ccccoeiieiiiiiiiiieeeieeeee e e 64

Tabela 11 — Desempenho neuropsicolégico e valores validados para adultos de
= Lot ] o [0 N I8 (1= (= T 68

Tabela 12 — Desempenho de trabalhadores expostos ao Mn em alguns testes
NEUFOPSICOIOGICOS. ...t ettt e e e e e e e e e e e e e naae s 69



ACC
Ca®
CEP
DMT-1
EAA-FG
F.C.
GABA
HNO3;
IBGE
IDH
KS
Log
M.D.
M.N.D.
M.O.
Mn
MnAXx
MnC
MnS
MnSal
MnU
MnUn
MW
PIB

Ql
RAVLT
RLM
TAVIS-3
TCLE
V.P.
WAIS
¥

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

Atividade Curricular em Comunidade

Célcio divalente

Comité de Etica em Pesquisa

Transportador de metal divalente
Espectrometria de absor¢ao atdbmica com forno de grafite
Flexibilidade cognitiva

Acido y-aminobutirico

Acido nitrico

Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica
indice de Desenvolvimento Humano
Kolmogorov-Smirnov

Logaritmo

M&o dominante

Mao n&o dominante

Memoria operacional

Manganés

Manganés no cabelo axilar

Manganés no cabelo

Manganés sanguineo

Manganés na saliva

Manganés urinario

Manganés nas unhas

Mann Whitney

Produto Interno Bruto

Coeficiente de inteligéncia

Teste de aprendizado auditivo verbal de Rey
Regressao linear multivariada

Teste de atencéo visual versao 3

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
Velocidade de processamento

Escala de inteligéncia Wechsler para adultos
Qui quadrado



SUMARIO

REFERENCIAL TEORICO.......coooiuiieee ettt 15
Essencialidade e toxicologia do manganés..............ooooiiiiiiiiiiiiiiiiiieee e 15
Exposicao ao manganés e efeitos neurotdXiCos............coovvviciiiiciiiiiiiiiiiieeeeee e 17
Biomarcadores de exposiGao a0 Manganeés...........coevviiiiiiiiiiiiiii i 19

OBUETIVOS . ...ttt e e e e e e e et ettt e e e e e e e e e e e e e e e nnnreennennees 22
ODJEEIVO GEIAL. ...ttt a e e 22
ODbjetivos ESPECITICOS......ooiiiiieiiiee e 22

ABORDAGEM DO PROBLEMA E ORGANIZACAO DO ESTUDO.........c.cceeveuue.e... 22

CAPITULO 1: Monitorizagéo biolégica através de biomarcadores ndo invasivos em
adultos de duas comunidades expostas ao manganés por via

= 10 410153 (=Y 4 o= T 24
INTRODUGAO. ...ttt ee et e eeenee 24
MATERIAIS E METODOS ...ttt 25

Populag@o e desenho do eStudo...........oiiiiiiiiiiiiiii e 25
Critérios de inclus@o e qUESLOES ELICAS. .....ccooviiiieeee e e 27
Abordagem das comuUNIdadEs..........c.uuuuuiiiuiiiiiiiiiie e 27
Informagdes soCiodemMOgrafiCas. .......uuuuiiiiieiiieee e 28
Coleta das amostras DiOlOGICaS. ........uuueiiiiiiiiiiiiiiii e 28
INSTIUMENTOS. ... e e et e ettt e e e e e e e e e e e aeeeeeannees 29
Reagentes, SOIUGOES € VIArariaS. .......cccuuuuueiiiiiiiiiiiiiiiiiee et 30
Preparacao e analise das amostras biol0giCas............cooeeiviiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeee 30
F N g F= 11 ET= 0 [0 F= T [ 1 OO 32
RESULTADOS . ...ttt e ettt e e e e e e e e e e e e e e e e snnnnnn e e eeneanns 33
DISCUSSAOD. ...ttt eee et eeeeee s e ereeaeas 39
(010N 0] WU ST 0] =1 7RO 46
REFERENCIAS. ...ttt 47

CAPITULO 2: Biomarcadores nado invasivos de exposicdo ao manganés e efeitos

neuropsicolégicos em adultos ambientalmente expostos..........cccceeeveeiieiiiiiiicnn, 53
INTRODUGAO. ... .ottt ettt ete e eae e eeee s ereenens 53
MATERIAIS E METODOS..... .ottt n e 54

Populag&o de eStUAO.........ooi i 54
Avaliacdo da expoSiGCa0 a0 MANJANES...........ccevviieiiiiiieeeeeeeeeee e 55
ANVZ=1[F=Toz=To N g T=TUT foT o 1< (oo (o o | o= TN 55
FN g E= 1 EST= 0 (=0 F= To [0 1 SRR 58
RESULTADOS . ...ttt e ettt e et e e e e e e e e e e e e s e esnnnnnnnnn seeeeannnes 59
115161051710 1T 66
(010 N0 UL T 0] =1 7SRO 73
REFERENCIAS. ...ttt ettt 74

CONSIDERAGOES FINAIS ..ottt en e ee e e 79

REFERENCIAS. ..ottt ettt n e ee e 81

APENDICE A — Questionario S0CiodemMOgrafiCO............eeeveveeeeeeereeeeeeeeeeees e 89

APENDICE B — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido................c.cc.cccveeu... 91

APENDICE C — Parecer do Comit& de EtiCa.......c.vve oo 93



15

REFERENCIAL TEORICO

Essencialidade e toxicologia do manganés

O manganés (Mn) faz parte dos elementos essenciais aos seres vivos,
participando de fungdes relacionadas a formacao de ossos, fungbes reprodutivas e
metabolismo de carboidratos e lipidios, tendo papel como cofator da hexocinase
(ASCHNER; ASCHNER, 2005; ATSDR, 2008; SANTAMARIA, 2008). No cérebro, o
Mn é o cofator da enzima antioxidante superdxido dismutase e de enzimas
envolvidas no metabolismo e sintese de neurotransmissores (ASCHNER et al,
2007). O desequilibrio nos niveis de Mn, portanto, pode alterar as fungbes
fisiologicas mediadas por tais enzimas.

Como toda substancia essencial, a homeostase do organismo para com o Mn &
fundamental para a manutencdo dos niveis bioldgicos deste elemento em
concentragbes fisiolégicas, evitando assim sua caréncia e seu excesso. Este
mecanismo de manuten¢gdo homeostatica envolve o sistema responsavel pelo
metabolismo do ferro, principalmente devido as semelhangcas quimicas
compartilhadas por esses elementos, como o estado de valéncia (2+ e 3+) e o raio
idbnico. A absorcdo do Mn pelos enterécitos (mediante proteina transportadora de
metal divalente — DMT-1) e a elevada capacidade de se ligar a transferrina (proteina
responsavel pelo transporte do ferro ndo heme no organismo) sao exemplos dos
mecanismos homeostaticos responsaveis pela manutengdo dos niveis de ferro e
manganés no organismo (ROTH, 2006).

A principal fonte de exposi¢cdo ao Mn para a populagdo em geral é através da
ingestdo de alimentos. Cereais, vegetais, frutas e bebidas como vinho, cha e café
sdo exemplos de alimentos ricos em Mn. A quantidade ingerida desse mineral,
entretanto, depende dos habitos alimentares de cada pessoa, mas estima-se que
um adulto consuma entre 0,7 a 10,9 miligramas de Mn por dia através da dieta
(ATSDR, 2008), sendo que a ingestdo adequada para adultos é 2,3 e 1,8 mg/dia
para homens e mulheres, respectivamente (NATIONAL ACADEMIC OF SCIENCES,
2001). Mesmo com a ampla variabilidade na ingestdo diaria, geralmente os niveis
biolégicos de Mn sdo mantidos estaveis gragas ao controle da absorgao
gastrointestinal e excrecao via bile. Apenas uma pequena por¢ao (aproximadamente

1 a 5%) de todo Mn ingerido é absorvido via trato gastrointestinal (ASCHNER,;
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ASCHNER, 2005; ROTH, 2006; SARC; LUCCHINI, 2007). No processo de excregéo,
a bile tem papel fundamental, uma vez que é responsavel pela eliminagéo, via fezes,
de mais de 95% do Mn presente no organismo (ASCHNER et al, 2007; FITSANAKIS
et al, 20006).

A deficiéncia de Mn em humanos é uma condi¢cdo rara, porém relatos na
literatura demonstram que baixa ingestdo deste mineral pode levar a retardo no
crescimento, alteragdes nos niveis de glicose e falhas no sistema reprodutivo (US-
EPA, 1984; FITSANAKIS et al, 2006; WHO, 2011). O que mais se destaca no meio
cientifico em se tratando de Mn e efeito na saude de humanos, entretanto, séo os
efeitos neurotdxicos deste elemento decorrentes de exposicbes ocupacionais e
ambientais cronicas. Alteragdes motoras, neurocomportamentais e psiquiatricas
(como depresséo e agitacéo), aléem de déficit cognitivo, sdo os principais efeitos
estudados em decorréncia da exposi¢cao ao Mn (ASCHNER et al, 2007; BOUCHARD
et al, 2007; BOUCHARD et al, 2011; MENEZES-FILHO et al, 2011; MYERS et al,
2003; RODRIGUEZ-AGUDELO et al, 2006). Tais efeitos, todavia, diferem a
depender da faixa etaria da populacao exposta. Alteragbes das fungbes motoras séo
descritas principalmente em adultos, ao passo que fungdes cognitivas e
comportamentais em criancgas (ZONI et al, 2007).

As alteracdes ao nivel do sistema nervoso central que ocorrem em decorréncia
da exposicao ao Mn resultam do acumulo deste metal em certas regides do cérebro.
Em condicdes fisiologicas, o Mn chega ao cérebro através dos capilares cerebrais e
do liquor, oriundo do sangue (ASCHNER et al, 2007). Os mecanismos de transporte
do Mn pelas células endoteliais da vasculatura cerebral e seu acumulo nas células
neuronais, entretanto, ainda nédo estdo plenamente esclarecidos, mas acredita-se
que a DMT-1, ferroportina e o transportador unidirecional de Ca?* tenham papel
importante. A teoria mais aceita € que a DMT-1 promova a entrada do Mn presente
no sangue para o interior das células da vasculatura cerebral, de onde é
externalizado pela ferroportina para o liquor. O Mn do liquor, também por meio da
DMT-1, entra nos neurbnios e pode se acumular nas mitocéndrias gracas ao
transporte mediado pelo transportador unidirecional de Ca®* (RIVERA-MANCIA et al,
2011; ROTH, 2006).

Outra via de acesso do Mn ao cérebro tem sido demonstrada para exposi¢cdes
por via inalatéria. Estudos experimentais com animais expostos a compostos de Mn

tém revelado que este metal pode ter acesso ao cérebro através do transporte
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axonal via nervo olfatério e trigémeo, os quais possuem terminagdes nervosas na
mucosa nasal que captam o Mn e o conduz até o bulbo olfatério e outras regides
cerebrais (BRENNEMAN et al, 2000; DORMAN et al, 2006).

As regides cerebrais ricas em neurdnios dopaminérgicos (especificamente os
ganglios da base, composto pelo nucleo caudado, putamen, globo palido, substancia
nigra e nucleo subtaldamico) s&do aquelas que normalmente estdo associadas ao
acumulo de Mn (RIVERA-MANCIA et al, 2011). Evidéncias mostram que os efeitos
toxicos decorrentes deste acumulo podem ser provenientes da capacidade oxidante
do Mn, especialmente na sua forma trivalente. Como revisado por Burton e Guilarte
(2009) e Rivera-Mancia e colaboradores (2011), o Mn trivalente pode ocasionar
estresse oxidativo com oxidacdo da dopamina, resultando na inabilidade dos
neurdnios dopaminérgicos em liberar esse neurotransmissor na sinapse, o que pode
estar associado com o comprometimento de funcdo motora e demais funcdes

controladas pelos ganglios da base (RACETTE et al, 2012).

Exposi¢ao ao manganés e efeito neurotéxico

A exposicdo ao Mn pode ocorrer de diversas formas, sendo a exposi¢cao via
trato gastrointestinal a mais comum para a populagdo em geral. Para fins de efeitos
toxicos, a exposicao cronica por via respiratéria talvez seja a de maior relevancia,
pois engloba a exposicdo ocupacional (sofrida por soldadores, mineradores,
trabalhadores de metalurgica etc.) e ambiental (desfrutada por pessoas que residem
proximo as minas de exploracdo de Mn e de industrias metalurgicas e aquelas
expostas a inseticidas organometalicos, como maneb e mancozeb), estando ambas
relacionadas a efeitos neuropsicoldgicos e neurotoxicos (ATSDR, 2008).

A exposigdo cronica ao Mn pode desencadear uma disfungdo neuroloégica que
€ dependente da concentragcédo e duragao da exposi¢cao. A evolugdo dos sintomas
clinicos decorrentes da exposicdo ao Mn pode ser dividida em trés fases: na
primeira sao observados efeitos inespecificos como astenia, anorexia, apatia,
irritabilidade etc.; na fase intermediaria, mudangas psicologicas e psicomotoras
podem ser observadas; na terceira fase, se a exposicao for mantida, pode-se
desenvolver o quadro denominado Manganismo (MERGLER et al, 1994).

O manganismo, uma patologia decorrente da exposicao ao Mn e caracterizada

por sinais e sintomas clinicos semelhantes a Doenga de Parkinson, é uma



18

manifestacdo que ocorre geralmente em trabalhadores de mineragdo, metalurgica e
fabrica de baterias. O acumulo do Mn no cérebro como consequéncia da exposi¢cao
inalatéria, exacerbada e cronica € o responsavel pelo desenvolvimento desta
patologia (ATSDR, 2008). Sintomas comuns a Doenca de Parkinson e ao
manganismo incluem desequilibrio na marcha, rigidez, tremores e bradicinesia,
embora em casos de manganismo sejam comuns disfungbes cognitivas e
comportamentais antes das manifestacdes motoras (RIVERA-MANCIA et al, 2011).
Patologicamente também existem diferencas entre essas duas patologias, ainda que
em ambas os ganglios da base estejam acometidos. A Doenc¢a de Parkinson € uma
patologia neurodegenerativa em que ha a perda de neurbnios dopaminérgicos,
principalmente da substéncia nigra, enquanto o manganismo caracteriza-se pelo
acumulo de Mn especialmente no globo palido, o que pode resultar na oxidacédo da
dopamina (BURTON; GUILARTE, 2009; RIVERA-MANCIA et al, 2011).

Os efeitos toxicos do Mn podem ser vistos por um longo periodo mesmo depois
de cessada a exposicdo ao metal (BOWLER et al, 2011). Déficits neuromotores e
cognitivos em ex-trabalhadores expostos ao Mn foram demonstrados por Bouchard
e colaboradores (2007) através de diversos testes neuropsicologicos. Os efeitos
desencadeados pelo Mn, portanto, persistem em fungdo do tempo, prolongando o
problema neurolégico por longo periodo mesmo apdés o fim da exposi¢cdo. O
manganismo, por exemplo, € considerado uma doenga evolutiva e irreversivel
(MERGLER et al, 1994).

Tanto os trabalhadores ocupacionalmente expostos quanto a populagéo
exposta ambientalmente apresentam riscos de desenvolver problemas neuroloégicos
em decorréncia da toxicidade do Mn (ATSDR, 2008); todavia, a devida aten¢do nao
€ dada para os problemas ambientais. Diversos estudos tém demonstrado
associagdo entre exposigdo ocupacional ao manganés e efeitos neurotoxicos
(BAST-PETTERSEN et al, 2004; BOUCHARD et al, 2005; BOUCHARD et al, 2007;
FLYNN; SUSI, 2009; MERGLER et al, 1994), mas sao poucos o0s que avaliaram
pessoas expostas ambientalmente com este propédsito (MENEZES-FILHO et al,
2011; MERGLER, 1999; RODRIQUEZ-AGUDELO et al, 2006).

Embora em ambas as situagbes as pessoas estejam expostas principalmente
pela via respiratoria, ha diferengcas notaveis entre a exposigcdo ocupacional e
ambiental ao Mn. A exposicdo ocupacional € geralmente maior e mais variavel,

estando frequentemente relacionada a um alto pico de exposicdo que ocorre no
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ambiente de trabalho. A exposicdo ambiental, por outro lado, & consideravelmente
menor, mais continua e com menor variabilidade (MERGLER, 1999). Dada as
diferencas que ocorrem entre tais formas de exposi¢ao, torna-se importante avaliar

de maneira segregada as consequéncias resultantes de cada forma de exposi¢ao.

Biomarcadores de exposi¢cado ao manganés

A avaliagao da exposicao ao Mn tem sido feita através da utilizacdo de diversos
biomarcadores. Nenhum indicador bioquimico esta atualmente disponivel para a
deteccdo de efeitos neurotoxicos do Mn (ATSDR, 2008), limitando o uso dos
biomarcadores de efeito em detrimento aos biomarcadores de exposicdo. Manganés
sanguineo (MnS), Mn urinario (MnU), Mn em cabelo (MnC), em cabelo axilar (MnAx),
unha (MnUn) e saliva (MnSal) sdo alguns dos biomarcadores de exposicao
empregados na avaliagao da exposi¢cdo ao Mn.

Embora existam alguns biomarcadores de exposicdo ao Mn disponiveis, nao
ha um consenso do melhor a ser empregado para se avaliar as alteragdes
neuropsicolégicas decorrentes da exposicao a este metal. O MnS, por exemplo, &
um marcador invasivo de exposicdo que, embora bastante utilizado, tem
apresentado resultados contraditérios na avaliagao de tais efeitos (ROELS et al,
2012). Quanto aos biomarcadores nao invasivos, o0 mais comumente utilizado para
avaliacao dos efeitos neuropsicoldgicos € o MnC, porém o MnU também tem sido
empregado, como revisado por Menezes-Filho e colaboradores (2009b). Manganés
em saliva, MnAx e MnUn, ainda que tenham sido empregados meramente na
avaliacao da exposicdo ao Mn (BADER et al, 1999; COWAN et al, 2009; GIL et al,
2011; LAOHAUDOMCHOK et al, 2011; MEHRA; JUNEJA, 2005; MENEZES et al,
2004; WANG et al, 2008; WONGWIT et al, 2004), ndo é de nosso conhecimento a
existéncia de trabalhos que correlacionem esses biomarcadores a efeitos
neuropsicolégicos.

Um estudo recente compilou resultados de importantes trabalhos publicados
em diferentes regiées do mundo sobre altera¢gdes motoras e cognitivas relacionadas
ao Mn. Uma das principais contribuicbes deste trabalho relaciona-se a discusséo
sobre o biomarcador de exposi¢cao adequado. Para exposi¢des ocupacionais, 0 MnS
apresenta pouca consisténcia para caracterizar exposicao individual; em exposicoes

ambientais, a relevancia do MnS é ainda menor e raramente estad associado aos
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efeitos neurocomportamentais desencadeados por este metal. Manganés em
cabelo, por outro lado, tem demonstrado significativa relevancia principalmente
como biomarcador de exposi¢cao ambiental (ROELS et al, 2012).

Menezes-Filho e colaboradores (2009a) em seu estudo em uma comunidade
ambientalmente exposta localizada proxima a uma planta de ferro-manganés em
Simdes Filho, regido metropolitana de Salvador, Brasil, demonstraram altos niveis
de MnC em criancgas, fato que foi dependente de dois fatores: a proximidade da
moradia com a planta metalurgica e a diregdo dos ventos. Os niveis encontrados na
populacado exposta foram de 15,20 ug Mn/g cabelo, contra 1,37 ug Mn/g cabelo para
a populacédo nao exposta. Estudos complementares nesta mesma comunidade
demonstraram que o MnC nas criangas correlacionou-se negativamente com o
coeficiente de inteligéncia (Ql) medido pelo teste WISC-III (Wechsler Intelligence
Scale for Children, version Ill). Da mesma forma, a concentracdo de MnC de suas
respectivas maes também correlacionou-se negativamente com o QI medido pelo
teste Raven’s (Raven’s Standard Progressive Matrices) (MENEZES-FILHO et al,
2011).

Rodriguez-Agudelo e colaboradores (2006) nao verificaram correlagcao entre a
concentracdo de MnS e testes motores em pessoas expostas ambientalmente no
México. Adicionalmente, Myers e colaboradores (2003) n&o evidenciaram correlagéo
entre MnS e os resultados dos testes da bateria Luria-Nebraska apo6s ajuste pelos
confundidores. Uma meta analise de estudos epidemioldgicos publicados de 1987 a
2008 revisou o desempenho cognitivo e neuromotor associado a exposigao
ocupacional ao manganés. Este estudo demonstrou que déficits nos desempenhos
cognitivos e neuromotores nem sempre estiveram relacionados ao MnS e que este
indicador de dose interna ndo apresentou melhor relacdo com os desempenhos
neurolégicos do que a concentracdo de manganés no ar (MEYER-BARON et al,
2009).

Biomarcadores nao invasivos menos convencionais tem sido alvo de alguns
estudos que avaliaram a exposig¢do (principalmente ocupacional) ao Mn. Wang e
colaboradores (2008) utilizaram MnSal para avaliar a exposi¢gdo ocupacional de
soldadores. Nesse trabalho, 49 homens soldadores foram divididos em dois grupos
de acordo com o nivel de exposicdo ocupacional e 33 pessoas nao expostas
ocupacionalmente foram utilizadas como controle. Os resultados demonstraram que

os niveis de MnSal foram significativamente maiores nos soldadores do que nos
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controles e a variagdo dos niveis de Mn em saliva esteve associada com os niveis
de Mn no ar do ambiente de trabalho. Adicionalmente, MnSal foi maior naqueles
trabalhadores com 5 a 10 anos de exposi¢ao, se comparado aqueles com menos de
5 anos. Portanto, a determinagdo de MnSal demonstra ser promissora para a
avaliacao da exposi¢céo ocupacional ao Mn.

Bader e colaboradores (1999) utilizaram Mn em sangue, urina e cabelo axilar
como marcadores de exposigcdo ao Mn em 100 trabalhadores de uma fabrica de
baterias. Os trabalhadores foram divididos em trés grupos de acordo com as
caracteristicas de trabalho e comparados com 17 pessoas nao expostas
ocupacionalmente. Foram mensurados os niveis de Mn no ar nas areas em que 0S
trés grupos de trabalhadores estavam expostos. Os niveis de Mn em cabelo axilar,
baseado nos grupos, correlacionaram com as concentracbes de Mn no ar do
ambiente de trabalho. Estes resultados demonstram que o grupo mais exposto
apresentou também maiores niveis de Mn em cabelo axilar.

A dosagem de Mn em unha também tem sido promissora na avaliagdo da
exposicao ocupacional a este metal, embora sejam poucos os estudos realizados
com este proposito (LAOHAUDOMCHOK et al, 2011; MEHRA; JUNEJA, 2005;
WONGWIT et al, 2004). Um estudo conduzido com 46 soldadores avaliou a utilidade
dos niveis de Mn em unhas dos pés como biomarcador de exposi¢cao. Este estudo
demonstrou que os niveis médios nas unhas de todos os dedos dos pés estiveram
correlacionados com o indice de exposicdo cumulativo de 7 a 12 meses (r=0,32;
p=0,027), ou seja, este biomarcador seria capaz de refletir uma exposicdo que
ocorrera entre 7 e 12 meses anteriores a coleta do material bioldgico
(LAOHAUDOMCHOK et al, 2011). Isto ocorre devido a baixa razdo de crescimento
das unhas (aproximadamente 3,47 e 1,62 milimetros por més para as unhas das
maos e dos pés, respectivamente), o que faz com que esta matriz possa ser
utiizada como biomarcador de exposicdo pregressa a metais (YAEMSIRI et al,
2010).

A correlagéo entre efeitos neuropsicolégicos e os niveis de MnC tem sido
superiores aqueles vistos com o MnS, especialmente em exposicées ambientais.
Além do MnC, a quantificacao dos niveis de MnAx, MnUn e MnSal tém demonstrado
serem bons marcadores ndo invasivos para avaliacdo da exposi¢cao ocupacional ao
Mn. Trabalhos realizados em populagdo ambientalmente exposta demonstraram

boas correlacdes entre o MnC e efeitos neuropsicoldgicos desencadeados por este



22

metal; por outro lado, estudos que utilizaram Mn em cabelo axilar, unha e em saliva,
apesar de promissores, sao escassos para este tipo de populagdo. Portanto,
estudos que utilizem diversos biomarcadores n&o invasivos para avaliar os efeitos
neuropsicolégicos decorrentes da exposicdao ambiental ao Mn sdo uteis para se

instalar medidas preventivas e evitar danos mais graves a saude.

OBJETIVOS

Objetivo Geral

Avaliar a associagao entre efeitos neuropsicolégicos em adultos expostos
ambientalmente ao manganés e os niveis enddgenos deste metal mensurados

através de biomarcadores ndo invasivos de exposigao.

Objetivos Especificos

e Avaliar a exposigdo ao manganés através de biomarcadores né&o
invasivos (Mn em cabelo, cabelo axilar, unha e saliva) como indicadores
de exposicao recente e longo prazo.

e Identificar fatores determinantes associados aos niveis elevados de Mn
na populacao adulta ambientalmente exposta.

e Avaliar o desempenho neuropsicolégico nas fungdes cognitivas,
executivas, motoras, de atengcdo e meméria na populagao.

e Avaliar a associagao entre os niveis de Mn no organismo, através dos

quatro biomarcadores, e o desempenho em testes neuropsicoldgicos.

ABORDAGEM DO PROBLEMA E ORGANIZAGAO DO ESTUDO

O presente trabalho foi desenvolvido nas comunidades de Cotegipe e Santa
Luzia, distritos do municipio de Simées Filho, regido metropolitana de Salvador,
Bahia. Situam-se nas proximidades de uma eletrossiderurgica de ligas ferro-
manganés, anteriormente designada SIBRA S.A., hoje pertencente ao grupo Vale
S.A.
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A atividade industrial desenvolvida pela empresa resulta na emissao de
poluentes para a atmosfera. Oxidos de metais pesados, juntamente com poluentes
gasosos, predominam nas emissdes atmosféricas que, mediante a acdo dos ventos,
sdo dispersos e atingem as localidades de Cotegipe, Santa Luzia e Mapele
(MAGALHAES, 2007; MENEZES-FILHO, 2009c). A exposicdo ambiental a estes
poluentes, que ocorre predominantemente por via inalatoria, pode ser um agravo a
saude da populacado local. O 6xido de manganés, um dos principais constituintes
desses poluentes, quando inalado em particulas de diametro de aproximadamente
1um ou inferior, libera 0 Mn no saco alveolar (McKEEMAN, 2008) que, ao ser
absorvido, pode desencadear efeitos neurotéxicos devido ao seu acumulo no
organismo. A avaliagdo da exposicdo a este metal, bem como a avaliagdo dos
possiveis efeitos desencadeados pela sua exposigcdo excessiva, torna-se importante
para ajudar na prevencao de danos mais graves na populacéo local.

O desenvolvimento desse trabalho esta organizado em dois capitulos. O
primeiro, intitulado “Monitorizag&o bioldgica através de biomarcadores ndo invasivos
em adultos de duas comunidades expostas ao manganés por via atmosférica”,
descreve a contaminagdo humana pelo manganés, medida por meio de
biomarcadores nao invasivos de exposi¢cdo, nas duas populagbes de estudo de
acordo com importantes covariaveis. A utilidade desses biomarcadores é avaliada
baseando-se nas correlagdes verificadas entre eles. O segundo capitulo, intitulado
“‘Biomarcadores n&o invasivos de exposicdo ao manganés e efeitos
neuropsicolégicos em adultos ambientalmente expostos”, avalia a associagcao
existente entre os niveis de Mn no cabelo, cabelo axilar, unha e saliva e o
comprometimento neuropsicoldgico, discutindo a busca de um biomarcador ideal

para se avaliar os efeitos decorrentes da exposigcéo a este metal.
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CAPITULO 1: Monitorizagado biolégica através de biomarcadores nio invasivos

em adultos de duas comunidades expostas ao manganés por via atmosférica

INTRODUCAO

O manganés (Mn) é um elemento essencial aos seres vivos, sendo encontrado
em todos os tecidos. Como cofator enzimatico, participa de diversas funcgdes
fisiolégicas importantes relacionadas ao metabolismo de carboidratos, lipidios,
aminoacidos e proteinas (ASCHNER; ASCHNER, 2005). A manuteng¢do dos seus
niveis biolégicos em concentracdes 6timas (que deve ser de 4 a 15 ug de Mn por
litro de sangue) (ATSDR, 2008) é fundamental para o perfeito funcionamento do
organismo, sendo que um processo homeostatico eficaz envolvendo principalmente
mecanismos de absorcdo e eliminacdo € o responsavel por esta manutencgao
(ROTH, 2006).

A principal via de exposi¢cao ao Mn para a populacédo em geral é a alimentacgé&o
(ATSDR, 2008). Apenas uma pequena porcao (aproximadamente 1 a 5%) de todo
Mn ingerido € absorvido via trato gastrointestinal (ASCHNER; ASCHNER, 2005;
ROTH, 2006; SARC; LUCCHINI, 2007). No processo de excrec¢ao, a bile tem papel
fundamental, uma vez que é a responsavel pela eliminacéo, via fezes, de mais de
95% do Mn presente no organismo (ASCHNER et al, 2007; FITSANAKIS et al,
2006). A exposicdo ao Mn por via inalatéria, por outro lado, pode fugir a este
mecanismo homeostatico e alcangar o cérebro diretamente por transporte axonal via
nervo olfatério e trigémeo (BRENNEMAN et al, 2000; DORMAN et al, 2006),
podendo acumular-se neste 6rgéo.

O tropismo, acumulo e toxicidade do Mn em certas regides cerebrais podem
explicar os efeitos neurotdxicos desencadeados por esta substancia. O Mn possui
tropismo por regides cerebrais ricas em neurénios dopaminérgicos, especialmente
os ganglios da base (RIVERA-MANCIA et al, 2011). O acumulo deste metal no
cérebro pode interferir em diversos sistemas de neurotransmissores, em especial
nas sinapses dopaminérgicas, glutamatérgicas e GABAérgicas (BURTON;
GUILARTE, 2009). Dados mais concretos estéo relacionados a agao do Mn sobre o
sistema dopaminérgico, como revisado por Burton e Guilarte (2009) e Rivera-Mancia
e colaboradores (2011). O Mn, especialmente na forma trivalente, é capaz de oxidar

a dopamina e comprometer a liberacdo desse neurotransmissor na sinapse, o que
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pode estar associado com o comprometimento da fungdo motora e demais fungdes
controladas pelos ganglios da base (RACETTE et al, 2012).

Diversos estudos tém demonstrado comprometimento neuropsicoldgico
associado aos altos niveis de Mn (para revisao, consultar Zoni e colaboradores,
2007). A avaliacao da exposicao a este metal tem sido realizada por biomarcadores
de exposicdo, haja vista a inexisténcia de um marcador bioquimico disponivel para a
deteccdo de efeitos neurotoxicos desencadeados pelo Mn (ATSDR, 2008). Todavia,
ndo ha um consenso do biomarcador de exposi¢do ideal para se avaliar as
alteragcbes neuropsicolégicas desencadeadas por este metal. Manganés sanguineo
(MnS), Mn urinario (MnU), Mn em cabelo (MnC), em cabelo axilar (MnAx), unha
(MnUn) e saliva (MnSal) sédo alguns desses biomarcadores empregados na
avaliacado da exposicdo ao Mn (BADER et al, 1999; BOTTA et al, 2006; GIL et al,
2011; LAOHAUDOMCHOK et al, 2011; MENEZES-FILHO et al, 2009a; MERGLER
et al, 1994; WANG et al, 2008; WONGWIT et al, 2004).

O presente trabalho tem como objetivo avaliar a grau de exposi¢do ao Mn
através da determinac&o dos niveis de Mn em cabelo, cabelo axilar, unha e saliva
em adultos de duas comunidades expostas ambientalmente por via respiratéria. Este
trabalho ainda tem como proposta fomentar a discussao cientifica na escolha do
biomarcador ideal para se avaliar a exposicdo ao Mn, levando em consideracdes

importantes determinantes ambientais.

MATERIAIS E METODOS

Populacéao e desenho do estudo

O presente estudo, de desenho transversal, foi desenvolvido em duas
comunidades (Cotegipe e Santa Luzia) que sofrem a influéncia da emisséo
atmosférica de poluentes de uma industria de ligas ferro-manganés. A Vale S.A,,
localizada no municipio de Simdes Filho, regido metropolitana de Salvador, Bahia,
Brasil (Figura 1), promove a emissdo de Oxidos de metais pesados e poluentes
gasosos que, mediante a ag&o dos ventos, atingem ambas as comunidades e expde
a populagdo principalmente através da via respiratoria (MAGALHAES, 2007;
MENEZES-FILHO, 2009c).
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Figura 1: Localizagdo esquematica das comunidades de Santa Luzia e Cotegipe,
municipio de Simdes Filho, BA, e seus posicionamentos em relacdo a fonte
emissora.

De acordo o ultimo censo demografico realizado no ano de 2010 pelo Instituto
Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE), o municipio de Simbes Filho possui
118.047 habitantes, densidade demografica de 586,65 habitantes/kmz, PIB per
capita de R$ 31.266,42 e IDH 0,730. Aproximadamente 31% dos domicilios
particulares permanentes enquadram-se na situacdo de rendimento mensal
domiciliar de 2 a 5 salarios minimos (IBGE, 2013).

Situadas num raio de aproximadamente 1,5 e 2,5 Km da planta industrial,
respectivamente, Cotegipe (coordenada geografica 12°47°22’S e 38°25'27°0) e
Santa Luzia (coordenada geografica 12°47°’14’S e 38°25'56°0) sado duas
comunidades com baixo indice socioecondmico. As principais fontes de renda e
ocupacao dessas comunidades consistem em agricultura de subsisténcia, produgao

de derivados da mandioca (principalmente farinha puba) e mariscagem. Essas
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comunidades diferem significativamente nos aspectos sociodemograficos e

econdmicos daqueles verificados para o municipio de Simdes Filho.

Critérios de inclusdo e questoes éticas

Com o intuito de estabelecer a quantidade de pessoas que atendiam aos
critérios de inclusédo e exclusédo do projeto, bem como identifica-las e convida-las a
participar da pesquisa, um censo foi realizado entre marco e setembro de 2011 em
ambas as comunidades. Este censo também foi util para obter informagbes acerca
do total de pessoas residentes em cada comunidade, distribuicdo por faixa etaria,
suas condi¢des de saude, sanitaria, socioeconémica etc.

Foram incluidas todas as pessoas de ambos os sexos (faixa etaria de 15 a 55
anos de idade) que residissem em uma das comunidades a pelo menos cinco anos,
que nao possuissem diagndéstico de doencga neuroldgica e que nao trabalhassem ou
tenham trabalhado na industria no ultimo ano, pois assim foram excluidas as
pessoas expostas ocupacionalmente. Todas as pessoas que atendiam aos critérios
de inclusdo foram esclarecidas quanto aos objetivos e condutas da pesquisa, ao
tempo em que foram convidadas a participar da mesma. Os voluntarios que
aceitaram participar assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
(TCLE). Para os menores de idade, a assinatura do responsavel também foi obtida.
O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Maternidade Climério
de Oliveira (Registro CEP 021/11; Parecer/Resolu¢ao n° 027/2011).

Abordagem das comunidades

A preparagdo das comunidades foi feita baseando-se no principio da
abordagem participativa. Inicialmente foram feitas visitas para conhecer as
localidades e identificar o problema ambiental sofrido pela populacdo. Lideres
comunitarios e professores das escolas locais foram localizados e palestras foram
proferidas para explicar a estas pessoas a gravidade do problema e a proposta da
pesquisa que seria desenvolvida. Neste momento, a populagdo também expds o seu
ponto de vista acerca do foco da questdo e expuseram outros anseios. Assim,
tentamos compreender qual a percepg¢ao do risco que as comunidades tinham.

Com base nestas discussdes, mobilizamos esforgos para a realizagéo de duas
Atividades Curriculares em Comunidade (ACC), que sao componentes curriculares

optativos da Universidade Federal da Bahia, as quais foram conduzidas em
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Cotegipe e Santa Luzia. As propostas destas atividades eram levar conhecimento
sobre assuntos relacionados a saude, educacgao, qualidade de vida, higiene bucal
etc., bem como adquirir confianga da populagdo para que a pesquisa pudesse ser
conduzida.

Com o intuito de abranger integralmente ambas as comunidades, visitas
domiciliares a todas as residéncias foram realizadas. As pessoas que se
enquadravam aos critérios estabelecidos pela pesquisa foram identificadas e
explicadas sobre o projeto. As comunicagdes posteriores com cada voluntario foram
realizadas através de contato telefénico ou por intermédio dos lideres comunitarios.

Em contrapartida a participagcdo das comunidades, os pesquisadores se
comprometeram a fornecer um relatorio técnico cientifico sobre a real situacédo da
populagdo. Laudos com os resultados dos exames laboratoriais de cada voluntario

também serdo entregues.

Informagdes sociodemograficas

Um questionario com finalidade de obter informac¢des sobre caracteristicas
sociodemogréficas (etnia, nivel educacional, tempo de moradia na comunidade etc.),
habitos de vida (tabagismo, etilismo, destino do lixo doméstico etc.) e atividade
ocupacional foi aplicado a cada voluntario. Entrevistadores treinados coletaram as
informacdes contidas no questionario de forma individual no momento da assinatura

do TCLE ou da coleta do material bioldgico.

Coleta das amostras biolégicas

Foram realizadas coletas de amostras de cabelo, cabelo axilar, unha e saliva
seguindo metodologias previamente descritas (MENEZES-FILHO et al, 2009a;
OLMEDO et al, 2010; WRIGHT et al, 2006). Devido aos habitos culturais, estéticos e
higiénicos das mulheres brasileiras e visando maior adeséo a pesquisa, amostras de
cabelo axilar nao foram coletadas nos voluntarios do sexo feminino.

Para as amostras de cabelo, uma mecha de aproximadamente 0,5 cm de
didametro foi obtida da regido occipital com auxilio de uma tesoura de ago inoxidavel
cirargico. A mecha foi previamente amarrada com um fio de teflon nas proximidades
do couro cabeludo para indicar a regido de crescimento recente, ja que o primeiro
centimetro do cabelo é que foi utilizado para a determinacdo do manganés. Apos

seccdo, a mecha foi colocada em saco plastico de amostragem. As amostras foram
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identificadas e mantidas a temperatura ambiente até o momento da analise. Aquelas
pessoas que possuiam cabelo de comprimento inferior a 2 cm tiveram uma
quantidade suficiente da amostra cortada e aparada diretamente nos sacos de
amostragem (MENEZES-FILHO et al, 2009a; WRIGHT et al, 2006).

Quantidade suficiente do cabelo axilar foi coletada de ambas as axilas dos
voluntarios do sexo masculino com auxilio de uma tesoura cirurgica (OLMEDO et al,
2010). As amostras foram armazenadas em sacos plasticos estéreis previamente
identificados e mantidas em temperatura ambiente até o momento da analise. Como
medida de evitar contaminagdo externa da amostra, os homens foram instruidos a
nao utilizarem desodorante no dia da coleta.

Para a coleta das unhas, os voluntarios foram solicitados a lavarem as méos
com sabonete liquido, enxaguando-as exaustivamente para a remog¢ao de material
particulado e da espuma proveniente do detergente. Apos terem sido secas, todas
as unhas de ambas as maos foram coletadas com cortador de unhas com
reservatério para as arestas. As mulheres que possuiam unhas pintadas tiveram o
esmalte removido com auxilio de solugéo a base de acetona antes da lavagem das
maos (MEHRA; JUNEJA, 2005). Todo o material coletado foi armazenado em sacos
plasticos de amostragem previamente identificados e mantidos a temperatura
ambiente até o momento da analise.

Para a coleta de saliva, os voluntarios receberam agua deionizada em
quantidade suficiente (aproximadamente 100 mL) para realizacdo de trés enxagues
bucal por 1 minuto. Imediatamente ap6s o enxague, aproximadamente 5 mL de
saliva nao estimulada foi coletada por um periodo maximo 10 minutos diretamente
para tubos graduados de polipropileno com tampa de rosca (Corning®) previamente
identificados. As amostras foram acondicionadas em caixas térmicas com gelo
reciclavel durante o transporte para o laboratério, onde foram centrifugadas por 10
minutos a aproximadamente 2318 g e o sobrenadante separado em aliquotas e
congelado a —20°C até o momento da analise (KIM et al, 2010; OLMEDO et al, 2010;
WATANABE et al, 2009).

Instrumentos
Balanca analitica (Sartorius® CP2245), banho de ultrassom, chapa de
aquecimento e espectrometro de absorgéo atdmica com forno de grafite (AA 240-Z,

Varian Inc.) equipado com corretor de background de Zeeman (GTA 120, Varian
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Inc.) e amostrador automatico (PSD 120, Varian Inc.) foram utilizados,
respectivamente, nos procedimentos de pesagem, lavagem, digestdo e
determinacdo quantitativa do metal nas amostras bioldgicas. Lampada
monocromatica de catodo oco para manganés foi utilizada como fonte de luz e

operada no comprimento de onda 279,5 nm.

Reagentes, solugées e vidrarias

Todos os reagentes utilizados foram de elevado grau de pureza. Acido nitrico
concentrado (HNOg3; JT Baker®) e agua pura Tipo | (18,2 MQ.cm; Milli-Q, Millipore®)
foram empregados no processo de digestdo das amostras e preparo das solugbes
padrées. Triton X-100 (Merck®) 1% (m/v) foi utilizado na lavagem das amostras
bioldgicas. Solugao padrao uso de manganés (20 ug/L) foi preparada em solucéo de
HNO3; 0,2% (v/v) a partir da diluicado da solugéo padrao estoque (AccuStandard®,
New Haven, USA — 1000 ug/mL). A curva de calibragdo em modo linear, composta
por 6 pontos, foi preparada diariamente no momento da analise apds diluigdo
automatica da solugdo padrao uso de manganés pelo amostrador automatico do
espectrémetro.

Todas as vidrarias e utensilios de plastico utilizados durante a fase pré-
analitica e analitica foram previamente lavados em detergente neutro (Extran®,
Merck), seguido por desmineralizagdo em HNO3 20% (v/v) e enxague repetidos com

agua pura Tipo I.

Preparacao e analise das amostras biolégicas

As amostras biolégicas foram submetidas a etapas pré-analiticas e,
posteriormente, a quantificagdo do Mn. Cabelo, cabelo axilar e unha foram lavados
para descontaminagdo externa e digeridos antes de terem seus niveis de Mn
quantificados.

No procedimento de lavagem, o primeiro centimetro do cabelo e todo o cabelo
axilar coletados foram colocados em béqueres de 50 mL e lavados com 10 mL de
solugcao de detergente nao idnico (Triton X-100 1% (m/v), Merck®) em banho de
ultrassom por 20 minutos. Em seguida, as amostras foram enxaguadas varias vezes
com agua pura Tipo | para remogéo de todo o detergente, transferidas para discos
de papel filtro n® 1 (110 mm de diametro, Whatman®) devidamente identificados e

colocadas em estufa por cerca de 60°C por 3 a 4 horas para secarem.
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Aproximadamente 10 mg de cabelo e cabelo axilar lavados e secos foram pesados
em béquer de 50 mL e digeridos com 2 mL de acido nitrico concentrado (JT Baker®)
livre de tracos de metais por duas horas em chapa de aquecimento entre 90°C e
100°C. Apds completa mineralizagdo, as amostras foram transferidas para tubos
graduados de polipropileno com tampa de rosca (Corning®) e avolumadas para 10
mL com agua pura Tipo | (MENEZES-FILHO et al, 2009a; WRIGHT et al, 2006).
Cada bateria de digestao foi acompanhada por um branco de reagente. Material de
referéncia em cabelo (IAEA-085, da Agéncia Internacional de Energia Atémica) foi
mineralizado nas mesmas condi¢gdes das amostras e utilizado para avaliar cada
corrida analitica.

A lavagem e digestdo das amostras de unha foram semelhantes aos
procedimentos descritos para a lavagem e digestao do cabelo e cabelo axilar. Antes
do banho de ultrassom, entretanto, as arestas das unhas foram individualmente
enxaguadas com agua pura Tipo | para a remogédo do material particulado visivel
(KILE et al, 2007; LAOHAUDOMCHOK et al, 2011; SAMANTA et al, 2004).

Duplicatas das amostras de cabelo, cabelo axilar, unha e do material de
referéncia foram analisadas por espectrometria de absor¢do atbmica com forno de
grafite (EAA-FG). O valor médio de manganés obtido dos brancos dos reagentes foi
subtraido dos valores quantificados nas amostras e no material de referéncia. Os
resultados foram expressos em pg Mn/g do material biolégico (cabelo, cabelo axilar
ou unha).

As amostras de saliva congeladas foram removidas do freezer e deixadas em
temperatura ambiente por aproximadamente 20 minutos antes de serem analisadas.
Apds descongelarem, as amostras foram diluidas na proporgéo 1:2 com solucao de
HNO;3; 0,2% (v/v) e analisadas em duplicata por EAA-FG. Os resultados foram
expressos em ug Mn/L de saliva. O material de referéncia em cabelo foi utilizado
para verificar a exatidao do método.

A determinagdo de manganés em todas as amostras biologicas foi realizada
pelo método de curva de calibragdo. As amostras, em duplicata, foram injetadas (10
ML) em um tubo de grafite particionado e submetidas ao programa de temperatura
(etapas de secagem, queima e atomizagado) e aos parametros analiticos sugeridos
pelo manual do equipamento para determinacdo de manganés (Tabela 1). As
amostras que apresentaram sinais de absorbancia que excediam o limite superior da

curva de calibragdo foram diluidas com solugdo de HNOj 0,2% (v/v) e novamente
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analisadas. Amostras também foram novamente analisadas se a diferenca entre as

concentragdes das duplicatas excedesse 10%.

Tabela 1: Programa de temperatura e parametros analiticos utilizados para a

determinacao de Mn.

Item Unidade Valor
Largura da fenda nm 0,2
Corrente da lampada mA 5
Programa de temperatura
Secagem
Temperatura 1 (rampa) °C (s) 85 (5)
Temperatura 2 (rampa) °C (s) 95 (40)
Temperatura 3 (rampa) °C (s) 120 (10)
Queima
Temperatura °C 700
Rampa S 5
Permanéncia S 3
Atomizacgao
Temperatura °C 2400
Rampa S 1,1
Permanéncia S 2

Analise de dados

Analise estatistica descritiva foi empregada para analisar os dados
sociodemograficos (através da distribuicdo de frequéncia) da populagéo de estudo.
As variaveis continuas obtidas das determinacdes de Mn nas amostras biologicas
(MnC, MnAx, MnUn e MnSal) também foram submetidas a analise descritiva (média,
mediana, desvio padrdo, minimo e maximo). Os niveis dos biomarcadores ainda
foram estratificados de acordo as covariaveis sociodemogréficas.

As distribuicdes dos dados dos biomarcadores e das Vvariaveis
sociodemograficas quantitativas foram avaliadas quanto a normalidade pela
aplicacéo do teste de Kolmogorov-Smirnov (KS). Teste T de Student foi empregado
para verificar se houve diferenca significativa nos niveis de MnUn entre as
comunidades, sexo, faixa etaria e as demais caracteristicas sociodemograficas. Para
os demais biomarcadores, o teste U de Mann Whitney foi empregado com o mesmo
proposito. O teste de Grubbs foi empregado para detectar ‘outliers’ nas variaveis
continuas obtidas a partir da determinagdo de Mn nas amostras.

O teste de Qui quadrado (4°) foi utilizado para avaliar as diferencas na

frequéncia entre as variaveis sociodemograficas categoricas de acordo as
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comunidades. Coeficiente de correlagdo de Spearman foi empregado para avaliar as
correlagdes entre as caracteristicas sociodemograficas continuas e os niveis de Mn
nos diferentes biomarcadores. O nivel de significancia aceito em todos os testes foi
de p<0,05. As analises estatisticas foram realizadas com o auxilio do programa

SPSS versao 20 para Windows.

RESULTADOS

Através do censo realizado em 2011, foram identificadas 292 e 296 pessoas
nas comunidades de Cotegipe e Santa Luzia, respectivamente. Cento e trinta e trés
pessoas (45,6%) da comunidade de Cotegipe e 152 (51,4%) de Santa Luzia s&o do
sexo masculino. Das pessoas de Cotegipe, 153 (52,4%) atendiam aos critérios de
inclusdo da pesquisa, sendo 65 do sexo masculino e 88 do sexo feminino. Em Santa
Luzia, este total foi de 142 (47,9%), sendo 75 homens e 67 mulheres.

Do total de pessoas de Cotegipe e Santa Luzia que atendiam aos critérios de
inclusao da pesquisa, 89 (30,1%) aceitaram participar voluntariamente (42 de
Cotegipe e 47 de Santa Luzia). A Tabela 2 apresenta os principais resultados

sociodemograficos dos voluntarios de acordo a comunidade em que residem.
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Tabela 2: Caracteristicas sociodemograficas dos voluntarios de acordo a

comunidade.
Cotegipe Santa Luzia 1 p-valor
N % N %
Género 42 47 4,652 0,031
Masculino 6 14,3 16 34,0
Feminino 36 85,7 31 66,0
Etnia 41 47 5,299 0,021
Negra 17 41,5 31 66,0
Pardo 24 58,5 16 34,0
Renda familiar? 41 47 1,234 0,267
Até 1 28 68,3 37 78,7
Acima de 1 13 31,7 10 21,3
Escolaridade 41 47 7,459 0,006
Fundamental 16 39,0 32 68,1
Médio 25 61,0 15 31,9
Queima do lixo
doméstico 41 47 0,312 0,576
Sim 19 46,3 19 40,4
Nao 22 53,7 28 59,6
Fumante
ativo/passivo 41 47 10,598 0,001
Sim 8 19,5 25 53,2
Nao 33 80,5 22 46,8
Média DP® Média DP® t p-valor
Idade (anos) 32,9 6,35 34,2 10,82 0,691 0,492
Tempo de 22,8 9,52 28,1 12,73 2,229 0,028

exposi¢ao (anos)

a: Renda familiar em salarios minimos

b: DP = desvio padrao

Diferencgas significativas entre as caracteristicas sociodemograficas de acordo

a comunidade foram verificadas para a maioria das variaveis avaliadas. Apenas
renda familiar (#°=1,234, p=0,267), habito de queimar lixo doméstico (4°=0,312,

p=0,576) e idade dos voluntarios (T=0,691, p=0,492) ndo alcancaram diferencga

significativa entre as comunidades (Tabela 2).

No que concerne a analise laboratorial dos biomarcadores, o método analitico

empregado proveu resultados que atendiam aos critérios de qualidade. A exatidéao
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média obtida com o material de referéncia em cabelo foi de 97,6% (variando de
89,0% a 111,7%). O limite de deteccao (0,1ug/L), por sua vez, foi previamente
relatado (MENEZES-FILHO et al, 2009a) e o suficiente para garantir a determinacgéo
dos niveis de Mn em todas as amostras.

A analise da distribuicdo dos dados do MnC e MnSal quanto a normalidade
revelou uma distribuicdo ndo paramétrica pelo teste KS (Z=1,658 e Z=2,685; p<0,05,
respectivamente). Para o MnUn, o referido teste ndo afastou a hipdtese de
normalidade (Z=1,161; p=0,135). Devido ao baixo numero amostral disponivel para
as analises de MnAx (n=19), o teste KS nao foi empregado, assumindo-se uma
distribuicdo ndo paramétrica.

Concentragbes elevadas e alta variabilidade nos niveis de Mn nas amostras
bioldégicas foram observadas na populagdo de estudo. Os niveis de Mn (média +
desvio padrao) quantificados nas amostras de cabelo, cabelo axilar, unha e saliva,
independente da comunidade, foram 9,2 £ 9,4 pg/g, 22,2 + 21,0 yg/g, 6,4 + 4,1 pg/g
e 6,3 £ 10,4 ug/L, respectivamente. Diferencas estatisticas significativas (p<0,05)
foram observadas entre os niveis de MnC, MnAx e MnUn entre as comunidades
(Santa Luzia > Cotegipe). Embora a mediana dos niveis de Mn na saliva também
tenha sido mais elevada nos voluntarios de Santa Luzia do que nos de Cotegipe,
esta diferenca ndo alcangou significancia estatistica (MW, p=0,317) (Tabela 3). A
Tabela 3 apresenta a analise descritiva dos quatro biomarcadores de exposi¢ao ao

Mn de acordo diversas caracteristicas sociodemograficas.
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Tabela 3: Niveis dos biomarcadores do Mn de acordo com as principais
caracteristicas sociodemograficas. Dados expressos em mediana (min — max).

MnC (pg/g)

MnAx (ug/9)

MnUn (ug/g)

MnSal (ug/L)

Comunidade

Cotegipe 2,7 (0,6-44,6) 5,8(3,8-17,2)* 4,0 (0,7-16,1)# 3,0 (0,4-43,3)
Santa Luzia 10,5 (0,9-42,0) 21,8 (4,4-85,6) 6,5(1,1-22,2) 3,7 (0,6-81,6)
Sexo
Masculino 9,7 (1,3-42,0) 17,2(3,8-85,6) 7,2(2,9-22,2) 4,1(0,6-81,6)
Feminino 4.4 (0,6-44,6) -— 53(0,7-17,0) 3,4 (0,4-43,3)
Faixa Etaria®
15a33 4,5(1,0-44,6) 7,3(3,9-37,7) 4,8(0,7-17,0) 3,5(0,4-43,3)
34 a55 7,3(0,6-42,0) 19,7 (3,8-85,6) 5,8(1,3-22,2) 3,4 (0,6-81,6)
Renda®
Até 1 6,6 (0,6-44,6) 25,8 (5,8-85,6) 5,9(1,1-22,1) 3,4 (0,4-81,6)
Acima de 1 3,3(0,8-17,5) 7,4(3,8-21,9 4,4(0,7-16,1) 3,5(0,6-13,5)
Escolaridade
Fundamental 7,8 (0,6-44,6) 23,7 (4,4-856) 6,5(1,1-22,2) 3,7 (0,9-81,6)
Médio 3,3(0,7-35,6) 9,0(3,8-21,9) 4,3 (0,7-16,1)# 3,3 (0,4-13,5)
Fumante
ativo/passivo
Sim 7,2(1,0-28,3) 7,3(3,8-44,2) 6,1(1,3-17,0) 3,5(0,9-81,6)
Nao 44 (0,6-44,6) 21,6(3,9-85,6) 5,1(0,7-22,2) 3,4 (0,4-43,3)
Etilismo
Sim 7,6 (0,6-42,0) 17,2(5,8-85,6) 5,3 (1,3-22,2) 3,7 (0,4-81,6)
Nao 44 (0,7-44,6) 12,8(3,8-50,8) 5,8(0,7-16,1) 3,4 (0,6-43,3)
Queima lixo
Sim 6,6 (0,8-44,6) 21,9(3,9-85,6) 6,1(1,3-22,2) 3,1(0,4-81,6)
Nao 44 (0,6-356) 10,9(3,8-44,2) 5,4 (0,7-16,1) 3,7 (0,9-20,8)
Tempo de
exposicao®
5a26 3,8(0,6-42,0) 8,7(3,9-85,6) 4,7(0,7-22,2) 2,6(0,6-43,3)*
26 a 50 7,8 (0,7-44,6) 18,5(3,8-50,8) 6,4 (1,3-17,0) 4,6 (0,4-81,6)

a: Faixa etaria e tempo de exposi¢cdo em anos;
b: Renda familiar em salarios minimos;

* Mann Whitney, p<0,05;

# Teste T de Student, p<0,05.

As medianas do MnC (9,7 ug/g versus 4,4 ug/g; MW, p=0,085), MnUn (7,2 pg/g
versus 5,3 pg/g; teste T, p=0,056) e MnSal (4,1 ug/L versus 3,4 ug/L; MW, p=0,302)

foram maiores nos homens do que nas mulheres,

respectivamente.

Estas
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diferencas, todavia, apresentaram significancia estatistica limitrofe para MnC e
MnUn e nao foi significativa para MnSal.

Diferengas estatisticas nos niveis dos biomarcadores de acordo as
caracteristicas sociodemograficas foram observadas apenas quando consideradas a
renda familiar, escolaridade e tempo de exposi¢cdo. As medianas do MnC (7,8 ug/g
versus 3,3 pg/g; MW, p=0,010) e MnUn (6,5 pg/g versus 4,3 ug/g; teste T, p=0,013)
foram maiores nos voluntarios com ensino fundamental do que com ensino médio,
respectivamente. A mediana do MnAx (25,8 ug/g versus 7,4 pg/g; MW, p=0,013) foi
maior nas pessoas que possuem renda familiar de até 1 salario minimo. Por fim, a
mediana do MnSal (2,6 ug/L versus 4,6 ug/L; MW, p=0,048) foi maior nos voluntarios
que residem em uma das comunidades ha pelo menos 26 anos, se comparado
aqueles que residem entre 5 e 26 anos (Tabela 3).

O teste de Grubbs foi executado nas variaveis continuas dos biomarcadores e
detectou, ao nivel de significancia de p<0,05, um ‘outlier nos dados pertinentes ao
MnSal. Este dado foi removido antes da realizagdo das analises de correlagéo de
Spearman.

Analise de correlacdo de Spearman entre os biomarcadores, independente do
local de residéncia, demonstrou uma moderada correlagéo linear positiva entre os
niveis de MnC e MnUn (rho=0,473; p<0,001, n=76) e entre MnAx e MnSal
(rho=0,547; p<0,05, n=17). Fortes correlagbes lineares positivas foram observadas
entre MnC e MnAx (rho=0,703; p<0,01, n=18) e entre MnAx e MnUn (rho=0,792;
p<0,001, n=17), embora o numero de amostras envolvidas nessas analises tenha
sido reduzido. Por fim, ndo foram observadas correlagdes significativas entre os
niveis de MnC e MnSal (rho=0,200; p=0,068, n=84) e MnUn e MnSal (rho=0,161;
p=0,165, n=76) (Figura 2 e Tabela 4).
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Figura 2: Correlagdes significantes entre os niveis de MnC e MnAx (a), MnC e
MnUn (b), MnUn e MnAx (c) e MnSal e MnAx (d). Coeficiente de correlacdo de
Spearman e nivel de significancia estdo expressos.
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Tabela 4: Matriz de correlagdo de Spearman entre os biomarcadores de exposi¢cao
ao Mn e caracteristicas sociodemograficas continuas.

MnC MnAXx MnUn MnSal Idade Exposicao
(vg/g)  (Mglg)  (uglg)  (pg/l)  (anos)  (anos)®

MnC (ug/g)

rho 1 0,703**  0,473** 0,200 0,067 0,174

p - 0,001 0,000 0,068 0,544 0,111

n 85 18 76 84 85 85
MnAx (ug/g)

rho 1 0,792**  0,547* 0,408 0,194

p - 0,000 0,023 0,083 0,425

n 19 17 17 19 19
MnUn (ug/g)

rho 1 0,161 0,101 0,226

p - 0,165 0,380 0,047*

n 78 76 78 78
MnSal (upg/L)

rho 1 -0,033 0,164

p - 0,765 0,133

n 85 85 85
Idade (anos)

rho 1 0,501**

p - 0,000

n 89 88
Exposicao
(anos)?

rho 1

p -

n 88

a: Tempo de exposicédo (em anos);
*Correlagao é significante com o nivel de 0,05 e ** nivel de 0,01.

Dentre as caracteristicas sociodemograficas continuas (isto é, idade e tempo

de exposicédo do voluntario), o MnUn foi o unico biomarcador que se correlacionou

significativamente com o tempo de exposicao (rho=0,226; p=0,047).

DISCUSSAO

Os dados obtidos neste trabalho mostram uma ampla dispersao nos niveis de

Mn nos individuos de ambas as comunidades. Os valores médios de Mn nas

amostras biolégicas estao superiores aos valores de referéncia e a outros valores
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reportados pela literatura em casos de exposigdao ambiental e ocupacional. Estes
resultados mostram que de fato a populagdo de estudo encontra-se altamente
exposta ao Mn, corroborando estudos anteriores realizados na mesma regido
(MENEZES-FILHO et al, 2009a; MENEZES-FILHO et al, 2011).

Os niveis médios de MnC estado cerca de 8 vezes mais elevados do que o valor
de referéncia para a populacdo adulta brasileira, que é de 0,15 a 1,2 pg/g
(MIEKELEY et al, 1998). Resultados semelhantes também foram vistos para os
niveis de MnUn, que estdo cerca de 4 vezes mais elevados do que a média
encontrada em jovens brasileiros (1,6 + 1,5 ug/g) de 12 a 18 anos saudaveis e nao
expostos (CARNEIRO et al, 2011). Embora ndo seja de nosso conhecimento a
existéncia de valores de referéncia para MnAx e MnSal, os niveis de Mn em cabelo
axilar e saliva estdo superiores aqueles descritos para pessoas sob exposicao
ocupacional (BADER et al, 1999; GIL et al, 2011; WANG et al, 2008). A Tabela 5
apresenta alguns resultados de estudos que utilizaram MnC, MnAx, MnUn e MnSal
como biomarcadores para avaliar exposicdo de adultos ao Mn e confronta seus

principais achados com os resultados reportados pelo presente trabalho.

Tabela 5: Valores de Mn (média * desvio padrao) determinados em cabelo, cabelo
axilar, unha e saliva de adultos no presente estudo e pela literatura cientifica.

Referéncia MnC MnAXx MnUn MnSal
(ng/g) (ng/g) (n9/g) (mg/L)

Presente estudo? 9,2+94 222+210 6,4 +4,1 6,3+104
Bader et al, 1999°

Expostos 6,2+6,2

Controle 2,2+1,8
Nowak e Chmielnicka,
2000

Expostos 1,4+0,9 13,6 £ 11,6

Controle 2,522 13,6 £ 16,0
Pereira et al, 20042

Localidade MSD 2,6 +£1,03

Localidade CP 2,9+1,07

Localidade SC 10,8 + 3,41

a: exposicao ambiental; b: exposicao ocupacional; c: unha dos pés; d: mediana (min-

max)
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Tabela 5: Valores de Mn (média £ desvio padrao) determinados em cabelo, cabelo
axilar, unha e saliva de adultos no presente estudo e pela literatura cientifica.

(Continuagéo).
Referéncia MnC MnAXx MnSal
(ng/g) (ng/g) (ng/L)
Mehra e Juneja, 2005°
Expostos 9,20 £+ 8,89
Controle 6,71 + 3,38
Slotnick et al, 2005*° 0,6 +1,15
Standridge et al, 2008° 44 +3,3
Wang et al, 2008"
Expostos 4,45 +2 17
Controle 3,04 + 1,40
Cowan et al, 2009°
Baixa exposigéo 32,1+ 13,6 223+11,3
Alta exposicao 37,6 £22,5 31,3+ 13,6
Controle 1,51+ 2,00 9,98 +6,10
Haynes et al, 2010? 5,8+6,42
Afridi et al, 2011
Expostos 8,86 + 0,51
Controle 4,7 +1,02
Gil et al, 2011° 2,35+ 4,66 6,9+ 10,15
Menezes-Filho et al, 2011® 3,5+ 12,76
Laohaudomchock et al, 0,80 (0,05 a
2011°¢
Mehra e Thakur, 2012°
Expostos 74,4 £49)9
Controle 31,8+ 11,2

a: exposicao ambiental; b: exposi¢cao ocupacional; c: unha dos pés; d: mediana (min-

max)

Como visto na Tabela 5, o MnC é o biomarcador ndo invasivo mais utilizado

para avaliar a exposicdo ao Mn. De acordo as estratégias de busca (“manganese

AND axillary hair; manganese AND hair; manganese AND nail; manganese AND

saliva”) e as base de dados (Pubmed, Scopus e Science Direct) utilizadas no

presente trabalho, foram encontrados apenas dois estudos que utilizaram MnAx

como biomarcador de exposicdo (BADER et al, 1999; GIL et al, 2011) e ambos
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foram realizados em trabalhadores expostos. Estudos que utilizaram MnUn e MnSal
também foram poucos e alguns ainda diferenciaram do presente trabalho ao utilizar
unha dos pés como amostra biolégica (LAOHAUDOMCHOCK et al, 2011;
SLOTNICK et al, 2005). Essas diferencas dificultam a comparagdo dos nossos
resultados com os da literatura, principalmente devido as diferengas existentes entre
exposicao ocupacional e ambiental (MERGLER et al, 1999).

Um achado interessante do presente trabalho foi a diferenca de exposigcéo
existente entre as comunidades. Para trés dos quatro biomarcadores utilizados, a
comunidade de Santa Luzia apresentou niveis significativamente mais elevados do
que os de Cotegipe, embora seja a comunidade relativamente mais distante da
eletrossiderurgica. Segundo Menezes-Filho e colaboradores (2009a), o Mn presente
no ar da regidao proxima a fabrica de ligas ferro-manganés parece ser o principal
determinante dos niveis de MnC, sendo as emissdes langcadas pelas chaminés da
fabrica a principal fonte do Mn atmosférico.

No ano de 2007 os niveis de Mn no ar na regido de Cotegipe foram
quantificados e variaram de 0,011 pg/m® a 0,439 pg/m*® (MENEZES-FILHO et al,
2009a). Esses valores estédo superiores aos quantificados em regides de mineragao
no México (mediana 0,10 pg/m®) (HERNANDEZ-BONILLA et al, 2011; RODRIGUEZ-
AGUDELO et al, 2006) e aos valores recomendados pela Agéncia de Protecéo
Ambiental dos Estados Unidos (0,05 pg/m?®) (US-EPA, 1993). Nos Estados Unidos, a
concentracdo média de Mn no ar é de aproximadamente 0,02 pg/m3, mas em locais
proximos a fontes industriais tais niveis podem variar de 0,22 pg/m® a 0,3 pg/m®
(ATSDR, 2008).

O material particulado langcado na atmosfera através das chaminés da
eletrossiderurgica, que €& composto, sobretudo de oOxido de manganés e
caracterizado por constituir-se de particulas ultrafinas altamente inalaveis, pode ser
carreado pela agéo dos ventos por longas distancias (COSTA, 2008). A comunidade
de Santa Luzia localiza-se a aproximadamente 2,5 Km de distancia da fabrica,
contra 1,5 Km de Cotegipe; todavia, geograficamente, Santa Luzia encontra-se mais
ao norte (coordenada geografica 12°47°14’S e 38°25'56°0) do que Cotegipe
(coordenada geografica 12°47°22”S e 38°25’27”0). De acordo dados coletados pela
propria empresa, a diregdo predominante dos ventos na microarea da
eletrossiderurgica é norte e noroeste (ECMA, 2003 apud VEREDA, 2004), o que nos

leva a crer que os maiores niveis de Mn na populagcdo de Santa Luzia podem ser
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decorrentes do efeito da dispersdo atmosférica do material particulado emitido pela
industria. Entretanto, seriam necessarios estudos complementares que realizassem
a determinagdo do Mn no ar nas duas comunidades para poder correlacionar a
exposi¢cédo com os biomarcadores. O nosso estudo n&o realizou este tipo de analise,
mas esta limitagdo podera ser contornada com a realizagdo de estudos que avaliem
os niveis de Mn no ar de ambas as comunidades e de outras regides do municipio
de Simdes Filho.

Andlise categorizada dos niveis de Mn de acordo o sexo demonstrou uma
tendéncia para trés dos biomarcadores. As medianas do MnC, MnUn e MnSal foram
maiores nos homens do que nas mulheres, mas tais diferencas tiveram significancia
estatistica limitrofes, ndo alcangando o critério estabelecido neste estudo. Esses
resultados corroboram os achados de Carneiro e colaboradores (2002), Haynes e
colaboradores (2010) e Riojas-Rodriguez e colaboradores (2010), que néo
observaram diferencas significativas entre os niveis de MnC entre os géneros. De
forma analoga, estudos anteriores ndo observaram diferengas significativas nos
niveis de MnUn (NOWAK; CHMIELNICKA, 2000; SLOTNICK et al, 2005) e MnSal
(GIL et al, 2011) entre os sexos.

Diferencas importantes existentes entre o presente estudo e os citados
anteriormente, todavia, devem ser consideradas. Pessoas ndo expostas
(CARNEIRO et al, 2002), sob exposicdo ocupacional (GIL et al, 2011), englobando
criancas na analise (CARNEIRO et al, 2002; RIOJAS-RODRIGUEZ et a, 2010),
expostas ambientalmente a fontes de poluigdo que n&o sejam fabrica de ligas ferro-
manganés (NOWAK; CHMIELNICKA, 2000; RIOJAS-RODRIGUEZ et al, 2010;
SLOTNICK et al, 2005) e uso do biomarcador Mn nas unhas dos pés (SLOTNICK et
al, 2005) sao algumas dessas diferengas. Apenas o trabalho de Haynes e
colaboradores (2010) possui semelhangcas metodolégicas com o presente trabalho,
mas utiliza apenas o MnC como biomarcador. A comparagéo dos nossos resultados
com os desses estudos € inevitavel, ja que a literatura é escassa em trabalhos que
utilizaram diferentes biomarcadores para avaliar exposicado ambiental de adultos a
plumas emitidas por fabrica de ligas ferro-manganés.

Andlise estratificada dos niveis dos biomarcadores em relagdo as
caracteristicas sociodemograficas permitiu a identificacdo de fatores determinantes
de alta exposicdo ao Mn. A renda familiar, escolaridade e tempo de exposicéo,

refletido pelo tempo de moradia do voluntario na regido estudada, estiveram
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associados com diferengas nos niveis biolégicos de Mn, demonstrando que tais
variaveis sociodemograficas também podem modular o grau de exposicédo ao Mn.
Esses resultados, todavia, devem ser analisados com cautela, ja que diferencas
significativas na escolaridade e tempo de exposicdo foram vistas entre as
comunidades. Em Santa Luzia, o tempo médio de exposig¢ao foi significativamente
maior do que o de Cotegipe. Santa Luzia também foi a comunidade que apresentou
0s maiores niveis médios de Mn, o que pode estar contribuindo para os resultados
observados em relagéo as contribuigcdes sociodemograficas.

Outro achado importante deste estudo foram as correlagdes vistas entre os
biomarcadores de exposicédo. Os niveis de MnUn e MnAx correlacionaram positiva e
significativamente com os niveis de MnC, um biomarcador bastante utilizado para
avaliar exposicdo ambiental e que tem sido associado com baixo desempenho em
testes neuropsicoldgicos (BOUCHARD et al, 2011; HERNANDEZ-BONILLA et al,
2011; LUCCHINI et al, 2012; MENEZES-FILHO et al, 2011; RIOJAS-RODRIGUEZ et
al, 2010). As correlagbes entre esses biomarcadores indicam que as pessoas que
possuiam maiores niveis de Mn no cabelo também apresentaram niveis elevados de
Mn na unha e no cabelo axilar, o que demonstra plausibilidade na origem endbégena
do Mn presente no cabelo e corrobora sua validade como biomarcador de
exposicao. Além disso, essas correlagbes sugerem que o MnUn e MnAx podem ser
alternativas ao MnC para se avaliar exposicdo ambiental. Esses resultados sao
corroborados por Carneiro de colaboradores (2011), que também observaram
correlacao entre MnC e MnUn (rho=0,193, p<0,05) em jovens nao expostos de Porto
Alegre, RS.

A correlagcéo entre os niveis de MnC e MnAx foi maior do que a observada
entre MnC e MnUn (Tabela 4). O desconforto da coleta do cabelo axilar &€ ainda
menor do que o ocasionado pela coleta do cabelo da regiao occipital, o que agrega
vantagens a esse material biolégico como matriz de um biomarcador. Sua utilidade,
entretanto, é praticamente limitada aos homens, ja que em nossa sociedade as
mulheres possuem habitos de depilar as axilas. O presente trabalho ndo permite que
muitas inferéncias acerca do MnAx sejam feitas, pois o pequeno numero de
voluntarios do sexo masculino limitou o numero de amostras de cabelo axilar. A
baixa participagdo dos homens, entretanto, ndo é uma realidade apenas deste
estudo (STANDRIDGE et al, 2008; TORRENTE et al, 2005). Além dos homens

buscarem menos os servicos de saude do que as mulheres (GOMES et al, 2007),
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acreditamos que a baixa participacdo masculina no presente estudo também se
deve ao fato da figura masculina, o principal responsavel pela renda familiar nas
comunidades de Cotegipe e Santa Luzia, desenvolver suas atividades ocupacionais
fora da comunidade, dificultando a adesé&o.

A saliva é um material biologico altamente atraente em estudos populacionais
por ser um material ndo invasivo, de facil coleta e que reflete os niveis de metais
presentes no sangue, podendo ser uma alternativa a esta amostra (KIN et al, 2010;
WANG et al, 2008). Sua composi¢cao assemelha-se as dos fluidos extracelulares,
mas ndo é um simples substituto do sangue ou outros fluidos devido aos
mecanismos de transporte ativo e a secrecéo realizados pelas glandulas salivares
(KIN et al, 2010; WANG et al, 2008). Por possuir essas caracteristicas, a saliva ja foi
utilizada para avaliar exposicdoes ambientais (BARBOSA-JUNIOR et al, 2006) e
ocupacionais (COWAN et al, 2009; GIL et al, 2011; WANG et al, 2008) a metais.
Wang e colaboradores (2008) demonstraram correlagédo entre MnSal e Mn no soro
(r=0,574, p<0,05, n=49) em pessoas expostas ocupacionalmente. Cowan e
colaboradores (2009) corroboram esses resultados e ainda mostram que os niveis
de MnSal s&o praticamente idénticos aos niveis de Mn no plasma no seu grupo de
estudo realizado com trabalhadores de fundigéo.

Como os niveis de manganés na saliva é um reflexo da concentragcdo deste
metal no sangue (COWAN et al, 2009; WANG et al, 2008) e a determinacao de MnS
nao tem demonstrado ser um bom biomarcador para se avaliar exposicdo ambiental
ao Mn (ROELS et al, 2012), espera-se pouca utilidade do MnSal em estudos
ambientais. De fato, o resultado do presente trabalho corrobora essas expectativas,
ja que néo foi observada correlacao significativa entre MnSal e o biomarcador que
tem apresentado melhores resultados em estudos com populagdo ambientalmente
exposta, ou seja, o MnC.

Os niveis de Mn na saliva correlacionaram-se apenas com o MnAXx,
diferentemente do que foi observado por Gil e colaboradores (2011). Esses autores
nao observaram correlagao entre MnSal e MnAx no unico artigo que até entdo havia
utilizado os dois biomarcadores em conjunto para se avaliar exposi¢do (e neste
caso, ocupacional) ao Mn. Cowan e colaboradores (2009) também encontraram
resultados diferentes daqueles descrito no presente trabalho, pois correlagéo
positiva e significativa foi observada entre MnSal e MnC em trabalhadores de
fundicéo (r=0,35, p<0,01).
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Trés dos quatro biomarcadores (MnC, MnUn e MnAXx) utilizados neste trabalho
refletem exposicao de longo prazo e, ao menos em teoria, podem ser utilizados para
avaliar exposi¢ao crénica ao manganés. O Mn no cabelo, por exemplo, quando
quantificado no primeiro centimetro, reflete uma exposicédo que ocorreu em média
um més antes da coleta, haja vista a velocidade de crescimento do cabelo ser de
aproximadamente 0,35 mm por dia (ou cerca de 1 cm por més) (TOBIN, 2005). A
velocidade de crescimento das unhas, por outro lado, € bem mais lenta (3,47
mm/més para as unhas das maos) (YAEMSIRI et al, 2010) e € necessario esperar o
seu completo crescimento (que para as unhas das méos € em média 160 dias —
GUPCHUP; ZATZ, 1999) para poder realizar sua coleta e utiliza-la como matriz
bioldgica. Desta forma, espera-se que a determinacdo de Mn nas unhas das maos
reflita uma exposigdo que ocorrera aproximadamente 6 meses antes da coleta.

Em nosso estudo, o unico biomarcador que se correlacionou com o tempo de
exposicao dos voluntarios foi o MnUn. Acreditamos que, na nossa populagéo de
estudo, o tempo de moradia em uma das comunidades seja uma variavel capaz de
refletir exposicao crénica e cumulativa ao Mn, ja que a exposi¢cdo da populagéo é
decorrente da emisséo de poluentes provenientes da eletrometalurgica circunvizinha
(MENEZES-FILHO et al, 2009a). Dentre os biomarcadores utilizados em nosso
estudo, o MnUn é o que reflete exposicao de mais longo prazo. Assim, este pode ser
um biomarcador util na avaliacao deste tipo de exposicdo (LAOHAUDOMCHOK et
al, 2011).

CONCLUSOES

Os resultados deste trabalho demonstraram altos niveis de Mn na populacao
de estudo, independente do biomarcador utilizado para se avaliar a exposigao.
Surpreendentemente, a populagéo de Santa Luzia apresentou niveis mais altos de
Mn no organismo do que a populacdo de Cotegipe. Este achado pode ser
decorrente da dispersao do material particulado emitido pela fabrica e proporcionado
pela direcdo predominante dos ventos. Todavia, s&o necessarios estudos que
avaliem a concentracdo de Mn no ar em ambas as comunidades para poder
corroborar esta hipotese.

Algumas caracteristicas = sociodemograficas pareceram ser fatores

determinantes de alta exposicdo ao Mn, pois andlise estratificada demonstraram
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niveis mais elevados de Mn em individuos de menor escolaridade, nivel
socioeconémico mais baixo e com maior tempo de exposicao crbnica, refletido pelo
tempo de residéncia em uma das comunidades.

Correlagdes positivas e significativas foram observadas entre os biomarcadores
de exposicao, principalmente entre aqueles que refletem exposi¢do de longo prazo.
Os niveis de Mn nas unhas das maos e em cabelo axilar apresentaram boas
correlagdes com os niveis de Mn no cabelo, o biomarcador mais utilizado e com
melhores resultados em estudos de exposicdo ambiental. Adicionalmente, o MnUn
correlacionou-se positivamente com o tempo de moradia em uma das comunidades,
uma variavel que reflete, em nossa populacdo de estudo, exposicdo cronica e
cumulativa ao Mn. Somado as vantagens e comodidade da coleta, esses resultados
sugerem que o MnUn pode dar informacgdes adicionais ao MnC quando se deseja
avaliar exposi¢cao ambiental ao manganés.

O presente trabalho foi o primeiro a utilizar, em conjunto, quatro biomarcadores
nao invasivos para avaliar exposigao ambiental ao Mn. Mais estudos que utilizem em
conjunto esses biomarcadores s&o necessarios para melhor descrever suas

correlagdes, bem como determinar valores de referéncia para o MnAx.

REFERENCIAS

AFRIDI, H. I. et al. Levels of arsenic, cadmium, lead, manganese and zinc in
biological samples of paralysed steel mill workers with related to controls. [S.1.], v.
144, n. 1-3, p. 164-182, 2011.

AGENCY FOR TOXIC SUBSTANCES AND DISEASE REGISTRY (ATSDR).
Toxicological profile for manganese. [S.l.], 2008.

ASCHNER, J. L.; ASCHNER, M. Nutritional aspects of manganese homeostasis.
Molecular Aspects of Medicine, [S.l.], v. 26, n.4-5, p. 353-362, 2005.

ASCHNER, M. et al. Manganese: recent advances in understanding its transport and
neurotoxicity. Toxicology and Applied Pharmacology, [S.l.], v. 221, n. 2, p. 131-
147, 2007.

BADER, M. et al. Biomonitoring of manganese in blood, urine and axillary hair
following low-dose exposure during the manufacture of dry cell batteries. Int. Arch.
Occup. Environ. Health, [S.l.], v. 72, n. 8, p. 521-527, 1999.

BARBOSA-JUNIOR, F. et al. Evaluation of the use of salivary lead levels as a
surrogate of blood lead or plasma lead levels in lead exposed subjects. Arch.
Toxicol., [S.1.], v. 80, n. 10, p. 633-637, 2006.



48

BOTTA, C. et al. Assessment of occupational exposure to welding fumes by
inductively coupled plasma-mass spectroscopy and by the alkaline comet assay.
Environmental and Molecular Mutagenesis, [S.l.], v. 47, n. 4, p. 284-295, 2006.

BOUCHARD, M. et al. Intellectual impairment in school-age children exposed to
manganese from drinking water. Environmental Health Perspectives, [S.l.], v. 119,
n. 1, p. 138-143, 2011.

BRENNEMAN, K. A. et al. Direct olfactory transport of inhaled manganese (**MnCl,)
to the rat brain: toxicokinetic investigations in a unilateral nasal occlusion model.
Toxicology and Applied Pharmacology, [S.l.], v. 169, n. 3, p. 238-248, 2000.

BURTON, N. C.; GUILARTE, T. R. Manganese neurotoxicity: lessons learned from
longitudinal studies in nonhuman primates. Environmental Health Perspective,
[S.I.], v. 117, n. 3, p. 325-332, 2009.

CARNEIRO, M. T. W. D. et al. Intervalos de referéncia para elementos menores e
traco em cabelo humano para a populagdo da cidade do Rio de Janeiro — Brasil.
Quimica Nova, [S.l.], v. 25, n. 1, p. 37-45, 2002.

CARNEIRO, M. F. H. Background values for essential and toxic elements in
children’s nails and correlation with hair levels. Biol. Trace Elem. Res., [S.l.], v. 144,
n.1-3, p. 339-350, 2011.

COSTA, D. L. Air pollution. In: KLAASSEN, C. D. (Editor). Casarett and Doull’s
toxicology: the basic science of poisons. 7.ed. New York: McGraw-Hill, 2008. p.
1119-1156.

COWAN, D. M. et al. Manganese exposure among smelting workers: blood
manganese-iron ratio as a novel tool for manganese exposure assessment.
Biomarkers, [S.l.], v. 14, n. 1, p. 3-16, 2009.

DORMAN, D. C. et al. Tissue manganese concentrations in young male rhesus
monkeys following subchronic manganese sulfate inhalation. Toxicological
Sciences, [S.I.], v. 92, n. 1, p. 201-210, 2006.

FITSANAKIS, V. A. et al. The use of magnetic resonance imaging (MRI) in the study
of manganese neurotoxicity. Neurotoxicology, [S.l.], v. 27, n. 5, p. 798-806, 2006.

GIL, F. et al. Biomonitorization of cadmium, chromium, manganese, nickel and lead
in whole blood, urine, axillary hair and saliva in an occupationally exposed
population. Science of the Total Environment, [S.l], v. 409, n. 6, p. 1172-1180,
2011.

GOMES, R. et al. Por que os homens buscam menos os servigos de saude do que
as mulheres? As explicacbes de homens com baixa escolaridade e homens com
ensino superior. Caderno de Saude Publica, Rio de Janeiro, v. 23, n. 3, p. 565-574,
2007.



49

GUPCHUP, G. V.; ZATZ, J. L. Structural characteristics and permeability properties
of the human nail: a review. J. Cosmet. Sci., [S.l.], v. 50, p. 363-385, 1999.

HAYNES, E. N. et al. Environmental manganese exposure in residents living near a
ferromanganese refinery in Southeast Ohio: A pilot study. Neurotoxicology, [S.l.], v.
31,n.5, p. 468-474, 2010.

HERNANDEZ-BONILLA, D. et al. Environmental exposure to manganese and motor
function of children in Mexico. Neurotoxicology, [S.l.], v. 32, n. 5, p. 615-621, 2011.

INSTITUTO BRASILEIRO DE GEOGRAFIA E ESTATISTICA (IBGE). Simdes Filho —
BA. Disponivel em: <http://www.ibge.gov.br/cidadesat/xtras/perfil.php?r=2&codmun=
293070>. Acesso em: 30 mar. 2013.

KILE, M. L. et al. Association between total ingested arsenic and toenail arsenic
concentrations. Journal of Environmental Science and Health Part A, [S.1.], v. 42,
n. 12, p. 1827-1834, 2007.

KIM, Y. J. et al. Effects of smoking on trace metal levels in saliva. Oral Diseases,
[S.l.], v. 16, n. 8, p. 823-830, 2010.

LAOHAUDOMCHOK, W. et al. Toenail, blood, and urine as biomarkers of
manganese exposure. J. Occup. Environ. Med., [S.I.], v. 53, n. 5, p. 506-510, 2011.

LUCCHINI, R. G. et al. Tremor, olfactory and motor changes in Italian adolescents
exposed to historical ferro-manganese emission. Neurotoxicology, v. 33, n. 4, p.
687-696, 2012.

MAGALHAES, A. A. S. Fundagéo Cré além da compensagdo ambiental: um estudo
de caso. Salvador, 2007.

MEHRA, R.; JUNEJA, M. Elements in scalp hair and nails indicating metal body
burden in polluted environment. Journal of Scientific & Industrial Research, [S.1.],
v. 64, 2005.

MEHRA, R.; THAKUR, A. S. Relationship between lead, cadmium, zinc, manganese
and iron in hair of environmentally exposed subjects. Arabian Journal of
Chemistry, 2012. In Press.

MENEZES-FILHO, J. A. et al. High levels of hair manganese in children living in the
vicinity of a ferro-manganese alloy production plant. Neurotoxicology, [S.l.], v. 30, n.
6, p. 1207-1213, 2009a.

MENEZES-FILHO, J. A. Niveis elevados de manganés e déficit cognitivo em
criangas residentes nas proximidades de uma metalurgica ferro-manganés na
Regido Metropolitana de Salvador, Bahia. Rio de Janeiro, 2009c.

MENEZES-FILHO, J. A. et al. Elevated manganese and cognitive performance in
school-aged children and their mothers. Environmental Research, [S.l.], v. 111, v.
1, p.156-163, 2011.



50

MERGLER, D. et al. Nervous system dysfunction among workers with long-term
exposure to manganese. Environmental Research, [S.l.], v. 64, n. 2, p. 151-180,
1994.

MERGLER, D. Neurotoxic effects of low level exposure to manganese in human
populations. Environmental Research Section A, [S..], v. 80, n. 2, p. 99-102, 1999.

MIEKELEY, N. et al. How reliable are human hair reference intervals for trace
elements? The Science of the Total Environment, [S.1.], v. 218, n. 1, p. 9-17, 1998.

NATIONAL ACADEMY OF SCIENCES. Manganese. In:___ Dietary reference
intakes for vitamin A, vitamin K, arsenic, boron, chromium, copper, iodine,
iron, manganese, molybdenum, nickel, silicon, vanadium, and zinc. Washington
DC: National Academies Press, 2001. p. 394-419. Disponivel em:
<http://www.nap.edu/openbook.php?record_id=10026&page=R1>. Acesso em: 01
dez. 2012.

NOWAK, B.; CHMIELNICKA, F. Relationship of lead and cadmium to essential
elements in hair, teeth, and nails of environmentally exposed people. Ecotoxicology
and Environmental Safety, [S.l.], v. 46, n. 3, p. 265-274, 2000.

OLMEDO, P. et al. Validation of a method to quantify chromium, cadmium,
manganese, nickel and lead in human whole blood, urine, saliva and hair samples by
electrothermal atomic absorption spectrometry. Analytica Chimica Acta, [S.l.], v.
659, n. 1-2, p. 60-67, 2010.

PEREIRA, R. et al. Scalp hair analysis as a tool in assessing human exposure to
heavy metals (S. Domingos mine, Portugal). Science of the Total Environment,
[S.L], v. 327, n. 1-3, p. 81-92, 2004.

RACETTE, B. A. et al. Pathophysiology of manganese-associated neurotoxicity.
Neurotoxicology, [S.l.], v. 33, n. 4, p. 881-886, 2012.

RIOJAS-RODRIGUEZ, H. et al. Intellectual function in Mexican children living in a
mining area and environmentally exposed to manganese. Environmental Health
Perspective, [S.l.], v. 118, n. 10, p. 1465-1470, 2010.

RIVERA-MANCIA, S. et al. Manganese accumulation in the CNS and associated
pathologies. Biometals, [S.l.], v. 24, n. 5, p. 811-825, 2011.

ROELS, H. A. et al. Manganese exposure and cognitive deficits: a growing concern
for manganese neurotoxicity. Neurotoxicology, [S.l.], v. 33, n. 4, p. 872-880, 2012.

ROTH, J. A. Homeostatic and toxic mechanisms regulating manganese uptake,
retention, and elimination. Biol. Res., v. 39, n. 1, p. 45-57, 2006.



51

SAMANTA, G. et al. Arsenic and other elements in hair, nails, and skin-scales of
arsenic victims in West Bengal, India. Science of the Total Environment, [S.1.], v.
326, n. 1-3, p. 33-47, 2004.

SARC, M; LUCCHINI, R. Manganese. In: NORDBERG, G. F. et al (Editores).
Handbook on the toxicology of metals. 3. ed. Elsevier, 2007.

SLOTNICK, M. J. et al. Profiles of trace elements in toenails of Arab-Americans in the
Detroit Area, Michigan. Biological Trace Element Research, [S.l.], v. 107, n. 2, p.
113-126, 2005.

STANDRIDGE, J. S. et al. Effect of chronic low level manganese exposure on
postural balance: A pilot study of residents in southwest Ohio. J Occup. Environ.
Med., [S.l.], v. 50, n. 12, p. 1421-1429, 2008.

TOBIN, D. J. The biogenesis and growth of human hair. In:___ Hair in toxicology:
an important bio-monitor. [S..]: The Royal Society of Chemistry, 2005. p. 3-33.

TORRENTE, M. et al. Metal concentrations in hair and cognitive assessment in an
adolescent population. Biological Trace Element Research, v. 104, n. 3, p. 215-
221, 2005.

US-EPA. Manganese, 1993. Disponivel em: <http://www.epa.gov/iris/subst/0373.htm
>. Acesso em: 26 mar. 2013.

VEREDA. Estudo epidemiolégico para avaliagdo de exposicao e risco em saude da
comunidade de Cotegipe, Simbes Filho — BA, 2004. 61 p.

WANG, D. et al. Alteration of saliva and serum concentrations of manganese,
copper, zinc, cadmium and lead among career welders. Toxicology Letters, [S.I], v.
176, n. 1, p. 40-47, 2008.

WATANABE, K. et al. Mn and Cu concentrations in mixed saliva of elementary
school children in relation to sex, age, and dental caries. Journal of Trace Elements
in Medicine and Biology, [S.l.], v. 23, n. 2, p. 93-99, 2009.

WONGWIT, W. et al. Comparison of biological specimens for manganese
determination among highly exposed welders. Southeast Asian J. Trop. Med.
Public Health, [S.1.], v. 35, n. 3, p. 764-769, 2004.

WRIGHT, R. O. et al. Neuropsychological correlates of hair arsenic, manganese, and
cadmium levels in school-age children residing near a hazardous waste site.
Neurotoxicology, [S.l.], v. 27, n. 2, p. 210-216, 2006.

YAEMSIRI, S. et al. Growth rate of human fingernails and toenails in healthy
American young adults. Journal of the European Academy of Dermatology and
Venereology, [S.I..], v. 24, n. 4, p. 420-423, 2010.



52

ZONI, S. et al. Neuropsychological testing for the assessment of manganese
neurotoxicity: a review and a proposal. American Journal of Industrial Medicine,
[S.L], v. 50, n. 11, p. 812-830, 2007.



53

CAPITULO 2: Biomarcadores ndo invasivos de exposi¢cdo ao manganés e
efeitos neuropsicolégicos em adultos ambientalmente expostos

INTRODUCAO

O manganés (Mn) € um mineral essencial (ASCHNER; ASCHNER, 2005), mas
em excesso no organismo pode ocasionar danos no sistema nervoso central
(ASCHNER et al, 2007). O acumulo deste elemento nos génglios da base e no
cortex frontal cerebral (REANEY et al, 2006; RIVERA-MANCIA et al, 2011; SEN et
al, 2011), bem como a sua correlagdo com baixo desempenho em testes
neuropsicolégicos (SEN et al, 2011) tém sido demonstrado em animais e humanos.

Evidéncias mostram que a acdo do Mn sobre neurotransmissores pode
ocasionar alteragdes nos mecanismos sinapticos mediados pela dopamina,
glutamato e acido y-aminobutirico (GABA) (BURTON; GUILARTE, 2009), o que pode
desencadear baixo desempenho em testes neuropsicoldgicos que avaliem fung¢des
motoras, cognitivas e comportamentais. Estudos com primatas ndo humanos
expostos ao Mn demonstraram comportamento semelhante a Doenga de Parkinson
e comprometimento de fungdes cognitivas e motoras (BURTON; GUILARTE, 2009;
SCHNEIDER et al, 2009). Exposi¢cdes ocupacionais e ambientais ao Mn também tém
sido correlacionadas com comprometimento motor (MERGLER et al, 1994,
LUCCHINI et al, 2012), baixo desempenho cognitivo (BOUCHARD et al, 2011;
MENEZES-FILHO et al, 2011; RIOJAS-RODRIGUEZ et al, 2010; WASSERMAN et
al, 2006), baixo desempenho académico (KHAN et al, 2012), hiperatividade
(BOUCHARD et al, 2007), comportamentos externalizantes (KHAN et al, 2011),
efeito negativo sobre a atencdo (LAOHAUDOMCHOK et al, 2011) e memodria
(TORRES-AGUSTIN et al, 2012) e comprometimento de outras funcdes
neuropsicoldgicas.

Comunidades localizadas nas proximidades de minas de extragédo de minério
(RIOJAS-RODRIGUEZ et al, 2010), de metallrgicas de producéo de ligas metalicas
(MENEZES-FILHO et al, 2009a) e proximas de areas agricolas pulverizadas com
fungicidas como maneb e mancozeb (GEISSEN et al, 2010), entre outras,
constituem grupos de risco de exposicdo ao Mn. Estudos epidemiolégicos em
comunidades expostas ambientalmente a este metal tém utilizado, com sucesso, o

Mn no cabelo e Mn no ar como marcadores biolégicos e ambientais de exposicao
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(MENEZES-FILHO et al, 2009a; RIOJAS-RODRIGUEZ et al, 2010; RODRIGUEZ-
AGUDELO et al, 2006). A utilidade de um biomarcador de exposi¢cdo ao Mn deve ser
avaliada por sua capacidade em caracterizar e separar grupos expostos dos nao
expostos, bem como em predizer comprometimento neuropsicolégico decorrente da
exposicao a este metal.

Resultados conflitantes na literatura fazem com que permanecam lacunas na
escolha do biomarcador ideal para se avaliar exposicdo ao Mn. Manganés
sanguineo e manganés em cabelo tém sido os mais utilizados em estudos
ocupacionais e ambientais que avaliam aspectos neuropsicologicos decorrentes da
exposicao a este metal (MENEZES-FILHO et al, 2009b; ZHENG et al, 2011), embora
nem sempre o Mn no sangue demonstre correlacdes com o desempenho em testes
neuropsicolégicos (ROELS et al, 2012). Manganés na saliva, no cabelo axilar e na
unha, por outro lado, foram utilizados meramente na avaliagcdo da exposi¢cao sem
que fossem verificadas suas associagbes com efeitos neuropsicologicos (BADER et
al, 1999; COWAN et al, 2009; GIL et al, 2011; LAOHAUDOMCHOK et al, 2011;
MEHRA; JUNEJA, 2005; MENEZES et al, 2004; WANG et al, 2008; WONGWIT et al,
2004).

Diante de algumas divergéncias existentes na literatura, torna-se importante a
realizacédo de estudos que utilizem diferentes biomarcadores para avaliar efeitos
neuropsicolégicos decorrentes da exposicao ao Mn. O objetivo deste capitulo,
portanto, consiste em avaliar o desempenho neuropsicoldégico da populacdo adulta
exposta ambientalmente ao manganés e em investigar sua associagdo com 0s
niveis de Mn no organismo, mensurados através de quatro biomarcadores n&o

invasivos de exposicao.

MATERIAIS E METODOS

Populacéao de estudo

As comunidades de Cotegipe e Santa Luzia, localizadas no municipio de
Simdes Filho a aproximadamente 1,5 e 2,5 Km de uma planta de ligas ferro-
manganés na regido metropolitana de Salvador, Bahia, foram escolhidas para
realizacdo do presente trabalho. Ambas as comunidades sofrem influéncia da
poluicdo atmosférica lancada ao ambiente pela atividade industrial da

eletrossiderurgica.
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Adultos de 15 a 55 anos de idade residentes ha pelo menos 5 anos em uma
das comunidades, sem histérico de doenga neurologica e que n&o trabalhavam ou
tenham trabalhado na fabrica no ultimo ano foram convidados a participar da
pesquisa. Informagbes sociodemograficas foram coletadas dos voluntarios mediante

aplicagado de um questionario.

Avaliacado da exposicao ao manganés

Amostras de cabelo da regido occipital, cabelo axilar (apenas para os homens),
unha e saliva foram coletadas e utilizadas como biomarcadores de exposi¢cado ao Mn.
Os detalhes dos procedimentos de coleta e analise das amostras bioldgicas, bem

como os principais resultados obtidos, estdo descritos no Capitulo 1.

Avaliagao neuropsicologica

A avaliagdo neuropsicolégica dos voluntarios foi realizada de forma
individualizada em uma sala fechada que foi cedida pelas escolas da propria
comunidade. Utilizou-se uma bateria de testes neuropsicolégicos que avaliam a
inteligéncia, fungdes executivas, fun¢gdes motoras, atencdo e memodria. Os testes
foram aplicados por psicologos treinados seguindo as instru¢gbes preconizadas pelos
manuais dos proprios testes. A aplicacdo da bateria neuropsicolégica completa
demorou em média 1,5h — 2h para cada voluntario. Os testes empregados foram: 1)
Escala de Inteligéncia Wechsler para Adultos, do inglés Wechsler Adult Intelligence
Scale (WAIS) na sua terceira versao; 2) Teste de Memoéria e Aprendizagem de Rey
(RAVLT); 3) Grooved PegBoard; 4) Teste de Atencéo Visual versao 3 (TAVIS-3)
(tarefas 1 e 3); 5) Teste de Trilhas (do inglés, Trail Making Test); 6) Cubos de Corsi;
e 7) Span de Digitos (subteste do WAIS). A Tabela 6 sintetiza esses testes de

acordo a fungéo neuropsicologica avaliada.
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Tabela 6: Testes e variaveis de acordo as fungdes neuropsicoldgicas avaliadas.

Fungao Neuropsicoldgica Teste Variavel Obtida
Avaliada Neuropsicolégico
Inteligéncia WAIS-III Ql
Memoéria RAVLT Soma da pontuacgao
Funcgao motora Grooved Pegboard  Tempo (s)
Atencgao TAVIS 3
Atencéao Seletiva Tarefa 1 Tempo de reagao (s)
Atencao Sustentada Tarefa 3 Tempo de reacgao (s)
Fungdes Executivas Teste de Trilhas
Velocidade de Processamento Parte A Tempo (s)
Flexibilidade Cognitiva Parte B Tempo (s)
Memoéria Operacional Visual Cubos de Corsi Soma da pontuagéao
Memoéria Operacional Verbal Span de Digitos Soma da pontuagao

A escala WAIS em sua versao Ill (WAIS-IIl) é uma escala de inteligéncia que
foi publicada originalmente em 1997 nos Estados Unidos. E composta por 14
subtestes organizados em dois conjuntos: verbal e executivo. Cada conjunto possui
sete subtestes, sendo eles: Vocabulario, Semelhancas, Aritmética, Digitos,
Informacao, Compreenséo e Sequéncia de Numeros e Letras, para o conjunto que
avalia o componente verbal, e Completar Figuras, Cddigos, Cubos, Raciocinio
Matricial, Arranjo de Figuras, Procurar Simbolos e Armar Objetos, para o conjunto
que avalia o componente executivo. Cada conjunto gera uma pontuagdo, o
coeficiente de inteligéncia (Ql) Verbal e o Ql Executivo, que juntos fornecem o Ql
Total (NASCIMENTO; FIGUEIREDO, 2002). No presente trabalho, apenas os
subtestes Vocabularios e Cubos foram utilizados. Juntos, estes subtestes fornecem
o Ql estimado total.

O Teste de Aprendizado Auditivo Verbal de Rey (RAVLT) é um teste que avalia
a memoéria de longo prazo do examinando através da utilizacdo de uma lista de
palavras (lista A) que é lida cinco vezes consecutivas e solicitadas a serem
repetidas, independentemente da ordem, ao fim de cada leitura (COSTA et al, 2004).
Uma lista com palavras interferentes (lista B) também é empregada no meio da
avaliacdo. Aproximadamente 20 minutos apds a realizagdo dessa bateria, o

examinando € solicitado a reconhecer (reconhecimento tardio), dentre diversas
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palavras, aquelas que pertenciam a lista A (MALLOY-DINIZ et al, 2007). Cada
palavra reconhecida corretamente fornece um ponto, sendo a variavel de avaliagéo
da memoria obtida através da soma das palavras reconhecidas tardiamente.

O Grooved Pegboard é um teste formado por um tabuleiro que contém furos
com ranhuras randomicamente posicionadas que devem ser inseridos, o mais rapido
possivel, pelas hastes que acompanham o teste. E um teste que avalia a destreza
manual e a coordenagao motora fina devido a necessidade de rodar a haste antes
que esta seja inserida. Este teste fornece, para cada mao (dominante e nao
dominante), trés escores: o tempo necessario para completar o preenchimento de
todos os furos do tabuleiro, o numero de “quedas” das hastes e 0 numero de hastes
preenchidas corretamente. Elevado tempo de execucéo e presenca de erros indicam
baixo desempenho (LAFAYETTE INSTRUMENTS, 2002). No presente trabalho, o
tempo de execucao da tarefa para a mao dominante e mao ndo dominante foram as
variaveis utilizadas.

O TAVIS 3 é um teste computadorizado que avalia trés niveis da atencao
(seletiva, alternancia e sustentada) através de trés tarefas distintas. No presente
trabalho, foram utilizadas as tarefas 1 e 3. A primeira tarefa avalia a atencéo seletiva
(capacidade de focar em estimulos relevantes, na presenca de estimulo distratores),
onde o examinando deve responder seletivamente (apertando o botdo do ‘joystick’) a
um estimulo alvo frente aos estimulos distratores. A terceira tarefa avalia a atencao
sustentada (capacidade de manter a atencdo ao longo do tempo) através da
resposta rapida a um estimulo que surge na tela. O TAVIS 3 fornece, para cada
tarefa, trés medidas para avaliar o desempenho do examinando: erros por omisséo,
tempo médio de reacgao e erros por acao. (DUCHESNE; MATTOS, 1997). Os tempos
médios de reagao nas tarefas 1 e 3 foram utilizados, respectivamente, na avaliacéo
da atencéo seletiva e sustentada.

O Teste de Trilhas é constituido por duas partes (A e B) que avaliam a
velocidade de processamento (tempo para emitir uma resposta especifica) e a
flexibilidade cognitiva (capacidade de alternar o curso das acbes de acordo as
exigéncias), respectivamente. O teste fornece uma pontuagéo para cada parte, que
consiste no tempo (em segundos) necessario para completar a tarefa (MALLOY-
DINIZ et al, 2010; SANCHEZ-CUBILLO et al, 2009). Na tarefa A, o examinando deve
unir 0os numeros na sequéncia correta (1, 2, 3 etc.), enquanto na tarefa B a uniéao

deve ser feita entre niumeros e letras (1A, 2B, 3C etc.).
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O teste Cubos de Corsi € um instrumento que avalia a memoéria operacional
(responsavel pelo arquivamento temporario da informacao) visual. Através de uma
ferramenta composta por uma base quadrada com nove blocos idénticos, o
examinando deve repetir, na forma direta e inversa, sequéncias de movimentos
realizados pelo examinador (PAULA et al, 2010). A pontuacgéo do teste é resultante
da quantidade de acertos obtidos na ordem direta e inversa.

O teste Span de Digitos € composto de duas tarefas independentes. Em
ambas, o examinador |€ uma sequéncia de numeros para o examinando. Na tarefa
da ordem direta, o examinando deve repetir as sequéncias na mesma ordem em que
foram lidas, enquanto na tarefa da ordem inversa, deve repetir as sequéncias na
ordem contraria aquela apresentada pelo examinador. O Span de Digitos € um teste
da escala WAIS utilizado para avaliar a memoria operacional em sua componente
verbal. O desempenho no teste € calculado pela soma dos acertos obtidos na ordem
direta e inversa. O resultado foi ponderado pela idade, conforme preconiza o manual

do teste.

Analise de dados

Analise estatistica descritiva foi empregada para analisar o desempenho dos
voluntarios nos testes neuropsicologicos. Os resultados foram expressos de acordo
a funcado neuropsicoldgica avaliada (inteligéncia, memoria, fungdo motora, atencéo,
funcdes executivas e memoria operacional) e comunidade de estudo. Teste U de
Mann Whitney foi empregado para verificar se houve diferengas entre as funcdes
neuropsicolégicas de acordo a comunidade. As correlagdes entre as caracteristicas
sociodemograficas, biomarcadores de exposicdo ao Mn e o desempenho
neuropsicolégico foram avaliadas pelo coeficiente de correlacdo de Spearman.

Andlise de regresséo linear multivariada (RLM) foi utilizada para verificar a
influéncia dos niveis biolégicos de Mn sobre o desempenho nos testes
neuropsicolégicos, ajustando por possiveis confundidores. Foram selecionadas para
inclusdo as variaveis que tinham correlagdo superior a 0,100 com nivel de
significancia de p<0,05 em relagcdo a variavel de desfecho. Transformacéo
logaritmica dos niveis dos biomarcadores foi realizada e as novas variaveis foram
utilizadas nas analises de regressdao. O modelo foi ajustado por variaveis
sociodemograficas e a analise de regressao multivariada executada pelo método

backward. O nivel de significancia aceito em todos os testes foi de p<0,05. As
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analises estatisticas foram realizadas com o auxilio do programa SPSS verséo 20

para Windows.

RESULTADOS

Ampla variabilidade no desempenho de todos os testes neuropsicoldgicos foi
observada na populacdo de estudo, independente da comunidade analisada. De
acordo com a comunidade, diferenca estatisticamente significativa no desempenho
neuropsicolégico foi observada apenas para a fungdo cognitiva. A mediana do QI
observado em Cotegipe foi maior do que aquele observado em Santa Luzia (91
versus 83, respectivamente; MW, p=0,004) (Figura 3). Quanto a memobria, o
desempenho mediano dos voluntarios de Santa Luzia foi maior do que os de
Cotegipe, apresentando significancia estatistica limitrofe (14 versus 12,
respectivamente; MW, p=0,051). A Tabela 7 traz a analise descritiva do desempenho

neuropsicolégico, organizada por fungédo neuropsicolégica e comunidade de estudo.
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Figura 3: Boxplot da distribuicdo do coeficiente de inteligéncia de acordo com local
de residéncia.
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Tabela 7: Desempenho nos testes neuropsicologicos de acordo a funcéo e
comunidade de estudo.

Funcgao Cotegipe Santa Luzia
Neuropsicoléo- n Med® Min Max n Med® Min Max p
gica
Inteligéncia

Ql 39 91* 71 117 43 83 71 112 0,004
Memodria 39 12 7 15 45 14 7 15 0,051
Motora (s)

MD? 39 79 51 182 45 78 57 237 0,560

MNDP 39 85 58 341 45 85 59 377 0,384

Atencgao (s)
Seletiva 38 0471 0,281 0,536 44 0,471 0,340 0,609 0,593
Sustentada 38 0,498 0,345 1,420 44 0454 0,322 1,256 0,127

Fungoes

Executivas (s)

V.P.c 37 46 21 113 44 555 22 368 0,100
F.c. 37 138 44 362 40 132 53 362 0,415
Memoéria

Operacional

Visual 39 12 3 19 45 11 1 18 0,074
Verbal 39 9 3 13 45 8 4 16 0,779

a: mao dominante; b: mao ndo dominante; c: velocidade de processamento; d: flexibilidade cognitiva;
e: mediana; * diferenga estatistica ao nivel de significancia de p<0,05.

Nao foi observada diferenca significativa entre homens e mulheres, exceto nos
testes que avaliam a memoria e memdéria operacional verbal. O desempenho
mediano no teste RAVLT foi significativamente maior entre as mulheres quando
comparado aos homens (14 versus 12, respectivamente; MW, p=0,010). Para a
memoria operacional verbal, por outro lado, o desempenho mediano foi melhor entre
os homens (10 versus 8, respectivamente; MW, p=0,043).

Correlagcbes significativas entre as variaveis sociodemograficas e os
desempenhos nos testes neuropsicologicos, independente da comunidade, foram
observadas através da anadlise de correlacdo de Spearman. A idade do voluntario
correlacionou-se positivamente com o desempenho nos testes de fungdo motora
(rho=0,301 e rho=0,346; p<0,01, n=84, para a mao dominante e m&o ndo dominante,
respectivamente) e velocidade de processamento (rho=0,274; p=0,013, n=81). A

renda familiar correlacionou-se positivamente com o QI (rho=0,382; p<0,001, n=81),
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memoéria operacional verbal (rho=0,223; p=0,042, n=83) e memodria operacional
visual (rho=0,318; p=0,003, n=83), e negativamente com o desempenho motor (rho=
-0,377 e rho= -0,365; p<0,01, n=83, para a mdo dominante e m&o nao dominante,
respectivamente) e velocidade de processamento (rho= -0,266; p=0,017, n=80).

O perfil de correlagdo apresentado pela escolaridade e as fungdes
neuropsicolégicas corrobora aquele observado para a renda familiar, uma vez que
estas variaveis sdo reconhecidamente colineares. Correlagdes positivas moderadas
foram observadas entre a escolaridade e o Ql (rho=0,560; p<0,001, n=81), memoria
operacional verbal (rho=0,253; p=0,021, n=83) e memobria operacional visual
(rho=0,518; p<0,001, n=83), enquanto correlacdes negativas foram vistas com a
funcdo motora (rho= -0,321 e rho= -0,274; p<0,05, n=83, para a mao dominante e
mao nao dominante, respectivamente), velocidade de processamento (rho= -0,442;
p<0,001, n=80) e flexibilidade cognitiva (rho=-0,393; p<0,001, n=76).

Analise de correlagdo bivariada de Spearman entre os biomarcadores de
exposicdo ao Mn e os desempenhos nos testes neuropsicolégicos demonstrou
associagdes significativas entre MnC, MnAx e MnUn com diversos testes. Apenas o
MnSal ndo apresentou nenhuma correlagéo significativa com as diversas funcdes
neuropsicolégicas. A Tabela 8 apresenta a matriz de correlagédo de Spearman entre
0os biomarcadores e as fungdes neuropsicologicas, destacando aquelas

estatisticamente significativas.



62

Tabela 8: Matriz de correlacédo de Spearman entre os biomarcadores de exposi¢cao
ao Mn e os escores no diversos testes de avaliagcdo das funcbes neuropsicologicas.

MnC (ug/g) MnAx MnUn MnSal
(ng/g) (ng/g) (ng/L)
Cognigao (Ql)
rho -0,349** -0,495* -0,193 -0,113
p 0,002 0,043 0,104 0,320
n 79 17 72 80
Memodria
rho 0,159 0,068 -0,029 0,012
p 0,156 0,788 0,805 0,912
n 81 18 73 82
Fungido Motora MD?
rho 0,223* 0,530* 0,231* 0,125
p 0,045 0,024 0,050 0,264
n 81 18 73 82
Funcdo Motora MND"
rho 0,127 0,618** 0,100 0,087
p 0,259 0,006 0,398 0,437
n 81 18 73 82
Atencao Seletiva
rho -0,147 -0,280 -0,008 0,069
p 0,195 0,261 0,949 0,544
n 79 18 71 80
Atengao Sustentada
rho -0,122 0,047 -0,114 -0,026
p 0,286 0,855 0,344 0,820
n 79 18 71 80
Velocidade processamento
rho 0,130 0,697** 0,205 0,125
p 0,258 0,002 0,087 0,274
n 78 17 71 79
Flexibilidade Cognitiva
rho 0,065 0,479 0,328* 0,057
p 0,580 0,071 0,007 0,627
n 74 15 67 75
M.O°. Visual
rho -0,251* -0,717** -0,303** -0,135
p 0,024 0,001 0,009 0,226
n 81 18 73 82
M.O°. Verbal
rho -0,155 -0,523* -0,112 -0,137
p 0,167 0,026 0,346 0,220
n 81 18 73 82

a: mao dominante; b: m&o ndo dominante; c: memoria operacional; correlagéo
significativa ao nivel de *0,05 e **0,01.

Anadlise de regresséo multivariada foi realizada para verificar a associagao dos

niveis dos biomarcadores de exposicdo ao Mn com o baixo desempenho nos testes
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que avaliam as fung¢des neuropsicologicas (Ql, fungdo motora, memoria operacional,
atencéo, fungdes executivas e memoéria). As covariaveis que apresentaram, através
da analise de correlagdo de Spearman, associagéo significativa com algum
desempenho neuropsicoldgico (homeadamente a escolaridade, sexo e comunidade),
foram incluidas como variaveis independentes nos modelos de regressado. A renda
familiar apresentou moderada correlacdo significativa com a escolaridade
(rho=0,438; p<0,001, n=88) e, para ndo superestimar o modelo, ndo foi incluida
como covariavel, ja que apresenta colinearidade com escolaridade.

Devido ao pequeno numero de individuos que cederam amostras de cabelo
axilar, o MnAx nao foi testado nas analises de regressdo multivariada. O log da
concentragdo do MnSal, por sua vez, ndo satisfez aos critérios estabelecidos para
inclusdo na analise de regressao (r>0,100 e p<0,05) e, por isso, n&o foi usado como
variavel preditora. Os logaritmos dos demais biomarcadores de exposi¢cédo (log da
concentracdo do MnC e log da concentragdo do MnUn) foram testados como
variaveis independentes para todos os desfechos avaliados neste estudo, contudo
somente nos casos em que os critérios de analise por RLM foram satisfatorios
(r>0,100 e p<0,05), os modelos foram aqui apresentados mesmo que ao final ndo
fosse observado papel preditor de um biomarcador sobre o desfecho (Tabela 9 e
Tabela 10). Trés voluntarios ndo possuiam dados completos acerca do MnC, tendo
os valores desta variavel sido imputados pelo valor da mediana de acordo a
comunidade antes da analise multivariada.

As Tabelas 9 e 10 sumarizam os dados da modelagem para fungao cognitiva,
memoria operacional visual, funcdo motora (mdo dominante) e flexibilidade
cognitiva, que foram as fungbes neuropsicolégicas com correlagdo significativa na
andlise de correlacdo de Spearman. Apenas trés modelos de regresséao
identificaram um biomarcador de exposi¢cdo ao Mn significativamente associado com
um dos desfechos investigados. Sdo apresentados somente os coeficientes Betas
ndo padronizados com seus respectivos intervalos de confianca 95% (1C95%).

O log da concentragdo do Mn no cabelo apresentou associagcdo inversa e
significativa apenas com o QI estimado (r*=0,346; F=10,073, p<0,001) (Tabela 9). O
log da concentragdo do MnUn, por sua vez, apresentou igualmente uma associagao
inversa com o desempenho no teste que avalia a memdéria operacional visual

(r’=0,274; F=8,674, p<0,001) e associac¢do direta e significativa com o desempenho
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no teste que avalia a flexibilidade cognitiva, ou seja com o tempo de execugdo em
segundos (r’=0,217; F=8,860, p<0,001) (Tabela 10).

Tabela 9: Resumo dos modelos de regresséao linear multivariada tendo o Log MnC
como preditor para o desempenho intelectual (n=81), memoéria operacional visual
(n=83) e fungcéo motora (n=83).

Coeficientes (B) IC 95%
nao padronizados

Ql estimado

Intercepto Y 82,815 71,107 a 94,524
Sexo?® -4,832 -9,232 a 0,433
Comunidade® 3,832 —0,299 a 7,964
Escolaridade® 7,646 3,658 a 11,633
Log MnC —-4,763 -9,171 a -0,355
Meméria Operacional Visual
Intercepto Y 8,983 5,556 a 12,410
Sexo? -1,586 -3,201 a 0,028
Escolaridade® 3,437 2,024 a 4,849
Fungao Motora (M.D.)
Intercepto Y 114,306 94,975 a 133,636
Escolaridade® -17,545 -30,189 a —4,901

a: masculino=1 e feminino=2; b: Santa Luzia=1 e Cotegipe=2; c: Ensino
fundamental=1 e Ensino médio=2; M.D. = m&o dominante.

Tabela 10: Resumo dos modelos de regressao linear multivariada tendo o Log
MnUn como preditor para a memoria operacional visual (n=73), funcado motora
(n=73) e flexibilidade cognitiva (n=67).

Coeficientes (B) IC 95%
nao padronizados

Meméria Operacional Visual

Intercepto Y 13,335 8,442 a 18,227

Sexo? -2,182 —4,001 a —0,363

Escolaridade® 2,930 1,343 a 4,517

Log MnUn -3,333 -6,148 a —0,519
Fungao Motora (M.D.)

Intercepto Y 112,929 92,178 a 133,681

Escolaridade® -17,239 -31,000 a -3,478
Flexibilidade Cognitiva

Intercepto Y 172,599 102,527 a 242,672

Escolaridade® -46,634 -78,232 a-15,036

Log MnUn 56,293 2,405 a 110,182

a: masculino=1 e feminino=2; b: Ensino fundamental=1 e Ensino médio=2; M.D. =
mao dominante.
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Para os trés modelos em que um biomarcador foi capaz de predizer
significativamente um dado desfecho, os residuos apresentaram distribuicdo normal
(Figura 4). Os graficos de dispersdo dos valores preditos padronizados contra os
residuos padronizados aderiram aos pressupostos de linearidade e
homocedasticidade, pois distribuicdo aleatoria do residuo em torno do zero foi
observada e n&o apresentavam tendéncia ao longo do eixo da abscissa. Os
diagramas parciais da regressdo mostram uma relacdo inversa entre o log da
concentragdo do MnC e o log da concentragdo do MnUn com o QI e o desempenho
no teste que avalia a memdéria operacional visual, explicando 5,7% e 7,5% da
variancia, respectivamente. Para a flexibilidade cognitiva, o diagrama parcial da
regressao mostra uma relacdo direta entre o log da concentragdo do MnUn e o
tempo de execucao da tarefa que avalia esta fungao neuropsicoldgica, nesse caso o
log da concentragcdo do MnUn explica 6,4% da varidncia do tempo de execugéo da

tarefa (Figura 5).
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Figura 4: Histograma da distribuicdo dos residuos dos modelos multivariados para
desempenho intelectual (a), memoria operacional visual (b) e flexibilidade cognitiva (c).
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Figura 5: Diagramas parciais entre os residuos dos biomarcadores contra os
residuos do QI (a), memoaria operacional visual (b) e flexibilidade cognitiva (c) e seus
respectivos coeficientes de determinacao (r?).

DISCUSSAO

O principal achado deste estudo foram as associagbes observadas entre a

exposicao excessiva ao Mn, medida através dos biomarcadores Mn no cabelo e nas

unhas e o comprometimento de fungdes neuropsicologicas que envolvem atividade

intelectual, memoaria operacional e flexibilidade cognitiva de adultos residentes em

comunidades proximas a uma eletrossiderurgica de ligas ferro-manganés.
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A funcao intelectual (Ql estimado) foi avaliada através da escala WAIS-IIl e a
memoria operacional verbal através do Span de Digitos, sendo os desempenhos
medianos observados na populacdo do estudo semelhantes aos valores de
referéncia validados no Brasil. Para outros testes (‘Grooved Pegboard’ e Teste de
Trilhas), os desempenhos da populagdo n&o puderam ser comparados ao
desempenho médio da populagao brasileira por n&do serem padronizados em nosso
pais. Nestes casos, as comparacdes foram realizadas com as normas de outros
paises e com outros estudos que utilizaram a mesma ferramenta na avaliagdo de
pessoas expostas ao manganés. O TAVIS 3, que mede a atencédo, embora seja um
teste nacional, teve sua validagao realizada apenas para criangas e adolescentes
entre 8 e 17 anos (DUCHESNE; MATTOS, 1997). O teste de Cubos de Corsi, que
avalia a memoéria operacional visual, também nao possui validagao brasileira e esta
€ a primeira vez em que ambos os testes foram utilizados para avaliar a atencéo e
memoria operacional visual em pessoas expostas ao Mn, o que impossibilita a
comparag¢ao dos nossos resultados.

Foi observada diferenca significativa na fungédo intelectual entre as
comunidades de estudo. O QI mediano dos voluntarios de Cotegipe foi
estatisticamente superior aquele observado na comunidade de Santa Luzia (91
versus 83, respectivamente; MW, p=0,004). Esta diferenca permite classificar o
desempenho das comunidades em categorias distintas segundo a classificacéo de
Wechsler (2004). De acordo esta classificacao, o coeficiente de inteligéncia medido
através do WAIS-Ill pode ser agrupado da seguinte forma: >129 — QI muito superior;
120-129 — QI superior; 110-119 — QI médio superior; 90-109 — QI médio; 80-89 — QI
médio inferior; 70-79 — QI limitrofe; <69 — QI intelectualmente deficiente. Assim, o Ql
estimado para os voluntarios de Cotegipe pode ser classificado como médio,
enquanto o de Santa Luzia, médio inferior.

O desempenho dos voluntarios de Cotegipe no teste que avalia a memoria foi
inferior aquele validado para a populagao brasileira de mesma faixa etaria. Em Santa
Luzia, o desempenho foi semelhante ao da populagédo saudavel (Tabela 11), mas a
diferenca entre as comunidades nao foi significativa. Magalhdes e Hamdan (2010)
avaliaram 302 adultos saudaveis e estabeleceram, para a populacéo brasileira, o
desempenho médio no teste RAVLT de acordo a faixa etaria. O escore médio,
independente do sexo, para adultos de 17 a 34 anos foi 14,3. Para a fungéo motora

e fungbes executivas, os desempenhos dos voluntarios do presente estudo foram
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inferiores aos valores de referéncia internacionais para a mesma faixa etaria. Quanto
a memoria operacional verbal, o escore médio obtido em ambas as comunidades
enquadra-se na classificagdo média de acordo Wechsler (2004), que é de 1043
(Tabela 11).

Tabela 11: Desempenho neuropsicolégico e valores validados para adultos de
acordo o teste.

Presente Estudo

Teste Cotegipe Santa Luzia Literatura

Mediana Mediana Média DP? Referéncia
WAIS-III 91 83 100 10 Wechsler, 2004
RAVLT 12 14 14,3 1,1 Magalhaes e

Hamdan, 2010
Grooved Pegboard

(s)

M.D.P 79 78 62,9 8,40 Lafayette
M.N.D.¢ 85 85 67,1 12,20 Instruments, 2002
TAVIS 3 (s)
Tarefa 1 0,471 0,471 -—- -—- -—-
Tarefa 3 0,498 0,454 -— -— -—-
Teste de Trilhas (s)
Parte A 46 55,5 23 -— Strauss et al, 2006
Parte B 138 132 50 -—-
Cubos de Corsi 12 11 -— -— -—-
Span de Digitos 9 8 10 3 Wechsler, 2004

a: desvio padrao; b: mao dominante; c: m&o nao dominante.

Desempenhos nas fungbdes motoras, executivas, intelectual, memoria e
memoria operacional em pessoas expostas ao Mn ja foram descritos na literatura
(vide Tabela 12). De modo geral, os resultados obtidos no presente estudo
demonstram que nossa populacdo apresentou menor QI e desempenhos mais
baixos nos testes ‘Grooved Pegboard’ e Teste de Trilhas, se comparados aos relatos
prévios de exposi¢cao ao Mn. Quanto a meméria operacional verbal, o desempenho

foi semelhante aqueles ja descritos.
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Tabela 12: Desempenho de trabalhadores expostos ao Mn em alguns testes
neuropsicoldgicos.

Referéncia Média DP°

Bast-Pettersen et al, 2004
Grooved Pegboard (s)

M.D.2 69,7 11,2
M.N.D.° 76,4 12,3
Teste de Trilhas (s)
Parte A 32,6 11,5
Parte B 85,7 36,6
Bowler et al, 2006
Span de Digitos 8,22 2,52
Bowler et al, 2007
Span de Digitos 8,44 2,37
Ql 95,26 12,93

Ellingsen et al, 2008
Grooved Pegboard (s)
M.D.? 63,7 ---
M.N.D.° 66,8
Sen et al, 2011
Grooved Pegboard (s)

M.D.? 76,1 10

M.N.D. 87,0 11
Teste de Trilhas (s)

Parte A 21,3 7

Parte B 56,7 22

Wastensson et al, 2012

Grooved Pegboard (s)
M.D.2 85,9 16,5
M.N.D.° 95,3 20,8

a: mao dominante; b: mao ndo dominante; c: desvio padrao

As comparagdes dos desempenhos neuropsicologicos obtidos na populagao
das comunidades de Cotegipe e Santa Luzia com os testes validados e os
apresentados em outros trabalhos com pessoas expostas ao Mn devem ser feitas
com cautela, mesmo para os testes com validagdo nacional. As comunidades de
Cotegipe e Santa Luzia sao tipicamente de baixo nivel socioeconémico e é sabido
que esta e outras variaveis demograficas (como diversidade cultural e escolaridade)
podem contribuir significativamente para o desempenho em testes neuropsicolégicos
(MADER-JOAQUIM, 2010). As correlagbes observadas no presente trabalho entre
as variaveis sociodemograficas e os desempenhos nos testes neuropsicoldgicos sao
corroborados por esta afirmagcdo. Os desempenhos nas fungbes cognitivas
(inteligéncia, memoria operacional e fungdes executivas) estdo correlacionados com

a renda familiar e a escolaridade. O desenvolvimento dessas fungbes é dependente



70

de estimulos educacionais e, no Brasil, a questdo educacional estd associada as
questbes econdmicas e sociais (MADER-JOAQUIM, 2010), o que demonstra
plausibilidade nos nossos achados.

Assim como os aspectos sociodemograficos, a exposi¢cdo excessiva ao Mn
compromete significativamente diversas fungbes neuropsicologicas. Diversos
autores tém observado associag¢des entre os niveis elevados dos biomarcadores de
exposicao ao Mn e o desempenho em testes neuropsicolégicos (BOUCHARD et al,
2007; BOUCHARD et al, 2011; LUCCHINI et al, 2012; MENEZES-FILHO et al, 2011;
MYERS et al, 2003; RIOJAS-RODRIGUEZ et al, 2010; TORRES-AGUSTIN et al,
2012), o que nao foi diferente em nosso estudo, pois observamos correlacdes
significativas entre os niveis de MnC e o desempenho nos testes que avaliam a
funcao intelectual, memoria operacional visual e fungao motora. Na comunidade de
Cotegipe, um trabalho prévio do nosso grupo também demonstrou uma correlagéo
negativa entre o log da concentragdo do Mn no cabelo e o desempenho cognitivo de
mulheres medido através da Matriz Progressiva de Raven (MENEZES-FILHO et al,
2011), corroborando nossos resultados.

Comprometimento das fun¢cdes motoras decorrentes da exposicdo ao Mn tem
sido amplamente descrito na literatura. Nos ultimos anos, alguns trabalhos
demonstraram déficit motor em pessoas expostas ambientalmente ao Mn
(HERNADEZ-BONILLA et al, 2011; KIM et al, 2011; LUCCHINI et al, 2012;
RODRIGUEZ-AGUDELO et al, 2006), mas apenas um pequeno nimero de estudos
utilizou o ‘Grooved Pegboard’ com este propésito (BAST-PATTERSEN et al, 2004;
BOWLER et al, 2006; BOWLER et al, 2007; ELLINGSEN et al, 2008; HERNANDEZ-
BONILLA et al, 2011; SEN et al, 2011; WASTENSSON et al, 2012). Dentre estes
estudos, Hernandez-Bonilla e colaboradores (2011) foram os unicos a avaliar o
desempenho motor, através do ‘Grooved Pegboard’, em exposi¢do ambiental ao Mn.
Analise de regressdo multivariada, entretanto, ndo demonstrou associagéo entre os
niveis bioldgicos de Mn e o desempenho de criangas mexicanas neste teste. Sen e
colaboradores (2011) e Wastensson e colaboradores (2012) demonstraram menor
desempenho no ‘Grooved Pegboard’ nas pessoas expostas ocupacionalmente, se
comparado aos respectivos grupos de referéncia. Todavia, esses autores nao
utilizaram um biomarcador de exposi¢do em seus trabalhos. O presente estudo foi o
primeiro a demonstrar, para populacdo adulta exposta ambientalmente ao Mn,

correlacdo positiva e significativa entre os niveis biolégicos de Mn e o tempo de
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execucao da tarefa do ‘Grooved Pegboard’. Apds a analise de regressao
multivariada, entretanto, nao foi verificada influéncia dos niveis biolégicos de Mn no
comprometimento motor na populacdo estudada quando ajustada pelos
confundidores.

Outras correlagdes significativas também foram observadas entre os niveis de
Mn no cabelo axilar e na unha com o desempenho nos testes neuropsicolégicos. O
MnSal, por sua vez, ndo apresentou nenhuma correlagdo com o desempenho nos
testes empregados no presente trabalho. Os niveis de Mn na saliva indicam
exposicao recente e é um reflexo da concentracdo sanguinea deste metal (COWAN
et al, 2009; WANG et al, 2008). Como os niveis de manganés no sangue tém sido
muito pouco associados aos desfechos neuropsicologicos avaliados em estudos
epidemioldgicos, era de se esperar pouca utilidade do MnSal para este propédsito, o
que de fato ocorreu. A comparacao desses resultados frente aqueles descritos na
literatura € limitada se considerarmos a escassez de trabalhos que utilizaram
amostras de cabelo axilar, unha e saliva para avaliar a exposi¢ao ao Mn. Além disso,
nao € de nosso conhecimento a existéncia de estudos que correlacionem os niveis
de MnAx, MnUn e MnSal com o desempenho em testes neuropsicoldgicos.

A analise de regressdo multivariada demonstrou, para a populagédo estudada,
que existe uma associagao entre os niveis biologicos de Mn e o desempenho
neuropsicolégico. Observamos que os niveis de Mn medidos no cabelo estavam
inversamente associados ao QI (Tabela 9 e Figura 5), enquanto os niveis de Mn
avaliados através da unha estavam associados com o baixo desempenho na fungéo
de memoria operacional visual e flexibilidade cognitiva (Tabela 10 e Figura 5). Os
modelos multivariados explicam apenas um pequeno percentual da variacédo do QI
(34,6%), memoria operacional visual (27,4%) e flexibilidade cognitiva (21,7%),
demonstrando que existem outros fatores importantes que explicam a variagdo de
desempenho nos testes neuropsicologicos. Apesar de esses modelos explicarem um
percentual relativamente pequeno da variancia dos seus respectivos desfechos, a
contribuicdo especifica de cada biomarcador neste contexto multivariado pode ser
considerada boa. Embora numericamente as explicagbes dos biomarcadores,
independente do sexo, escolaridade e local de residéncia, sobre os desfechos
aparentem ser pequenas, as mesmas séo altamente significativas. Para o modelo
que avaliou a fungdo cognitiva como variavel dependente, o log da concentragédo do

MnC explica 5,7% da variagdo do QI estimado. Para a memoria operacional visual e
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flexibilidade cognitiva, o log da concentracao do MnUn explica, respectivamente,
7,5% e 6,4% desta variagdo. Estudos anteriores corroboram nossos achados ao
verificarem associagées negativas entre os niveis de Mn no cabelo e Ql em
populacdo ambientalmente exposta (BOUCHARD et al, 2011; MENEZES-FILHO et
al, 2011; RIOJAS-RODRIGUEZ et al, 2010). Ellingsen e colaboradores (2008)
também demonstraram, em trabalhadores, associacdo negativa entre marcadores
de exposicdo ao Mn e o desempenho em teste que avalia memoria operacional
visual, embora nao tenha sido utilizado o teste de Cubos de Corsi.

Embora a analise de correlacdo de Spearman tenha demonstrado associacao
entre o0 MnC e o desempenho motor da mao dominante e meméria operacional
visual, bem como entre o MnUn e a fungdo motora da mao dominante, a analise
multivariada ndo demonstrou significancia quando covariaveis sociodemograficas
foram incluidas na modelagem, sendo os biomarcadores removidos do modelo final.
A partir da modelagem multivariada do presente estudo, pode-se inferir que um
aumento de dez vezes nos niveis de Mn no cabelo dos adultos poderia refletir em
uma perda de 4,7 pontos no Ql estimado, independente do local de residéncia, sexo
e escolaridade do individuo. Para a memoria operacional visual, esse aumento nos
niveis de Mn medidos através das unhas representaria uma diminuicdo de 3,3
pontos no desempenho do teste Cubos de Corsi, quando ajustados pelas mesmas
covariaveis. Por fim, para o teste que avalia a flexibilidade cognitiva, um aumento de
dez vezes nos niveis de Mn na unha poderia refletir em um aumento de quase um
minuto no tempo médio de execugcao da tarefa. Resultados semelhantes foram
descritos por Menezes-Filho e colaboradores (2011) em criangas de Cotegipe, onde
foi estimada uma perda de 5,7 pontos no Ql, independente do estado nutricional da
crianca e da escolaridade materna. Os nossos modelos de RLM demonstraram bons
resultados ao satisfazerem aos pressupostos da regressao linear (normalidade na
distribuicdo dos residuos, linearidade e homocedasticidade), embora néo tenha sido
possivel realizar uma validacao externa dos modelos por divisdo dos dados devido a
necessidade de um maior numero amostral.

Os pontos fortes deste trabalho foram a utilizagdo, em conjunto, de quatro
biomarcadores de exposigdo ao Mn e a utilizagdo de ampla bateria de testes
neuropsicolégicos que avaliaram fungdo cognitiva, executiva, motora, atencéo,
memoria de longo prazo e operacional de todos os adultos que foram voluntarios e

estavam disponiveis nas duas comunidades impactadas pelas emissbes da
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eletrossiderurgica. No entanto, uma importante limitagdo deste estudo, por razdes de
disponibilidade de recursos financeiros, foi a ndo mensurag¢do dos niveis de Mn no
ar nas duas comunidades concomitante com a monitorizagéo biolégica. A maioria
dos trabalhos epidemioldgicos realizados até entdo utilizou poucos biomarcadores
de exposicao para verificar o desempenho em apenas uma ou duas fungbes
neuropsicolégicas. Dentre as limitagdes, o pequeno numero de participantes do sexo
masculino impediu a realizacdo de algumas inferéncias, principalmente naquelas
que concernem a utilidade do MnAx como biomarcador capaz de predizer baixo

desempenho em testes neuropsicoldgicos.

CONCLUSOES

Os resultados do presente estudo demonstraram ampla variabilidade e baixo
desempenho nos testes neuropsicolégicos na populagao de Cotegipe e Santa Luzia.
Essas comunidades s&o caracterizadas pelo baixo nivel socioeconémico,
escolaridade e acesso a informacdes, covariaveis que sabidamente contribuem de
maneira inversa para o bom desempenho em fung¢des neuropsicolégicas, como
cognicdo, memoria e atencdo. Mesmo neste contexto sociodemografico adverso, o
comprometimento de algumas dessas fungdes em decorréncia da exposicéo
excessiva ao Mn ainda pode ser detectado em adultos.

Analise bivariada demonstrou diversas correlagdes entre os niveis biolégicos
de Mn e o desempenho em testes neuropsicologicos, fato que foi corroborado pela
analise de regresséo linear multivariada. Acreditamos que o principal achado deste
estudo tenha sido as associagdes observadas entre a exposi¢cao excessiva ao Mn,
medida através dos biomarcadores Mn no cabelo e nas unhas, e o
comprometimento de fungbes neuropsicoloégicas de adultos expostos
ambientalmente a este metal por via atmosférica. Esses resultados demonstram que
0 excesso de Mn no organismo tem tido impacto negativo sobre a funcéo intelectual,
memoria operacional visual e flexibilidade cognitiva nos adultos das comunidades de
Cotegipe e Santa Luzia.

As evidéncias obtidas pelo presente estudo demonstram a necessidade de se
instalar medidas que minimizem a emissao atmosférica do Mn para que os impactos

na saude da populagcdo local sejam amenizados. Além disso, intervengdes
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educacionais e neuropsicoldgicas coletivas que compensem os danos ja causados
sdo altamente recomendadas.

O presente trabalho foi o primeiro a utilizar, em conjunto, quatro biomarcadores
nao invasivos para avaliar a associagao existente entre exposicdo ao Mn e desfecho
neuropsicolégico. Os resultados obtidos puderam ratificar a utilidade do MnC como
biomarcador capaz de estimar efeitos neuropsicolégicos decorrentes da exposicéao
cronica ao Mn, bem como demonstrar que o MnUn também pode ser util neste

proposito.
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CONSIDERAGOES FINAIS

O presente trabalho demonstrou altos niveis de Mn na populacdo de estudo,
independente do biomarcador utilizado para se avaliar a exposi¢céo. A analise dos
niveis de Mn de acordo as comunidades demonstrou que a populagédo de Santa
Luzia, mesmo estando geograficamente mais distante da fonte de emissdo do
poluente, encontra-se mais exposta do que a populacado de Cotegipe. O modelo de
dispersdo dos ventos pode explicar esta diferenca vista entre as comunidades,
embora seja necessario determinar os niveis de Mn na atmosfera de ambas as
comunidades para corroborar esta hipotese.

Até onde sabemos, este foi o primeiro estudo que utilizou, em conjunto, quatro
biomarcadores n&o invasivos para se avaliar a exposicdo ambiental ao Mn e
diversos desfechos neuropsicolégicos decorrentes desta exposicéo. Biomarcadores
menos convencionais (MnAx, MnUn e MnSal) apresentaram 0 mesmo
comportamento do MnC na caracterizagdo da exposi¢do das comunidades. Nossos
resultados também demonstraram que o MnAx e MnUn podem ser alternativas ao
MnC na avaliagdo da exposi¢do ao Mn, haja vista as boas correlagbes verificadas
entre esses biomarcadores. Adicionalmente, o MnUn, o biomarcador utilizado no
presente estudo que avalia exposigdo de mais longo prazo ao Mn, apresentou
correlacdo positiva com o tempo de moradia do voluntario na comunidade, uma
variavel que, em nosso estudo, reflete exposicéo crénica e cumulativa ao Mn.

Os niveis biol6gicos de Mn estiveram associados com baixos desempenhos em
testes neuropsicolégicos. Apenas o MnSal ndo apresentou associacao significativa
com os desfechos avaliados. Como os niveis de Mn na saliva € um reflexo da
concentragdo deste metal no sangue e a determinagédo de Mn sanguineo néo tem
demonstrado ser um bom biomarcador para se avaliar exposigdo ambiental ao Mn,
era de se esperar pouca utilidade do MnSal no presente trabalho. O MnC e MnUn,
diferentemente, apresentaram correlacdes significativas com diversos desfechos
neuropsicoldgicos. Analise de regressdo multivariada, adicionalmente, demonstrou
papel significativo destes biomarcadores em predizer baixo desempenho
neuropsicolégico. Hipoteticamente, um aumento de dez vezes na concentragédo de
Mn no organismo, medido através do cabelo, poderia refletir em uma perda de 4,7
pontos no QI, enquanto o0 mesmo aumento na concentragdo, medido através da

unha, representaria uma diminuicdo de 3,3 pontos no desempenho do teste Cubos
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de Corsi e um aumento médio de quase um minuto no tempo de execugao da tarefa
de flexibilidade cognitiva, independente do local de residéncia, sexo e escolaridade
do voluntario. A extrapolagao desses resultados, todavia, deve ser feita com cautela
devido as peculiaridades da populagéo estudada.

Os resultados aqui apresentados podem ser Uteis para a discussao cientifica
existente na literatura que busca um biomarcador ideal para se avaliar efeitos
neuropsicolégicos decorrentes da exposicado ao Mn. A conveniéncia e serventia de
outros biomarcadores néo invasivos (principalmente o MnUn) que até entdo nao
haviam sido utilizados para se avaliar comprometimento neuropsicolégico
relacionados ao Mn, também puderam ser verificadas. Entretanto, novos estudos
sdo necessarios para melhor caracterizar a cinética de eliminagado do Mn através da
unha, cabelo axilar e saliva, bem como estabelecer valores de referéncia para
aqueles biomarcadores que ainda nado estédo disponiveis esta informacéo.

A grande contribuicdo deste trabalho para as comunidades consiste em ter
demonstrado comprometimento neuropsicolégico dos adultos em decorréncia da
exposicao excessiva ao Mn. Para as comunidades, é importante saber que mesmo
com o passar dos anos ainda ha elevada exposicao ao Mn e que esta exposigao tem
afetado as fungdes neuropsicoldgicas da populacdo local. Frente as evidéncias
apresentadas aqui, ha uma notavel necessidade de se adotar intervengdes praticas
para minimizar a emissdo atmosférica do Mn e assim amenizar o impacto na saude
da populacdo de Cotegipe e Santa Luzia. Condutas educacionais e
neuropsicolégicas coletivas também seriam valiosas para compensar os danos ja
causados nas fungdes neuropsicoloégicas dos adultos e criangas destas

comunidades.
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Numero do Questionario:

‘ Data da entrevista: ___ / /

Horario de Inicio: : h

Entrevistador:

Caodigo do Entrevistador:

Nome Completo do Entrevistado:

Enderego Completo:

Telefone para contato:

Coordenadas - GPS E: 38° S:12° Cédigo localizagéo:
(localizagdo da casa)
IDENTIFICAGCAO
Q1 Data de Nascimento: |dade:
Q2 Etnia: 1.( ) Branca 2.( ) Negra 3.( ) Pardo 4.( ) Outras
SOCIO-ECONOMICO, HABITOS DE MORADIA, HABITOS DE VIDA E ATIVIDADE OCUPACIONAL.
Q3 |Renda familiar mensal (em | 4 A q.( ) 2 Entre1e2:( ) 3.Entre2e5:( ) |4 Acimade5:( )
salario minimo):
Fundamental Médio Superior
. 7. Outra: ()
Q4 Escolaridade 1. Incompleto: () | 3. Incompleto: () | 5. Incompleto: ()
2. Completo: () 4. Completo: () 6. Completo: ()
Ha quanto tempo mora em . .
Qs Cotegipe / Santa Luzia? 1. Anos: 9-NS/NR:
Vocé nasceu em Cotegipe / | 4 gim: 2 Nao:
Q6 lsanta Luzia? - Sim: () -Nao: ()
Seus pais moravam em . .
Q7 Cotegipe / Santa Luzia? 1.Sim: () 2.Néo: ()
Quanto tempo vocé
Q8 permanece em sua | 1. Manha: 2. Tarde: 3. Noite:
residéncia por dia (horas)?
Q9 Qual o destino do lixo? 1. Queima () 2. Enterra () 3.Joga no rio/mangue( ) | 4. Coletado ()
Vocé costuma alimentar-se _ )
Q10 |de frutas produzidas em 1.8im: () 2. N&o: () Se sim, quais?
Cotegipe / Santa Luzia?
Q11 [Vocé é fumante? 1.Sim: () 2. Nao: ()
Convive com algum . ~ .
Q12 fumante? 1.8Sim: () 2. Néo: ()
Ha quanto tempo é
Q13 |fumante? (Apenas se a 1. Anos:
resposta da Q 11 for Sim)
Quantos cigarros fuma por
Q14 |dia? (Apenas se a 9.NS/NR: ()
resposta da Q 11 for Sim)
Qual a marca/fabricante do
Q15 cigarro que fuma? (Apenas
se a resposta da Q 11 for
Sim)
Q16 [Vocé é ex-fumante? 1.Sim: () 2.Nao: ()
Ha quanto tempo parou de
Q17 |fumar? (Apenas se a 9.NS/NR: ()

resposta da Q 16 for Sim)
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Q 18 |Ingere bebida alcodlica? 1.Sim: () 2. Néo: ()

Qual a frequéncia com que
ingere bebida alcodlica
Q19 [(vezes por semana)?
(Apenas se a resposta da
Q 18 for Sim)

Q20 |Atividade ocupacional 1.Desempregado:( ) | 2. Estudante: ( ) [3.Empregado Informal:( ) | 4. E. Formal ( )

Qual sua atividade
profissional? (Apenas se a

Q21 resposta da Q 20 for

“Empregado”)

Ha quanto tempo vocé
trabalha nesta profissdo?
(Apenas se a resposta da
Q 20 for “Empregado”)

Q22

Em seu trabalho tem
contato com produtos Se sim. quais?
Q23 |quimicos? (Apenas se a 1.Sim: () 2. Néo: () 3.NS/NR: () Im, quals*
resposta da Q 20 for

“Empregado”)

Faz algum servico y

Q24 profissional extra (“bico”)?

.Sim: () 2.Nao: () Qual?

Com que frequéncia faz
este servigo extra (ex.: final

Q25 de semana, final da jornada

diaria de servigo etc)?
(Apenas se a resposta da
Q 24 for Sim)

Ja trabalhou ou trabalha na 1

Q26 | x-SIBRA (VALE)?

.Sim: () 2.Nao: () 3. Funcionario atual ( ) 4. Ex funcionario: ()

Ha quanto tempo trabalha
Q 27 |nesta fabrica? (Apenas se 9.NS/NR: ()
for funcionario atual)

Parou de trabalhar nesta
fabrica ha quanto tempo? .

Q28 (Apenas se for ex 9.NS/NR: ()

funcionario)

Trabalhou na fabrica por
Q29 |quanto tempo? (Apenas se 9.NS/NR: ()
for ex funcionario)

Q30 |Cor do cabelo 1. Preto () g'sguarzt?”h)o ? (;aSta“m claro | 4 Loiro () 5.Ruivo ()
Q 31 |Aspecto do cabelo 1. Liso( ) 2. Ondulado () 3. Crespo () 4. Outros ()
Q32 ?g%c;i{:znglgggnelt;a?tamento 1. Descoloriu: () 2. Tingiu: () 3. Alisou: () 4. Nao: ()
Q33 |Usa shampoo? 1.Sim: () 2.Nao( ) Marca:
Q 34 |Usou desodorante hoje? 1.8im: () 2.Nao ( ) Marca:
Amostras coletadas 1. Cabelo: () 2. Cabelo axilar: () | 3. Unha: ( ) 3. Saliva: ()
Data final da entrevista: __ / / Horario de Término: __ : h

Recusa do Questionario

Observagoes
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APENDICE B - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

- Servico Publico Federal
!‘.LSL Universidade Federal da Bahia IPS,

Instituto de Psicologia

Endereco: Estrada de Sao Lazaro, 197 Federaco — Salvador — BA Laboratirio de Toicologia
CEP: 40210.730 — Tel/Fax: 3283-6437 — [ps@ufba.br FacFar - UFBA

Titulo do Projeto: Efeitos neuropsicoldgicos e na saide de duas comunidades expostas a metais pesados

1. Convite

Vocé estd sendo convidado a participar, voluntariamente, de um estudo de pesquisa que visa avaliar os
possiveis efeitos decorrentes da exposi¢cdo a longo prazo a poeira ¢ fumaca da industria metalargica de ferro
manganés. Antes de decidir, ¢ importante que vocé saiba o porqué a pesquisa esta sendo realizada e o que sera
feito. Pedimos para que vocé leia com atengdo as informagdes a seguir e, caso ache necessario, pode nos
perguntar sobre algo que nao esteja claro e obter assim mais informagdes sobre a pesquisa.

2. Questdes de interesse do participante

2.1 Propésito do estudo

O estudo tem por objetivo avaliar o déficit intelectual em adultos expostos ao manganés em seu ambiente
de moradia através da determinagdo deste metal em amostras biologicas ndo invasivas. Neste estudo, além das
amostras que serdo coletadas (cabelo, cabelo da axila, unha e saliva), serdo aplicados questionarios e testes para
avaliar a fun¢do intelectual dos voluntarios.

2.2 Escolha dos participantes

As pessoas escolhidas para participar do estudo sdo aquelas que residem proximo a uma usina de ferro
manganés. Estas pessoas estdo expostas, através do ar, ao manganés, que ¢ um metal que pode estar associado ao
seu comprometimento intelectual. Serdo estudadas aproximadamente 100 (cem) pessoas que, de forma
semelhante, estdo expostas a0 manganés em seu ambiente de moradia.

2.3 Participagdo

A sua participagdo no estudo ndo ¢ obrigatéria. Se decidir participar, vocé deve assinar esse formulario em
duas vias e manter uma copia com voce. Se decidir participar, mas mudar de ideia durante a pesquisa podera sair
a qualquer momento. As pessoas que decidirem participar da pesquisa responderdo a um questiondrio e a
psicotestes, além de fornecer as amostras de cabelo da regido da nuca, cabelo do sovaco, unhas da mao e saliva.
A aplicagdo do questionario, dos testes psicoldgicos e a coleta dos materiais bioldgicos serdo feitas em sua
propria comunidade, em local e data a combinar.

3. Métodos da pesquisa

Aos participantes serd aplicado um questionario para obter informacdes quanto aos dados socioecondmicos,
se fuma, trabalho (exposicdo no ambiente de trabalho), consumo de bebida alcodlica, exposicdo a produtos
quimicos, moradia, estado geral de satde etc. Serdo aplicados psicotestes para avaliar a memoria, habilidade
manual e capacidade de raciocinio.

Serdo coletadas 4 (quatro) amostras bioldgicas, as quais consistirdo de uma mecha de cabelo da regido da
nuca de aproximadamente 0,5cm de didmetro, cabelo da axila (apenas para os homens), unha e saliva.

4. Alteracdes no modo de vida
As pessoas escolhidas para participar do estudo ndo terdo nenhuma restrigdo no estilo de vida. A
alimentacdo, as atividades diarias, as atividades no local de trabalho etc. podem ser mantidas normalmente.

5. Desconforto e riscos

O participante podera ter o desconforto de apresentar uma leve falha no cabelo na regido da nuca, local em
que a mecha serd coletada. Todavia, como o cabelo cresce a uma taxa de aproximadamente 1 cm ao més,
rapidamente esta falha deixara de ser percebida.
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6. Beneficios para o participante

Nao ha beneficios imediatos para o participante. Somente ao final do estudo é que se pode concluir a
presenca de algum beneficio, o qual pode ser a informacao dos efeitos promovidos pela exposi¢do ao manganés.
As informagdes que obtivermos deste estudo também poderdo ser tteis no futuro para identificar melhor o risco
que outras pessoas expostas ao manganés no ambiente de moradia possuem.

7. Contato para informacao adicional

Em qualquer etapa do estudo vocé podera ter acesso aos pesquisadores para esclarecimento de eventuais
duvidas. Os principais investigadores s3o o Dr. Neander Abreu — Neuropsicologo, Instituto de Psicologia,
Universidade Federal da Bahia, Estrada de Sdo Lazaro, Federagdo, Salvador — Ba, Tel. 71 3283-6437 ¢ o Dr. José
Antonio Menezes Filho — Coordenador do Laboratério de Toxicologia da Faculdade de Farmacia da UFBA, Rua
Barao de Jeremoabo, s/n, Campus Universitario de Ondina, Salvador, Bahia, CEP 40.170-115, tel: (71) 3283-
6960. Se vocé tiver alguma consideragdo ou duvida sobre a ética da pesquisa, entre em contato com o Comité de
Etica em Pesquisa da Maternidade Climério de Oliveira UFBA, localizado na Rua do Limoeiro, n® 137 — Nazaré -
Cep.: 40.055-150 Salvador, BA Fone.: 55 71 3283-9210 / 9211 (provisorio). E-mails: cepmco@ufba.br/
cepmco@gmail.com.

8. Sigilo na participacdo
Sua participagdo serd mantida em sigilo. Apenas os pesquisadores envolvidos no estudo terdo acesso as
informacdes primarias coletadas.

9. Resultados do estudo

Os resultados do estudo provavelmente serdo publicados e apresentados a comunidade cientifica. Também
nessas publicagdes serd mantido o sigilo de sua participacdo, de modo que vocé ndo podera ser identificado em
qualquer circunstdncia. Um relatorio técnico serd elaborado e devidamente assinado pelos pesquisadores
responsaveis do estudo e entregue uma copia ao representante da comunidade, ao ministério publico do
Municipio de Simdes Filho e ao Instituto do Meio Ambiente.

DECLARACAO
Antes de assinar este documento, eu fui suficientemente informado sobre o projeto de pesquisa: os
objetivos, os procedimentos a serem realizados, os inconvenientes, os desconfortos € os beneficios que podem
ocorrer quando eu estiver participando do estudo. Aceito participar voluntariamente desta pesquisa e sei que eu
posso desistir da participa¢do a qualquer momento.

Nome do voluntario Assinatura ou impressao digital Data
Nome do representante do voluntario Assinatura Data
Pessoa que apresentou a Assinatura Data

pesquisa se nao for o
investigador principal

Nome do investigador principal Assinatura Data

1? via para o Voluntario
2% via para o Investigador principal



APENDICE C — Parecer do Comité de Etica

COMITE DE ETICA EM PESQUISA - CEP/MCO/UFBA !
MATERNIDADE CLIMERIO DE OLIVEIRA

UNIVERSIDADE FEDERAL DA BAMIA
IORGOO03460. IRBOOODA123 June 30, 2012 - January 31, 2014
Assurance FWADDDO 2471, May 31, 2011 - February 08, 2014

Rus do Limoeirn, #® 137 < Nazase  Cep 40 DO%- 150 - Salvader Rasa
Telefax ; (71) 3783 9210/2211 & mad: .

PARECER/RESOLUCAO N.° 027/2011

Registro CEP: 02111 (Este ndmero, bem como o da Parveer acima. devem ser citados nas correspondéncias
referentes a evle projeto).

Titulo do Projeto: “Efeitos Neuropsicolégicos e na Saide da Populagio de duas
Comunidades Expostas a Metais Pesados™

Patrocinio/Financiamento: Patrocinio FAPESB, compativel.

Pesquisador Responsivel: José Neander Silva Abren, doutor, professor do Instituto de
Psicologia da Universidade Federal da Bahia ¢ outros “Curricula Vitac™ anexos compativeis.

Instituigio: Universidade Federal da Bahia, Salvador/Bahia.

Area do Conhecimento: 4.00, Ciéncias da Sadde; 4.06, Savde Coletiva: Nivel NSA: Grupo
.

Objetivos: Geral: Avaliar as fungées cognitivas de criangas em idade escolar ¢ adultos ¢ a
associagho com os niveis de manganés ¢ chumbo no organismo na populagio das
comunidades de Colegipe ¢ Santa Luzia, distritos litorincos de Simaes Filho, e propor
medidas que contribvam para minimizagho do impacto na saidde humana e ambiental,
Objetivos Especificos. Avaliar efeitos neuropsicoldgicos na populagio infantil em idade
escolar  decorrente da exposigio a metais (Mn, Pb). correlacionando-os com  os
biomarcadores, Verificar a correlagio entre as medidas de qualidade de vida das familias
pesquisadas ¢ o desempenho obtido na avaliagio neuropsicolégica de seus respectivos filhos.
Avaliar a inteligéncia nas mics das criangas participantes. Avaliar aplicabilidade dos
marcadores ndo invasivos (Mn no cabelo do escalpo ¢ axilar ¢ Mn na saliva) em adulios do
sexo masculino. Avaliar o desempenho cognitivo nos. adultos do sexo masculino ¢ estudar sua
A880¢iagao com os niveis de Mn no organismo. Me nsurar ¢ comparar os niveis de cotinina
urinaria por cromatografia liquida de alto desempenho (HPLC), metabélito da nicotina, para
avaliar o grau de exposicio a0 cigamo ¢ classificar os individuos quanto ao grae de CXPOSIGHo
2 fumaga do cigarro. Fazer um levantamento da dieta especifica das familias das criangas das
duas comunidades. Estudar os demais fatores de  risco  associados com  efeitos
newropsicolégicos nas criangas, identificando os principais dominios cognitivos afetados.
Estabelecer as diretrizes para um projeto de intervengio compensatoria que vise suplantar as
perdas no desenvolvimento cognitivo, através de uma melhor estimulagio psicopedagogica,
Desenvolver uma estreita aniculagio com o setor saide ¢ educagio, de modo que os
resultados do projeto sejam apresentados ¢ discutidos, se possivel em tempo real ao nivel
local, de modo a contribuir com agdes pré-ativas de mitigagio dos impactos socioambicntais
dos setores ambiental, saGde educagio. Desenvolver uma abordagem integrada de sadde,
ambicente ¢ educagio, a partir da abordagem participativa dos atores sociais locais.
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- L —

B A0 L rwopaa A% VT Naseid e A 0AN IS Nty b Pakae
Temtan L TAY AZAN AZIQAGILY ¢ At el @A B urenioadgail o

Sumarie: O mangands taz parte dos elementos essencias an corpe humana, pattivipando de
funcies relacionadas A formagae ¢ ossos @ outos Enterant, altos smiveis de mangancs
povdem desenvadear mutos prohlemas de ade, semdo o mais impartanies os e cmvolvem
O SISICIMa PeTvese CeRtral, come as tamtestagdes do manganismao, as quais se assemselham
chmcamente a0 Mal de Batkison  Ox prscipais acomelnlos pelo manganismo. sio
mahalhadores axpostos ovupacionalmente, sendo a via malatdaa principal forma de
SXPVNCAS 20 Manzands. Ha um mteresse cresoente na avaliagan da ¢vposiciu de Crungas an
MANANES D0 amDIeRle, WIS s¢ sugete que o eweese e Mn podde infetlens com
desemvolimento de funQues CoreEas nas exleras CoRMIIvas, molors, memr ¢ atengin. As
comumdades de Cotcipye © Santa Duzia distntes lineineos Jo Stmoes il estan expostas
em diferemies intensidades 4 metars pesadas Faundos recentes masiamanm que em Cotegipe as
criangas © suas maes Em nivers elevados de mangands ne onganismo ¢ estes extio associndos
com o haivo desempenho em testes de avaliagho cogmitiva, A comunidade de Santa Luzia por
sua ver, apesar de situarse 2 ko mans distante da tonte de emissan de Mn, tem anvidade
ccondmica ¢ habitos alimentares que dependem diretamente da atvidide  pesqueira ¢
mansqueira, podendo ser a dicta baseada em frutos domar um importante aporte de metais

Some chumbaoy cadnne entre vulns,

Faudo de corte-transversal, descritive formado por wins amosira de uma lista de alunos das
esoolas 30 criancas de T a 12 anas que frequientam as escolas da Tocalidade, Ox desempenhos
das funghes ooanitivas serdn obtidos atraves da aplicagho de unn hateria ampla de fostes
nevropacaioions (CPT, Subtestes da escala WISC-1L ¢ do NEPSY 1) nas criangas em idade
cscolar. As maes das cnangas tambem serin avaliadas segundo sen nivel de intelipéncia
amraves Jo Raven Matrizes Progressivas Coloridas ¢ a gualidade de vida de sua familia com o
uso da escala SF-3a. Serdo feitas coletas de sangue (8 mb), cabelo, wrina ¢ lezes,

Critérios de Inclusdo: Criangas escolares de 7 a 12 anos ¢ suas mies ¢ trabalhadores das
comunidades de Cotegipe e Santa Luzia, Critérios de Exclusia: nao explicitados,

Anilise de riscos: Riscos de coleta de informagio de pacientes em questiondrios, sanguc.

Retorno de beneficios para o sujeito e/on parn a comunidade: A comunidade pode se
beneficiar com as informagoes coletadas, nio ha beneficios para os sujeilos,

Termo de Consentimento Livre ¢ Pré-Esclarceido (TCLE) foram apresentados 3 TCLES
(Crisngas. Macs & homens). Utiliza termos simples para tal popurlagiao. Contém justificativa,
descreve os objenvos, provedimentos, desereve os tiscos da coleta de sangue, beneficios estho
esclarecidos. Eata clara a patticipagie voluntana ¢ a retitadi de duvidas, A confidencinhidade
das informagoes oolhidas ¢ privacidade dos dados, dornte ¢ apds o protocolo estio
asseguradas. O enderego ¢ telefone on formu de contatar os investigadores estio deseritos
adequadamente. O Comité de Etica em Pesquisa estd citado,
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Rua do Limaeiro, n® 137 - Nazaré  Cep: 10,005 150 - Salvador-Bahia
Teiefax.. (71) 3283-9210/9211 e-mall: cepmeca@ufba.br/seomeo@amail.com

Colpent:irios: O protocolo estd bem argumentado, scus fins sio éticos e o conhecimento
advindo pode trazer beneficios 2 comunidade. Os objetivos sio explicitos. Protocolo
Aprovado,

Salvador, 5 de Agost de 2011,

M

Professor, tor Edy@ardo Martins Netto
Coordenador — CEP/MCO/UFBA

Observagoes importantes. Toda a documentagio ancxa ao Protocolo proposto ¢ rubricada
pelo (a) Pesquisador (a), arquivada neste CEP, e tamhém a outra devolvida com a rubrica da
Secretiria deste (a) ao (3) mesmo (a), faz parte intrinseca deste Parecer/Resolugiio e nas
“Recomendagdes Adicionais”™ apensas, bem como a impostergivel entrega de relatérios
parciais e final como consta nesta liberagio, (Modelo de Redagiao para Relatdrio de

Pcsquisa, anexo).
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