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PEDRO, Eliel Marcio. Avaliagao de metais envolvidos na resisténcia a insulina em
pacientes com lupus eritematoso sistémico. 2017. 125 f. Dissertacdo (Mestrado em
Quimica) — Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2018.

RESUMO

A exposicao por elementos quimicos presentes no ambiente pode afetar a saude humana
de formas distintas. Os metais contribuem para o surgimento de doengas autoimunes,
inclusive o lupus eritematoso sistémico (LES), doenga autoimune inflamatéria cronica de
origem multifatorial. Estudos tém demonstrado que os oligoelementos, como o zinco e o
cobre, podem ajudar a manter a fungéo ideal do sistema imunoldgico e desempenham
mecanismos fisioldgicos e bioquimicos essenciais a vida, enquanto os metais toxicos,
como o chumbo, podem aumentar a autoimunidade sistémica. No entanto, 0 consumo ou
a exposicao elevada a determinados elementos pode desencadear eventos patologicos.
Nesse aspecto, o biomonitoramento humano tem sido utilizado para avaliar a exposicao
por produtos quimicos ambientais. O presente estudo teve como objetivo avaliar a
relacdo entre a concentragdo sérica de litio (Li), vanadio (V), cobre (Cu), cobalto (Co),
zinco (Zn), molibdénio (Mo), cadmio (Cd), chumbo (Pb) e ferro (Fe) e o diagnostico de
LES, a atividade da doenga medida pelo indice de atividade da doenga de LES (SLEDAI)
e a resisténcia a insulina (RI). Este estudo de caso-controle, transversal, incluiu 225
pacientes, 120 controles saudaveis e 105 pacientes com LES. As amostras de soro
diluidas 1:20 em HNO3; 1% foram filtradas em membranas hidrofilicas ester de celulose
0,22 ym e os metais Li, V, Co, Cu, Zn, Mo, Cd e Pb quantificados pelo método de
espectrometro de massas ICP-MS. O Fe, a glicose e a creatinina foram mensurados por
autoanalisador bioquimico. A insulina foi quantificada por imunoensaio de microparticulas
com quimioluminescéncia. A proteina C reativa, os complementos séricos C3 e C4, por
nefelometria. Os anticorpos contra o DNA de dupla fita (anti-dsDNA) foram quantificados
por ensaio imunoenzimatico (ELISA). Foi utilizada a analise das componentes principais
(ACP) e anadlise hierarquica de agrupamento (HCA). Odds ratio (OR), intervalo de
confianga (IC) de 95% foram calculados; a significancia estatistica foi definida como
p<0,05. As componentes principais (CP) explicaram a variancia dos dados em 24,1%
para CP1, 16,3% para CP2 e 129% na CP3, formando os agrupamentos
correspondentes nos dois grupos analisados (LES e controle), fato que indica que fatores
intrinsecos afetam o perfil dos elementos quimicos. Concentragdes séricas de V (p
<0,001), Zn (p<0,001) e Pb (p<0,001) foram menores e Mo (p<0,001) e Li (p<0,001)
foram maiores em pacientes com LES. O diagndstico de LES foi associado com maior
concentracdo de Li sérica (p<0,001) e menor V (p<0,001), Zn (p=0,003) e Pb (p=0,020).
Metais téxicos e oligoelementos ndo foram associados a atividade da doencga. Os niveis
de Cd foram maiores em pacientes com Rl (p=0,042). Ndo houve associagao significativa
entre Rl e os outros metais. As analises de ACP e as andlises estatisticas indicaram
existir caracteristicas distintas no comportamento de alguns metais entre os grupos LES e
controle. Os resultados indicam que os pacientes com LES tém diferentes perfis de
oligoelementos e metais toxicos em comparagdo com controles saudaveis. Embora
alguns metais e oligoelementos toxicos tenham sido associados ao diagndstico de LES,
eles n&o tiveram efeito sobre a atividade da doenga e a RI.

Palavras-chave: Metais. Biomonitoramento. LES. ICP-MS. HOMA-IR.
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ABSTRACT

Exposure by chemical elements present in the environment can affect human health
in different ways. Metals contribute to arise of autoimmune diseases, including
systemic lupus erythematosus (SLE), a chronic inflammatory autoimmune disease of
multifactorial origin. Studies have shown that trace elements, such as zinc and
copper, can help maintain the optimal function of the immune system and perform
essential physiological and biochemical mechanisms of life, while toxic metals such
as lead may increase systemic autoimmunity. However, consumption or exposure to
certain elements can trigger pathological events. In this regard, human biomonitoring
has been used to assess the population exposure to environmental chemicals. The
current study aimed to assess the relationship between serum concentration of
lithium (Li), vanadium (V), copper (Cu), Co (cobalt), zinc (Zn), molybdenum (Mo),
cadmium (Cd), lead (Pb), iron (Fe) and SLE diagnosis, disease activity measured by
SLE disease activity index (SLEDAI) and insulin resistance (IR). This case-control,
cross-sectional study included 225 patients, 120 healthy controls and 105 SLE
patients. Patient serological samples diluted 1:20 in 1% nitric acid were filtered in
0.22 ym cellulose ester membrane and quantified to metals (Li, V, Cu, Co, Zn, Mo,
Cd, Pb, Fe) by inductively coupled plasma mass spectrometry (ICP-MS). Fe,
glucose, and creatinine measured by biochemical autoanalyzer. Insulin quantified by
immunoassay of microparticles with chemiluminescence. C-reactive protein, serum
complement C3 and C4 by nephelometry. Antibodies to double-stranded DNA (anti-
dsDNA) were quantified by enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA). Principal
component analysis (PCA) and hierarchical cluster analysis (HCA) were used. Odds
ratio (OR), 95% confidence interval (Cl) were calculated, statistical significance was
defined as p <0.05. The main components (CP) explained the data variance in 24.1%
for CP1, 16.3% for CP2 and 12.9% in CP3, forming the corresponding groupings in
the two analyzed groups (SLE and control), fact that indicates that intrinsic factors
affect the profile of the chemical elements. Serum concentrations of V (p <0.001), Zn
(p <0.001), and Pb (p <0.001) were lower in patients with SLE and Mo (p <0.001) and
Li (p <0.001). The diagnosis of SLE was associated with a higher concentration of
serum L (p <0.001) and lower V (p <0.001), Zn (p = 0.003) and Pb (p = 0.020). Toxic
metals and trace elements were not associated with disease activity. Cd levels were
higher in patients with IR (p = 0.042). There was no significant association between
IR and the other metals. The analysis of PCA and statistical analyzes indicated that
there are distinct characteristics in the behavior of some metals between the SLE and
control groups. Results indicate that SLE patients have different profiles of trace
elements and toxic metals compared to healthy controls. While some toxic metals
and trace elements were found to be associated with SLE diagnosis, they had no
effect on disease activity and IR.

Keywords: Metals. Biomonitoring. SLE. ICP-MS. HOMA-IR.
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1 INTRODUGCAO

Os metais sao definidos como substancias que apresentam elevada
condutividade elétrica, calor, maleabilidade e brilho, que perdem elétrons para formar
cations e que podem formar 6xidos basicos (DUFFUS, 2002; JAISHANKAR et al.,
2014; KHLIFI; HAMZA-CHAFFALI, 2010). Muitas vezes, na literatura, o termo “metais
pesados” tem sido utilizado de maneira inconsistente com relacdo a legislacao
associada aos riscos quimicos, causando conflitos e mal-entendidos. Além disso, é
um termo que nunca foi definido pela Unido Internacional da Quimica Pura e Aplicada
(IUPAC), sendo mais adequado utilizar ions metalicos ou elementos metalicos (GIL;
HERNANDEZ, 2015). A nomenclatura “metais pesados” ndo tem base cientifica
coerente, pois refere-se também aos ndo metais e a todos os seus compostos,
implicando que todos eles tém as mesmas propriedades fisico-quimicas, bioldgicas e
toxicolégicas, sendo, portanto, uma afirmag¢do inadequada (DUFFUS, 2002; GIL;
HERNANDEZ, 2015).

A contaminacao por metais em decorréncia de a¢des antropogénicas
€, na maioria das vezes, um processo ciclico, formado por industria, atmosfera, solo,
agua, alimentos e humanos. Os individuos podem ser expostos a substancias
quimicas de maneira ocupacional, ambiental e dietética. Entre estas, a ingestao
alimenticia e a agua constituem formas extremamente relevantes de exposi¢cdao na
populagdo como um todo (GIL; HERNANDEZ, 2015).

A exposicdo a substancias quimicas presentes no ambiente
desencadeiam alteragbes funcionais na expressdo de genes e provocam
modificagcdes proteicas, com isso favorecem o surgimento de doengas no individuo
exposto (HEINDEL et al., 2015; ZELIGER, 2014). Os danos causados no organismo
podem estar associados a geracao das espécies quimicas reativas em decorréncia
da presenca de xenobidticos, mesmo que estejam presentes em baixa concentracédo
(LANGIE et al., 2015).

Atualmente, os aspectos envolvendo a contaminagdo ambiental tém
sido motivo de preocupacgao por possiveis danos a saude humana em longo prazo.
Algumas propriedades téxicas tém sido atribuidas a certos elementos metalicos:
efeitos neurotéxicos, mutagénicos, cancerigenos e alteragdes enddcrinas. Grande

parte do conhecimento sobre os elementos toxicos na saude humana, ao longo dos
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anos, tem sido obtida pela observacao de como se apresentam em trabalhadores que
0S manuseiam ou em pessoas que residem préximas a ambientes altamente poluidos.
Estudos de biomonitoramento humano tém advertido, apenas nos ultimos anos, sobre
possiveis efeitos a saude decorrentes da baixa exposi¢cao crbénica por misturas de
contaminantes, englobando a populacdo geral em paises industrializados
(INTERDONATO et al., 2014).

Evidéncias cientificas apontam que individuos expostos a particulas
finas presentes no ar, independentemente do tempo de contato, podem desencadear
doencas pulmonares, morte prematura e outros efeitos prejudiciais aos demais
sistemas do organismo humano, como ataque cardiaco, acidente vascular cerebral
(AVC) e diabetes mellitus tipo 2 (DM T2). E imprescindivel entender a patogenia das
doencas que podem ser influenciadas por fatores ambientais e os processos
biolégicos envolvidos na estratégia para prevencdao e tratamento de doencas
sistémicas (HEINDEL et al., 2015).

Os estudos envolvendo biomonitoramento tém se destacado como
importante ferramenta da saude publica para avaliar doses internas de substancias
nocivas e alteracdes nas populagdes expostas por um contaminante ambiental. Para
quantificar os niveis das substancias de interesse, as amostras biolégicas devem ser
obtidas de forma facil e que nao acarrete riscos a saude do individuo. Para esta
finalidade, amostras de sangue total, soro, plasma e urina tém sido amplamente
empregadas (GIL; HERNANDEZ, 2015).

Nos estudos de biomonitoramento ambiental, os biomarcadores sdo
muito utilizados; eles sao definidos como substancias que podem ser avaliadas,
caracterizadas como um produto genético, biolégico, bioquimico ou molecular, em
decorréncia das alteracdes provocadas no organismo que se correlacionam com a
patogénese ou as manifestacdes da doenca (KIM; JUNG; SUH, 2015).

A insulina é um biomarcador importante, responsavel pela
manutenc¢ao dos niveis de glicose sanguinea (VINTHER et al., 2013). No entanto, ela
pode ter suas fungdes diminuidas no organismo por diversos fatores, inclusive por
agentes oxidantes e estresse oxidativo. Individuos com doencas autoimunes podem
desencadear um fendmeno conhecido como resisténcia a insulina (RIl), um
desequilibrio fisiolégico relacionado com a resposta alterada em tecidos sensiveis a
insulina (LOZOVOY et al., 2013).
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As doencgas autoimunes sdo desencadeadas por falha no sistema
imunolégico quanto ao reconhecimento de antigenos. Constituem um grupo muito
variado de doencas, estando associadas a diversos fatores, como predisposicao
genética, etnia, idade e género, o que tem despertado a atencdo nos estudos
(POLLARD, 2015). As doencas autoimunes podem evoluir para formas mais graves
em virtude do local onde o individuo vive ou ao qual é exposto (HEINDEL et al., 2015).

Entre as doencas autoimunes, os individuos com Lupus Eritematoso
Sistémico (LES) apresentam prevaléncia mais elevada na resisténcia a insulina (RI)
quando comparados com a populagao em geral. O estresse oxidativo e as medicacoes
sao alguns dos fatores que contribuem para o aumento desta resisténcia (LOZOVOY
et al., 2013). O zinco e o cobre sdo metais importantes com propriedades
antioxidantes e ambos atuam na defesa das células contra os danos oxidativos
(SAHEBARI et al., 2014).

A analise de elementos-traco tem sido utilizada para verificar a
toxicidade de exposicao externa ambiental, ocupacional e deficiéncia nutricional aos
elementos denominados essenciais. Na quantificacdo de elementos quimicos a
espectrometria de absorcado atémica (EAA) foi amplamente utilizada. No entanto, a
Espectrometria de Massas com Plasma de Argonio Indutivamente Acoplado (ICP-MS)
tem se destacado como método de escolha, devido as vantagens como baixo limite
de deteccao, analise simultanea multielementar e desenvolvimento de sistemas de
remocao de interferéncias (GROMBONI, 2012).

Os oligoelementos, muitas vezes chamados de micronutrientes ou
elementos-traco, desempenham acgdes relevantes em doencas autoimunes, como 0
LES; pelo fato de esta doenca ser de natureza heterogénea e complexa, 0s
biomarcadores sao fundamentais para a avaliacao clinica dos pacientes (SAHEBARI
et al., 2014). No entanto, elementos quimicos essenciais presentes em concentracdes
elevadas podem causar efeitos prejudiciais no organismo (NASCIMENTO et al.,
2014). Nesse aspecto, este estudo busca quantificar elementos-traco por ICP-MS,
construindo um painel de biomarcadores laboratoriais, composto por metais, para
diagnéstico e monitoramento em pacientes com LES com resisténcia a insulina e em

individuos saudaveis.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 SISTEMA IMUNOLOGICO

O sistema imune em mamifero pode ser dividido em dois tipos de
resposta: a resposta imune inata e a imune adaptativa. Esses dois tipos de resposta
no sistema imunolégico atuam em conjunto para eliminar agentes agressores de
forma mais eficaz (KAWAI; AKIRA, 2009).

2.1.1 Imunidade Inata

Imunidade inata, ou natural, € o sistema responsavel pela resposta
inicial, consistindo a primeira linha de protecdo contra os agentes patogénicos
(KAWAI; AKIRA, 2009). As moléculas de reconhecimento envolvidas no sistema
imune inato sao altamente expressas em muitas células. Desse modo, o sistema esta
pronto para agir imediatamente frente a ameaca de invasao por patégeno ou toxina
(CHAPLIN, 2010).

A imunidade inata tem fungdes importantes nas doencas inflamatérias
(JANEWAY; MEDZHITOV, 2002). Apés a exposicao a um agente patogénico, alguns
minutos sao suficientes para gerar uma resposta inflamatéria. Outro fator
caracteristico na imunidade inata € o papel de ativar subsequentemente a resposta
imune adaptativa. O sistema de defesa na imunidade inata é constituido por células
hematopoiéticas, que sao as células naturais killer (NK), células apresentadoras de
antigenos (células dendriticas), eosindfilos, macrofagos, mastécitos, neutrofilos, e
células T NK. As células nao hematopoiéticas que fazem parte da imunidade inata séo
as epiteliais que revestem o sistema respiratério, gastrointestinal e geniturinario
(TURVEY; BROIDE, 2010; HAASE; RINK, 2014).

A imunidade inata conta com componente humoral com elementos
bem caracterizados, que inclui as proteinas do complemento, proteina de ligacao de
lipopolissacarideo (LPS), proteina C reativa, pentraxinas, colectinas e peptidios
antimicrobianos, incluindo defensinas (TURVEY; BROIDE, 2010).
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A resposta inata pode ser induzida por receptores conhecidos como
tipo Toll (Toll like receptors — TLR), presentes na parte externa da célula como
membrana plasmatica e endossomais de diversas células, que reconhecem um
padrao de substancias geradas por microrganismos (KAWAI; AKIRA, 2009).

Outro receptor importante na resposta imune inata € o dominio de
oligomerizacao de nucleotidio contendo proteina (nucleotide-binding oligomerization
domain—NOD), um grupo especifico de proteinas intracelular situado no citosol e que
exerce funcdes importantes na regulagdo da resposta imune inata (FRANCHI et al.,
2009).

2.1.2 Imunidade Adaptativa

O sistema imune adaptativo é composto por células com
especificidade para qualquer microrganismo, toxina ou outra substancia estranha.
Uma caracteristica importante nesta resposta € a memdria' imunoldgica na fase tardia
em um processo infeccioso (CHAPLIN, 2010). A imunidade adaptativa pode ser
dividida em imunidade humoral? e celular (TURVEY; BROIDE, 2010).

O sistema imune adaptativo € composto por um pequeno numero de
células com especificidade para qualquer patégeno individual, toxina ou alérgeno. As
células envolvidas nesse tipo de resposta proliferam, encontram o antigeno atingindo
quantidade suficiente para montar uma resposta efetiva contra o microrganismo ou a
toxina (CHAPLIN, 2010).

A resposta imune humoral esta relacionada aos linfécitos B, células
responsaveis pela producao de anticorpos contra um antigeno, mecanismo de defesa
importante contra microrganismos extracelulares e suas toxinas. Ja a resposta imune
celular ocorre pela ativagao de outras células do sistema imune, como os linfécitos T
helper e os citotoxicos, cuja caracteristica é atuar na protecdo contra patdégenos
intracelulares (BONAVENTURA et al., 2015).

T Meméria imunolégica é a capacidade do sistema imunolégico de responder de forma mais rapida e
efetiva aos agentes patogénicos encontrados anteriormente e reflete a preexisténcia de uma
populacao expandida clonalmente de linfocitos especificos do antigeno (JANEWAY et al., 2001).

2 Alimunidade humoral refere-se a respostas imunes mediadas por anticorpos (HUMORAL IMMUNITY,
2017).
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O sistema imunolégico possui mecanismos efetores potentes,
capazes de destruir células microbianas e de eliminar substancias téxicas e
alergénicas. A resposta imune pode evitar mecanismos autodestrutivos contra os
tecidos do hospedeiro por um processo denominado autotolerancia. As doencas
autoimunes podem se manifestar devido a falha na autotolerancia. Os mecanismos
para evitar a reagao contra autoantigenos sao expressos em partes da resposta imune
inata e adaptativa (CHAPLIN, 2010).

2.2 DOENGAS AUTOIMUNES

Doencas autoimunes fazem parte de um grupo heterogéneo de
doencgas desencadeadas pela falha no sistema imunoldgico, no qual o organismo
reconhece substancias do metabolismo do préprio individuo como agente estranho.
As moléculas e as proteinas produzidas pelo organismo acabam sendo consideradas
como uma ameaca ao sistema imunoldgico, que desencadeia uma série de respostas,
causando lesao celular e dano tecidual (SCHMIDT, 2011).

E um grupo de doencas nem sempre faceis de identificar, pois os
sintomas ou as manifestac¢des clinicas iniciais muitas vezes sdo pouco evidentes com
doencas de origem autoimune (CAMPBELL, 2014). Uma das manifestacées nas
doencas autoimunes é a producao de autoanticorpos, 0s quais, na maioria das vezes,
podem ser detectados por exames laboratoriais (POLLARD; HULTMAN; KONO,
2010).

Existem mais de oitenta doencas autoimunes; algumas séao
conhecidas, como: Esclerose Multipla, Artrite Reumatoide, Esclerodermia, Diabetes
Tipo 1, Doenca de Graves, Tireoidite de Hashimoto, Psoriase, Vitiligo, Sindrome de
Sjégren e LES (CAMPBELL, 2014). Acredita-se que essas doencas possam ser
provocadas por diversos tipos de fatores como estresse emocional, ambiental, ou
mesmo por agentes quimicos organicos ou inorganicos externos, aos quais o
individuo é exposto (SCHMIDT, 2011).
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Doencas autoimunes® e autoinflamatdrias* estdo entre as principais
causas de morbidade e mortalidade no mundo, e dependendo da area geografica, sua
prevaléncia aumenta. As mudancas geoepidemiolégicas podem ser explicadas por
fatores ambientais e susceptibilidade genéticas. Individuos que apresentam maior
predisposicdo genética podem desenvolver uma doenga autoimune ou
autoinflamatéria (Al/AIFD) quando expostos a fatores ambientais (SHOENFELD;
AGMON-LEVIN, 2011).

Os horménios sado substancias quimicas (mensageiros) produzidas
pelas glandulas, tecidos especializados e neurbnios; quando langados na corrente
sanguinea, exercem funcdes bioldgicas no metabolismo, no crescimento, na
sexualidade e em outras acbdes (CHIGHIZOLA; MERONI, 2012). Interferentes
endocrinos ou estrogénios ambientais sdo substancias quimicas capazes de alterar o
sistema hormonal em animais e humanos. Esses compostos podem ser de origem
antrépica, denominados xenoestrogénios, e de origem natural, chamados de
fitoestrogénios (GHISELLI; JARDIM, 2007).

Entre os compostos quimicos, os hormdnios sexuais podem causar
efeitos intensos em qualquer tipo de célula no organismo humano. No sistema
imunolégico podem modular a producdo de citocinas, expressao de receptores e
regular respostas de células efetoras. O estrogénio endégeno € uma importante fonte
hormonal; no entanto, o sistema imunolégico em algum momento pode entrar em
contato com diferentes produtos quimicos ou moléculas presentes no ambiente,
conhecidos como estrogénios ambientais, e podem desencadear efeito
sinérgico/aditivo com moléculas endbégenas, podendo influenciar as respostas imunes
(CHIGHIZOLA; MERONI, 2012).

Outra condicdo que pode deixar o organismo vulneravel e
desencadear alteragdes no sistema imune € a amalgama, constituida por uma mistura
de substancias quimicas (mercurio, prata, estanho, cobre e zinco). Apesar dos
debates sobre o uso de metais toxicos, ainda € um material bastante utilizado em
implantes dentarios (EYESON et al., 2010; HEMDAN; ABU EL-SAAD; SACK, 2013).

3 Doengas autoimunes sao desordens sistémicas originadas no sistema imune adaptativo. Ocorre a
perda da tolerancia imunolégica central ou periférica de linfécitos T ou B e a consequente formacao
de autoanticorpos, com lesao tecidual anticorpo especifico (MENDONCA et al., 2017).

4 Doencas autoinflamatérias sdo geradas a partir de desregulacdo na imunidade inata. Inexisténcia de
linfécitos T autorreatores e de anticorpos tecido-especificos (MENDONGCA et al., 2017).
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Os metais podem induzir a autoimunidade quando interagem com
proteinas e alteram a apresentacdo peptidica das células T. lons metalicos que
possuem alto potencial redox, como ouro (Au®*), paladio (Pd*) e platina (Pt*),
desnaturam as cadeias laterais de aminoacidos das proteinas que contém enxofre.
fons como mercurio (Hg?*), platina (Pt2*) e ouro (Au*) formam ligacdes fortes com
cadeias laterais em proteinas, formando complexos estaveis (proteina-metal) e podem
alterar o desdobramento da proteina no processamento de antigeno. Ainda, os ions
metdlicos podem induzir uma alteragédo na especificidade do perfil proteolitico das

células apresentadoras de antigeno (HULTMAN, 2007).

2.2.1 Lupus Eritematoso Sistémico (LES)

O LES é uma doenga inflamatéria crénica, multissistémica, de
natureza autoimune e etiologia desconhecida (OATES, 2010). A combinacédo de
fatores genéticos e ambientais com alteragdes na imunidade inata e disfuncdées na
imunidade adaptativa esta relacionada com a producao de autoanticorpos, e estes,
consequentemente, estdo envolvidos na progressao da doenca (HEMDAN et al.,
2007; SOMERS; RICHARDSON, 2014).

Os individuos com maior tendéncia a desenvolver LES sdo aqueles
que possuem maior predisposicdo genética: mulheres em idade fértil e individuos
sujeitos a exposicoes ambientais ou ocupacionais (KAMEN, 2014). A maioria dos
casos de LES esta entre individuos de 16 e 50 anos de idade, e em determinados
grupos étnicos, como, afrodescendentes, asiaticos e hispanicos (KAMEN, 2014;
URAMOTO et al., 1999). Casos de historico familiar de LES tém chance quatorze
vezes maior de desenvolver a doenga nos filhos (SOMERS; RICHARDSON, 2014).

Outros fatores, como medicacdes, infeccdes, tabagismo, agentes
quimicos, pesticidas, silica, poluentes industriais, solventes organicos e metais séo
considerados riscos potenciais para desencadear o LES (KAMEN, 2014).

Mulheres apresentam maior proporcao de LES em relagdo a homens
(9 mulheres para cada homem) (D’CRUZ; KHAMASHTA; HUGHES, 2007). Embora
0s mecanismos nao estejam elucidados, os farmacos de reposi¢cdao hormonal, os altos

niveis de estrogénio e baixas concentracbes de testosterona, dihidrotestosterona,
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desidroepiandrosterona (DHEA) e sulfato de DHEA (SDHEA) sugerem estar cada vez
mais associados ao LES nas mulheres (CHIGHIZOLA; MERONI, 2012).

Estudos epidemioldgicos confirmam que, entre os agentes infecciosos
(virus, bactérias e parasitas), o virus Epstein-Barr, causador da mononucleose
infecciosa, é o principal contribuinte para doencas autoimunes, mais especificamente
o LES, resultando em surgimento e positividade de anticorpos antinicleo (KAMEN,
2014).

No diagnéstico do LES sao utilizados os critérios propostos pelo
American College of Rheumatology (ACR), revisado em 1997 (HOCHBERG, 1997).
Os critérios abrangem sinais e sintomas clinicos, exames laboratoriais e de imagem
(BELTRAO, 2010). Diversos exames laboratoriais hematolégicos, bioquimicos e
imunolégicos séo realizados e fazem parte dos critérios estabelecidos. Dentre os
exames imunoldgicos estdo os anticorpos antinicleo ou Fator Antinicleo (FAN)
utilizando como substrato as células Hep-2; o anti-DNA nativo, anti-SM,
anticardiolipinas IgG e IgM e anticoagulante lupico (D’CRUZ; KHAMASHTA;
HUGHES, 2007). O diagnéstico de LES fundamenta-se pelo menos em quatro dos

onze critérios estabelecidos pelo ACR, descritos na Figura 1.

Figura 1 — Critérios de classificacdo de LES do American College of Rheumatology
revisados em 1997
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Fonte: ACR (HOCHBERG, 1997).
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Quanto aos sinais e sintomas, varios sdo os que se manifestam nas
pessoas portadoras de LES, devido ao fato de os anticorpos estarem presentes nos
tecidos e na circulacdo sanguinea. Dessa forma, podem alcangar o corpo todo,
podendo afetar, inclusive, um ou mais 6rgaos internos. A doenga apresenta sinais
gerais como cansaco, desanimo, febre baixa, emagrecimento e falta de apetite,
inflamacdo de pele, articulagdes, rins, nervos, cérebro e pleuras pulmonares
(SOCIEDADE BRASILEIRA DE REUMATOLOGIA, 2011).

Quanto a metodologia para avaliar a atividade da doenca, diversos
indices foram criados e tém sido utilizados de acordo com o objetivo de cada estudo.
No Brasil, é amplamente utilizado o indice de Atividade da Doenca de Lupus
Eritematoso Sistémico (SLEDAI), atribuido ao acompanhamento do paciente ja
diagnosticado e que avalia a atividade da doenca (BORBA et al., 2008).

Pelo fato de o LES ser uma doenca crdnica, o tratamento dependera
de sua atividade ou remissao, de forma individualizada de um paciente a outro. O
tratamento farmacol6gico inclui os anti-inflamatérios ndo hormonais, corticoides,
antimalaricos, imunossupressores, imunoglobulina endovenosa, anticorpos anti-CD-

20, plasmaférese e transplante de células tronco (TELLES et al., 2007).

2.2.2 LES e Estresse Oxidativo

Os danos causados pelos radicais livres e o estresse oxidativo tém
sido considerados fatores de risco associados cada vez mais a patogenia e a
desregulacédo no sistema imunol6égico em doengas autoimunes como o LES (JAFARI
et al., 2016). O estresse oxidativo favorece a instalagdo de doencas cardiovasculares,
fazendo parte de uma das principais causas de morbidade e mortalidade no LES
(PERL, 2013). E causado pelo desequilibrio entre as proporcdes de agentes
antioxidantes e oxidantes, desencadeados por radicais livres (KOCA et al., 2009).

A denominacdo de radicais livres € dada a qualquer atomo ou
molécula que apresenta niumero impar de elétrons em sua ultima camada eletrbnica.
Esse desemparelhamento de elétrons € a caracteristica principal pela alta reatividade
apresentada por essas espécies quimicas (HALLIWELL, 1992). A geracdo dos
radicais livres € um processo fisiolégico extremamente necessario e faz parte de

fungdes bioldgicas importantes (BARBOSA et al., 2010).
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O termo radical livre embora seja muito utilizado, ndo é a maneira
adequada para denominar agentes reativos patogénicos, pelo fato de existirem
algumas espécies quimicas reativas que nao apresentam elétrons desemparelhados
na ultima camada. Os termos preferencialmente empregados sdo espécies reativas
de oxigénio (ERO) e espécies reativas de nitrogénio (ERN). Alguns exemplos de ERO
sdo: superoxido (*Oz7), peréxido (‘O.°"), peréxido de hidrogénio (H202), oxigénio
singlet ('0z2), hidroperoxila (HOO), hidroxila (*OH) (FERREIRA; MATSUBARA, 1997).
E os exemplos de ERN sao: 6xido nitrico (*NO) e o peroxinitrito (ONOO™ ), éxido nitroso
(N2Os), nitrito (NO2") e nitratos (NOs™ ) (BARREIROS; DAVID; DAVID, 2006).

As espécies quimicas ERO e ERN sao moléculas de curta duracéo e
altamente instaveis; sdo formadas por reagdes quimicas como parte de processos
metabdlicos celulares; podem assumir funcdes benéficas ou prejudiciais, dependendo
de suas concentragdes no organismo (SHAH et al., 2014). Sao espécies reativas
capazes de desencadear modificacdes em meio biolégico, atuando na sinalizagéo e
em outras funcgdes celulares (OATES, 2010). As moléculas dessas espécies reativas
sao desativadas por quebra na reagao da cadeia pelo sistema antioxidante enzimatico
ou nao enzimatico, para evitar que outros compostos biolégicos sejam danificados
(JAFARI et al., 2016).

Um antioxidante pode ser entendido como uma molécula estavel
disponivel para doar um elétron a uma espécie reativa para que ocorra a neutralizacao
e, consequentemente, diminuindo a capacidade da molécula de gerar danos no
organismo (PAGLIUSO et al., 2006). Os antioxidantes funcionam como um sistema
de defesa para a célula e sdo compostos por duas vias: a primeira, com a finalidade
de protecao antes de a lesao ocorrer, é constituida pela glutationa reduzida (GSH),
superoxido-dismutase (SOD), catalase, glutationa peroxidase (GSH-Px) e a vitamina
E. O segundo esquema de defesa tem como funcéo reparar a lesdo ocorrida formada
pelo acido ascoérbico, pela glutationa-redutase (GSH-Rd) e pela GSH-Px (FERREIRA;
MATSUBARA, 1997).

As ERO, quando estao presentes em excesso, como *O2" ou *OH,
podem potencialmente causar danos em lipidios, proteinas e DNA (GRIMSRUD et al.,
2008). Outro processo, denominado peroxidacao lipidica, consiste na degeneracao
oxidativa de acidos graxos pelas ERO. Nele ocorre a formacao de aldeidos
extremamente reativos, como malondialdeido (MDA), que faz ligacdo covalente com
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proteinas e modificam sua estrutura, prejudicando fungdes biolégicas importantes.
Todos esses processos sao associados ao LES (WANG et al., 2007).

As ERN também estao relacionadas a patogénese do LES. O *NO é
produzido no organismo pela agdo da enzima 6xido nitrico sintase induzivel (iNOS) a
partir do aminoacido arginina. O *NO, em uma reacado com *O2", leva a formacao de
ONOO™, que reage com residuos do aminoacido tirosina e forma a nitrotirosina,
utiizada como um marcador de dano celular (WANG et al., 2007). Além disso, o
ONOO™ pode mediar modificagcbes em proteinas endégenas e no DNA,
desencadeando alteragdes em sua imunogenicidade e ruptura na tolerancia imune
(HABIB; MOINUDDIN, 2006).

Antioxidantes em baixas proporcées e aumento das ERO e ERN
influenciam o estado redox, elevando a expressao de diversas moléculas inflamatérias
(COSTA, 2009). O aumento de LES em humanos tem sido remetido aos danos
oxidativos em proteinas séricas e, como consequéncia, ocorre 0 processo inflamatério
e a lesado tecidual (GARDNER et al., 2010).

As células T sado afetadas (sinalizacao celular e desenvolvimento
celular) pelo estresse oxidativo em pacientes com LES em diversos niveis; as
alteracoes desencadeadas nas células T conduzem ao aumento das respostas
imunes somado a outros produtos do processo oxidativo, resultando no estado
inflamatério. Os autoantigenos sofrem modificagdo oxidativa e levam a autoimunidade
(PERL, 2013).

2.2.3 Lupus Eritematoso Sistémico e Metais

Os metais apresentam mecanismos de a¢ao de diversas maneiras no
organismo humano, sendo que os efeitos no sistema imunolégico incluem supresséo,
estimulacao inespecifica, hipersensibilidade e autoimunidade. Imunossupressao é a
diminuicdo da fungdo ou da eficiéncia do sistema imunoldgico, e estudos
demonstraram que os metais podem suprimir as células do sistema imune, incluindo
células T, B e os macréfagos (COLOMBO et al., 2004; GALLAGHER; NOELLE;
MCCANN, 1995; SAKURAI et al., 2006).

Metais também podem estimular células no sistema imune em um

processo denominado imunoestimulacdo nao especifica, quando ndao ha inducao
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primaria de reacoes antigeno-especificas ou geracao de linfécitos metal-especificos.
Diversos metais como niquel, cromio, mercurio e cobalto, podem interagir com o
sistema imune e provocar a ativacdo imunitaria especifica, provocando lesées nos
tecidos do corpo, podendo a resposta ser exagerada ou inadequada em relacao a
situacdo, desencadeando o processo conhecido por hipersensibilidade (HULTMAN,
2007).

A exposicdo a metais como ouro, prata, mercurio, caddmio, cobre,
zinco, chumbo, litio, manganés, niquel e outros, em produtos utilizados na industria,
tem a capacidade de induzir alteracbes no sistema autoimune, promovendo a
autoimunidade (SUZUKI; INOUE; RA, 2011). Principalmente a exposi¢cao por metais
toxicos pode elevar a autoimunidade sistémica e a coexposicdo a determinados
xenobibticos elevando o risco associado a outras exposi¢des anteriormente (GILBERT
et al., 2011). Individuos expostos em decorréncia da atividade mineradora pelo
mercurio mostraram prevaléncia elevada a anticorpos antinticleo (ANA) em niveis
detectaveis quando comparados a outros trabalhadores expostos ocupacionalmente
na auséncia de mercurio (SILVA et al., 2004).

2.2.4 LES e Dietas

2.2.4.1 Aspectos gerais

O consumo de nutrientes presentes na alimentagdo ou por
suplementos constitui o estado nutricional com atribui¢cdes indispensaveis no equilibrio
do sistema imunoldgico, mantendo a saude de pessoas saudaveis em uma condicao
normal, e também dos individuos portadores de LES. Uma dieta equilibrada contribui
de forma benéfica para o prognéstico de doencgas imunolégicas, evita o0 avanco de
doencas cardiovasculares e melhora um estado infeccioso (KLACK; BONFA; BORBA
NETO, 2012).

As dietas utilizadas em pacientes com LES tém sido descritas na
literatura e ha algumas orientacdes basicas quanto ao consumo adequado de certas
substancias: a ingestao de alimentos com baixo teor calérico deve ser estimulada;
além disso, dietas ricas em acidos graxos saturados precisam ser evitadas.

Preferencialmente, fazer uso de dietas ricas em vitaminas A e E e nos minerais selénio
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e célcio. Quanto aos suplementos, devem conter éleo de peixe, célcio e vitamina.
Alimentos com alto teor de acidos graxos poli-insaturados 6mega-3 (w-3), geralmente
presentes em peixes e 6leo vegetais como canola e soja, também tém sido orientados
(ROSSONI, 2009).

2.2.4.2 Proteinas

O consumo proteico elevado em pacientes com LES juvenil pode
desencadear perda mineral nos ossos (KLACK; BONFA; BORBA NETO, 2012). No
entanto, uma dieta hipoproteica ndo é aconselhavel na nefrite lupica, para ndo
ocorrerem balango nitrogenado negativo e estados de desnutricao (HULL,;
GOLDSMITH, 2008; KODNER, 2009).

2.2.4.3 Lipidios

Os lipidios sao importantes por fornecerem gorduras poli-insaturadas
aos tecidos para que os linfocitos possam desempenhar as funcdes fisiologicas
adequadas. E aconselhavel a restricio de gorduras saturadas e elevacdo do consumo
das insaturadas; estas exercem funcdes essenciais no sistema imune, atuando na
resposta aos tumores cancerigenos e infecciosos (KLACK; BONFA; BORBA NETO,
2012). Pacientes com LES devem consumir dietas contendo baixo teor de lipidios
(CUTOLO; OTSA, 2008).

O ¢6leo de peixe € uma fonte importante de acido graxo poli-insaturado
w-3; tem efeitos anti-inflamatorios e antiautoimune (pela inibigdo de linfécitos T e B).
Outra funcéo relacionada ao w-3 € a de supressor da atividade de macréfagos;
(SELMI; TSUNEYAMA, 2010).

O acido eicosapentaenoico (EPA) possui efeitos anti-inflamatorios
pela diminuigdo da produgéo de interleucinas (IL-1B e IL-6) e o TNF-a pela alteracao
fosfolipidica na membrana celular, comprometendo a interacéo receptora de citocinas
inflamatérias (PESTKA, 2010). Outro componente importante é a linhaca que,

consumida na forma integral, pode atuar na diminuicdo da creatinina sérica nos
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quadros de nefrite lUpica, diminuir o colesterol total e a lipoproteina de baixa densidade
(do inglés low density lipoprotein — LDL) (PATAVINO; BRADY, 2001).

O acido graxo poli-insaturado 6mega-6 (w-6), através da inducao de
mediadores inflamatérios, pode agravar o LES (MINAMI et al., 2003).

2.2.4.4 Vitamina A

A ingestao de vitamina A nos pacientes com LES é orientada, por
aumentar a citotoxicidade celular dependente de anticorpo, a atividade da célula NK
e a resposta da IL-2 (KLACK; BONFA; BORBA NETO, 2012). No entanto, o consumo
elevado de vitamina A (acima de 100.000 Ul) pode provocar diversos efeitos colaterais
e evoluir para o 6bito. Em casos de deficiéncia, os sintomas também podem ser
graves. Esses danos mais severos podem estar relacionados a outras condicoes,
como a hipergamaglobulinemia e a presenca de autoanticorpos (BROWN, 2000).

O tratamento com retinoides (grupo natural e sintético de vitamina A)
melhora os niveis de proteinuria, de anti-dsDNA e complementos baixos. Refor¢cando
os efeitos dos retinoides, pode apresentar contribuicbes importantes no tratamento da
nefrite lUpica (KINOSHITA; FUNAUCHI, 2012).

2.2.4.5 Vitamina D

A vitamina D é outro nutriente importante, pois exerce efeitos
imunomoduladores; sua produgao ocorre na pele e é obtida através da alimentacao.
Sua forma ativa 1,25 (OH)2Ds atua no sistema imune inibindo a proliferagéo do linfécito
T (Th1). O uso de 1,25 (OH)2D3s em células T CD4 inibe a proliferacdo da célula Th1

e a producéo de citocinas, diminui a secrecao de IL-2 e de IFN-Y pelas células T CD4,
favorece a geracao de IL-5 e de IL-10 e desencadeia alteragéo na resposta de células
T em dire¢do ao dominio de Th2 (CUTOLO; OTSA, 2008).

Estudos recentes apontam evidéncias quanto a funcao da vitamina D
no desenvolvimento de doencas autoimunes. Baixos niveis de vitamina D tém sido
associados com a atividade do LES, devido ao desequilibrio na geragéo de proteinas
como as citocinas envolvidas na doenca e a fotossensibilidade, sendo orientado 0 uso
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de protetor solar para evitar a exposicao, e esses fatores influenciam nos niveis da
vitamina D (CUTOLO; OTSA, 2008; LIMA, 2015). O uso de determinados farmacos
no tratamento do LES também pode contribuir para a diminui¢cdo da vitamina D nesses
individuos (CUTOLO; OTSA, 2008).

2.2.4.6 Complexo B

As vitaminas B6, B12 e o folato tém sido orientados no LES pelo fato
de serem cofatores importantes no metabolismo da homocisteina e contribuem para
sua diminui¢do no organismo (MINAMI et al., 2011; VARELA-MOREIRAS; MURPHY;
SCOTT, 2009). A homocisteina € um aminoacido contendo um grupo tiol (SH) formado
a partir da desmetilagdo da metionina ou de dietas ou de seu metabolismo (NEVES;
MACEDO; LOPES, 2004). Outros marcadores inflamatérios, como as citocinas e a
proteina C reativa (PCR), podem ser influenciados por essas vitaminas (MINAMI et
al., 2011).

2.2.4.7 Vitamina C

E uma vitamina com propriedades antioxidantes. Esta envolvida na
modulacéo das fungdes imunolégicas e na liberagcdo dos mediadores inflamatérios. A
ingestao de vitamina C esta associada a prevencgao, para que nao ocorra a fase ativa
da doenca do LES (MINAMI et al., 2003).

A suplementagdo com vitamina C € utilizada na prevencédo de
problemas cardiovasculares, ndo devendo ultrapassar 1 g/dia. O consumo diario de
500 mg de vitamina C com 800 Ul de vitamina E por um periodo de 3 meses esteve
associado a diminuicao da peroxidacao lipidica; outros marcadores do estresse
oxidativo ou a funcdo endotelial permaneceram inalterados nos pacientes com LES
(TAM et al., 2005).
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2.2.4.8 Fibras

As fibras alimentares sado importantes pelo fato de fornecerem
nutrientes pouco energéticos, que diminuem taxas de glicose, de lipidios e de
colesterol no sangue (KLACK; BONFA; BORBA NETO, 2012). De preferéncia, fazer
uso de fibras soluveis presentes na aveia, nas frutas e nos legumes, sendo muito
relevante a ingestdo em quantidades adequadas de liquidos (SHAH et al., 2004).

A ingestao de fibra esteve associada de maneira proporcionalmente
inversa a gravidade do LES. O consumo de fibras também esteve inversamente
relacionado aos niveis plasmaticos de homocisteina e dos marcadores inflamatérios
IL-6 e PCR (MINAMI et al., 2011). No entanto, o consumo excessivo de fibras diminui
a absorcdo de vitaminas, minerais, proteinas e energia (KLACK; BONFA; BORBA
NETO, 2012).

2.3 ALTERACOES METABOLICAS EM PACIENTES com LES

2.3.1 Insulina

Em humanos, ainsulina é formada por duas cadeias A e B, compostas
por 21 e 30 aminodcidos, respectivamente, conectadas por duas ligacdes de
dissulfeto. A insulina nativa tem trés alfa-hélices na estrutura secundaria, duas na
cadeia A, e uma na cadeia B. A cadeia B apresenta um nucleo hidrofébico de residuos
nao polares, que sao fundamentais para a dobra da insulina (HJORTH et al., 2016).

Na estrutura terciaria da insulina existem trés ligacoes dissulfeto; duas
ligacOes intercadeias, entre os residuos de aminoacidos A7-B7 e A20-B19; e uma
ligacao intracadeia, nos residuos A6 e A11, simultaneamente (VINTHER et al., 2013).
As ligagbes de dissulfeto fazem parte da estabilidade e funcionalidade proteica. No
entanto, se ocorrer perda ou remo¢ao na ligacao dissulfeto, a insulina perde sua
atividade (VINTHER et al., 2015). A Figura 2 mostra a estrutura da molécula de
insulina e as ligagdes dissulfeto.

As ligacdes de dissulfeto sdo importantes na estabilidade da

molécula; no entanto, ndo sdo capazes de proteger a insulina quando exposta a
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temperaturas elevadas. Em condicdes fisioldgicas, trimeros de insulina, de maneira
coordenada com Zn, fazem uma superestrutura dimérica. Na auséncia do Zn, a

insulina faz associacdes diméricas ou tetraméricas (VINTHER et al., 2015).

Figura 2 — Estrutura da insulina e as pontes dissulfeto entre as cadeias A e B
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Fonte: <https://www.drugs.com/drp/images/74/60031951.jpg>. Acesso em: 25 set. 2017.

A funcéao da insulina ndo esta relacionada apenas com a absorcao de
glicose celular; outras funcdes importantes sao atribuidas a insulina, como efeito anti-
inflamatério e supressao de fatores de transcricdo pro-inflamatério, como NF-kB
(ESCARCEGA et al., 2006). Mesmo tendo outras fungdes no organismo, a insulina é
um dos horménios mais importantes, responsavel pela manutencdo dos niveis
normais de glicose em humanos e em animais. Complicagcdes no funcionamento
adequado da insulina pode desencadear problemas graves metabdlicos e diabetes
mellitus (DM) (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 1999).

Os mecanismos inibitérios da acao da insulina podem ocorrer através
da fosforilacdo dos substratos receptores de insulina (IRS) em serina, e quando a
fosforilagdo ocorre em serina, diminui a transmisséo do sinal, impedindo o IRS-1 de
fosforilar em tirosina, apds ser estimulado pela insulina. Esse tipo de fosforilacao
desencadeia um feedback negativo na sinalizacao da insulina e promove a resisténcia
a insulina (CARVALHEIRA; ZECCHIN; SAAD, 2002).
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2.3.2 Diabetes e Resisténcia a Insulina (RI)

A quantidade de pessoas portadoras de diabetes € elevada na
populacdo mundial. Dados da Organizacdo Mundial da Saude (OMS) estimam que
347 milhdes de pessoas podem ser portadoras de diabetes. Os paises de populacéo
com menor poder aquisitivo sdo os locais onde a maioria dos casos evoluem para
Obito (DANAEI et al., 2011).

Diabetes € um grupo de doencas metabdlicas caracterizadas por
niveis elevados de glicose no sangue (hiperglicemia) em decorréncia de problemas
na secrecao da insulina, no modo de acao da insulina ou pela combinacdo desses
dois fatores. Anormalidades basicas no metabolismo de carboidratos, lipidios e
proteinas estdo relacionadas com a acéo deficiente de insulina nos tecidos-alvo.
Diversos danos podem ser causados no organismo por diabetes, conduzindo a danos
em diversos 6rgaos (AMERICAN DIABETES ASSOCIATION, 2014).

A maioria dos casos de diabetes se enquadra em duas categorias: a
diabetes tipo 1 (DT1), definida como uma desordem autoimune mediada pelas células
T, resultando na destruicdo das células beta pancreaticas produtoras de insulina
(ACHENBACH et al., 2005); e a diabetes tipo 2 (DT2), cuja origem é uma combinacao
da resisténcia a acao da insulina em resposta compensatéria inadequada na secrecao
da insulina (AMERICAN DIABETES ASSOCIATION, 2014).

A alimentacéo dos individuos com diabetes merece atencao devido a
perda significativa de minerais pela urina, a baixa capacidade de absorcéo intestinal
e a ingestao dietética inadequada, sendo necessario definir um plano equilibrado para
o consumo adequado dos nutrientes, como frutas, verduras e legumes (SOCIEDADE
BRASILEIRA DE DIABETES, 2015).

Sensibilidade a insulina é a capacidade relativa de a insulina diminuir
0s niveis de glicose na corrente sanguinea (MLINAR et al., 2007). Alteracdes na
sensibilidade a insulina podem estar relacionadas a diversas situacées, como:
puberdade, gestacao, habitos sedentarios e consumo elevado de carboidratos (KAHN;
HULL; UTZSCHNEIDER, 2006).

A resisténcia a insulina € um desequilibrio fisiolégico relacionado com
a resposta alterada em tecidos sensiveis a insulina, como musculos, figado, tecido
adiposo e tecido endotelial (SIMONSON; KENDALL, 2005). Como esses tecidos ndo
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respondem aos niveis normais de insulina circulante, sdo necessarias maiores
concentracdes de insulina para manter os niveis normais de glicose, resultando em
niveis elevados de insulina como uma situagdo compensatoria, na tentativa do
organismo de realizar uma resposta apropriada (KAHN; HULL; UTZSCHNEIDER,
2006). Pelo fato de a Rl ndo ser apenas uma alteracao fisiolégica comum, as vezes é
chamada de sindrome da resisténcia a insulina, entre outros nomes, como sindrome
de Reaven e sindrome X (SIMONSON; KENDALL, 2005).

Pacientes com LES apresentam prevaléncia mais elevada de RI
(CHUNG et al., 2007). E muitas vezes esses pacientes com LES podem apresentar
outras doencas associadas (CORTES et al., 2008). De acordo com Sabio et al. (2010),
a Rl tem sido apontada como potencial fator de risco de doenca cardiaca coronariana
em pacientes com LES. Também hé& indicios no aumento da incidéncia de Rl

relacionada a prevaléncia elevada com obesidade e DMT2 (WHO, 1999).

2.4 QUANTIFICACAO DOS METAIS

2.4.1 Espectrometro de Massas com Plasma Indutivamente Acoplado

A espectrometria de massas com plasma de argbnio induzido (ICP-
MS) tem sido amplamente utilizada por ser uma técnica multielementar na
quantificacdo de elementos-traco em diversas amostras biol6gicas, como sangue,
urina e soro. Diversas vantagens tém sido atribuidas a técnica, como quantificagao
elementar simultanea, baixo limite de deteccdo (da ordem de pg L', ng L),
interpretacdo espectral simples e distincdo de isétopos (PARSONS; BARBOSA,
2007).

Na maioria das vezes, as amostras precisam ser diluidas antes de
serem introduzidas no sistema. Principalmente o sangue, por ser considerado uma
matriz altamente complexa, constituido de aproximadamente 80% de agua e o
restante por sais, células e proteinas soltuveis (BORDIN et al., 2015). A finalidade de
tratamento prévio da amostra é diminuir possiveis interferéncias de matriz. Uma
solucdo diluida de HNOs geralmente tem sido utilizado para o tratamento das
amostras (BATISTA, 2009). No entanto, existem diversos métodos disponiveis para

amostras complexas como o sangue, sendo conveniente a escolha do método mais
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adequado (NUNES, 2009; FORTE et al., 2011; NASCIMENTO et al., 2014; JUNCIONI
DE ARAUZ et al., 2015;).

A introducdo da amostra inicialmente ocorre na bomba peristaltica,
sendo enviada ao nebulizador, que é responsavel por transformar a amostra da fase
liguida em aerossol. Na camara de nebulizacdo ocorre a separagao entre as gotas
maiores € menores do aerossol. Uma corrente ou fluxo de gas argdnio transporta essa
amostra vaporizada até a tocha do ICP. Na tocha ocorre a formagéo do plasma. Em
um processo rapido, a amostra passa pelos estagios de dessolvatacao, vaporizacao,
atomizagao e ionizagao (NUNES, 2009).

A Figura 3 mostra, de maneira esquematica, as partes que compdem
o ICP-MS, bem como a indicacao de elementos que compdem o equipamento. Uma
fonte de radiofrequéncia (RF) é acoplada a tocha, desencadeando a formacao de
campos elétricos e magnéticos em seu topo. O ICP atinge temperaturas de (6000 —
8000K), o que o torna uma fonte adequada na atomizacao e na ionizacao da espécie
qgue se deseja determinar, em sua forma elementar (BATISTA, 2009).

Figura 3 - Diagrama esquematico de um plasma indutivamente acoplado ao espectrometro
de massas
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Fonte: Sutton e Caruso (1999).

(A) — amostra liquida; (B) — bomba peristaltica; (C) — nebulizador; (D) — Camara de pulverizacado; (E) —
Entradas de gas argdnio; (F) — tocha (plasma); (G) — cone amostrador; (H) — cone skimmer; (1) — lentes
de ions; (J) — quadrupolo; (K) — fotomultiplicador; (L) — coletor de dados.
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No ICP sao gerados ions monocarregados, que sao transportados
para o MS através de uma interface com bomba de vacuo. Os ions, através das lentes
(eletrodos com diferentes voltagens), proporcionam condigdes para serem focalizados
no analisador de massas. Dessa forma, os ions sdo separados do analisador de
massas (quadrupolo) em virtude de sua razao massa/carga (m/z) (BATISTA, 2009;
SUTTON; CARUSO, 1999).

O ICP-MS é uma técnica valiosa na quantificacdo dos elementos. No
entanto, a metodologia esta sujeita a interferéncias que podem ser divididas em dois
grupos: as interferéncias fisicas e as espectrais (SKOOG et al., 2005). As
interferéncias de natureza fisica estao relacionadas com a apresentagao da amostra
como viscosidade e volatilidade. Esse tipo de interferéncia pode afetar a introducéo
da amostra no equipamento e na geracao do ion. Existem métodos utilizados para
eliminar esse tipo de interferéncia, como a adicdo de padréo interno indio e Rédio,
adicao de padrao e diluicao isotopica. Ainda dentro da interferéncia de natureza fisica
pode ocorrer a supressao ou o aumento de sinal em virtude da facilidade de ionizacao.
Esse tipo de interferéncia pode ser diminuida com diluicdes da amostra (BATISTA,
2009). Outro tipo de interferéncia & a espectral, relacionada a quantificacdo de
elementos quimicos com unidade de massa atébmica inferior a 82, que pode ser
dividida em dois grupos: as isobaricas e as poliatdmicas. As interferéncias isobaricas
ocorrem quando o isétopo de um elemento se sobrepde ao is6topo de um outro
elemento com a mesma unidade de massa nominal (PRICHARD; MACKAY; POINTS,
1996 apud BATISTA, 2009). Ja as interferéncias poliatdmicas é quando espécies
quimicas presentes no plasma reagem entre si, formando um novo ion (NUNES,
2009). Geralmente, ocorrem em decorréncia de moléculas ionizadas geradas em
temperaturas elevadas do plasma ou na regido denominada de interface entre o
plasma e o filiro de massa (PRICHARD; MACKAY; POINTS,1996 apud BATISTA,
2009).
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2.5 METAIS POTENCIALMENTE TOXICOS

2.5.1 Chumbo (Pb)

O Pb é encontrado facilmente no ambiente em decorréncia de agdes
humanas e também é um contaminante gerado em processos industriais. A poeira de
Pb em atividades industriais acumula-se no solo, e pelo fato de o metal ndo se
degradar no meio ambiente, esse contato ambiental tornou-se uma fonte importante
de exposicdo. Na exposicao ocupacional, dados demonstram que a influéncia do Pb
na atividade de enzimas antioxidantes esta relacionada as doses e ao tempo ao qual
o individuo ficou exposto (WIELOCH et al., 2012). Acbées humanas, como extracao
mineral, industrias e queima de combustiveis fésseis, geram grande quantidade de Pb
e seus compostos no ar, no solo e na agua (AHAMED; SIDDIQUI, 2007).

A preocupacdo com a toxicidade do Pb tem se tornado um assunto
prioritario internacional em saude publica, mesmo com a exposicao ao metal tendo
diminuido nas ultimas trés décadas, em virtude do seu baixo teor em tintas, da
auséncia na gasolina e da proibicao de soldas e de fabricacdo de embalagens, como
as latas para armazenar alimentos, contendo Pb (SPIVEY, 2007). No entanto, novas
fontes de exposicdo por Pb demandam preocupag¢do, como a contaminacao na
medicina tradicional usada em diversos paises (AHAMED; SIDDIQUI, 2007).

Todos os anos, milhdes de toneladas de Pb sdo produzidas e ou
processadas de alguma maneira. O metal pode entrar em contato com o corpo
humano por respiracao ou ingestéo e ser distribuido no corpo de maneiras distintas:
sangue, tecidos moles e ossos (MALEKIRAD et al., 2010). Quando absorvido pelo
organismo, o Pb entra na corrente sanguinea e 95% se ligam aos glébulos vermelhos,
alcancando praticamente todos os 6rgaos do corpo, causando graves danos (SINGH;
CHADHA; SHARMA, 2013).

Estudos epidemioldgicos demonstram que exposi¢coes em baixo nivel
estdo associadas a varias doencas, como hipertensao, doenca arterial periférica e
problemas renais (MENKE et al.,, 2006). A exposicdo ao metal em baixas
concentragdes tem sido relacionada a diminuicdo do quociente de inteligéncia, a
desenvolvimento e deficiéncia neuroldgica e a disturbios do comportamento, como
déficit de atencao e hiperatividade (JAISHANKAR et al., 2014).
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O Pb pode afetar varios érgaos do corpo através do fluxo sanguineo.
E encontrado nos ossos como fosfato de chumbo, um sal praticamente insoltvel, cujo
produto de solubilidade (Kes) é 1,0 x 1078 (SKOOG et al., 2005; JAISHANKAR et al.,
2014).

Os efeitos do Pb sobre o rim elevam a pressao sanguinea, em virtude
dos danos que o metal exerce no 6rgao. O rim tem papel fundamental em regular o
volume sanguineo e vascular, que sao fatores extremamente importantes na pressao
arterial. Caso haja comprometimento no funcionamento renal, como a capacidade de
excretar sais e fluidos de forma eficiente, consequentemente, podera haver aumento
no volume do sangue, o que desencadeia aumento da pressao arterial (AHAMED;
SIDDIQUI, 2007).

A toxicidade por Pb in vivo afeta o sistema hematolégico e inibe a
atividade de enzimas envolvidas na biossintese de heme, como a &cido &-
aminolevulinico desidratase (ALAD) (MARTINEZ et al., 2013). O ALAD sofre auto-
oxidagdo e viabiliza a geragdo de ERO (superoxido, hidroxila e peroxido de
hidrogénio). A toxicidade induzida pelas ERO podem ter efeitos diminuidos ou
neutralizados pela acao de compostos antioxidantes, como as enzimas SOD, CAT,
GPx (GURER; ERCAL, 2000).

O Pb é capaz de gerar o estresse oxidativo pela ERO, o qual tem sido
apontado como mecanismo extremamente relevante para a compreensdo da
toxicidade exercida pelo metal (JAISHANKAR et al., 2014). Mesmo sozinho ou na
presenca de H202, os ions Pb?* induzem a rupturas na cadeia de DNA; isso pode estar
relacionado a geracao de oxigénio singleto (YANG et al., 1999).

Em um estudo de revisao de Lopes et al. (2016), o estresse oxidativo
induzido por Pb em exposi¢des cronicas sdo capazes de iniciar eventos consecutivos
gue podem desencadear hipertensdo e doencgas cardiovasculares. O Pb?* danifica a
membrana dos eritrécitos devido a sua grande afinidade em promover a peroxidagao
lipidica (SUWALSKY et al., 2003).

As concentracbes de MDA, que é um produto final da peroxidacéao
lipidica, geralmente aumenta a medida que o niumero de duplas ligacdes nos acidos
graxos aumentam, devido a exposicao ao Pb, tornando as células mais suscetiveis a
danos do que os acidos graxos com menos ligacdes duplas (GURER; ERCAL, 2000).

Existem duas formas de intoxicacdo por Pb: aguda e cronica. A

exposicao aguda pelo metal ocorre nas pessoas que sdo expostas de maneira
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ocupacional e os sintomas mais frequentes sao perda de apetite, dor abdominal,
disfuncao renal, ins6nia, artrite e alucinacoes (JAISHANKAR et al., 2014). A exposicao
cronica pelo Pb pode causar alteragdes congénitas, psicose, alergia, dislexia,
hiperatividade, paralisia, fraqueza muscular, lesdo cerebral, lesbes renais e até morte
(MARTIN; GRISWOLD, 2009).

A intoxicacao por Pb apresenta mecanismo ibnico capaz de substituir
outros cétions bivalentes, como Ca?+, Mg?*, Fe?*, e monovalentes, como Na*. Ocorrem
diversas alteragdes relevantes, como adeséo celular, sinalizacdo intra e intercelular,
apoptose, transporte ibnico e regulacao de enzimas. Ainda, o Pb tem condicdes de
substituir o calcio em pequenas concentragdes da ordem de picomolar, provocando
alteracdes neuroldgicas (FLORA; MITTAL; MEHTA, 2008).

Atualmente, pouco se sabe da maneira como o Pb pode influenciar o
sistema imunoldégico em humanos. Estudos demonstraram que a exposicao ao Pb tem
aumentado a incidéncia de alergias, doencas infecciosas, autoimunidade ou cancer.
Em individuos expostos ocupacionalmente, algumas alteragcbes imunotoxicas
induzidas por Pb tém sido observadas. O Pb é capaz de melhorar o desenvolvimento
das células T helper 2 (Th2) e de afetar a proliferacao de células Th1. No entanto,
mais estudos sdo necessarios para melhor entendimento dos mecanismos de
imunotoxicidade do Pb e da capacidade do metal de estar envolvido em um tipo de
resposta imune (FENGA et al., 2017).

Estudo realizado em individuos expostos ocupacionalmente por Pb
demonstrou porcentagem menor de células T CD4%, sugerindo que estas células séo
alvos direto da toxicidade exercida pelo metal, e as pequenas exposi¢cdes ao longo
dos anos podem desencadear efeitos cumulativos. No entanto, as células T CD8® nao
foram afetadas. Isto pode alterar o equilibrio na relacao CD4 e CDS8, gerando
consequéncias adversas no organismo, uma vez que respostas imunes por células
efetoras mediadas por CD4 dependem da relacao CD4/CD8 (FUKUI et al., 2011).

5 CD4 sao marcadores de superficie das células T helper ou auxilar. Esses marcadores aumentam a
sensibilidade da resposta das células T (ARTYOMOV et al., 2010).
& Marcadores de superficie nas células T citotéxicas (ARTYOMOV et al., 2010).
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2.5.2 Cadmio (Cd)

O Cd esta presente no solo, nas rochas e em fertilizantes minerais. E
encontrado como sulfitos em minérios de Zn, Pb e Cu, erupgdes vulcanicas e em
incineracao de lixo nos grandes centros. Na industria, como emissao da galvanizacao,
recobrimento do aco e ferro, pigmentos em geral, inclusive os estabilizadores para
plasticos, baterias cadmio-niquel, pilhas alcalinas e ligas (JAISHANKAR et al., 2014).
As fontes de contaminagdo podem ser agua, ar, alimentos (vegetais, pelo uso de
fertilizantes), peixes, industrias, combustiveis fésseis e cigarros (KIRA et al., 2016;
MUDGAL et al., 2010).

O Cd presente na fumaca do cigarro acumula-se nos pulmdes dos
fumantes; acredita-se que a absor¢cdo do metal pelos macréfagos pode alterar
funcdes imunes e alterar a capacidade alveolar dos macréfagos ao realizar uma
resposta imune inata adequada apds a exposicao por patégenos (COX et al., 2016).

Apesar de muitos paises diminuirem as emissdes de compostos
contendo Cd na atmosfera, determinar a concentracdo do metal em fluidos biol6gicos
€ estratégia adotada para verificar os riscos ocupacionais ou da populagdo em geral
(FUKUI et al., 2011).

Existe uma relacdo entre o tamanho das particulas e do agente
inalado que determina a taxa de absorcdo do Cd. As particulas que apresentam
dimensdes superiores a 2 micrometros sdao depositadas nas vias aéreas superiores.
Mais de 30% do Cd inalado pode ser armazenado nos pulmdes, alcangando a corrente
sanguinea. O metal pode se ligar as células vermelhas do sangue e, também, as
proteinas albumina ou metalotioneina, acumulando-se nos rins. No entanto, nos casos
que ocorrem a deficiéncia de zinco, a distribuicao de Cd no interior do corpo tem sua
toxicidade aumentada (GWALTNEY-BRANT, 2002).

Nos tecidos, o Cd tem tempo de meia vida longo, pois o metal
apresenta baixa taxa de excrecao, contribuindo para um tempo de meia vida no
organismo que pode variar de 20 a 40 anos. O metal acumula-se principalmente nos
rins, no figado e nos testiculos (ZHAO et al., 2017).

Na intoxicacdo aguda, os 6rgaos envolvidos dependem da rota de
exposicao. A ingestdo pela via oral dos compostos contendo o metal apresenta
sintomas comuns, como disturbios gastrointestinais (GWALTNEY-BRANT, 2002). A
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intoxicacao crénica pelo Cd leva ao desenvolvimento de nefropatia, que é a maneira
mais predominante nessa modalidade de exposicao (JAISHANKAR et al., 2014).

A Agéncia Internacional para Pesquisa sobre o Cancer (IARC)
classifica o Cd e os compostos como cancerigeno para o ser humano, causando, mais
especificamente, o cancer de pulmao. No entanto, existem relagbes significativas
entre niveis séricos do metal e cancer na bexiga, de préstata e do endométrio
(FERREIRA; WERMELINGER, 2013).

Entre as maiores fontes de exposicao nao ocupacional por Cd inalado
em humanos, o tabagismo exerce grande influéncia no agravamento do LES. Além do
potencial cancerigeno do Cd, a situacao no LES ainda € mais preocupante, porque
existem centenas de outros contaminantes potencialmente téxicos no cigarro que
também influenciam no agravamento da doenca, cujos sintomas mais comuns sao
manifestagdes na pele e fotossensibilidade (KAMEN, 2014).

Os mecanismos toxicos que o Cd exerce no organismo humano ainda
nao estado totalmente compreendidos; no entanto, acdes intracelulares tém sido
relacionadas ao metal. Além disso, a acéo das ERs pode provocar danos em pulmdes,
rins, cérebro, sistema nervoso central, sistema cardiaco e 6rgaos reprodutivos
(JOMOVA; VALKO, 2011).

A presenca de ions Cd?* no organismo pode desencadear doencgas
autoimumes, cancer e processos inflamatérios crénicos (HEMDAN; ABU EL-SAAD;
SACK, 2013). O Cd no organismo induz apoptose, peroxidacao lipidica, dano e lesao

tecidual, além de produzir, de forma indireta, espécies reativas, como H20z2, -O2", -OH,
e NO (FRANCO et al., 2009). A supressao de espécies reativas de oxigénio (ERO)
conduz a diminuicao da resisténcia por agentes infecciosos, portanto, ha relatos e
sugestdes sobre a imunotoxicidade do Cd (MARTH et al., 2001).

O Cd atua pela ERO e pode desencadear alteragcées nas vias de
sinalizacao celular, implicando na patogénese de doencas autoimunes e influenciando
a proteina quinase ativada por mitdgeno (MAPK), Fator Nuclear (NF-kB) e janus
quinase JAK/STAT. Também promove a reducédo de antioxidantes importantes, como
o MDA, um biomarcador do estresse oxidativo e da enzima (SOD) (HEMDAN; ABU
EL-SAAD; SACK, 2013).

ions metalicos de Cd podem se ligar a varios aminoacidos, e como Cd
e Zn possuem o mesmo estado de oxidacao (2+), o Cd pode substituir o Zn ligado a
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metalotioneina, inibindo o Zn na atuacdo de captar radicais livres nas células
(JAISHANKAR et al., 2014).

2.5.3 Cobalto (Co)

O Co é encontrado na natureza como ions Co?* e Co®*, em pequenas
quantidades nas rochas, no solo, nas plantas e em animais. E frequentemente
encontrado na forma associada a outros elementos, como oxigénio, enxofre e arsénio.
Na agua, geralmente esta dissolvido ou é encontrado na forma iénica. O Co existe
também na forma radioativa; nessa forma nao é encontrado livre na natureza, mas
pode ser produzido em reatores nucleares, e o tempo de meia vida € em torno de 5
anos (ATSDR, 2004).

A exposicao ocupacional por Co acontece na forma de pé, pelo
manuseio e uso de ferramentas e metais duros utilizados na fabricacao de produtos
industriais, como carbeto de titanio e carbeto de tantalo (KLASSON et al., 2016).

O Co é importante na saude humana. O Co chega a constituir 4% da
molécula da vitamina B12 (cobalamina) (KIM; GHERASIM; BANERJEE, 2008). Em
concentragdes elevadas, além de apresentar propriedades cancerigenas, pode inibir
0s mecanismos de reparo e alteracées nas cromatides irmas no DNA, além de induzir
ao estresse oxidativo gerando ER que causam danos ao DNA (GALANIS;
KARAPETSAS; SANDALTZOPOULQOS, 2009).

A exposicdo ao Co pelas vias aéreas e dérmica pode provocar a
sensibilizacdo, que pode ser regulada por linfécitos T helper. O Co também pode
interagir com proteinas imunolégicas, como o0s anticorpos, resultando na
imunossensibilizagdo. Os ions Co3* diminuem a proliferagao de linfocitos Be T, e a
liberacao das citocinas IL-2, IL-6 e IFN-gama (ATSDR, 2004).

2.5.4 Cobre (Cu)

O Cu é utilizado nas industrias e em diversas finalidades domésticas
comuns, constituindo-se um poluente ambiental altamente relevante. As particulas do

metal sédo liberadas na atmosfera na forma de poeira, transportadas pelo vento de
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fontes como erupgdes vulcanicas e acdes antropogénicas (KUMAR et al., 2016). A
populacdo, de modo geral, pode ser exposta ao Cu pela inalacdo, ingestdao de
alimentos e agua e, também, pelo contato dérmico (ZIETZ et al., 2003). Individuos
saudaveis residentes préximos a fontes de emissao de Cu, e os trabalhadores dessas
industrias podem estar expostos a altos niveis de Cu (KUMAR et al., 2016).

O Cu é um elemento quimico encontrado nos organismos vivos na
forma Cu* e Cu?*. No corpo humano, é um cofator de muitas enzimas que participam
das reacdes redox, como citocromo C oxidase, ascorbato oxidase, SOD, atuando
ainda no transporte de elétrons. A absorcdo do Cu ocorre no intestino e ele é
armazenado no figado. No sangue, esta ligado a proteina albumina ou ao aminoacido
histidina (JOMOVA; VALKO, 2011).

A homeostase do Cu é extremamente regulada, devido ao fato de o
metal ser muito toxico em niveis elevados. Alteracdes na homeostasia do metal ou
exposicao ambiental elevada ao Cu podem desencadear o deslocamento de outros
metais nos componentes celulares, a ligacdo inadequada em proteinas e a geragao
do estresse pelas EROs, devido a atividade redox do metal, além de outros efeitos
possiveis que podem ser desencadeados no organismo (MACOMBER; IMLAY, 2009),
incluindo danos no figado e nos rins, provocando anemia e imunotoxicidade (UAUY;
MAASS; ARAYA, 2008).

O Cu pode se ligar em grupos tidis de algumas enzimas, como a
glicose 6-fosfato desidrogenase (G6PD) e a glutationa redutase, interferindo na funcéao
dessas enzimas, e gerar ER, acarretando danos as células (KUMAR et al., 2016).

O Cu é um componente central da enzima SOD com efeitos
antioxidantes; € um componente importante da ceruloplasmina, proteina que contém
em torno de 95% de Cu sérico, e exerce funcao protetora das células em eventuais
danos provocados por ER. O metal apresenta propriedades anti-inflamatérias no
organismo (JOMOVA; VALKO, 2011; SAHEBARI et al., 2014).

Na forma livre, o Cu quase nao € encontrado no interior das células.
O metal atua como catalisador na formacéao de ERO nas reacées de Fenton e Haber-
Weiss. Dois mecanismos estao envolvidos na maneira em que o Cu induz ao estresse
oxidativo: o primeiro ocorre pela catalise direta na formacao de ERO pela reacao de
Fenton; o segundo é a diminuicdo dos niveis da proteina glutationa, em decorréncia
da exposicao de niveis elevados de Cu (JOMOVA; VALKO, 2011).
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Os ions Cu?* e Cu* atuam nas reagdes de oxidagdo e redugdo. Os
ions Cu?*, em contato com o *‘O2", ou com redutores bioldgicos como a GSH, pode
reduzir para ions Cu* na Equacao (1). Na forma monovalente, os ions metalicos
podem catalisar a formacao de ER *‘OH pela decomposi¢do do H202 na reacao de
Fenton, Equacao (2) (BARBUSINSKI, 2009).

Cu?* +'027 — Cu* + O2 (1)
Cu* + H2O2 — Cu?* + "OH + OH~ (2)

A toxicidade do Cu pode ser amenizada pela glutationa, por quelagcéao
direta com o metal, para manté-lo em estado reduzido, tornando-o indisponivel para o
ciclo redox. Baixos niveis de glutationa elevam os efeitos de ERO e o metal fica mais
ativo cataliticamente, além de aumentar os niveis de ERO. O Cu mostra toxicidade
elevada com a diminuicao dos niveis de GSH reforcando ainda mais a funcao de GSH
como um antioxidante celular que atua contra a toxicidade do Cu (JOMOVA; VALKO,
2011).

Uma doencga que desencadeia o acumulo de Cu em diversos 6rgaos
€ a de Wilson, hereditaria autossémica recessiva, causada por mutacées em um gene
localizado no cromossomo 13, que codifica a proteina ATP7B (ALA et al., 2007); é
capaz de provocar uma grande variedade de sintomas, inclusive anéis na cérnea,
denominados Kayser-Fleischer (HUSTER, 2010). A populacdo mundial apresenta
prevaléncia de 1/30.000 com incidéncia de 15-25 por milhdo (ALA et al., 2007).

A doenca de Menkes (MD) é neurodegenerativa rara, causada pela
mutagcado no gene ATP7A no cromossomo X, que codifica a enzima ATPase. Esta é
essencial no metabolismo e no transporte de Cu (MENKES et al.,, 1962). As
manifestacdes multissistémicas na doenca de Menkes resultam na deficiéncia grave
de ions de Cu reduzido nas células enteral ndo enviados para a circulacao periférica
(WENG et al.,, 2016), desencadeando diversos sintomas, como degeneracao
neuronal, retardo mental, fraturas ésseas e aneurismas aodrticos (URIU-ADAMS;
KEEN, 2005). E uma doenga rara com uma incidéncia populacional de 1/140.000 a
1/300.000 (TONNESEN; KLEIJER; HORN, 1991; ZLATIC et al., 2015). Os
mecanismos na patogenia de Menkes sdo extremamente relevantes para

compreender a participacdo do Cu e o seu envolvimento em diversos mecanismos no
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organismo (RABIK; DOLAN, 2007; INESI; PILANKATTA; TADINI-BUONINSEGNI,
2014).

2.5.5 Zinco (Zn)

O Zn geralmente é encontrado na forma iénica Zn?+*; é hidrofilico e
precisa de transportadores especializados para atravessar a membrana celular e
chegar ao citoplasma. A concentracao sérica de Zn pode estar diminuida na presenca
de outros cations divalentes que estejam em niveis elevados na corrente sanguinea
(BONAVENTURA et al., 2015).

Funcbes importantes estao atribuidas ao Zn e sdo consideradas
fundamentais no crescimento celular; ele estimula a transcri¢cdo génica, a proliferacao
de células, participa de reagdes bioquimicas e possui mecanismo de acado para
conferir resisténcia imune (YILMAZ et al., 2005).

A metalotioneina é uma proteina importante que atua como regulador
na homeostase do Zn e a auséncia dessa proteina pode alterar funcdes no sistema
imunoldgico (HAASE; RINK, 2014). Diversas metaloproteinas sédo constituidas por Zn;
apresentam coordenacdo tetraédrica por quatro ligantes, geralmente enxofre e
nitrogénio na cadeia lateral de aminoacidos € em menor propor¢cao oxigénio, em
aspartato e glutamato (BRYLINSKI; SKOLNIC, 2011).

Na forma i6nica, varios efeitos antioxidantes sdo atribuidos aos ions
Zn?*, que podem reduzir a geracdo de radicais livres pela inibicdo da enzima
nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato oxidase (NADPH oxidase). Niveis
deficientes de ions Zn?* contribuem para o estresse oxidativo, aumentando a producao
de citocinas inflamatdérias. Outro fator importante € que Zn** compete com ions Fe®* e

Cu?+ para se ligar a membranas celulares, deslocando esses metais e catalisando a

producao de ERO como o -OH e H202 (PRASAD, 2014).

Estado de imunidade nutricional € um conceito aplicado em casos nos
quais os ions metdlicos sdo sequestrados dos patégenos para que 0s nutrientes
considerados essenciais sejam escassos, e com isso interferem no crescimento de
microrganismos. Essa situagdo é mais comum com os ions Zn?* e Fe?* (KEHL-FIE;
SKAAR, 2010). Por outro lado, a intoxicagdo também pode atuar no combate aos

patdbgenos intracelulares; no fagolisossomo, 0s macrofagos aumentam a



50

concentragdo de ions como Zn?* e Cu?* e levam a intoxicagcdo dos microrganismos
invasores (BOTELLA et al., 2012).

Suplementos de Zn tém sido eficientes em processos infecciosos e
inflamatorios, reduzindo os marcadores de estresse oxidativo. As maiores alteracdes
no metabolismo do Zn estdo associadas aos processos inflamatérios. Neles, o Zn
sérico pode estar diminuido devido a perturbacdes na hematopoiese ou na funcao dos
leucécitos, que alteram a geracao de células mieloides (HAASE; RINK, 2014). Baixa
concentracdo de Zn leva a defeitos na resposta imune, conduz a apoptose e inibe a
proliferacao celular e 0 aumento dos niveis de citocinas inflamatérias, que sao fatores
relacionados diretamente com a doenca de LES (ZALUPS; KOROPATNICK, 2010).
Suplementos alimentares que contém Zn podem diminuir as moléculas de adesao
celular vascular (VCAM-1) (BAO et al., 2008).

A deficiéncia do Zn no organismo afeta de forma mais severa o
sistema imunolégico, que é constituido pelas respostas imunes inata e adaptativa
(TURVEY; BROIDE, 2010). Os patogenos, ao entrar no organismo humano,
encontram as células do sistema imune inato — os polimorfonucleares (PMNs), os
macrofagos e as células NK —, todas envolvidas no reconhecimento e eliminagao de
agentes invasores. A resposta imune adaptativa € composta pelas células T, pelos
linfécitos B e, também, pelas células dendriticas (DCs), fazendo uma ligacéo entre o
sistema imune inato e o adaptativo (BONAVENTURA et al., 2015).

O Zn apresenta funcao quimioatraente para algumas células imune.
Em baixa concentracdo, os ions metdlicos reduzem a quimiotaxia de
polimorfonucleares (PMN). Por outro lado, niveis elevados de Zn induzem a
quimiotaxia de PMN in vitro. O Zn esta associado a fungdes importantes nas células
NK, pois a quantidade e a atividade dessas células sdo dependentes dos niveis
sericos do metal. Na deficiéncia do Zn, a atividade das células NK e as células CD8
sao diminuidas (IBS; RINK, 2003).

2.5.6 Ferro (Fe)

O Fe no ambiente pode ser encontrado em sistemas aquaticos e
sedimentos de matéria organica. A presenca do metal em altas quantidades em aguas
superficiais pode ser devido a atividades de mineracao (JONES-LEE; LEE, 2005). O
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Fe é um componente essencial para organismos e enzimas como a catalase,
proteinas transportadoras de oxigénio hemoglobina e mioglobina. Nos processos
bioldgicos, o metal participa de varios processos redox, em virtude da interconversao
de ions Fe?* a Fe3+ (JAISHANKAR et al., 2014).

lons Fe2+ sdo sollveis em liquidos corporais e quando interagem com
oxigénio geram ER *OH, que podem produzir efeitos danosos ao organismo. Em
ambiente aquoso, ions Fe?* sdo muito reativos com oxigénio molecular para formar
‘02" . lons Fe3*, insolveis em agua e meio neutro, precipitam como hidréxido de ferro
Il (Fe(OH)s (JONES-LEE; LEE, 2005).

Nos sistemas biolégicos, o Fe esta presente em uma grande
quantidade de proteinas e enzimas, atuando como cofator para que estas espécies
possam desempenhar as fungdes de maneira adequada (JAISHANKAR et al., 2014).
A maior parte de Fe encontrado no organismo, em torno de 65%, esta ligada a
hemoglobina, 10% a outras proteinas e enzimas e 25% estao associados a proteinas
responsaveis pelo armazenamento de Fe, ferritina e hemossiderina. No plasma, 0,1%
de Fe é transportado acoplado a uma proteina conhecida como transferrina
(JOMOVA; VALKO, 2011).

O Fe possui atividade redox e pode reagir com oxigénio. Desencadeia
a peroxidacao lipidica e ainda atua como catalisador na formacéo de ER *OH, que
desencadeia efeitos danosos aos tecidos (LOLASCON; DE FALCO; BEAUMONT,
2009). Os *O2" sao produzidos pela enzima NADPH oxidase e ativam mecanismos de
defesa contra microrganismos causadores de doencas (JOMOVA; VALKO, 2011).

Varias ER sao formadas quando o Fe absorvido no organismo nao se
liga a proteina e interfere de maneira drastica na concentragdo de Fe nas células de
mamiferos e fluidos biolégicos. O Fe nao ligado circula livre e, como consequéncia,
tem efeito corrosivo no trato gastrointestinal e em fluidos bioldgicos. Niveis elevados
de Fe livre tém capacidade de penetrar células cardiacas, figado e cérebro,
interferindo na peroxidacao lipidica, gerando danos em outras organelas celulares
(JAISHANKAR et al., 2014).

O excesso ou deficiéncia de Fe pode gerar efeitos fisioldégicos graves
e deletérios no sistema imunoldgico. Niveis elevados de Fe levam a diminuicdo da
fagocitose, altera as subpopulacées de linfécitos T e modifica a maneira em que os
linfécitos estao distribuidos nos diversos locais do sistema imunolégico. Os linfécitos

possuem baixa competéncia em captar o excesso de Fe na ferritina; isso ajuda a
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compreender as altera¢des no sistema imunolégico em individuos com excesso de Fe
(WALKER; WALKER, 2000).

2.5.7 Molibdénio (Mo)

O Mo é um metal essencial encontrado no ambiente, geralmente em
alimentos, agua potavel, suplementos multivitaminicos e multimineral (MEEKER et al.,
2010). As exposicoes ambientais por Mo tém gerado preocupacoes devido ao fato de
estarem relacionadas com infertilidade masculina, por alterar a qualidade nos
parametros do sémen (MEEKER et al., 2008). O Mo tem sido relacionado com outras
doencas, como sindrome metabdlica, diabetes, problemas cardiovasculares, fraturas,
desordem neurodegenerativas e mortalidade (LEWIS; MEEKER, 2015).

O Mo é biodisponivel como molibdato (MoQO42"); nessa forma, entra
na célula e é incorporado por complexos biossintéticos nos cofatores do metal
(SCHWARZ; MENDEL,; RIBBE, 2009). O Mo é muito flexivel no aspecto quimico;
mostra atividade redox em estados fisiol6gicos e atua como catalisador nas reacoes
de hidroxilacdo em condi¢des moderadas envolvendo o carbono (CARDOSO, 2012).
Dois sistemas distintos evoluiram para controlar o estado redox e a capacidade
catalitica exercida pelo Mo. O metal desempenha, ainda, acbées como catalisador
eficiente nas reagbées que envolvem a transferéncia de oxigénio (SCHWARZ;
MENDEL; RIBBE, 2009).

O Mo exibe propriedades biolégicas importantes. E componente de
muitas enzimas (SCHWARZ, 2016). O tetratiomolibdato € um farmaco anticobre
produzido para ser utilizado em individuos portadores da doenca de Wilson. Nesse
caso, o tetratiomolibdato diminui os niveis de cobre e atua como angiogénico e
anticancerigeno, devido a inibicdo de citocinas proangiogénicas dependentes de
cobre (HOU et al., 2007).

No corpo humano, o Mo exerce a funcdo de cofator em quatro
enzimas: sulfito oxidase, xantina oxidase, aldeido oxidase e como componente da
amidoxima mitocondrial. Em cada enzima o Mo esté ligado a um complexo orgéanico
conhecido como molibdopterina, formando o cofator molibdénio (Moco) (NOVOTNY,
2011).
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O Mo foi relatado em um estudo no qual uma paciente realizou o
implante de duas placas metalicas na regido cervical e, apés 15 horas, apresentou
febre de origem indeterminada e diversos sintomas comuns ao LES. A quantidade de
Mo nas placas era de 2% e 8%. Os sintomas foram resolvidos quando as placas foram
removidas e, realizados testes dos componentes metélicos, ficou comprovada a
reacao ao Mo. Isso sugere uma reagao de hipersensibilidade pelo Mo que pode atuar
com outro componente ambiental e desencadear LES (FEDERMANN et al., 1994).

2.5.8 Vanadio (V)

O V é um metal de destaque ambiental e industrial. No organismo,
desempenha funcdes fisioldgicas importantes. E um metal essencial com atividade
redox nos processos bioldgicos (SCIBIOR; GOLEBIOWSKA; NIEDZWIECKA, 2013).
Existem enzimas, como a haloperoxidase e nitrogenases alternativas, que séo
dependentes de V. Diversas espécies do metal atuam como cofatores externos,
podendo inibir a funcdo de muitas enzimas ou estimular a funcdo de outras
(KORBECKI et al., 2012; TSAVE et al., 2016).

Em meios biolégicos, € capaz de formar complexos cati6nicos e
aniénicos em uma faixa de pH de 2,0 a 8,0 (IMTIAZ et al.,, 2015). Alimentos e
atividades industriais sdo considerados fontes importantes de exposicao por V. Apesar
de os compostos de V apresentarem baixa toxicidade, esta tem sido associada aos
compostos pentavalentes, e em ordem crescente de valéncia: conforme aumenta a
valéncia, a toxicidade também é elevada (BARCELOUX, 1999a).

Os compostos de V apresentam absorcdo e distribuicdo muito
diversificada, sendo a inalacdo e o sistema gastrointestinal as principais vias de
absorcao, além do contato epidérmico em menor extensdo. Os efeitos toxicoldgicos
sdo amenizados devido a baixa absor¢ao pelo sistema digestivo. A mucosa intestinal
e a corrente sanguinea sao importantes fontes de absorcao do metal. Na corrente
sanguinea, a maior parte dos ions sao transportados pela trasferrina e pela albumina
(SILVA, 2011). O V pode se acumular em diversos 6rgaos do corpo humano, sendo
0ss0s, figado, baco e rins os de maior acumulo. O sistema urinario tem sido a via mais

importante relacionada a excrecao de V no corpo humano (BARCELOUX, 1999a).
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A toxicidade do metal na saude humana depende de varios fatores,
como forma quimica, via de administracao e estado de oxidacédo. O metal pode induzir
a apoptose pela producédo de ERO. Pelo fato de o V possuir atividade redox, o metal
pode desencadear mecanismos de lesdo oxidativas, elevar os niveis na geracédo de
ERO e estimular a peroxidacgao lipidica. O V tem sido associado a efeitos importantes
no organismo, dentre elas a agado antioxidante similar a da insulina, da atividade
antitumoral, da sinalizacdo de células B e da ativacdo de multiplas cascatas de
sinalizacdo envolvendo enzimas (SCIBIOR; GOLEBIOWSKA; NIEDZWIECKA, 2013;
TSAVE et al., 2016).

Na ativagdo imune induzida por V, os linfocitos T participam na
imunidade mediada por células, caracterizadas pelos receptores de células T (TCR)
em sua superficie celular. As células T sdo fundamentais na imunidade humana, na
resposta imune adaptativa, praticamente controlada pelas células T. O V atua na
sinalizagéo de células T e influencia no numero de maturagéo das células T maduras
que migram do timo para o baco (MALISSEN et al., 2014). O V é capaz de alterar a
expressao de células T helper CD4+ (Th), que atuam como iniciador e regulador das
respostas imunolégicas humoral e celular contra microrganismos e outros antigenos
(HAFFNER; MIETTINEN; STERN, 1997; TSAVE et al., 2016).

O V interage com varias interleucinas, inclusive com a IL-2, que tem
como funcéo regular a tolerancia do sistema imune e a autoimunidade através da
atuacao nas células T (STOW; MURRAY, 2013; ANESTAKIS et al., 2015).

Da atividade do V, pentéxido de vanadio (V20s) inibe a secrecao de
citocinas pré-inflamatérias e a proliferacao celular, induz a apoptose e modifica
receptores negativamente a expressao das interleucinas, principalmente IL-6, IL-10,
TNF-a, TNF-y. Metavanadato de amoénio (NH4VQOs3) e (V20s) influenciam a producao
de citocinas imunoregulatdrias e alteram a imunidade mediada por células (TSAVE et
al. 2016).

2.5.9 Litio (Li)

O Li € um metal alcalino que pode ser encontrado na crosta terrestre
em quantidades muito pequenas, em torno de 0,004%. E obtido de minerais como

espodumena, lepidolite, ambligonite e eucriptie e na planta conhecida como tabaco
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(LEAL; FERNANDES, 2002). Tragos de Li sdo encontrados em alguns alimentos, na
agua e nos tecidos vivos (MACDONALD et al., 2014).

As propriedades quimicas do Li sdo semelhantes ao sédio (Na) e ao
potassio (K), diferindo devido ao seu menor tamanho. Uma caracteristica importante
€ o0 uso do Li em farmacos e, ainda, pelo fato de ser um agente terapéutico nao
metabolizado no organismo, pode ser quantificado em fluidos bioldgicos (O’BRIEN;
KLEIN, 2009). A eliminagédo do Li no organismo humano ocorre principalmente pela
urina (BAUER et al., 2003).

Nao ha certeza sobre o Li ser essencial para o crescimento ou o
desenvolvimento; no entanto, ndo ha evidéncias sobre a deficiéncia do metal em
humanos. Assim, ndo é necessario solicitar dosagens de Li em individuos que nao
fazem uso de farmacos compostos pelos sais do metal (MACDONALD et al., 2014).

Normalmente, as concentracdes de Li em fluidos biol6gicos sao inferiores a 0,2 meq
L™" (TIMMER; SANDS, 1999). Os niveis de Li estabelecidos para fins terapéuticos
variam de 0,6 a 1,5 meq L' em soro ou plasma (OKUSA; CRYSTAL, 1994). As

concentragdes de Li de 0,6 a 1,2 meq L' sdo os valores esperados nos casos de

tratamento de desordem bipolar; nos episédios maniaco agudos, estes niveis podem
variar de 0,8 a 1,5 meq L' (FINLEY; WARNER; PEABODY, 1995). Ndo sdo

preconizados niveis de Li acima de 1,5 meq L' devido ao potencial téxico exercido
pelo metal (OKUSA; CRYSTAL, 1994).

O Li possui algumas vantagens, como baixo custo e boa eficacia nos
tratamentos clinicos. No entanto, o uso de medicamentos contendo Li vem diminuindo.
Nos Estados Unidos da América, o divalproato de so6dio € o medicamento mais
utilizado para o tratamento bipolar e, de forma similar, também houve diminuicdo na
Europa. Entre os motivos, ha relatos sobre a necessidade de monitorar os niveis
séricos relacionados ao perfil de tolerancia e os efeitos adversos (MACDONALD et
al., 2014).

Entre as aplicacdes de Li e seus compostos, o carbonato de litio
(Li2CO3) tem sido usado como farmaco em individuos portadores de desordens
psiquiatricas ou na depressao, associado a outro medicamento. O Li possui alto
desempenho, atuando como neuroprotetor e neurotréfico (ZUNG; MICHELON;
CORDEIRO, 2010).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

— Determinar um painel de biomarcadores laboratoriais associando
metais, para diagnostico e monitoramento da resisténcia a insulina

em pacientes com LES e em individuos saudaveis.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

— Quantificar e comparar a concentracao plasmatica de metais em
pacientes com Lupus Eritematoso Sistémico e individuos
saudaveis (controle);

— Avaliar quais metais estariam envolvidos com a resisténcia a
insulina;

— Correlacionar o0s niveis plasmaticos de metais com os

biomarcadores laboratoriais de atividade da doenca.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 AspecTos ETicos

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa Envolvendo
Seres Humanos da Universidade Estadual de Londrina (UEL) — CAAE
01865212.0.0000.5231 parecer CEP/UEL n° 205.328. Os pacientes receberam
orientacées sobre a pesquisa e a participacao voluntaria no projeto. Um termo de
consentimento livre esclarecido (TCLE) foi obtido dos individuos envolvidos na

pesquisa ou de seus responsaveis.

4.2 PACIENTES (POPULAGCAO DE ESTUDO)

Participaram deste estudo 225 individuos, de ambos o0s sexos, com
idade entre 18 e 69 anos, sendo 105 individuos com LES atendidos no Ambulatorio
de Reumatologia do Hospital Universitario de Londrina, Parana, Brasil, e 120
individuos saudaveis, selecionados entre doadores de sangue do Hemocentro
Regional de Londrina. Informacdes referentes ao estilo de vida e histérico médico
foram obtidos a partir de avaliacao clinica de cada paciente.

O diagnostico de LES foi realizado a partir dos critérios revisados do
Colégio Americano de Reumatologia (CAR) 1997 (HOCHBERG, 1997). A atividade da
doenca foi determinada pela utilizagao do escore SLEDAI, um indice global que inclui
24 critérios clinicos e laboratoriais especificos. Nesse sistema, a atividade da doenca
pode variar de 0 a 105 pontos (BOMBARDIER et al., 1992).

4.3 CRITERIOS DE EXCLUSAO

Os critérios de exclusdao no grupo controle foram: presenca de
doencas cronicas infecciosas, doencas autoimunes, cancer, doencas cardiacas,
renais cronicas, insuficiéncia hepatica e utilizacao de terapia para reposi¢cdo hormonal.
Farmacos estabilizadores de humor a base de Li e suplementos minerais. Nos

pacientes com LES, os critérios de exclusao foram: presenca de doengas cronicas
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infecciosas, cancer e outras doencas autoimunes, além da utilizacao de terapia para
reposicdo hormonal, medicacdes estabilizadoras de humor a base de Li e

suplementos minerais.

4.4 MEDIDAS ANTROPOMETRICAS

A massa corpérea foi avaliada com aproximacao de 0,1 kg utilizando
uma balanca eletrbnica e com os pacientes vestindo roupas leves, sem sapatos, no
periodo da manha; a altura foi medida com precisdo de 0,1 cm, utilizando um
estadiometro. O indice de massa corporea (IMC) foi calculado como o peso (kQ)

dividido pela altura (m) ao quadrado.

4.5 COLETA DE AMOSTRAS

Apoés jejum de 12 horas, as amostras sanguineas foram coletadas por
puncao venosa em tubos de soro a vacuo estéreis. O material foi imediatamente
encaminhado ao laboratorio para registro, processamento e armazenamento das
amostras. O soro foi obtido por centrifugacao durante 10 minutos a 3000 rotacdes por
minutos (rpm) e armazenados em freezer -80°C. Todos os pacientes e controles e
suas respectivas amostras foram identificados por niumero e letra, para garantir o

anonimato e a confidencialidade dos individuos e dos resultados obtidos.

4.6 MARCADORES LABORATORIAIS

4.6.1 Marcadores Bioquimicos

A quantificagdo de glicose foi realizada pelo método enzimatico UV
(hexoquinase); a creatinina foi quantificada por principio cinético (Jaffe) e o Ferro (Fe),
por colorimetria Ferene. Todos realizados por autoanalisador bioquimico (Dimension
Dade AR Dade Behring Deerfield, IL, EUA), utilizado kits Dade Behring®.
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Os métodos colorimétricos para a quantificacao do Fe, em geral, tém
em comum a reacdo do Fe®* sendo reduzido em Fe?* mediante um forte agente
redutor. O principio para analise é que em condigcdes acidas o Fe3* ligado a proteina
transferrina é liberado na presenca do acido ascorbico (agente redutor), o Fe3+ é
reduzido a Fe?*. O Fe?* forma um complexo de cor azul com sal dissodico de &cido
5,5'(3-(2-piridil)-1,2,4-triazina-diil)-bis-2-furansulfénico (Ferene®). A absorvancia do
complexo é medida por uma técnica de ponto final bicromatica (600, 700 nm) e é
diretamente proporcional a concentracdo de Fe no soro. As reagdes ocorrem

conforme as Equacgdes descritas abaixo (Siemens Healthcare Diagnostics)’.

Fe3+ — Transferrina — Fe3* + Transferrina
2 Fe3* + Acido ascérbico — 2 Fe?* + Acido deshidroascérbico + 2 H*
Fe?* + 3 Ferene® — Fe?* — complexo Ferene® (absorve em 600 nm)

4.6.2 Marcadores Imunolégicos

Os niveis de insulina foram avaliados por imunoensaio em
microparticula com quimioluminescéncia (Architect, Abbott Laboratory, Abbott Park,
IL, USA). Os fatores de complemento sérico C3 e C4 e niveis de proteina C reativa de
alta sensibilidade (PCR) foram medidos usando um ensaio nefelométrico (Behring
Nephelometer Il, Dade Behring, Marburg, Alemanha). Os anticorpos anti-DNA de
dupla hélice (anti-dsDNA) foram quantificados por imunoensaio enzimatico (ELISA,
anti-dsDNA, Orgentec Diagnostika, GmbH, Germany) e foram considerados

significativos quando os titulos =20 [U/mL.

7 As informagdes foram tiradas das bulas dos reagentes utilizados.
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4.6.3 Avaliacao da Resisténcia a Insulina

O modelo de homeostase que avalia a resisténcia a insulina (HOMA-
IR) foi utilizado como uma medida que determina a sensibilidade a insulina
(HAFFNER; MIETTINEN; STERN, 1997).

HOMA-IR = [insulina em jejum (uU/mL) X glicose em jejum (nmol L=)]
/22,5. A resisténcia a insulina é considerada quando HOMA-IR = 2,114 (CHUNG et
al., 2008).

4.7 CURVA DE CALIBRACAO

Agua ultrapura (resistividade 18,2 MQ cm~") gerada pelo sistema Milli-
Q (Milipore), foi utilizada para a diluigao do acido nitrico (HNOs) concentrado
suprapuro 65% e também no preparo da solucdo padrdo metalico multielementar
Merck nas concentragdes de 0, 1, 2, 5, 10, 25, 50, 75 e 100 pug L~='. O rédio foi utilizado
como padrao interno em todas as analises. Frascos e vidrarias utilizados na
preparacao dos reagentes e diluigdes foram previamente tratados em uma solucéo de
HNO3 10% por 24 horas.

4.7.1 Quantificacao de Metais por ICP-MS

A espectrometria de massas com plasma indutivamente acoplado
(ICP-MS) foi utilizada para analise dos metais-tracos de (Li, V, Co, Cu, Zn, Mo, Cd e
Pb). As informacbdes sobre a configuracdo do equipamento estdo descritas na
Tabela 1. E importante ressaltar que o Fe foi quantificado por colorimetria Ferene.

As amostras, pelo fato de ficarem armazenadas no freezer, foram
recentrifugadas por 10 minutos a 2.500 rpm e o sobrenadante livre de hemdlise e
lipemia foi utilizado na quantificagdo dos metais. As amostras soroldgicas de todos os
pacientes foram diluidas 1:20 em uma solucao aquosa de HNO3 1%. Foram pipetados
0,25 mL de amostras (soro) dos criotubos e adicionados em 4,75 mL de HNOs 1% em

tubos conicos de 15,0 mL e apos filtrar em membrana hidrofilica 0.22 ym de éster de



61

celulose, dispensados 10 pL de padréo interno (Rh) em todas as amostras e fez-se a
injecao no ICP-MS (Varian 820MS).

Tabela 1 — Condi¢cbes operacionais na quantificagdo dos metais ICP-MS

PARAMETRO CONDICAO
Frequéncia de radio (rf) 1,4
Vazao de argbnio
Nebulizador e taxa aspiragdo (L min™) 0,21
Plasma (L min~") 17
Taxa de aspiragdo amostra (s) 30
Padrao interno Rh
Modo de detecgao Peak hopping
Numero de replicatas 10
Amostrador (skimer) 10
Isétopo 82Zn,%3Cu,5'V,’Li,2°’Pb,"2Cd,
96MO, 5900

Fonte: O préprio autor.

Neste estudo, o uso das membranas hidrofilicas teve como finalidade
eliminar a presenca de interferentes, como precipitados de proteinas. O procedimento
fez-se necesséario em virtude do tempo entre a coleta e a analise e também pelo fato
das amostras diluidas em HNOs 1,0% constituirem uma solu¢do aquosa. Convém
ressaltar que o uso de membranas hidrofébicas nessa metodologia poderia dificultar

o processo de filtragdo.

4.8 ANALISE ESTATISTICA

A andlise de componentes principais (ACP) é uma ferramenta
estatistica utilizada para analise exploratéria de dados e, também, para realizar
modelos preditivos, empregada em diversas areas de estudo. E uma metodologia
baseada em algebra linear e composta por regras sequenciais pelo uso de diversos
passos para reduzir a dimensdo dos dados, pois as técnicas utilizadas para



62

quantificacdo apresentam muitas variaveis em relagdo ao numero de amostras
(RINGNER, 2008).

A ACP é um processo de transformacao de vetor ortogonal de um
conjunto de dados originais das variaveis correlacionadas em um conjunto numérico
de variaveis que nao estdo correlacionadas linearmente, e esse novo conjunto €
denominado Componentes Principais (CP) (GUEDES et al., 2012). O uso da ACP
possibilita a utilizacdo de poucas variaveis. As amostras sao dispersas em grafico, no
qual se pode averiguar o comportamento visual dos dados e julgar se as amostras
formam um conjunto (RINGNER, 2008).

Procedimentos estatisticos nos quais se aplica ACP facilitam a
determinacao de componentes relevantes que explicam a maior parte da variancia do
sistema. A metodologia busca manter relagcbes importantes nos dados quando se
reduz a dimensao dos dados originais. A primeira componente principal (CP1) é a
combinacao linear das varidveis com contribuicio maxima da variancia total; a
segunda componente principal (CP2) nao € correlacionada a CP1 e contribui com o
maximo de variancia restante; a terceira componente principal (CP3) explica a
variancia maxima dos dados, sendo nao correlacionada com as componentes CP1 e
CP2, e assim sucessivamente, até a variancia ser analisada para o sistema todo
(GAJBHIYE; SHARMA; AWASTHI, 2015).

O numero de CPs é igual ou menor que o numero de variaveis
originais e os resultados sdo expressos em termos de pontuacdes (scores) para cada
componente. A ACP é realizada pela decomposicao de autovalores de uma matriz
submetida a um pré-processamento dos dados, denominado autoescalonamento, no
qual cada valor é subtraido da média e dividido pelo desvio padrao, para que todas as
variaveis tenham a mesma dimenséao, e por questdo de escala métrica dos dados
(BRO; SMILDE, 2014).

A anadlise hierarquica de agrupamentos (HCA) é uma técnica
empregada para agrupar os dados da amostra (MINGOTI, 2005). Tem como
caracteristica principal mostrar padrées semelhantes em grupos (HAIR, 2005). A
distancia entre as amostras ou pontos demonstra semelhanga nos parametros
avaliados. A similaridade entre os grupos € descrita pela aplicagdo da distancia
euclidiana e a conexao entre eles se da através do vizinho mais préximo, e os
resultados sdo expressos em dendrogramas (FERREIRA, 2002; MINGOTI, 2005).
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Além do procedimento estatistico mencionado anteriormente, outros
métodos foram utilizados. O tamanho estimado da amostra foi feito utilizando o
programa GPower com poder de 0,80, no nivel a <0,05, e com tamanho de efeito de
0,15. Os dados categdricos foram analisados por teste de qui-quadrado ou pelo teste
exato de Fisher quando apropriado. O teste de Komogorov-Smirnov foi realizado para
verificar a normalidade da distribuicdo de dados. A comparacédo entre os grupos foi
realizada pelo teste de Mann-Whitney ou por teste t Students, conforme apropriado, e
os dados foram expressos como mediana e interquartis (1° e 32) ou média (+xdesvio
padrao; SD), respectivamente. A regressao logistica binaria foi realizada para verificar
as associacoes e o teste de correlacdo de Spearman também foi verificado. Os
resultados foram considerados significativos quando p<0,05. Um programa de analise
estatistica SPSS versdo 20.0 foi utilizado para as avaliagdes.

4.8.1 Selecao das Variaveis

As variaveis escolhidas para a Analise de Componentes Principais
(ACP) e Agrupamento Hierarquico foram: insulina sérica quantificada por
quimioluminescéncia, glicose sérica enzimatica UV (Hexoquinase) e indice de
resisténcia a insulina (HOMA-IR) por calculo relatado na secdao 4.6 Marcadores
Laboratoriais. Buscou-se, portanto, uma correlacédo entre os niveis de alguns metais
no organismo com as trés primeiras variaveis, que normalmente sao influenciadas na

fisiopatologia do LES.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Com os resultados obtidos na quantificacdo dos metais e os
marcadores laboratoriais, foram calculados a média e os respectivos desvios padrao
nos grupos controle e LES, juntamente com os valores de referéncia, e construida a
Tabela 2.

Tabela 2 — Concentragéo dos metais e marcadores laboratoriais com seus respectivos
desvios padrao e valores de referéncia nos grupos controle e LES

Variaveis Grupo Controle  Grupo com LES VanAr d(-e
(n=120) (n=105) referéncia
Insulina (WU mL-1) 9,245,5 13,718,4 2,7—-10,4
Glicose (mg dL-") 93+11,2 85+ 10,8 70 -99
HOMA-IR 2,157+1,109 2,676 £ 1,144 <2,114
Fe (ug L) 1000,0+439,4 770,6+£314,1 600 — 1700
Li (ug L) 13,61£32,3 59,3+44.,6 <0,8
V (ug L) 17,5+4,7 12,0+4,8 <10,0
Co (ug L) 2,2+0,9 <0,3 <0,3
Cu (ug L) 1126,8+396,9 1024,5+288,4 <1000
Zn (ug L) 32861920 25321578 < 1000,0
Mo (ug L") 3,03+2,37 3,2440,83 <30
Cd (ug L") 15,5+17,9 3,8+1,2 <0,1
Pb (ug L) 40,3+15,7 25,248.5 <13,7

Fonte: O préprio autor.

Do conjunto de dados para as amostras de pacientes com LES e do
grupo controle foram extraidas as componentes principais CP1, CP2 e CP3, cujos
autovalores estao acima de 1,0, critério de selecao para as CPs. A dispersao das

amostras para CP1 e CP2 esta descrita na Figura 4, e para CP1 e CP3, na Figura 5.



Figura 4 — Dispersao das amostras nas CP1 e CP2 para pacientes com LES e grupo controle
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Fonte: O préprio autor.

Na Figura 4, a CP1 explica 24,1% da variancia do conjunto de dados,
enquanto a CP2 explica 16,3%. As variaveis relativas a insulina e Li estdo no
quadrante superior esquerdo, no qual a maioria das amostras é composta pelo grupo
LES. Os niveis de insulina foram elevados em todas as amostras e o Li apresentou
valores menores quando comparados com o quadrante inferior esquerdo, constituido,
na maioria, por LES e HOMA-IR baixos, em que a insulina aparece normal. Em quase
todas as amostras do grupo LES o Li aparece em concentragbes bem mais elevadas.

As amostras nos quadrantes da direita, principalmente do grupo
controle, foram separadas das demais amostras devido a maior influéncia dos metais
(Co, Zn, Pb, Cd, Cu e V), com excecao de uma amostra do grupo LES. As amostras
do quadrante superior direito sofreram mais a influéncia dos metais Co, Pb, Cd, e duas
amostras do quadrante inferior direito foram separadas por influéncia de V e Zn. Uma
informacé&o adicional mostra que, no quadrante inferior direito, apenas uma amostra
(C97) do grupo controle tem insulina e HOMA-IR alterados. E importante destacar que

as concentragbes de metais encontradas nos individuos saudaveis, grupo controle,
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estao dentro da normalidade. As concentracdes de alguns metais (Co, Zn, Pb, Cd, Cu,
V, Fe) encontradas nos pacientes do grupo LES sao alteradas no sentido de sua
diminuicdo em relacéo ao grupo controle. No caso de Li, a concentracao € aumentada.

No quadrante superior direito, com excecao de uma amostra do grupo
LES, as demais amostras sdo do grupo controle; em relagédo a CP2, por influéncia de
glicose, insulina e HOMA-IR, a glicose foi a variavel de maior influéncia na separagao
das amostras em comparagdo com a dispersdo no quadrante superior esquerdo.
Neste quadrante, composto em maioria por amostras do grupo LES, os niveis de
insulina e HOMA-IR foram mais elevados e importantes.

A Figura 5 apresenta a dispersdo das amostras nas CP1 e CP3. A
CP1 explica 24,1% da variancia do conjunto de dados e a CP3, 12,9%. A maioria das
amostras do grupo LES esta agrupada nos quadrantes superior € inferior a esquerda,

pela CP1, por influéncia maior de Li e insulina.

Figura 5 — Dispersao das amostras nas CP1 e CP3 para pacientes com LES e grupo controle
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As amostras controle estdo agrupadas principalmente nos quadrantes
da direita por influéncia dos metais. A diferenga na dispersdo das amostras para as
CP1 e CP2, na Figura 4, com relagéo as CP1 e CP3, na Figura 5, da-se pela influéncia
de Mo e Fe nos quadrantes superiores e de V para os quadrantes inferiores.

Em relacdo a CP3, o V no quadrante inferior direito apresentou
concentracdes levemente maiores quando comparado com as amostras do quadrante
inferior esquerdo, composto por amostras do grupo controle e do grupo LES. Os pesos
que compdem a CP3, Mo e Fe, separam amostras quase que exclusivamente do
grupo controle no quadrante superior direito, com niveis menores de Mo e maiores de
Fe em comparacdo com as amostras dispersas no quadrante superior esquerdo. Em
sua maioria, pacientes do grupo LES apresentaram, portanto, niveis mais elevados
de Mo e menos elevados de Fe em relacdo ao grupo controle.

Os pesos das variaveis estdo apresentados em um gréfico
tridimensional na Figura 6, em que se observa a influéncia das variaveis HOMA-IR,
insulina e glicose nos quadrantes superiores da esquerda, juntamente com Li no
quadrante inferior da esquerda; os metais Cd, Cu, V, Pb e Zn, Mo e Fe aparecem nos
quadrantes inferiores. E importante notar que os pesos sdo dados em relagdo as trés

componentes ao mesmo tempo.

Figura 6 — Variaveis dispersas nos quadrantes das CP1, CP2 e CP3
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Neste estudo foi avaliada a relagdo existente entre metais e a Rl em
individuos saudaveis e pacientes com LES. A separacdo entre as amostras de LES e
controle ocorreu devido as varidveis insulina e Li exibirem concentra¢cdes mais
elevadas nestas amostras, enquanto os metais Co, Zn, Pb, Cd, Cu e V apresentaram
maior influéncia no grupo controle, sendo seus valores dentro do que preconiza a
referéncia. Ficou evidente a separacao das amostras dos pacientes com LES em
relagdo ao controle. A maneira como as amostras ficaram dispersas demonstra
possiveis alteracdes entre 0 mecanismo biolégico envolvido e a interagédo individual
exercida pelos metais sobre 0 metabolismo dos individuos saudaveis e dos pacientes
com LES.

Adicionalmente, no estudo estatistico buscou-se a relagdo entre
pacientes com LES com e sem RI. A Figura 7 apresenta a dispersao das amostras

nas CP1 e CP2 para pacientes com LES sem RI.

Figura 7 — Dispersao das amostras nas CP1 e CP2 para pacientes com LES sem RI
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A CP1 explica 37,5% da variancia do conjunto de dados, enquanto a
CP2 explica 18,4%. As amostras nos quadrantes da direita, foram separadas das
demais amostras devido a maior influéncia dos metais (Zn, Mo, Cd e Pb). As amostras
foram separadas por influéncia de Li, Cu e Zn nos quadrantes superiores. No
quadrante superior direito, quatro pacientes LES foram separadas dos demais, ainda
pela influéncia das variaveis relacionadas a CP2 (Li, Cu, Zn). Nos quadrantes da
esquerda a dispersdo das amostras esta influenciada também pelo V. No quadrante
inferior esquerdo, os niveis de V foram maiores nas amostras quando comparados
com o quadrante superior esquerdo.

Na Figura 8 as amostras saos dispersas, considerando as CP1 e CP3,
destacando a influéncia da variavel HOMA-IR em pacientes com LES sem RI nos
quadrantes superiores e de Li nos quadrantes inferiores. A CP1 explica 37,5% da
variancia do conjunto de dados, e a CP3 12,9%. E interessante ressaltar que
praticamente os mesmos pacientes com maior influéncia dos metais Zn, Mo, Cd e Pb
na Figura 7, também sao separados por HOMA-IR no quadrante superior direito.

Figura 8 — Dispersao das amostras nas CP1 e CP3 para pacientes com LES sem RI
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Em relacago a CP3 o Li nos quadrantes inferiores apresentou
concentracdes semelhantes. No entanto, as amostras no quadrante inferior esquerdo
apresentaram niveis maiores de V quando comparado com o quadrante inferior direito.

As Figuras 9 e 10 apresentam a dispersao das amostras de pacientes
com LES e com RI. Na Figura 9, a CP1 e a CP2 explicam 48,6% da variancia do
conjunto de dados, sendo que alguns pacientes sao destacados pela influéncia dos
metais Zn, Mo, Cd e Pb nos quadrantes da direita, com destaque maior para as

amostras 166 e 12, com influéncia principalmente de Cd e Pb.

Figura 9 — Dispersao das amostras nas CP1 e CP2 para pacientes com LES com RI
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Na Figura 10, as CP1 e CP3 explicam 43,4% da variancia do conjunto
de dados. Nesta configuracédo houve dispersao de um nimero maior de pacientes sob
a influéncia de HOMA-IR e V nos quadrantes supetriores. E interessante observar que

0s metais Zn, Mo, Cd e Pb separam pacientes no quadrante superior direito, enquanto
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V e Li separam pacientes no quadrante superior esquerdo, além das variaveis HOMA-
IRe V.

Figura 10 — Dispersao das amostras nas CP1 e CP3 para pacientes com LES com Rl
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Foi realizada a ACP para o conjunto todo de amostras LES com e sem
RI. As Figuras 11 e 12 apresentam a dispersao das amostras com as CP1 e CP2
explicando 46,9% e as CP1 e CP3 explicando 43,6% da variancia do conjunto de
dados. E interessante observar a separagao das amostras LES com Rl sob influéncia
de metais toxicos, Zn, Mo e principalmente Cd e Pb, que separam pacientes nos
quadrantes superiores e nos da direita. O V aparece como mais importante na
separacdo de amostras com Rl do que sem RI, embora tenha influenciado um bom
namero de pacientes com Rl também. A maioria das amostras LES sem RI ficaram

agrupadas proximas ao eixo central na CP2.



Figura 11 — Dispersao das amostras nas CP1 e CP2 para pacientes LES com e sem RI.
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Figura 12 — Dispersao das amostras nas CP1 e CP3 para pacientes com LES com e sem Rl
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Na Figura 12 observa-se uma dispersao maior das amostras tanto
com Rl como sem RI, com destaque para a influéncia de Li e Cu nos pacientes
localizados nos quadrantes superiores. As amostras nos quadrantes da direita
apresentaram maior influéncia dos metais Zn, Mo, Cd e Pb, sendo a maioria LES com
RI. Na Figura 13, a CP4 separa pacientes LES por influéncia de HOMA-IR, sendo os

pacientes com Rl os mais afetados.

Figura 13 — Dispersao das amostras nas CP1 e CP4 para pacientes com LES com e sem RI
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De forma geral, da ACP se observa maior influéncia de metais téxicos
em pacientes LES com RI, embora pacientes LES sem Rl apresentam maior influéncia
de Li.
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Parametros Demograficos, Clinicos e Laboratoriais

Os resultados da analise estatistica univariada foram utilizados para
delinear as varidveis explanatorias significativas a serem utilizadas como
determinantes de associacao independente com diagndstico de LES nas anélises de
regressao logistica binaria. A Tabela 3 apresenta os dados demograficos, clinicos e
laboratoriais dos participantes do presente estudo. Nao houve diferenca significativa
na idade (p=0,747) entre os grupos. Foram encontrados significativamente mais
caucasianos do que nao caucasianos (p=0,049) no grupo controle, € mais mulheres
do que homens (p<0,001) no grupo de estudo LES quando comparado ao grupo
controle. O IMC (p=0,015) foi consideravelmente maior no grupo LES do que no grupo
controle. A média do escore de SLEDAI e os niveis de anti-dsDNA em pacientes com
LES foram 3,0 (2,0-6,0) e 54,2 (7,1), respectivamente. Os niveis de insulina (p<0,001),
HOMA-IR (p=0,010) e PCR (p=0,016) foram substancialmente maiores, enquanto os
niveis de glicose (p<0,001) foram significativamente menores em pacientes com LES
do que no grupo controle. Nao houve diferengas relevantes nos niveis de creatinina
(p=0,712) e C3 (p=0,061) e C4 (p=0,114) entre os grupos (Tabela 3).

Tabela 3 — Dados sociodemogréficos e biomarcadores em pacientes com LES e
grupo controle

Variaveis Controles (n= 120) LES (n= 105) p
Sexo (F/M) 87/33 100/5 <0,001
ﬁ;@%ﬁi‘;‘;ﬁ‘:@?"/ 93/27 69/36 0,049
ldade (anos) 37,0 (30,0 — 47,0) 36,0 (28,0 — 51,0) 0,747
IMC (kg/m?) 25,8 (0,4) 27,5 (0,6) 0,015
SLEDAI 03 (02 - 06)
C3 (mg/dL) 116 (107 — 139) 115 (93 - 130) 0,061
C4 (mg/dL) 22,3 (17,5 - 28,8) 20,8 (13,4 — 26,5) 0,114
Anti-dsDNA (U/mL) 54,2 (7,1)
Creatinina (mg/dL) 0,83 (+0,05) 0,86 (0,06) 0,712
Insulina (MU/mL) 9,2 (0,5) 13,7 (0,8) <0,001
Glicose (mg/dL) 89 (83 - 98) 82 (75 -93) <0,001

continua
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Variaveis Controles (n= 120) LES (n=105) p
HOMA-IR 2,12 (0,14) 2,67 (0,18) 0,010
PCR (mg/L) 3,187 (0,401) 6,434 (1,324) 0,016
Litio (ug/L) 11,5 (6,5 - 19,0) 62,5 (0 —95,2) <0,001
Vanadio (ug/L) 18,2 (16,7 — 19,8) 11,9 (9,5-15,1) <0,001
Cobre (pg/L) 1028,4 (857,0-1277,1)  997,5 (865,9 —1085,8) 0,133
Zinco (pg/L) 2907,0 (2460,1 —4119,1) 2344,9 (2008,9-2677,5) <0,001
Molibdénio(ug/L) 2,38 (2,03 - 3,38) 3,05 (2,79 - 3,30) <0,001
Cédmio (ug/L) 3,18 (2,00 - 18,97) 3,08 (3,03 - 3,32) 0,752
Chumbo (pg/L) 36,0 (20,3 — 44,5) 20,0 (18,1 —24,3) <0,001

Fonte: O préprio autor.

Teste exato de Fisher ou teste qui-quadrado. Dados sdo expressos como numero absoluto. Teste t
Student, dados sao expressos como média (tSEM). Teste Mann-Whitney, dados séo expressos como
mediana e interquartis (12 e 39).

F, feminino; M, masculino; IMC, indice de massa corpérea; SLEDAI, indice de atividade da doenca
LES; anti-dsDNA, anti-DNA dupla fita; HOMA-IR, modelo de homeostase que mensura a resisténcia a
insulina; PCR, Proteina C reativa.

Diferencas nos Elementos-traco e Metais Toxicos entre Pacientes com LES e
Controle

A Tabela 3 também apresenta os niveis dos metais Li, V, Cu, Zn, Mo,
Cd e Pb dos participantes no presente estudo. Os niveis de Li (p<0,001) e Mo
(p< 0,001) foram significativamente maiores, enquanto os niveis de V (p<0,001), Zn
(p< 0,001) e Pb (p<0,001) foram sensivelmente menores em pacientes com LES do
que controles. Nao houve diferengas significativas nos niveis de Cu (p=0,133) e Cd
(p= 0,752) entre os grupos.

Influéncia de Oligoelementos e Metais Téxicos no Diagndstico de LES

A Tabela 4 mostra o resultado de uma analise de regressao logistica
binaria, com LES como variavel dependente e controle como o grupo de referéncia, e
os oligoelementos, metais toxicos, idade, sexo e etnia como variaveis explanatérias.
Li (OR = 1,003, IC 95% = 1,001-1,004, p<0,001) e sexo feminino (OR = 4,533, IC 95%
= 1,114-18,442, p= 0,035) foram positivamente associados ao diagnéstico de LES,
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enquanto Zn (OR = 1,000, IC de 95% = 1,000-1,000, p=0,003), V (OR = 0,970, IC 95%
= 0,961-0,980, p <0,001) e Pb (OR = 0,997, IC 95% = 0,995-1,000, p=0,020) foram
inversamente associados ao diagnéstico de LES (Tabela 4).

Tabela 4 — Regressao Logistica Binaria usando LES como varidvel dependente (e controle
como referéncia) e variaveis explanatorias

Variaveis (] Wald df P OR IC 95%
\dade (anos) 0029 2401 1 0121 1029  0.992—1.067
E;g%ﬁi;‘;?asr'%?"/ -0,2999 0359 1 0549 0746  0,286—1,945
Sexo (F/M) 1511 4456 1 0035 4533 111418442
Molibdénio (ug/L) 0,00 0114 1 0736 1,000 0,998 —1,003
Litio (ug/L) 0,003 21,405 1 <0,001 1,003 1,001 —1,004
Vanadio (ug/L) 0,030 36007 1 <0001 0970 0,961 -0,980
Zinco (ug/L) 0,000 8649 1 0003 1,000 1,000 1,000
Chumbo (ug/L) 0,003 5449 1 0020 0997 0,995 1,000

Fonte: O préprio autor.

Resultados sédo mostrados como média (£SD) ou mediana e interquartis (1° e 39).
OR, odds-ratio; IC, intervalo de confianga; F, feminino; M, masculino.

Influéncia de Oligoelementos e Metais Téxicos na Atividade da Doencga entre

Pacientes com LES e Controle

Para delinear quais variaveis explanatorias (oligoelementos e metais

téxicos) foram significativamente associadas com o SLEDAI, fizemos uma regressao

logistica univariada com SLEDAI como varidveis dependentes. A Tabela 5 mostra o

resultado dessa analise de regressao univariada.

Tabela 5 — Dados sociodemogréficos e biomarcadores em pacientes com LES divididos em
dois grupos: SLEDAI<10 e SLEDAIZ10

Variaveis SLEDAI <10 SLEDAI 210 p
Sexo (F/M) 65/5 35/0 0,105
Etnia (Caucasiano/ 47/23 23/12 0,663
nao Caucasiano)
ldade (anos) 35,0 (28,0-52,0) 39,0 (31,0-51,0) 0,678

continua
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Variaveis SLEDAI <10 SLEDAI 210 p
IMC (kg/m?) 26,0 (23,7-30,1) 27,5 (23,4-33,3) 0,435
C3 (mg/dL) 119 (99-133) 100 (75-125) 0,012
C4 (mg/dL) 25,4 (17,5-29,5) 23,3 (16,7-28,8) 0,005
Anti-dsDNA (U/mL) 15,5 (6,6-56,0) 36,9 (16,5-103,1) 0,023
Litio (pg/L) 68,3 (0-95,7) 61,7 (22,0-89,6) 0,997
Vanadio (ug/L) 12,1 (9,5-14,7) 11,9 (9,4-15,5) 0,686
Cobre (ug/L) 1000,06 (868,9-1029,9)  997,5 (829,1-1085,8) 0,639
Zinco (ug/L) 2319,4 (2022,7-2747,8) 2409,6 (1984,0-2582,9) 0,911
Molibdénio (ug/L) 3,01 (2,84-3,30) 3,07 (2,70-3,31) 0,625
Céadmio (ug/L) 3,08 (3,04-3,32) 3,07 (3,01-3,30) 0,260
Chumbo (pg/L) 20,0 (18,2-24,2) 19,9 (17,9-24,4) 0,885

Fonte: O préprio autor.

Teste exato de Fisher ou teste qui-quadrado. Dados sao expressos como nimero absoluto. Teste
Mann-Whitney. Dados séao expressos como mediana e interquartis (12 e 39).

F, feminino; M, masculino; IMC, indice de massa corpérea; SLEDAI, indice de atividade da doenga
LES; anti-dsDNA, anti-DNA dupla fita.

A atividade da doenca medida pelo SLEDAI nao foi significativamente
predita por nenhum dos oligoelementos estudados. Além disso, ndo houve diferenca
no tratamento com medicamentos antimalaricos (p=0,952), micofenolato (p=0,441) e
outros farmacos imunossupressores (p=0,571) (dados nao apresentados). No
entanto, a dose de prednisona foi maior no grupo com SLEDAI=Z10 em comparacao
com o grupo SLEDAI<10 (10 mg/dia vs 5 mg/dia, respectivamente) (dados nao

apresentados).

Correlacao entre os Metais e a Atividade da Doenca e Resisténcia a Insulina

A Tabela 6 mostra a correlacido de Spearman entre os metais e a
atividade da doenca e Rl em pacientes com LES e controles saudaveis. Nos individuos
controle, foi encontrada correlagao significativa e positiva entre Cu e PCR (r = 0,479,
p<0,001). Em pacientes com LES, encontramos correlagdo significativa e positiva
entre Cu e PCR (r= 0,547, p<0,001); Cd e glicose (r = 0,238, p=0,016) e PCR (r=
0,239, p=0,015) e Pb e glicose (r= 0,227, p=0,022).
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Tabela 6 — Correlacao de Spearman entre metais e atividade da doenca e resisténcia a
insulina em pacientes com LES e individuos controle

HOMA-

SLEDAI IR GLICOSE INSULINA PCR
. r - 0,000 0,057 -0,010 -0,088
Litio (png/L)
p - 0,997 0,541 0,913 0,345
o r - 0,033 0,067 0,011 0,107
Vanadio (ug/L)
p - 0,723 0,467 0,906 0,252
r - -0,004 -0,133 0,031 0,479
Cobre (pg/L)
p - 0,969 0,149 0,737 <0,001
. r - -0,102 -0,118 -0,044 0,010
Controle Zinco (pg/L)
p - 0,269 0,201 0,638 0,914
o r - 0,056 0,179 0,020 0,184
Cadmio (pg/L)
p - 0,645 0,135 0,868 0,127
r - -0,082 -0,041 -0,034 0,045
Chumbo (pg/L)
p - 0,373 0,654 0,711 0,633
r - -0,076 -0,017 -0,066 -0,007
Cobalto (pg/L)
p - 0,410 0,857 0,480 0,93
. r -0,032 -0,093 -0,095 -0,130 -0,010
Litio (png/L)
p 0,744 0,374 0,344 0,191 0,923
o r 0,149 0,084 -0,056 0,118 0,028
Vanadio (ug/L)
p 0,130 0,423 0,577 0,235 0,783
r -0,094 0,144 0,077 0,081 0,547
Cobre (pg/L)
LES p 0,338 0,166 0,442 0,415 <0,001
. r -0,004 0,032 0,172 0,023 -0,113
Zinco (pg/L)
p 0,970 0,761 0,087 0,817 0,262
L r -0,340 0,128 0,238 0,056 0,239
Cadmio (pg/L)
p <0,001 0,218 0,016 0,577 0,015
r -0,082 0,175 0,227 0,041 -0,047
Chumbo (pg/L)
p 0,409 0,093 0,022 0,681 0,640

Fonte: O préprio autor.

SLEDAI, indice de atividade da doenga LES; HOMA-IR, modelo de homeostase que mensura a
resisténcia a insulina; PCR, proteina C reativa.

Influéncia de Oligoelementos e Metais Téxicos na Homeostase da Glicose

A Tabela 7 mostra os dados sociodemograficos e biomarcadores dos

individuos divididos por presenca ou auséncia de Rl. Houve diferenga na etnia entre



79

pacientes com LES com e sem RI. Além disso, houve significativamente mais

mulheres, e o IMC foi consideravelmente maior em pacientes com RI.

Tabela 7 — Dados demogréficos, clinicos e laboratoriais de pacientes com LES na presenca
ou auséncia de resisténcia a insulina (RI)

Variaveis LE;:ZT) Rl LE;:%?) RI p
E;g%ﬁiii?;i?d 35/9 29/21 0,025
Sexo (F/M) 40/4 50/0 0,029
Idade (anos) 38,04 (+1,96) 41,42 (x2,18) 0,258
IMC (kg/m2) 25,34 (£0,59) 29,31 (+0,86) <0,001
SLEDAI 4,0 (2,0 —-8,0) 2,0 (0,0-6,0) 0,160
HOMA-IR 1,51 (0,96 -1,92) 3,39 (2,50 —4,30) <0,001
Glicose (mg/dL) 77 (£1,0) 91 (x2,0) <0,001
Insulina (WU/mL) 7,81 (£0,44) 16,60 (+0,92) <0,001
Duracao da doenca (anos) 6,0 (3,0 —13,0) 10,0 (2,5—15,5) 0,694
Anti-dsDNA (U/mL) 50,23 (+8,87) 49,17 (+9,56) 0,614
Creatinina (mg/dL) 0,78 (x0,03) 0,94 (x0,13) 0,276
C3 (mg/dL) 110,1 (£3,4) 114,6 (+4,2) 0,413
C4 (mg/dL) 19,91 (+1,22) 21,90 (+1,38) 0,406

Tratamento
Prednisona 8,0 (5,0 —15,0) 5,0 (5,0 -10,0) 0,261
Antimalaricos (Sim/Nao) 35/9 38/11 0,815
Micofenolato (Sim/N&o) 9/35 14/35 0,365
E)Sl::;j’;;:)“nossumessores 18/26 17/32 0,537
Hipoglicemiantes (Sim/Nao) 1/42 5/44 0,127

Fonte: O préprio autor.

Teste exato de Fisher ou teste qui-quadrado. Dados sdo expressos como numero absoluto. Teste t
Student. Dados sao expressos como média (SEM). Teste Mann-Whitney. Dados sdo expressos como

mediana e interquartis (12 e 39).

RI, Resisténcia a Insulina; F, feminino; M, masculino; IMC, indice de massa corpérea; SLEDAI, indice
de atividade da doenca de LES; HOMA-IR, modelo de homeostase que mensura a resisténcia a
insulina. Presenca de Rl: HOMA > 2,114; Auséncia de RI: HOMA <2,114.
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Portanto, ajustamos nossos dados para possiveis diferencas na etnia,
para possiveis efeitos do sexo e do IMC (Tabelas 7 e 8). Como esperado, 0s niveis
séricos de insulina, HOMA-IR e glicose foram significativamente maiores (p<0,001)
em pacientes com RI, enquanto o SLEDAI, a duragdo da doenca, o anti-dsDNA, a
creatinina, C3 e C4 nao foram significativamente diferentes entre os dois grupos. Nao
houve associacao significativa entre Rl e medicamentos.

A fim de analisar as associacbes entre os niveis séricos de metais
téxicos e dos oligoelementos com RI, foram comparados os niveis de Li, V, Cu, Zn,
Mo, Cd e Pb em pacientes com LES com e sem RI, como demonstrado na Tabela 8.
Nao houve associagao entre o Cd e Rl (OR= 1,002, IC 95%= 0,998 - 1,006, p=0,276)

(dados nao apresentados).

Tabela 8 — Niveis séricos de elementos-traco em pacientes com LES na presenca ou
auséncia de resisténcia a insulina

Variaveis LES sem RI LES com RI D
(n=44) (n=50)
Litio (pg/L) 72,55 (11,0 - 97,65) 61,50 (0,00 — 95,20) 0,555
Vanadio (pg/L) 13,0 (9,4 — 15,5) 11,4 (9,7 - 14,2) 0,649
Cobre (pg/L) 975,5 (832,8 — 1067,5) 1025,5 (876,5 -1092,9) 0,187
Zinco (ug/L) 2301,4 (2035,0 —2571,5) 2411,4 (1957,5-2794,9) 0,710
Molibdénio (ug/L) 3,08 (2,78 — 3,31) 3,07 (2,83 - 3,30) 0,685
Cadmio (pg/L) 3,06 (3,02 - 3,16) 3,19 (3,04 - 3,32) 0,042
Chumbo (pg/L) 19,8 (17,8 — 23,5) 22,6 (18,1 — 24,4) 0,173

Fonte: O préprio autor.

Teste Mann-Whitney. Resultados sdo mostrados como mediana e interquartis (12 e 3%) RI: Resisténcia
a Insulina. Presenca de Rl: HOMA > 2,114; Auséncia de RI: HOMA <2,114.

HOMA-IR e Insulina

O HOMA - IR é um modelo de medida da homeostase que mensura
a resisténcia a insulina; obtido pela dosagem de glicose e insulina sanguinea, é um
método confiavel de alta sensibilidade e especificidade, utilizado para medir a Rl e o
risco de DM T2 (GARCIA CUARTERO et al., 2007). Nesse estudo, os maiores valores
de HOMA-IR foram encontrados no grupo LES (2,676 = 1,144), quando comparados
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ao grupo controle (2,157+1,109), conforme a Tabela 2. De forma similar, em estudo
realizado por Gazareen et al. (2014) foram encontrados valores de HOMA-IR maiores
nos pacientes com LES.

A resisténcia a insulina (RI) aqui determinada foi maior para o grupo
LES (57,28%) do que para o grupo controle (34,17%).

Neste estudo, as maiores concentracbes de insulina foram
encontradas no grupo LES (13,7+8,4 yU mL-"), guando comparadas ao grupo controle
(9,245,5 yU mL-"), conforme a Tabela 2. Alteragdes na sensibilidade a insulina estéo
relacionadas a diversos mecanismos e sugerem informacdes importantes nos
individuos portadores de LES (CHUNG et al., 2008). Segundo Posadas-Romero et al.
(2004), a presenca de anticorpos anti-insulina e a inflamagéao crénica relatados nos
pacientes com LES sdo alguns dos fatores que podem contribuir com os maiores
niveis de insulina apresentados por esses individuos. Em outro estudo, realizado por
El Magadmi et al. (2006), também foram encontradas maiores concentragdes de
insulina nos individuos do grupo LES.

O uso de farmacos como corticosteroides desempenham acao anti-
inflamatéria (ROMAN et al., 2003). No entanto, os corticosteroides podem causar
efeitos indesejaveis, como obesidade, hipertensdo e dislipidemia (GRUNDY et al.,
2005; SABIO et al., 2010), bem como intolerancia a glicose e elevacao dos niveis de
insulina e RI (ZARKOVIC et al., 2008), que sdo sinais de maior prevaléncia nos
pacientes com LES (BULTINK et al., 2008).

A inflamacao relacionada a obesidade provoca 0 aumento nos
mediadores inflamatérios plasmaticos e no tecido adiposo (KADOWAKI et al., 2006).
A obesidade é um fator de risco para o desenvolvimento da Rl e DM T2. No entanto,
nem todos os individuos obesos apresentam Rl (ABBASI et al., 2002). Mas a maneira
como a gordura corporal esta distribuida é importante, pois as pessoas que
apresentam excesso de gordura abdominal ou visceral sdo as que apresentam maior
risco de RI (DESPRES; LEMIEUX, 2006).

A composicado dietética tem sido outra condicdo para 0s niveis
elevados de insulina em pacientes com LES. O tipo de acidos graxos presentes na
alimentacao pode influenciar a agao da insulina (SUMMERS et al., 2002). O consumo
de acidos graxos poli-insaturados pode ser uma orientacao importante aos pacientes
com LES (CUTOLO; OTSA, 2008).
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O tecido adiposo nao esta relacionado apenas com o0 armazenamento
de lipidios; também é considerado como um 6rgdo endécrino (DESPRES; LEMIEUX,
2006). E um produtor de citocinas e outras biomoléculas, como o TNF-a, a interleucina
6 (IL-6), a resistina, proteina quimioatraente de mondcitos (MCP-1), o inibidor do
ativador de plasminogénio 1 (PAI-1), a visfatina, o agiotensinogénio e outras
moléculas (STEPPAN et al., 2001; SHOELSON, LEE, GOLDFINE, 2006). A liberacao
elevada de TNF-a, IL-6, MCP-1 e outras células do tecido adiposo podem
desencadear a Rl (FAIN et al., 2004; KAHN; HULL; UTZSCHNEIDER, 2006).

Uma situagao critica na sensibilidade a insulina nos individuos magros
€ a maneira como a gordura corporal esta distribuida (KAHN, 2003). Pessoas magras
que apresentam gordura mais periférica tém maior sensibilidade a insulina quando
comparados com os individuos magros que possuem a gordura localizada nas regides
toracica e abdominal (KAHN; HULL; UTZSCHNEIDER, 2006). Diferencas nas
caracteristicas do tecido adiposo nesses dois lugares explicam parcialmente o motivo
pelo qual os efeitos da gordura abdominal e subcutédnea tém mecanismos de agéo
distintos (MAEDA et al., 1997).

Particulas inaladas desencadeiam ativacao elevada dos mecanismos
de defesa quando interagem com os receptores tipo Toll (TLR), NOD ou através da
liberacdo de mediadores secundarios. Os receptores tipo Toll e NOD estao
relacionados com a resposta imune inata e atuam como mediadores extremamente
importantes na resposta inflamatéria nos casos de exposi¢cdo ambiental, ocupacional
ou substancias presentes no ar (BAUER; DIAZ-SANCHEZ; JASPERS, 2012).
Segundo Peden (2011), em um estudo de revisao, leva a acreditar que os receptores
denominados de NOD-like receptor (NLRs) estao relacionados com a oligomerizacao
e formagédo do imunocomplexo denominado de inflamassoma. Esse € o mecanismo
inato que pode estar associado a resposta inflamatéria por acdo de poluentes
ambientais nos quais o individuo é exposto.

Em um estudo realizado por Sun et al. (2009), foi demonstrado
aumento nos niveis de insulina hepatica em animais expostos a particulas finas
(menores que 2,5 micrometros). A diminuicdo na sinalizagcdo da insulina devido a
presenca de poluentes ambientais prejudicou a ativacdo da via PI3K/Akt e a
translocacdo do GLUT4 (HAN et al., 2013). Dessa forma, em decorréncia da presenca
de gordura corporal na regido abdominal ou visceral e dos fatores ambientais, entre
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outros como o estresse oxidativo e processo inflamatério crénico, os individuos com

LES apresentaram niveis mais elevados de insulina em relagao ao grupo controle.

Glicose

A glicose, neste estudo, apresentou concentragdes levemente
menores no grupo LES (85,0£10,8 mg dL-"), quando comparado ao grupo controle
(93,0 £ 11,2 mg dL-"), conforme a Tabela 2. O uso de farmacos como os esteroides,
utilizados para controlar a inflamacgao sistémica nos pacientes com LES, deve ser
avaliado, devido as alteracbes no metabolismo da glicose (CORTES et al., 2008). O
uso da prednisolona poderia causar a R, hiperinsulinemia e hiperglucagonemia
(GRAVHOLT et al., 2002). O consumo de hidrocortisona pode aumentar os niveis
plasmaticos de glicose, insulina e acidos graxos (BRILLON et al., 1995).

Farmacos antimalaricos, como a hidroxicloroquina, tém sido
associados a efeitos metabdlicos benéficos no controle da glicose e perfil lipidico. Os
mecanismos relacionados a acdo dos antimalaricos ainda sao incertos, mas acredita-
se que ocorrem alteragdes no metabolismo da insulina e sinalizacdo por meio de
receptores celulares (HAGE; BADRI; AZAR, 2014). Principalmente na diminui¢cdo da
glicose, como relatado em um estudo de caso em um individuo com LES e DM T2,
sem uso de outros hipoglicemiantes (KANG; MIKULS; O'DELL, 2009).

Morel (2017) discutiu como alteragées metabdlicas, incluindo aquelas
relacionadas ao metabolismo da glicose, poderiam contribuir para a patogénese do
LES. E descobriu que trés vias principais de utilizacdo de glicose — via das pentoses
fosfato, fosforilagcdo oxidativa e glicolise aerdbia — foram implicadas na ativacdo de
células T no LES (PERL et al., 2015). A ativacado crénica de células T CD4+ por
autoantigenos, como ocorre no LES, é apoiada pela fosforilacdo oxidativa, enquanto
a glicélise aerdbica suporta a ativacao aguda induzida por antigenos estranhos ou a
estimulacao suprafisiolégica de TCR in vitro. Células T CD4+ de pacientes com LES
também apresentam alteracdes na glicélise (YIN et al., 2015). Este processo poderia
corresponder a um mecanismo compensatério para remediar a producao de ATP por
mitocondrias defeituosas. Um requisito duplo para glicélise e fosforilacdo oxidativa foi
encontrado em células efetoras e de meméria, tipo T CD4+ (GHAYOUR-MOBARHAN,
2005), um subgrupo que é expandido no LES (SOBEL et al., 2011). Finalmente, a
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superexpressao de GLUT1 foi observada em camundongos e pode levar ao acumulo
de células T ativadas e a producao de autoanticorpos (JACOBS et al., 2008). Neste
estudo, sugere-se que o estresse oxidativo e o processo inflamatério crénico nos
individuos do grupo LES podem ter contribuido para maior concentracao de insulina

e R, e diminuido os niveis de glicose sanguinea.

Litio

A dosagem de Li em individuos que nao fazem uso de farmacos
compostos pelos sais do metal ndo se faz necessaria, uma vez que nao ha certeza
sobre sua essencialidade e nem evidéncias sobre sua deficiéncia no ser humano.
Apesar de os valores de referéncia de Li no soro ou plasma variarem de 0,6 a 1,2
meq L', esses niveis sdo preconizados para que o metal possa atingir resposta
terapéutica e boa tolerabilidade em funcdo do quadro clinico. Neste estudo o Li

apresentou concentragdes maiores no grupo LES (59,3+44,6 ug L™';0,00854 meq
L-") quando comparados ao grupo controle (13,6+32,3 ug L™';0,00196 meq L),

conforme a Tabela 2. A hipbtese para essa alteracao é que seria devido a diminuicao
da excrecao renal. Como as concentracées de Li em fluidos biolégicos sao geralmente

<0,2 meq L™ (BORKAN, 2002), a ligagao do Li em proteinas é baixa; menos de 10%
do metal encontra-se ligado a elas, sendo a excrecao do metal via renal, pelos
glomérulos, que sao os responsaveis pela filtracdo (OKUSA; CRYSTAL, 1994). O Li é
excretado quase inteiramente pelos rins e sua concentracao é afetada quando a
funcéo renal se deteriora, o que ocorre frequentemente no LES (TIMMER; SANDS,
1999). Li também parece aumentar a producao de IL-2 que é deficiente nas células T
do LES e pode ser um dos fatores responsaveis por muitas das anormalidades
imunoldgicas observadas nesses pacientes. Este efeito ocorre pelo aumento do nivel
de trifosfato de inositol como resultado da inibicdo da inositol-1-fosfatase, que
aumenta a liberacdo de célcio no citosol com a ativacdo da proteina quinase C e a
producao de IL-2. Assim, o Li aparece aqui como um ion imunomodulador no curso
da doencga.

Entre as vias relacionadas com o transporte de Li pelas membranas
dos eritrécitos, tem-se a bomba de Na*/K*. Esse processo ocorre com a entrada de Li
na célula pela substituicdo do potassio (LEAL; FERNANDES, 2002). O Li inibe a
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glicogénio sintase quinase 3 (GSK-3), uma enzima capaz de controlar o transporte de
agua e Na* pelo canal de sodio epitelial (ENac) e aquaporina (AQP2, canal de agua)
(GRUNFELD; ROSSIER, 2009). AQP2 ¢ uma proteina presente nas membranas
apicais do tubo coletor (ROCHA et al., 2000). Além de inibir a GSK3, o Li esta
envolvido em outras acbes e respostas, como a sintese de glicogénio e a
hematopoiese. O Li é o Unico inibidor clinicamente utilizado que inibe a GSK3 de
maneira direta e indireta (RYVES; HARWOOD, 2001). Associada ao aumento de Li
no grupo LES esté a insulina, separando-o do grupo controle, cujo aumento diminui
glicose no organismo.

Adicionalmente, a glicogénio sintase quinase 3 (GSK-3), em testes
realizados, mostrou ser a unica proteina inibida pelo Li em niveis terapéuticos
tolerados, enquanto outras proteinas foram inibidas parcialmente pelo metal. Outra
importante caracteristica da GSK-3 da-se pelo fato de ndo haver compartilhamento
estrutural junto a outras enzimas sensiveis ao Li (O’'BRIEN; KLEIN, 2009). Estudos
futuros de outros aspectos envolvendo o Li em humanos ainda sdo necessarios, para
melhor compreensao dos efeitos moleculares desencadeados no organismo humano
pela acao do metal (PETIT-PAITEL et al., 2009).

Ferro

Nesse estudo, as menores concentracoes de Fe foram obtidas no
grupo LES (770,6+314,1 pg L"), quando comparado com o grupo controle

(1000,0+439,4 ug L), conforme a Tabela 2. As alteragdes no metabolismo do Fe tém
sido associadas a Rl e a diabetes mellitus tipo 2 (DM T2) (ZANDMAN-GODDARD;
SHOENFELD, 2007). A participacdo do Fe nas reagbes com ERO geram moléculas
que desencadeiam o estresse oxidativo, resultando em danos as células beta
pancreaticas e prejudicando a liberacado de insulina (KANETO et al., 2010; VIEIRA,
2016). O metabolismo do Fe mostrou alteragdes significativas na DM T2 e no
metabolismo da glicose segundo Lee et al. (2006). Em individuos expostos
ocupacionalmente, com a diminuicdo dos niveis de Fe, houve melhora na
sensibilidade a insulina (JOMOVA; VALKO, 2011).

Ferro e ferritina estdo relacionados aos mecanismos de doencas

inflamatérias croénicas, autoimunes e RI. Niveis elevados de ferritina interferem na
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liberagdo de insulina hepatica, aumentando os niveis de insulina e a RI. Essa
resisténcia, quando ocorre por via hepatica, é o efeito inicial pelos danos dependentes
de Fe (JUNG et al., 2013; LOZOVOY et al., 2013).

O Fe é armazenado no organismo através das cadeias H e L na
ferritina, uma proteina com 24 subunidades peptidicas. O Fe armazenado na ferritina
ocorre na forma sollvel e de modo seguro para o organismo. A liberacdo de Fe
acontece de maneira controlada. A ferritina tem estrutura com capacidade de
armazenar 4500 atomos de Fe(lll) (VANARSA et al., 2012). Em processos
inflamatérios crénicos, a ferritina libera maior quantidade de cadeia H e,
consequentemente, ha diminuicdo dos niveis de ferro nas células (ZANDMAN-
GODDARD; SHOENFELD, 2007). Isso explica, portanto, os niveis menores de Fe
obtidos neste estudo em pacientes com LES. Embora a fungédo da ferritina seja de
natureza complexa no LES, outros aspectos devem ser levados em consideracao,
como atividade e manifestacdo da doenca. A participacao da ferritina em uma doenca
inflamatéria como o LES deve ser avaliada junto ao metabolismo do Fe (MASCITELLI;
PEZZETTA, 2005).

Nos individuos com LES, a deficiéncia de Fe pode ser encontrada em
até 70% dos casos, durante a evolucdo da doenga. A anemia mais comum nos
pacientes com LES é conhecida como anemia da doencga crénica (ADC), e tem como
caracteristica a deficiéncia no transporte de Fe para a medula 6ssea, mesmo
apresentando valores normais ou elevados na reserva de Fe (KLACK; BONFA;
BORBA NETO, 2012). Na ADC, a ingestao de suplemento alimentar contendo Fe
geralmente nao influencia nos niveis do Fe no organismo, ao contrario da anemia por
deficiéncia por Fe (PRADHAN et al., 2016). Em outro estudo, realizado por Lozovoy
et al. (2013), niveis menores de Fe em pacientes com LES também foram

encontrados, além da Rl.

Zinco

Zinco apresentou, tanto para os individuos do grupo controle como
para o grupo LES, concentragcbes acima dos valores referéncia (<1000 pg L)
(TYLER, 1994). No entanto, de acordo com a Tabela 2, as menores concentragbes de

Zn nas amostras com LES (25324578 ug L-'), quando comparadas ao controle
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(32861920 ug L"), podem se dar pelo envolvimento do metal com a sintese, a
secrecdo e 0 armazenamento da insulina (GONZALEZ-VILLALVA et al., 2016).

Em um estudo de revisdo, segundo Foster e Samman (2012), a
diminuicdo da quantidade de Zn resulta na diminuicdo dos niveis séricos de insulina
devido ao aumento na producgéo de proteinas inflamatérias que danificam as células
beta pancreaticas, responsaveis pela producédo de insulina. De acordo com essas
informagdes, em sua maioria, concentragbes menores de Zn também foram
encontrados em pacientes com LES, em comparagdo com controles saudaveis
(SAHEBAR I et al., 2014; TOTH et al., 2017; YILMAZ et al., 2005). Mas nem todos os
estudos confirmaram a diminui¢cao nos niveis de Zn (NOSSENT et al., 2017). Sahebari
et al. (2014) levantaram a hip6tese de que os niveis séricos mais baixos de Zn em
pacientes com LES poderiam ser explicados pelo aumento do consumo de Zn
induzido pelo estresse oxidativo, uma vez que esse oligoelemento € um cofator de
enzimas antioxidantes; esses autores também argumentaram que a deficiéncia de Zn
poderia estar envolvida na disfuncao de células T (SAHEBARI et al., 2014). Além
disso, 0 consumo inadequado de Zn foi relatado em um estudo que investigava a
ingestao dietética de criancas e adolescentes com LES juvenil (CAETANO et al.,
2009), indicando que insuficiéncia de nutrientes na dieta também pode ser, pelo
menos parcialmente, responsavel por esses niveis mais baixos. Strickland et al.
(2013) descobriram que uma dieta enriquecida em doadores de metilo e os cofatores
de zinco, acido folico e vitamina B12 melhorou a resposta de anticorpos anti-DNA e a
doenca renal no modelo de Iipus murino transgénico, sugerindo que micronutrientes
dietéticos, como Zn, podem melhorar a doenga de LES (STRICKLAND et al., 2013).

O Zn desempenha acbes importantes no metabolismo de
carboidratos; o metal estimula a via glicolitica, aumentando a atividade das enzimas
fosfofrutoquinase e piruvato quinase. O metal atua também inibindo a gliconeogénese.
A inducao pelo Zn na translocacdo do GLUT na membrana plasmatica aumentou a
absorcao de glicose celular, resultando na diminuicdo dos niveis de glicemia
(RANASINGHE et al., 2015). Pelo fato de o Zn estar relacionado com a sintese, o
armazenamento e a secre¢ao da insulina, nos casos de hiperglicemia ocorre maior
liberagdo de Zn através das vias urinarias, resultando na diminuigéo de niveis de Zn
no organismo, como observado neste estudo. Com os niveis diminuidos de Zn no
organismo, as células das ilhotas tém suas funcbes afetadas para secretar insulina
(SOINIO et al., 2007; VIKTORINOVA et al., 2009). Em um estudo realizado por
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Viktorinova et al. (2009), demonstraram menores concentragdes de Zn nos pacientes
com DM T2 (VIKTORINOVA et al., 2009). Em estudo realizado por Tang e Shay
(2001), foi demonstrado que o Zn eleva o transporte de glicose induzida por insulina
e também o transporte de glicose na célula agindo através da via de sinalizagdo da
insulina. Pelo fato de o Zn estar envolvido na sinalizacdo da insulina, suplementos
contendo Zn podem ser considerados como adjuvante no tratamento de DM T2
(JANSEN et al., 2012). No caso de LES, a suplementacao por Zn poderia ser sugerida
apoés estudos mais aprofundados.

Chumbo

Neste estudo, de acordo com a Tabela 2, as maiores concentracoes
de Pb foram encontradas no grupo controle (40,3+15,7 ug L"), que apresentou maior
dispersdo das amostras quando comparado ao grupo LES (25,2+8,5 ug L'). A
concentracdo de Pb esperada em soro é <13,0 ug L=! (PAOLIELLO et al., 2001). A
dispersao das amostras relacionada ao Pb também esteve relacionada a influéncia de
Mo e Fe. Em um estudo de Mohmand et al. (2015), niveis de Pb semelhantes foram
encontrados em amostra sérica. No presente estudo encontramos correlagdo positiva
entre Pb e os niveis de glicose.

Existem relatos sobre a quantificacdo dos niveis plasmaticos de Pb
poderem refletir melhor a fracdo livre do metal, além de apresentar maior
biodisponibilidade e, assim, poder circular pelos tecidos do corpo humano, quando
comparados com Pb presente no sangue total (SMITH et al., 2002). Ha evidéncias
que sustentam a ideia de que Pb induz alteragdo imune em relacdo a imunidade
semelhante a Th2 (humoral) (HEO; PARSONS; LAWRENCE, 1996), e regula a
ativacdo imune Th1 (intracelular). A administracdo de Pb resulta em niveis mais
elevados de monofosfato de adenosina ciclica intracelular (CAMP) em células Th1,
sugerindo que o Pb aumenta a adenil ciclase (HEO; LEE; LAWRENCE, 1998). E niveis
elevados de cAMP sao inibitérios para as células Th1. Essa regulacao positiva da
adenil ciclase nas células em Th1 das células T é o meio pelo qual a norepinefrina e
o sistema nervoso simpatico induzem mudancas imunolégicas semelhantes a
imunidade do tipo 2 (SANDERS, 1995).
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Outra indicacado de supressao induzida por Pb na imunidade Th1 é
que os ratos tratados com Pb reduziram a resisténcia do hospedeiro aos agentes
patogénicos que exigem as defesas imunes do tipo 1 (LAWRENCE, 1981). Os ratos
geneticamente predispostos ao lupus eritematoso sistémico murino (LES) mostraram-
se suscetiveis a uma exacerbacao do LES induzida por Pb (HUDSON et al., 2003).

Em estudo realizado por Novakova et al. (2015), ratos foram expostos
a baixas concentracdes de acetato de chumbo (100 umol L="). Embora os testes
tenham mostrado niveis de glicose e atividade da amilase diminuidos e atividade de
LDH aumentada, ndo houve alteragdo nos niveis de hemoglobina glicada. Os
parametros avaliados sdo muito Uteis na avaliacao por intoxicacao através de chumbo
(NOVAKOVA et al., 2015).

Os dados apresentados na literatura envolvendo Pb sdo, em sua
maioria, de individuos expostos ocupacionalmente ou em experimentos que utilizaram
animais como modelos, pelo fato de o Pb ser um metal toxico. Nao ha, até o presente
momento, estudos que avaliaram efeitos ou mecanismos envolvendo o Pb no
metabolismo da glicose e Rl em pacientes portadores de LES. Neste estudo,
pacientes LES com RI apresentaram Pb como um metal importante.

Por ser o Pb um metal ndo essencial que, até o0 momento, ndo tem
funcao bioldgica conhecida em humanos, é questionavel estabelecer niveis seguros
para a exposicao ao metal (AHAMED; SIDDIQUI, 2007).

Cobalto

A concentracdo de Co nao teve variacbes significativas para as
amostras do grupo controle (2,2+0,9 ug L"), conforme a Tabela 2, embora estejam
acima do valor de referéncia (<0,3 ug L") (TYLER, 1994). Os resultados de Co neste
estudo foram semelhantes aos descritos por Btazewicz et al. (2013). Mas, de forma
curiosa, os resultados para Co nas amostras do grupo LES estiveram abaixo do limite
de deteccdo (LD) da técnica ICP-MS (0,005 pug L="). No entanto, de acordo com
Galanis, Karapetsas e Sandaltzopoulos (2009), ions Co?*, em concentragdes
elevadas, podem desencadear estresse oxidativo e contribuir para a geracao de ER,

desencadeando danos celulares.
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Exposicao ocupacional ao Co, mesmo em baixas concentragdes e a
longo prazo, pode desencadear efeitos prejudiciais a saude, afetando diversos érgaos
e tecidos humanos. Os mecanismos sobre a toxicidade do Co ainda ndo sao claros.
Mas, conhecendo os efeitos causados no organismo, o metal possui grande afinidade
pelo grupo tiol (SH), resultando na inibicao de enzimas importantes (BARCELOUX,
1999b). A geracdo de ERO nas células é semelhante as reagdes de Fenton,
desencadeando o estresse oxidativo, além de danos oxidativos a DNA, proteinas e
lipidios (JOMOVA; VALKO, 2011).

Cadmio

A dispersao das amostras relacionadas ao Cd foi influenciada por
niveis de Cd menores para o grupo LES (3,8+1,2 ug L") em relagdo ao controle
(15,5+17,9 ug L"), conforme a Tabela 2, que apresentou um desvio padrdo muito
elevado, provavelmente relacionado ao ambiente no qual o individuo vive, comparado
ao valor de referéncia (<0,1 ug L=') (TYLER, 1994).

Existem indicios sobre a acao do Cd em elevar os niveis de glicose
em experimentos tanto em humanos quanto em animais.

No estudo realizado por El Muayed et al. (2012), inibigdo nos niveis
de insulina foi observada apds as células beta pancreaticas terem sido expostas a
concentragdes variadas de Cd.

Neste estudo Cd apresentou-se como um metal importante em
pacientes LES com RI. O Cd foi associado com os maiores niveis de glicose. O Cd é
um metal ndo essencial com efeitos toxicos. A principal fonte de Cd é a alimentacao,
principalmente arroz, graos e frutos do mar (CHUNHABUNDIT, 2016). O padrao
comum de refeicao brasileira é abundante em arroz branco (DREHMER et al., 2017).
Acredita-se que o Cd altera o metabolismo da glicose, afetando os érgaos-alvo, como
o pancreas (diminuicao da secrecao de insulina), o figado (aumento da atividade das
enzimas da gliconeogénese), tecido adiposo (expressao decrescente do transportador
de glicose, GLUT4), glandulas adrenais e rins (CHUNHABUNDIT, 2016). Além disso,
0s niveis dos marcadores inflamatérios, como PCR, tém sido associados a
insuficiéncia da homeostase da glicose e ao aumento do risco de desenvolvimento de
diabetes (MUGABO; LI; RENIER, 2010). Consequentemente, ocorreu uma
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associacgao positiva entre Cd e PCR, que confirmam achados anteriores na populacao
americana em geral (LIN et al., 2010). Colacino et al. (2014) investigaram a relacao
entre Cd e PCR e argumentaram que Cd € um indutor de estresse oxidativo, o que
levaria a inflamacao sistémica; a suposicao baseou-se na associagao entre Cd e PCR,
que foi mais forte entre os individuos que ingeriram menos nutrientes anti-
inflamatorios e antioxidantes, o que da suporte a nocao de que o estresse oxidativo
esta envolvido na inflamacéao induzida por Cd (COLACINO et al., 2014).

Em um estudo de revisao dos autores Gonzalez-Villalva et al. (2016),
embora o vinculo entre Cd e glicose tenha apresentado resultados controversos, o
metal, quando relacionado ao estresse oxidativo, pode exercer influéncia nos niveis
de glicose. Em outro estudo, agora realizado por De Blas Bravo et al. (2007), também
foram encontradas concentracbes de Cd em amostras de soro de individuos
saudaveis, semelhantes as deste estudo. Nao ha, até o presente momento, na
literatura, estudos explorando mecanismos de acao detalhados envolvendo o Cd na
Rl em individuos com LES.

Foi demonstrada uma correlagdo negativa entre Cd e SLEDAI. No
entanto, a relacao entre esses parametros ainda nao esta bem estabelecida. Bigazzi
(1994) relatou que trabalhadores expostos ao Cd podem desenvolver proteinuria,
nefrite tubulointersticial e ocasionalmente dano glomerular, quadro caracteristico da
doenca ativa. Por outro lado, ratos tratados com Cd nao apresentaram resposta
autoimune. Assim, a correlacdo entre a atividade do Cd e do LES merece uma
investigacdo mais profunda.

A exposicao através do Cd tem sido associada a manutencao de
niveis elevados de glicose sanguinea e, como consequéncia, favorece o
desenvolvimento de DM T2 (SCHWARTZ; IL'YASOVA; IVANOVA, 2003).

Alteracdes importantes, como o aumento da peroxidagao lipidica, a
diminuicdo dos niveis de liberacdo de insulina, maior ativacdo de células
neoglicogénicas e a diminuicao dos receptores de insulina, sdo fatores envolvidos na
hiperglicemia induzida através do Cd (HAN et al., 2003).

O Cd também influencia na diminuicdo da tolerancia a glicose e
aumenta a Rl (EDWARDS; PROZIALECK, 2009). Em um estudo realizado por estes
autores, ratos foram expostos ao Cd por doze semanas. A exposi¢ao resultou no
aumento dos niveis de agucar. Também houve diminuicdo nos niveis de insulina

sérica e maior concentracao de Cd no pancreas; as células p pancreaticas produtoras
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de insulina também foram afetadas. Um mecanismo provavel tem sido atribuido ao
Cd devido ao efeito danoso que o metal desencadeia nas células B pancreaticas em
ratos, resultando na diminuicao da producao de insulina (EDWARDS; PROZIALECK,
2009).

Cobre

Neste estudo, concentracdes de Cu para o grupo LES foram menores
(1024,5+288,4 ug L") que no grupo controle (1126,8+396,9 ug L"), conforme a
Tabela 2. O valor de referéncia para Cu é (<1000 ug L=') em individuos saudaveis
(TYLER, 1994). A dispersado das amostras relacionadas ao Cu esteve relacionada a
concentragdes mais elevadas do metal. Em um estudo realizado por Evliyaoglu et al.
(2004) foram encontrados niveis de Cu sérico maiores nos pacientes com IMC
superior a 30 e portadores de DM T2, enquanto individuos saudaveis apresentaram
niveis menores de cobre sérico.

fons Cu* e Cu?* na forma livre sdo muito reativos e quando presentes
em concentracbes elevadas podem desencadear danos celulares, devido a
participacao em reacdes de oxidorreducao e geracao de (*OH) hidroxila (GAETKE;
CHOW, 2003). De acordo com Tangvarasittichai (2015), a participagdo do Cu nessas
reacdes gera estresse oxidativo, que esté associado a RI. Os ions Cu livre em excesso
possuem alto potencial oxidativo e podem gerar ER, provocando danos celulares.
Sendo assim, a homeostase do metal no organismo deve ser regulada, para manter
os niveis adequados (KODAMA; FUJISAWA; BHADHPRASIT, 2012). O Cu é
armazenado principalmente no figado, 6rgdo que desempenha fungdes importantes
na homeostase do metal (LAUWENS et al., 2016).

Este estudo encontrou uma associacao positiva entre os niveis de Cu
e PCR nos grupos controle e LES. Essa relagédo tem sido consistentemente observada
mesmo em populagdes saudaveis (BO et al., 2008; BUI et al., 2012; GHAYOUR-
MOBARHAN et al., 2005). Da mesma forma que a associacao verificada entre Cd e
PCR, a ligacao entre niveis de Cu e PCR pode ser mediada pelo estresse oxidativo
(BO et al., 2008).
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Ferro e Molibdénio

Neste estudo, as concentragcdes de Mo no grupo controle foram
(3,03+2,37 ug L") e no grupo LES (3,24+0,83 ug L"), conforme a Tabela 2. Existe
uma relacao entre o metabolismo do Fe e Mo. Segundo estudos de Hanzelmann et al.
(2004) e de Mendel e Kruse (2012), o Mo destaca sua atividade biol6gica na presenca
de proteinas especificas, resultando no grupo prostético. A biossintese do cofator do
Molibdénio (Moco) esta relacionada ao metabolismo do Fe pelos grupos heme e
cluster redox ativos [4Fe-4S]?+. Os valores de referéncia para o Mo em amostras
séricas é < 3,0 ug L' (DIAGNOSTICO DO BRASIL, 2017).

Foi observado aumento dos niveis de Mo em pacientes com LES, no
presente estudo, embora nao tenha sido encontrada associacao entre LES e Mo para
a avaliagao estatistica univariada. No entanto, na ACP o Mo, aparece associado ao
Zn, Cd e Pb para pacientes LES com RI. A hipersensibilidade ao Mo foi proposta como
um gatilho ambiental de LES ANA-negativo (FEDERMANN et al., 1994).

Inesperadamente, a importancia dessa questao foi subestimada nos estudos do LES.

Vanadio

Neste estudo, as menores concentracdes de V foram encontradas no
grupo LES (12,0+4,8 ug L"), guando comparadas ao grupo controle, de (17,5+4,7 ug
L"), de acordo com a Tabela 2. O grupo LES também apresentou maiores valores de
insulina. Em um estudo de Niu et al. (2016), esses resultados sao justificados pelo
fato de o V possuir acao hipoglicemiante e atuar no metabolismo da glicose através
da inibicao proteinas tirosina fosfatases, resultando na elevacao da fosforilagdo dos
intermediarios, ativando a via de sinalizacdo da insulina e a translocacao do
transportador GLUT para a membrana plasmatica (NIU et al., 2016).

De acordo com Fortoul et al. (2014), o V potencializa a acado da
insulina conduzindo a diminuicao dos niveis de glicose no sangue. Em nosso estudo
foram encontrados niveis de V semelhantes aos obtidos na pesquisa de De Blas Bravo
et al. (2007).
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Os compostos de V tém sido utilizados com finalidade de melhorar os
efeitos na resposta insuficiente da insulina em DM. Sdo compostos que nao
substituem a falta de insulina em doencas como DM T1, mas podem diminuir 0 uso
de insulina por farmacos utilizados em DM T2 (THOMPSON; ORVIG, 2006).

Pelo que se pode observar, este é o primeiro estudo relatando a
diminuicao dos niveis de V em pacientes com LES. As espécies de V afetam a funcéo
de diversas enzimas e podem desempenhar um papel importante em varios
mecanismos-chave na regulagdo imunolégica, envolvidos na sinalizagdo das células
B e T e na ativacdo de varias interleucinas, como IL-2, IL- 4, IL-6 e IL-10 (TSAVE et
al., 2016). Assim, o papel de V no LES merece uma investigagdo mais aprofundada.
Embora tenha sido relatada uma associagao inversa entre os niveis séricos de Li e V
(CAMPBELL; PEET; WARD, 1988). Os dados apresentados aqui e a literatura
atualmente disponivel ndo nos permitem inferir a causa desses niveis diminuidos, o
que também pode estar relacionado a diminuicao da ingestao, absor¢cao reduzida,

mecanismos de absor¢do ou aumento da excrecao.
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6 CONSIDERACOES

Algumas limitagdes devem ser consideradas neste estudo. Primeiro,
trata-se de um estudo transversal e, portanto, ndo permite inferéncias sobre relacoes
causais. Segundo, os pacientes deste estudo mostram uma atividade baixa da
doenca, como indicado pelo escore de SLEDAI de 3 (2-6), em consequéncia, Nn0Ssos
achados podem nao ser aplicaveis a pacientes com maior atividade de doenca.
Estudos adicionais devem ser realizados em pacientes com LES com maior indice de
SLEDAI para verificar os perfis de metais téxicos e oligoelementos quando a doenca
€ mais agressiva. Outra limitacdo deste estudo € que a maioria dos pacientes com
LES recebeu medicamentos com propriedades anti-inflamatérias e/ou
imunomoduladoras, e isso pode afetar os resultados (PERETZ; NEVE; FAMAEY,
1989).

No entanto, o presente estudo também possui varios pontos fortes.
Primeiro, a nosso conhecimento, este é o primeiro estudo que avaliou a relacao entre
oligoelementos e metais toxicos com Rl no LES. Além disso, a selecao rigorosa de
pacientes e avaliagdo estatistica completa agregam valor a este estudo. Além disso,
0s pacientes incluidos aqui foram recrutados no mesmo més do ano, minimizando os
possiveis efeitos da sazonalidade nas variaveis (HAGA et al., 1999).

A Figura 14 apresenta o agrupamento hierarquico para as variaveis.
Pode-se observar elevada similaridade entre Ins, HOMA, GLI com Li, além da
formacao de grupos que separam Fe e Mo, de V e Co de outros metais contaminantes,
agrupados Zn, Pb, Cu e Cd.
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Figura 14 — Agrupamento hierarquico determinado pelo Método de Ward —
distancia reescalonada para as variaveis dos grupos LES e controle

(L] ! |

Fonte: O préprio autor.

Na Figura 15 pode-se observar a formacdo de dois grupos bem
distintos, separando pacientes com LES daqueles do grupo controle. Algumas
amostras do grupo controle se colocam no grupo LES, e vice-versa. A dispersao nas
amostras ocorreu pelos niveis de cada metal presente na amostra ou outros

parametros, como glicose, insulina e HOMA-IR ou pela influéncia de ambos.



Figura 15 — Agrupamento hierarquico determinado pelo Método de Ward —
distancia reescalonada para as amostras dos grupos LES e controle
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7 CONCLUSAO

Os resultados demonstram a importancia da quantificacao dos metais
Li, Cu, Pb, Co, Zn, V, Cd, Mo em amostras séricas de individuos saudaveis € nos
portadores de LES. Os dados demonstraram que os metais e 0s outros biomarcadores
apresentaram separacéao altamente significativa, formando dois grandes grupos bem
distintos constituidos por amostras de LES e grupo controle, no método estatistico. As
variagdes apresentadas nas concentracdes dos metais podem estar relacionadas com
fatores ambientais aos quais o individuo é exposto ou outra condicdo especifica,
intrinseca, envolvida na doenca de LES.

O Li foi o unico metal que apresentou niveis elevados no LES
juntamente com os outros marcadores HOMA e insulina. Os demais metais
apresentaram menores concentragdes nos individuos com LES.

As informacdes disponiveis na literatura apresentam, na maioria das
vezes, a maneira de interacdo dos metais com as células e proteinas, a forma como
sao transportados, armazenados e excretados. Ainda sdo escassos, na literatura,
mecanismos detalhados envolvendo os metais e o aspecto imunolégico em pessoas
com LES e sujeitos saudaveis. Estudos futuros sao necessarios para a compreensao
minuciosa de mecanismos envolvidos entre metais e LES, assim como a metodologia
estatistica.

Os resultados indicam que os pacientes com LES tém diferentes perfis
de oligoelementos e metais téxicos em comparagdo com controles saudaveis. O
aumento de Li e a diminuicdo dos niveis de V, Zn e Pb foram associados ao
diagndéstico de LES, mas néao tiveram efeito sobre a atividade da doencga e RI.

Ao separar o grupo LES com e sem resisténcia a insulina, pode-se
destacar a influéncia de metais potencialmente téxicos como Zn, Mo, Cd e PB,
separando pacientes LES com Rl dos sem Ri, indicando um caminho no
estabelecimento de novos parametros a serem estabelecidos para a composicao do
quadro de variaveis que descrevem a doenca LES.

Estudos futuros sdo necessarios para elucidar os mecanismos pelos

quais esses elementos estdo associados ao LES.
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