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Resumo

A exposicao ao mercurio (Hg) causa efeitos deletérios a saude, incluindo
doengas cardiovasculares. Embora os mecanismos nao estejam precisamente
definidos, metaloproteinases (MMPs) -2 e -9 podem estar envolvidas. Expresséo e
atividades aumentadas destas MMPs sao demonstradas em diversas condicbes
patolégicas, e estudos demonstraram que o0s niveis circulantes de MMPs
poderiam ser usados como marcadores de risco cardiovascular. O gene que
codifica a MMP-9 apresenta polimorfismos que afetam a expresséo e o nivel de
atividade desta enzima, sendo que dois deles, presentes na regidao promotora [C’
19627 o (CA),], sdo funcionalmente importantes, tendo sido associados a diversas

doencas.

Investigamos se existe associacao entre os niveis circulantes de MMP-2,
MMP-9 e seus inibidores enddgenos (TIMPs) -2 e -1 com os niveis circulantes de
Hg, em individuos expostos ao metal por consumo de peixes, na Amazbnia
Brasileira. Em seguida, examinamos se os polimorfismos da MMP-9 afetam os

niveis circulantes de MMP-9, nestes individuos.

Para isso, analisamos as concentragdes de Hg no sangue e plasma desses
individuos por espectrometria de massas com plasma indutivamente acoplado
(ICP-MS). As concentragcées de MMPs e TIMPs foram medidas nas amostras de
plasma por zimografia e ELISA, respectivamente. Espécies reativas ao acido
tiobarbiturico (TBARS) foram medidas no plasma, para dosar estresse oxidativo.
Os niveis de selénio (Se) foram determinados por ICP-MS, por este ser um
antioxidante. O DNA genbmico foi extraido das amostras de sangue e os

gendtipos dos polimorfismos C'°%?T e (CA), foram determinados. A relagdo entre
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os bioindicadores de Hg e os niveis de MMPs, assim como a relagdo entre 0s
gendtipos da MMP-9 e os niveis de MMP-9 foram examinados usando modelos de

regressao multipla.

Nao foi encontrada relacdo entre Hg no sangue ou plasma e MMPs.
Contudo, Hg no plasma foi negativamente associado com os niveis de TIMPs,
resultando em aumento nas razées MMP-9/TIMP-1 e MMP-2/TIMP-2, o que indica
uma associacao positiva entre Hg no plasma e o grau de atividade de MMP-9 e
MMP-2. Os polimorfismos da MMP-9 ndo se relacionaram aos niveis de MMP-9
quando todos os individuos foram analisados juntos. No entanto, quando dividimos
a populacado estudada em tercos, com base nas concentracdes plasmaticas de
Hg, o polimorfismo (CA), afetou o grau de atividade da MMP-9 no grupo com
niveis mais baixos de Hg no plasma. Os niveis de MMP-9 foram mais altos em
pessoas com genotipos que incluiam o alelo com mais de 21 repeticdes CA (alelos
H), e menos naqueles cujo gendtipo incluia alelos com menos de 21 repeticdoes
CA (alelos L). Nos grupos com niveis intermediarios ou altos de Hg no plasma,
este polimorfismo nao teve efeito. Nenhuma associacdo foi encontrada entre o

polimorfismo C"°%T e os niveis de MMP-9, nos trés grupos.

Esses achados mostram o efeito do Hg sobre o grau de atividade de MMPs,
e que o efeito do Hg sobre a MMP-9 € modulado pelo polimorfismo (CA), da MMP-
9. O aumento do grau de atividade poderia aumentar o risco de desenvolvimento
de doencas cardiovasculares em pessoas expostas ao Hg, principalmente nas que

apresentam o genétipo HH.
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Abstract

Mercury (Hg) exposure causes health problems, including cardiovascular
diseases. Although the mechanisms are not precisely defined, metalloproteinases
(MMP) -2 and -9 may be involved. Increased expression and activities of these
MMPs are demonstrated in several pathological conditions, and recent studies
have demonstrated that circulating levels of MMPs could be used as a blood-borne
biomarker for cardiovascular risk, even in healthy individuals. The gene encoding
MMP-9 presents genetic polymorphisms which affects the expression and activity
level of this enzyme, two of them, present in the promoter region [C'°%*T and

(CA)y] are functionally relevant, having been involved in several diseases.

We investigated if the association between circulating levels of MMP-2, MMP-
9 and their endogenous inhibitors (TIMPs) -2 and -1 with circulating levels of Hg in
individuals exposed to metal through consumption of fish in the Brazilian Amazon.
Then, we examined whether these MMP-9 polymorphisms affect circulating MMP-9

net levels in persons exposed to mercury.

For this purpose, we analyzed the concentrations of blood and plasma Hg by
inductively coupled plasma-mass spectrometry (ICP-MS). MMPs and TIMPs
concentrations were measured in plasma samples by zymography and ELISA,
respectively. Thiobarbituric acid-reactive species (TBARS) were measured in
plasma to assess oxidative stress. Selenium (Se) levels were determined by ICP-

MS, because it is an antioxidant. Genomic DNA was extracted from whole blood,
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and genotypes for the C™'°%?T and the microsatellite (CA), polymorphisms were
determined. The relationships between biomarkers of Hg and MMPs levels, as well
as the relationship between MMP-9 genotypes and MMP-9 levels, were examined

using multivariate regression models.

No relationship was found between Hg in blood or plasma and MMPs.
However, plasma Hg levels were negatively associated with TIMPs levels, and
thereby with increasing MMP-9/ TIMP-1 and MMP-2/TIMP-2 ratios, thus indicating
a positive association between plasma Hg and circulating net MMP-9 and MMP-2
activities. The polymorphisms of MMP-9 were not related to MMP-9 net levels
when all subjects were analyzed together. However, when we divided the
population into tertiles of plasma Hg concentrations, the polymorphism (CA),
affected MMP-9 concentrations and MMP-9/TIMP-1 ratios in people with lower
levels of Hg. MMP-9 levels were higher in persons with genotypes including alleles
with more than 21 CA repeats (H alleles) and lower in those whose genotype
including alleles with less than 21 CA repeats (L alleles). Conversely, this
polymorphism had no effects in persons with intermediate or high plasma Hg level.
No association was found between the C'°%*T polymorphism and MMP-9 levels in

the three groups.

These findings show the effect of Hg on MMP-9 net, and that this effect is
modulated by the (CA), polymorphism of MMP-9. The increase in MMPs levels
could increase the risk of developing cardiovascular diseases in persons exposed

to Hg, especially those with HH genotype.
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1. Introducao



1.1. Mercurio na historia

O mercurio € classificado como um metal téxico (P.M. 200,59), sendo este o
unico metal liquido a temperatura ambiente [1]. Seu simbolo quimico, Hg, é a
abreviatura de seu antigo nome hydrargyrum (Latim), hydrargyrus (Grego),

significando literalmente agua/prata (prata liquida) [1].

Historicamente, esse metal foi nomeado, por alquimistas medievais, depois
de um deus e um planeta terem recebido este mesmo nome. Gregos e Romanos

veneravam Mercurio como patrono dos mercantes [2].

Mercurio, na forma de minério vermelho brilhante, o cinabrio (sulfeto de
mercurio), era utilizado pelos chineses para preparar tinta vermelha ha mais de
3000 anos [1]. Também foi encontrado em tumbas egipcias, talvez como
conservante ou como protetor contra espiritos malignos [1]. Pessoas também
usavam compostos de mercurio como constituintes de cremes cutaneos, para
tratamento de infecgdes [1]. Na Europa, na Idade Média, mercurio era usado
principalmente no tratamento de sifilis, sendo retratado na frase: “Uma noite nos
bracos de Vénus, uma vida em Mercurio”. Nessa mesma época, Paracelsus, um
famoso médico da época, notou que pequenas quantidades de Hg eram eficazes
no tratamento da sifilis. No entanto, grandes quantidades eram fatais aos seus
pacientes, fazendo, entao, seu pronunciamento de que “a dose faz o veneno”, que

permanece até hoje como o principio fundamental da toxicologia [3].
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Compostos de mercurio foram utilizados em outros campos além do médico
[1]. Apb6s a revogacao do Tratado de Nantes (1685), muitos huguenotes
(protestantes franceses) emigraram para a Inglaterra, onde fizeram uso do nitrato
de mercurio para tratar o couro para a preparacao de chapéus de alta qualidade.
Aparentemente, o uso de mercurio era bom para os chapéus de couro, mas nao
para os chapeleiros, que freqlientemente sucumbiam a intoxicacado pela inalagao
de mercurio [1]. A descoberta de que o fulminato de mercurio era um detonador
excelente para uma variedade de explosivos ocasionou um aumento substancial

na producdao de mercurio, como registrado nas minas de Almaden, na Espanha

[1].

Até a década de 1970, mercurio em sua forma orgénica, especialmente metil-
e etilmercurio, foram amplamente utilizados na agricultura [1]. No entanto, esta
pratica foi interrompida em conseqiéncia de uma série de intoxicagdes em massa,
tanto em humanos como em certas espécies selvagens [1]. O anti-séptico
dibromo-hidroxifluoresceina (mercurocromo) tem sido amplamente utilizado,
contudo, tem sido causa de varios casos registrados de intoxicagdo [1]. O
timerosal (tiosalicilato de etilmercurio) ainda é usado em vacinas em todo o
mundo, apesar das preocupacdes sobre seus potenciais efeitos toxicos em
lactentes [1]. Compostos fenil- e etilmercurio ainda tém um uso limitado como

agentes antibacterianos [1].

No entanto, foi a forma liquida do mercurio metalico que atraiu mais atencao

[1]. Como é o unico metal liquido a temperatura ambiente, suas propriedades
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fisicas de baixa viscosidade, alta densidade, excelente condutividade elétrica, e

superficie refletora foram a raz&o para suas aplicacées numerosas [1].

Seus usos na era industrial incluem mercurio de bardmetros e termémetros,
eletrodos na producéao eletrolitica de cloro e soda caustica a partir de salina, e em
ignicdes elétricas ainda amplamente utilizadas nos automéveis de hoje [1]. O
vapor do mercurio metalico também tem ampla aplicacdo em lampadas de arco de

mercurio e lampadas incandescentes [1].

A propensao do mercurio liquido a formacao de amalgamas estaveis com
outros metais, especialmente ouro e prata era bem conhecida pelos alquimistas
[1]. A amalgama com ouro poderia ser transformada em ouro puro quando o
mercurio era evaporado por aquecimento em chama [1]. Este truque dos
alquimistas foi utilizado de maneira eficaz na extracdo de outro e prata de seus
respectivos minérios [1]. Com esse intuito, navios espanhdis trouxeram grandes
quantidades de Hg as Américas [1]. Na Franca, no comeco do século 19, a
amalgama de mercurio, principalmente com prata, comecou a ser usada para
preenchimento dentario; e é utilizada até hoje, apesar das preocupagdes sobre

possiveis efeitos tdxicos [1].
1.2. Exposicao ao mercurio e seus impactos na saude humana

O mercurio pode ser encontrado em trés estados de oxidacao, cada um com
perfil téxico especifico [4]. No estado zero de oxidagdo, Hg®, mercurio elementar
existe na forma metdlica liquida ou como vapor [4]. As outras duas formas

inorganicas sdo mercdrio mercuroso (Hg*) e mercirico (Hg?*) [4]. O mercurio
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mercurico pode também formar compostos organicos como: metil-, etil-, fenil- ou

dimetilmercuario [4].

Mercurio metalico € mais nocivo ao ser humano em seu estado de vapor. A
principal fonte de exposicido ao Hg’ é o amalgama dentéario [5], porém, a
exposicdo também pode ocorrer devido a queima de combustiveis fosseis,
emissdes devido a atividade vulcanica, processo de fundicdo em atividades
mineradoras, producao eletrolitica industrial de HCl e NaOH, incineracao de restos
industriais e hospitalares, desgaseificacao derivada da erosdo natural da crosta
terrestre, evaporacdo da agua, e crematérios [4]; além da exposicdo ao Hg® na
forma liquida pelo mercario contido em termdémetros, bardmetros, baterias,
lampadas fluorescentes, esfingomanémetros, medicamentos tdpicos e substancias

utilizadas em praticas magico-religiosas [4].

Compostos contendo mercurio inorganico na forma de sais mercurosos
(HgClo) ou mercuricos (HgoClo) sdo usados em cremes clareadores de pele,
antisépticos, antibactericidas, diuréticos e pds usados quando ha desconforto
dentério (calomel) [4]. Aplicagbes ndo medicinais desses sais incluem o uso como

detonadores de explosivos e pigmentos de tintas [4].

A contaminacdo humana por mercurio organico ocorre mais comumente pela
ingestdo de comida contaminada com metilmercario (MeHg), principalmente
peixes e animais marinhos [6]. Os depdsitos de mercurio inorganico em ambientes
aquaticos s&o convertidos por metilacdo em MeHg por microorganismos

(bactérias, fungos e fitoplancton) [6]. Esses microorganismos sdo consumidos por
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outros organismos aquaticos, que sdo consumidos por espécies progressivamente
maiores [6]. O MeHg é acumulado através da cadeia alimentar, atingindo suas
concentracbes mais téxicas em peixes carnivoros maiores e de maior

longevidade, e em alguns mamiferos marinhos [6].

Outra forma organica do mercurio € o etilmercurio, que na forma de
thimerosal tem sido utilizado como antiséptico tépico e como preservativo em
vacinas [7]. Esta forma de mercurio organico tem se mostrado menos toxica que o

metilmercurio [7].

A toxicidade do mercurio depende de suas varias formas quimicas (metalica,
ibnicas e compostos organicos), elevada volatilidade e solubilidade em agua e
lipidios — o que facilita a transposicdo através dos alvéolos pulmonares e da
barreira hematoencefalica — , fixacdo e lesdo do sistema nervoso, grande
reatividade com os grupos sulfidrila, inibicado de varias enzimas e acao auto-imune

[8].

A forma quimica do Hg é um importante determinante da toxicocinética [9].
Em humanos, o vapor de mercurio elementar é prontamente absorvido através do
trato respiratério (aproximadamente 80%), mas muito pouco absorvido pelo trato
gastrointestinal (aproximadamente 0,01%), e de uma forma limitada através da
pele [9]. A extensdo da absorcao do Hg divalente pela inalagdo ou vias dérmicas
sao incertas, mas a absorcao oral de sais inorganicos de Hg pode variar de 2 a

38% dependendo da forma e das condigbes [9]. Formas organicas sdo, no
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entanto, prontamente absorvidas por inalacao e trato gastrointestinal (onde cerca

de 95% do MeHg presente nos peixes ingeridos pode ser absorvido) [9].

Uma vez absorvido, o Hg elementar e Hg organico (como MeHg) sao
amplamente distribuidos em tecidos gordurosos [9]. Em humanos, MeHg no
sangue e outros tecidos pode se ligar a grupos sulfidrila, e pode ser transportando
por aminoacidos carreadores através da barreira hemato-encefdlica, onde se
acumula; um processo similar também resulta na transferéncia placentaria [9].
Devido a sua elevada liposolubilidade, o mercurio metalico também é facilmente
transferido através das barreiras placentaria e hemato-encefédlica [9]. Formas
inorganicas podem alcangar a maioria dos 6rgados, no entanto, sua baixa
lipofilicidade limita sua capacidade de penetrar as barreiras hemato-encefalica e

placentaria [9].

O mercurio absorvido pode sofrer interconversdo metabdlica. O mercurio
elementar (Hg®) pode ser oxidado para Hg?* pela catalase e peréxido de
hidrogénio [9]. MeHg também ¢é convertido ao Hg inorganico através da acao da
flora microbiana e pela producao de espécies reativas de oxigénio e pela interacao
com grupos sulfidrila [9]. Como resultado, quantidades relativamente grandes de
Hg, provenientes de formas metalicas ou organicas, podem se acumular no
cérebro ou tecidos fetais, uma vez que estas formas podem facilmente atravessar
as barreiras encefalica e placentaria, mas tornam-se, entdo, imobilizadas, apés
conversao para o cation inorganico divalente [9]. Estado nutricional, interagdes
medicamentosas, temperatura, flora bacteriana intestinal, genética e idade podem

influenciar o metabolismo do mercurio [9].
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A eliminacdo do mercurio pode ocorrer, principalmente, através da urina,
fezes ou ar expirado, porém existem diversas outras rotas menos importantes [9].
O merclrio elementar é excretado como Hg® no ar expirado, suor e saliva, e como
Hg®* nas fezes e urina [9]. Excrecdo do MeHg ocorre como Hg?* (90% nas fezes e
10% na urina) e também no leite materno (16% do Hg total no leite materno é o
MeHg) [9]. Excregao das formas inorganicas de Hg ocorre principalmente através
da urina, com pouco sendo eliminado por via biliar e fezes; ar expirado, cabelo,
suor, leite materno e saliva também podem contribuir de alguma forma [9]. Os
tempos de meia vida de eliminagdo das diversas formas de Hg sao influenciados
pela espécie, dose, sexo e idade [9]. O tempo de meia vida corporal tem sido
estimado como 70-80 dias para MeHg, 58 dias para Hg elementar e 1-2 meses

para as formas inorganicas [9].

Os dois biomarcadores mais freqlentemente utilizados para determinar
exposicao individual ao metilmercurio sdo as concentragdes de mercurio no cabelo
da nuca e em sangue total; e os niveis encontrados nestes marcadores de dose
interna s&o usados para prevenir ou diagnosticar possiveis efeitos adversos a

saude [10].

Concentragdes de referéncia de mercurio no sangue total sdo tipicamente
inferiores a 5,0ug/L Hg em adultos [11]. Entretanto, dados mais recentes,
publicados nos Estados Unidos, sugerem niveis normais em criangas na ordem de

2,3ug/L Hg e para adultos na ordem de 7,1ug/L Hg [12].
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O leque de sintomas determinados pela contaminacao pelo mercurio mostra
a grande diversidade de efeitos do mercurio [8]. Os principais efeitos adversos
atribuidos a exposicao ao mercurio sao: efeitos gastrointestinais, renais, musculo-
esqueléticos, hepaticos e, principalmente, neurolégicos [13]. Entretanto, mais
recentemente tem sido evidenciado que a exposicdo ao metilmercurio promove

efeitos no sistema cardiovascular [13-16].

Uma das mais sérias consequéncias da exposicdo ao mercurio foi
dramaticamente ilustrada na década de 50, quando altos indices de intoxicacao
por MeHg ocorreu em humanos, pelo consumo de peixes em vilas na Baia de
Minamata, no Japao. A Chisso, uma industria de acetaldeido (subproduto
intermediario na fabricacdo de plasticos) liberou grande quantidade de
metilmercurio na foz do rio Minamata, que resultou em um acumulo de
metilmercurio na fauna da Baia e do mar de Shiranui [17]. A populagao local que
consumia os peixes da regido apresentou diversos sintomas, principalmente
neurolégicos, tanto agudo quanto cronicamente, como: visdo turva, perda auditiva,
perturbacdes olfativas e gustativas, parestesia nas partes distais das extremidades
e em volta do labios, neuropatia periférica, ataxia [17]. Em 1984, um grupo de
pesquisadores avaliou as principais causas de 6bito dos habitantes expostos ao
metilmercurio em Minamata, observando que cerca de 14,1% das mortes, entre
1422 investigadas, ocorreram por doengas cardiovasculares, terceira maior causa

de mortes [18].
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1.3. Exposicao ao mercurio na Amazénia Brasileira

Existem duas principais maneiras da contaminacado por mercurio na regiao
Amazébnica afetar a saude humana: a primeira € por exposicao ocupacional pela
inalacdo direta de vapores de mercurio por garimpeiros e trabalhadores de lojas
de comercializagcdo de ouro; a segunda é através do consumo de peixes
contaminados pela liberacdo e biometilacdo de mercurio em sistemas aquaticos

[19, 20].

A participagédo da atividade garimpeira de ouro na economia da regido de
Tapajés teve inicio no final da década de 50, quando foram descobertas as
primeiras ocorréncias do metal no rio das Tropas, afluente da margem direita do
rio Tapajés [21]. Desde entdo, o garimpo revelou-se como um assunto polémico,
em funcdo da diversidade das questbes sociais, politicas, econémicas e dos
problemas ambientais gerados com a utilizagdo do mercario no processo de
extracdo e a emissao do mercurio para o ambiente [21]. O crescimento acentuado
da produgéo brasileira de ouro nos ultimos quinze anos tem colaborado para uma

alteragao marcante do padrdao de morbidade na regido Amazénica [22].

No garimpo, o mercurio é utilizado na recuperacao de pequenas particulas
de ouro aluvial dos rios [19]. Estima-se que cerca de 100 toneladas de mercurio
tém sido liberadas anualmente na atmosfera durante as ultimas 2 décadas nos
garimpos do Brasil [19]. Aproximadamente 45% disto é liberado nos sistemas
aquaticos durante a amalgamacao e o restante é liberado na atmosfera durante a
gueima da amalgama [19].
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Em areas do ambiente amazénico sem a influéncia direta da garimpagem, a
presenca de mercurio estd associada a queima de biomassa florestal e a
processos de erosao e lixiviacdo das particulas que contém mercuirio associado
aos o6xidos e hidroxidos de ferro, favorecidos pelos desmatamentos, os quais
promovem a exposicdo dos solos [23]. Tudo indica que valores elevados de
mercurio no rio Negro possuem origem natural e tém sido creditados a
mobilizacdo do metal acumulado durante milhares de anos nos solos argilosos,
antigos e profundos que predominam na regido, através de complexos organicos

qgue séo liberados pelo processo de podzolizagao [24].

Uma série de pesquisas vem sendo desenvolvidas na regiao amazénica no
sentido de melhor compreender o ciclo biogeoquimico deste metal e
consequentemente as implicacdes a saude da populacdo exposta principalmente
a forma metilada de mercurio. Harada e colaboradores mostraram que os niveis
de mercurio no cabelo da populacdo da regido do rio Tapajés, especificamente
nas comunidades préximas a cidade de ltaituba variaram em média de 14,1 a 20,8
Hg/g com valores encontrados de até 62,9 ug/g. Em geral, em populacdo nao
exposta ao metilmercurio, os niveis no cabelo deste metal sdo inferiores a 5 pg/g

[25].

Apesar da vasta quantidade de artigos mostrando o elevado nivel de
mercurio na regiao amazénica e em grande parte das comunidades que habitam a
regiao, pouco foi estudado sobre as possiveis conseqliéncias da exposicdo ao
metilmercurio na saude da populacao local. Em sua maioria, os estudos tém como

objetivos analisar sinais neurolégicos de intoxicacdo por Hg, e risco para déficits
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neurocomportamentais. No entanto, outros estudos relacionam intoxicagéo por Hg
e disfuncbes visuais, além de genotoxicidade, disturbios do sistema imune,

alterac6es da pressao sanguinea e estresse oxidativo [26, 27].

1.4. Intoxicacao por mercurio como um fator de aumento do risco

cardiovascular

Além do cérebro, rins e figado, o coragdo é também um 6rgdo alvo do
mercurio [14]. Um estudo realizado em amostras de coragdes apds autdpsia em
46 japoneses expostos ao mercurio determinou os niveis do metal [14]. Os niveis
de mercurio encontrados neste tecido foram similares aos encontrados no cérebro
dos mesmos individuos e aproximadamente 80% do metal estava presente na
forma de metilmercurio [14]. A implicacdo a saude, do acumulo de mercurio no
coracdo, nado estd ainda totalmente caracterizado, e 0s mecanismos da

cardiotoxicidade de mercurio ndo sao ainda conhecidos [14].

Em 2002, Guallar et al. apresentaram resultados de um estudo multicéntrico
da Comunidade Européia em Antioxidantes, Infarto do Miocardio e Cancer de
Mama, feito em oito paises europeus e Israel [28]. Neste estudo, apds o ajuste
para diversos fatores de risco cardiovascular, foram verificados niveis 15%
superiores de mercurio nas unhas dos pés de 684 voluntarios com prévio
diagnéstico de infarto do miocardio em comparagéao a 724 voluntarios sadios [28].
O odds ratio (OR) do quinto com maior concentracdo de mercurio comparado com
0 quinto com menor concentracdo de mercurio nas unhas dos pés foi 2,16, apds o

ajuste para fatores de risco tradicionais e antioxidantes [28].
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Salonen et al. (2000) conduziram um estudo de progressao da aterosclerose
de homens residentes no leste da Finlandia [29]. A concentracao de mercurio foi
dosada em no cabelo de 1014 homens, e a espessura da parede da artéria
carotida foi medida em dois momentos (com 4 anos de intervalo) [29]. Niveis altos
de mercurio no cabelo de um grupo de finlandeses foram associados a progressao
acelerada de arteriosclerose da carétida [29]. Houve um aumento de 7,3% em
média na espessura da artéria para cada mg/g de Hg no cabelo [29].

E importante ressaltar que nesses dois estudos que analisaram Hg no
cabelo, assim como em outros dois ndo descritos acima [30, 31], os niveis médios
de Hg encontrados (média 1,8 — 1,9ug/g) e relacionados a doencas
cardiovasculares foi menor que as concentragdes associadas a neurotoxicidade (>
6ug/g) [32].

Em cultura de células endoteliais, o metilmercario reduziu a produgdo de
oxido nitrico e a atividade da eNOS, sugerindo que esta forma organica do metal

pode estar envolvida na patogénese de doencas cardiovasculares [33].

Diversos estudos relacionam intoxicagéo por mercurio € aumento do risco de
infarto agudo do miocérdio, doencas coronarianas e doencas cardiovasculares em
geral [28, 30, 31, 34, 35]. Muitos destes correlacionam estes eventos com o fato
do mercurio, como um metal de transi¢ao, poder promover a formacéao de radicais
livres, além de ter uma grande afinidade por grupamentos ti6is, e poder formar
complexos insoluveis com selénio [28, 30, 31, 34, 35]. Isto poderia reduzir a

capacidade antioxidante e promover o estresse por radicais livres e peroxidacao

46



lipidica no corpo humano [28, 30, 31, 34, 35]. Isso pode ser particularmente
relevante, pois 0 aumento do estresse oxidativo € um fator modulador muito

importante da expressao e atividade das MMPs -2 e -9 [36, 37].

Por outro lado, fatores nutricionais podem diminuir os indices de estresse
oxidativo [38-41] e possivelmente reduzir a toxicidade do Hg. Por exemplo, selénio
(Se) € um micronutriente com importantes propriedades antioxidantes e pode ter
importantes funcdes bioldgicas e bioquimicas nos organismos [42]. Além disso,
alguns estudos sugerem que o Se pode influenciar os efeitos tdéxicos de metais

pesados, incluindo o Hg [42].
1.5. Metaloproteinases da matriz extracelular

As metaloproteinases da matriz extracelular (MMPs) sao uma familia chave
de enzimas, dependentes de zinco, responsaveis pela degradacdo de varios
componentes da matriz extracelular, incluindo componentes da membrana basal,
0 colageno intersticial, fibronectina e varias proteoglicanas [43]. A degradacao de
componentes da matriz acontece tanto em processos de remodelacao fisioldgica
(desenvolvimento embrionario, morfogénese, reprodugcdo, reabsor¢cdo e
remodelagem tecidual) quanto em processos patoldégicos (destruicao de
cartilagem em artrite, ruptura de placa aterosclerética, reestenose miocardica,
desenvolvimento de aneurismas, metastase tumoral, degeneracdo macular, entre

outros) [44].

A familia das MMPs consiste atualmente em mais de 20 tipos, que

apresentam diferentes substratos, os quais incluem: colagenases (MMP-1, MMP-8
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e MMP-13), gelatinases (MMP-2 e MMP-9), estromelisinas (MMP-3, MMP-10 e

MMP-11) e as MMPs tipo trans-membrana (ex.: MT1-MMP) [37]. Sua estrutura

basica consiste em um pro-dominio, dominio catalitico e um dominio hemopexina

(Figura 1) [45].
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Figura 1. Estrutura das MMPs. Adaptado de Hu, J. et al., 2007. [45]
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Estas enzimas contém um dominio catalitico que apresenta uma seqiéncia
conservada na qual trés residuos de histidina no sitio ativo formam um complexo
com o zinco [46]. S&o secretadas na forma de precursores inativos (zimogénios)
cuja laténcia € mantida através da interacdo entre o residuo de cisteina, presente
no dominio pro-peptidico, com o zinco, presente no dominio catalitico, bloqueando
0 acesso deste ao substrato [46]. A interacao tiol cisteina-zinco pode ser quebrada
por clivagem direta do pro-peptideo por outras proteinases, redugdo do tiol livre
por oxidantes ou in vitro por agentes quimicos como: acetato de para-amino-
fenolmercurio (APMA), SDS e espécies reativas de oxigénio (Figura 2) [37].
Nesses casos, a ligacao tiol cisteina-zinco é quebrada sem clivagem do pro-
peptideo, o sitio catalitico sera exposto e a pro-enzima apresentara atividade;
sendo este o principio da técnica de zimografia, onde a pro-enzima apresenta
atividade gelatinolitica [47]. Porém, in vivo, ocorre inicialmente um ataque
proteolitico que leva a desestabilizacdo da molécula, incluindo a interacéo tiol
cisteina-zinco, que permite um processamento intra-molecular ou inter-molecular
(por formas intermediarias de MMPs parcialmente ativadas) levando a perda total

do pro-peptideo, o que caracteriza o passo final de ativacao da enzima [47].
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Figura 2. Mecanismos de ativacdo das pro-MMPs. Adaptado de Ra, H.J. e

Parks, W.C., 2007 [37].

Além do controle da atividade pela ativacao dos zimogenos, as MMPs podem
ter a atividade regulada através da modulacado da transcricdo e da inibicao por

inibidores teciduais de MMPs (TIMPs) [37].

Os TIMPs sao inibidores teciduais especificos que ligam-se a regiao
altamente conservada de ligagdo ao zinco no sitio de ligagdo nas MMPs ativas,
com estequiometria 1:1 [47]. Sao conhecidos 4 tipos de moléculas (TIMP-1, TIMP-
2, TIMP-3 e TIMP-4) que apresentam 30 a 40% de homologia de aminoé&cidos e
possuem 12 residuos cisteina conservados [47]. O TIMP-1, -2 e -4 sao secretados

em formas sollveis, enquanto o TIMP-3 é associado a matriz extracelular [47]. Em
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condicoes patoldgicas associadas com alteracées nas atividades das MMPs,
mudancas nas concentracdes de TIMPs sdo consideradas importantes devido ao

seu efeito direto sobre os niveis de atividade das mesmas [47].

As gelatinases, MMP-2 e MMP-9, representam uma subfamilia das MMPs
que tém a capacidade de degradar colagenos da membrana basal tipo IV e V,
elastina e gelatina (colageno desnaturado) [48]. Estas enzimas parecem estar
envolvidas em varios processos patoldégicos como: aterosclerose, aneurisma,

problemas cardiovasculares [48].

1.6. MMPs como marcadores de risco cardiovascular

Estudos recentes tém mostrado que niveis circulantes de MMPs estao
associados ao risco a eventos ateroscleréticos e podem ser usados como
marcadores biogquimicos para risco cardiovascular [49], inclusive para individuos

sem doengas clinicas [50, 51].

A MMP-9 estd altamente expressa em regides vulneraveis de placas
ateroscleroticas e, por esta razédo, tem-se sugerido que ela esta envolvida no
processo de remodelamento associado a aterosclerose e ruptura da placa
aterosclerotica [52-55]. Niveis elevados desta enzima foram também relatados em
pacientes com angina instavel [56] e aneurisma de aorta [57-59]. Apoiando estes
achados, Blankenberg et al. mostraram que a concentracao plasmatica de MMP-9
estava inicialmente aumentada em pacientes que subseqlientemente

apresentaram um evento cardiovascular fatal [48].
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Com relagdo a MMP-2, Hojo et al. mostraram que niveis plasmaticos desta
enzima aumentam gradualmente depois de infarto agudo do miocardio, com
elevacao maxima no 212 dia apds o ataque [60]. Varios outros estudos sugerem a
participacao destas enzimas na fisiopatologia de doencgas vasculares isquémicas.
Niveis elevados de MMP-2 foram observados em pacientes com angina pectoris
estavel e instavel [56], bem como em placas ateroscleréticas da artéria coronaria

[61].

Além da participacao nas doencgas vasculares isquémicas, aumentos das
concentracdes plasmaticas de MMP-2 foram também relacionados com a
severidade da disfuncdo sistdlica do ventriculo esquerdo em pacientes com
cardiomiopatia hipertréfica, o que sugere que mudancas nos niveis de MMP-2
podem estar associadas com mecanismos responsaveis pelo remodelamento

cardiaco em pacientes com esta doencga [62].

Em resumo, os trabalhos citados acima demonstram que o nivel de atividade
ou a concentracdo destas enzimas pode estar associado com risco cardiovascular

aumentado.
1.7. Variacoes genéticas

Quando se comparam os DNAs gendmicos de diferentes individuos podem-
se encontrar diferentes tipos de variacbes genéticas (polimorfismos) [63, 64].
Estes polimorfismos foram originados através de mutacdes nos genes dos
primeiros individuos da espécie humana e, por se tratarem de variacoes

seletivamente neutras, persistiram em freqiiéncia moderada no genoma humano
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[63, 64]. Apesar disso, existem diferencas marcantes na distribuicdo de alguns
variantes entre diferentes etnias, por exemplo, entre africanos, asiaticos e
caucasianos, que sao resultantes de diferentes processos migratorios e de
selecéo [63, 64].

Por definicdo um variante genético para ser considerado um polimorfismo
deve estar presente numa freqiiéncia alélica maior que 1% na populacdo [63, 64].
Os polimorfismos podem ser classificados como: 1) VNTR — “variable number of
tandem repeats” — caracterizado pela variagcao entre os individuos no numero de
repeticbes de uma determinada seqiéncia especifica de nucleotideos; também
chamado de microssatélite; 2) delecao/insercao — caracterizado pela delecéo ou
insercdo de segmentos especificos do DNA; 3) SNPs — “single nucleotide
polymorphisms” - caracterizados pela substituicdo de um nucleotideo por outro
numa mesma posicdo do DNA; este tipo de polimorfismo é o mais comum,
representando 90% da variabilidade genética encontrada no genoma humano; sao
encontrados, em média, a cada 1250 pares de bases do genoma humano; No
genoma humano, os SNPs sao di-alélicos, sendo um variante mais comum e o

outro mais raro numa dada populacéo [63, 64].

As diferengcas na expressdao de varios genes entre populacdes e entre
individuos de uma populacdo podem ser delineadas pelo estudo de polimorfismos
genéticos, os quais podem afetar funcbes protéicas [65]. Isso pode determinar
uma maior ou menor susceptibilidade de individuos ou grupos populacionais
quanto ao desenvolvimento de determinadas doencas apds exposicdo a um
agente toxicologico [65].
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1.8. Polimorfismos genéticos da MMP-9

O gene que codifica a MMP-9 apresenta polimorfismos genéticos que afetam
a expressao e o nivel de atividade desta enzima. Véarios polimorfismos ja foram
descritos, sendo que dois deles, presentes na regido promotora, sao

funcionalmente importantes, C"°%?T (rs 3918242) e (CA), (rs 3222264) (Figura 3).

Human gelatinase B (MMP-3)

+1 *
— @+ <P @ 19 {:wwkc>§ﬂ
1652 60 541 aT4  -308 208 131 78

0 571 -553 -554 -533 - -54 20

() sitio deLigagéo TRE/AP-1 /% Sitio consenso NF 1B
j TIE > Sitio consenso PEASIELs
///7A Repeticdes(CA), I Sitio consenso caixa G CiSp1
N
CaixaTATA \ Sitio deligacio RBE/Sp1
' N Gé

Figura 3. Principais elementos regulatérios localizados na regido promotora

do gene da MMP-9. Adaptado de Van den Steen, P.E., et al., 2002 [66].

Estudos recentes relacionados com implicacao funcional do polimorfismo C
19627 ‘mostraram um efeito alelo especifico na atividade transcricional, com
aumento da expressdao em portadores do alelo T. Estudos in vitro mostraram que

esta substituicdo resulta na perda da ligacado de uma proteina nuclear repressora
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de transcricdo a esta regido e, portanto, em aumento da transcricdo, resultando

em expressao aumentada desta enzima [67].

Este polimorfismo tem sido associado com aumento de susceptibilidade a
doenca cardiaca coronariana [48, 68], cancer [69, 70], aneurismas [71, 72],
severidade de arteriosclerose [67] e outras doencgas cardiovasculares [73, 74],
provavelmente como resultado da migracdo e proliferacdo facilitadas de células
musculares lisas em portadores do alelo T. Porém, em individuos sadios,
portadores do alelo T [75, 76], ndo foram encontrados niveis aumentados de

atividade da pro-MMP-9 e da MMP-9 [77].

O microssatélite (CA), na posicao -90/-131 apresenta uma distribuicao bi-
modal de freqliéncias alélicas, com o primeiro pico no alelo (CA)4 e o segundo
pico nos alelos (CA)21 e (CA)x [78, 79]. Sugere-se que este microssatelite facilita
a abertura da dupla-fita e, consequientemente, a transcricdo do gene [78, 79]. Em
estudos in vitro, diferentes numeros de repeticbes CA parecem controlar a
expressao do gene, sendo que 14 repeticdes, comparado com 21, apresentam a
expressao reduzida em 40% [80]. Outro estudo em camundongos mostrou que
alelos com 24 repeticdes apresentam a expressdo da MMP-9 aumentada em mais
de 20 vezes quando comparados com alelos de 20 repeticbes [81]. Assim, a
maioria dos estudos concorda que um aumento no numero de repeticbes é

associado a um aumento da expressao da enzima [80-82].

A presenga de alelos com 22 ou mais repetigbes, mas n&o 0s niveis

plasmaticos da MMP-9, foi associada com aterosclerose da carétida e
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particularmente a placas com capa fibrosa fina [78]. Ainda, em pacientes com
aterosclerose da car6tida, portadores de alelos com 20 ou mais repeticdes
apresentaram desenvolvimento mais rapido de espessamento da intima-média e
progressdo de estenose nas placas [83]. Um estudo caso-controle mostrou
associacdo entre o alelo com 23 repeticbes e a ocorréncia de aneurisma

intracraniano [73].

A anadlise global do exposto acima sugere que polimorfismos da MMP-9
parecem nao afetar significativamente a atividade da MMP-9 em voluntarios
sadios. Porém, é altamente provavel que tais polimorfismos modulem aumentos
de atividade MMP-9 associados a outros fatores fisiopatolégicos que participam de

varias doencas cardiovasculares, incluindo-se fatores ambientais.

Entretanto, nenhum trabalho realizado até o momento enfocou
possiveis influéncias da exposicao ambiental ao mercurio sobre a atividade
da MMP-9. Alem disto, nenhum estudo verificou se polimorfismos genéticos
da MMP-9 modulam alteracées da atividade plasmatica da MMP-9 em
individuos expostos ao mercurio. Determinar as influéncias de
polimorfismos genéticos sobre o nivel de atividade da MMP-9 pode elucidar
possiveis bases genéticas pelas quais tais polimorfismos influenciam o
risco de desenvolvimento de doencas cardiovasculares em individuos

expostos ao merctirio.
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2. Hipotese



A hipbtese deste projeto é que a exposicdo ambiental ao mercurio possa
influenciar a atividade das gelatinases (MMPs -2 e -9). Ainda, € possivel que
polimorfismos genéticos da MMP-9 modulem alteracées da atividade plasmatica

da MMP-9, em individuos expostos ao mercurio.
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3. Objetivos



Avaliar a existéncia de associacdes dos niveis plasmaticos de MMP-2 e
MMP-9 (e seus inibidores enddégenos: TIMP -2 e TIMP-1) com os niveis
circulantes de mercurio em pessoas ambientalmente expostas, na regiao
Amazénica.

Avaliar a existéncia de associacdo entre polimorfismos da MMP-9 e
exposi¢cdo ao mercurio, de forma a modificar as concentragcdes plasmaticas

da MMP-9.
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4. Materiais e Metodos
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4.1. Selecao de voluntarios e coleta de amostras

O projeto deste estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto da Universidade de Séo
Paulo, campus de Ribeirdo Preto (Sdo Paulo), protocolo numero CEP/FCFRP#71,
e 0 estudo foi explicado individualmente as pessoas que concordaram em
participar deste, e estas assinaram um termo de consentimento livre e esclarecido.

Todas as pessoas participaram do estudo de maneira voluntaria.

A populagdo estudada é residente de seis comunidades ribeirinhas do Rio
Tapajos (Amazbnia Brasileira, estado do Para): Sdo Luiz do Tapajés, Nova Canaa,
Santo Antbnio, Mussum, Vista Alegre e Acaituba (figura 4). Nessa regido, a

exposicao ao Hg é por consumo de peixe [84].
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Figura 4. Mapa da area de estudo. Adaptado de Fillion, M., et al., 2006 [85].

O recrutamento dos voluntérios foi feito casa a casa e por reunides nas
comunidades. Para o primeiro objetivo do projeto, 159 participantes (73 homens e
86 mulheres), com idade entre 15 e 87 anos foram estudados. Para o segundo
objetivo, 266 participantes (124 homens e 142 mulheres), com o mesmo intervalo
de idade, foram estudados. As analises foram feitas em duas fases, por isso o

nimero diferente de participantes entre os dois objetivos. E necessario ressaltar
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que nem todos os individuos presentes na primeira fase (objetivo 1) estdo na
segunda parte do estudo (objetivo 2), e vice-versa - ndo necessariamente existiam

DNA e resultados bioquimicos de todas as amostras, por isso esta diferenca.

Dois entrevistadores treinados se encontravam com os participantes em suas
comunidades. Todos os participantes passaram por uma entrevista de
aproximadamente uma hora. Um questionario foi usado para determinar as
variaveis soécio-demograficas: género, idade, qual comunidade vive, lugar de
nascimento, ha quanto tempo reside na regiao, nivel educacional, atividades de
subsisténcia, trabalho em mineragédo do ouro ou exposicao ao Hg por queima de
amalgama, exposicdo a outros contaminantes, freqliéncia e quantidade de
cigarros, consumo de alcool ou drogas de abuso, histérico médico e uso de
medicamentos. Outro questionario era um recall de sete dias de consumo de
alimentos, onde era indicado o numero de refeicdes que continham peixes, carne
bovina, frango, porco ou outras carnes, frutas, leite e manteiga. Para a analise do
consumo de peixes, uma lista contendo as principais espécies de peixes da regidao
foi preparada; os participantes indicavam, por dia, o numero de refeicbes que
continham peixe, assim como a espécie de peixe consumida. Peixes que nao
estavam na lista foram anotados. Apds a entrevista, medidas antropométricas
(peso, altura e circunferéncia abdominal) foram tomadas por um técnico treinado,

e o indice de massa corpoéreo (IMC) foi calculado.

Uma enfermeira treinada coletou uma amostra de 6 mililitros (ml) de sangue
venoso de cada participante. As amostras de sangue foram coletadas em tubos

com vacuo, livre de tracos de metais (BD Vacutainer®, BD Vacutainer, Franklin
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Lakes, NJ, USA) contendo heparina como anticoagulante. Dois mililitros de
sangue foram entdo pipetados em um tubo Eppendorf (2ml de volume)
previamente limpo em sala limpa classe 100, e imediatamente congelados a -
20°C. Para separacdo do plasma, 4ml das amostras de sangue foram
centrifugados (1000g por 6 minutos). A fracao plasmatica foi pipetada em um tubo
Eppendorf (2ml de volume) previamente limpo em sala limpa classe 100, e

imediatamente congelados a -70°C.

4.2. Determinacao das concentracoes de Hg no sangue total e
plasma

Enquanto o sangue total tem sido mais freqlentemente usado para a
determinacao da exposicdo ao Hg [10], tem havido alguma discussdao sobre a
adequacao do uso de plasma como um melhor indice de exposicdo a metais
pesados [86], incluindo Hg [87]. Assim, para este estudo, ndés determinamos as
concentracdes de Hg tanto nas amostras de sangue total quanto no plasma.

Niveis de Hg no sangue total e plasma foram medidos no Laboratério de
Toxicologia de Metais - Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto -
Universidade de Sao Paulo - campus de Ribeirdo Preto (Sdo Paulo), por
espectrometria de massas com plasma indutivamente acoplado — ICP-MS -
espectrébmetro Perkin Elmer modelo Elan DRC Il. As concentragbes de Hg nas
amostras de sangue total foram medidas de acordo com o método descrito por
Palmer et al. [88], com limite de deteccao para Hg sendo 0,17ug/l. As
concentracdes de Hg nas amostras de plasma foram feitas de acordo com o

método descrito por Goulle et al. [89], com limite de deteccao para Hg de 0,10ug/l.
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4.3. Determinacao das concentracoes de Se no plasma

A quantidade de Se no sangue total e contido nos eritrcitos sao bons
indicadores de exposicdo ao Se em longo prazo, enquanto a concentracido
plasmatica de Se reflete mudancas na ingestdo de Se mais rapidamente que a
concentracao nos eritrécitos [90]. Os atomos de Se no plasma estdo acoplados a
glutationa peroxidase (GSH-Px), selenoproteina P ou ligados a albumina, e quase
95% do Se presente no plasma esta ligado a proteinas. Esses compostos nao
penetram membranas [91] e podem estar mais biodisponiveis no sistema
cardiovascular. No presente estudo, nés analisamos Se no plasma.

Niveis de Se no plasma também foram determinados no Laboratério de
Toxicologia de Metais - Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto -
Universidade de Sao Paulo - campus de Ribeirdo Preto (Sao Paulo), por ICP-MS —
espectrometro Perkin Elmer modelo Elan DRC Il, usando o método proposto por

Goulle et al. [89]. O limite de detecgao foi 0,09ug/l.

4.4. Controle de qualidade dos resultados de mercurio

Agua deionizada de alta pureza (resistividade 18,2 M Q.cm) obtida pelo
sistema Milli-Q (Millipore®) foi utilizada em todo o trabalho. Acido nitrico foi
destilado em temperatura inferior a de ebulicdo, empregando-se destilador de
quartzo da Kirner Analysentechnik para eliminagdo de impurezas.

Todas as solucdes foram armazenadas em frascos de polietileno. Frascos de
plastico, copos do autoamostrador e materiais de vidro foram mergulhados em

solucdo contendo 20% v/v HNOj3 por 24 h, lavados 5 vezes com agua Milli-Q e
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secos em capela de fluxo laminar classe 100. Todas as operacdes para preparo
das solugdes de referéncia de mercurio foram realizadas em sala limpa classe
10000.

Solugdo estoque contendo 1,0g/L de mercurio (Perkin-Elmer, Inc.)
padronizada pela “National Institutes of Standards and Technology” (NIST) foi

utilizada para calibracdo dos espectrémetros.

O controle de qualidade da determinacao de metais foi garantido pela analise
de Materiais de Referéncia provenientes do U.S. National Institute of Standards
and Technologies (NIST). Além disso, diversos materiais de referéncia
secundarios, provenientes tanto do New York State Department of Health (NYS
DOH PT programa para elementos traco no sangue total e plasma) ou pelo Institut
national de santé publique Du Québec, Canada (INSP regime de avaliagdo
externa da qualidade de elementos trago em sangue e plasma), foram analisados.
Amostras de referéncia foram analisadas antes e depois de dez amostras do

estudo.

4.5. Determinacao das concentracoes plasmaticas de MMPs -2 e -

9 (zimografia)

A andlise das concentracdes plasmaticas da MMP-2 e -9 foi realizada pelo
método de zimografia, que permite detectar tanto a forma latente quanto ativa de
ambas metaloproteinases (MMP-2 e -9) em concentracdes tdo baixas quanto 1

nM. A técnica baseia-se na separagdo eletroforética das proteinas sobre
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condicoes desnaturantes (com o uso de SDS) as nao redutoras através de um gel
de poliacrilamida contendo o substrato, gelatina. Apds a separacao, as proteinas
sao renaturadas pela troca do SDS por um detergente nao ibnico, Triton X-100, e
o gel é incubado a 37°C em tampao contendo calcio. Apesar de nao ocorrer
clivagem, o SDS provoca a quebra da ligacdo tiol-Zn** existente entre o pro-
peptideo e o sitio catalitico, desta maneira as pro-formas das MMPs sao capazes

de apresentar atividade gelatinolitica.

Quantidades determinadas de plasma (1,5 puL para analise da MMP-9 e 0,5
UL para MMP-2) foram utilizadas para eletroforese, misturadas com tampéao de
amostra nao-redutor (0,125 M Tris-HCI, pH 6,8, 20% glicerol, 4% SDS, 0,001% de
azul de bromofenol). As amostras assim preparadas foram separadas através de
eletroforese em um sistema descontinuo de tampbes (fonte de eletroforese
Eletrophoresis Power Supply — EPS 301), conforme a técnica de SDS-PAGE
descrita por Laemmli (1970) [92], em géis preparados no proprio laboratério, em
concentragdo de 7% de poliacrilamida e contendo 1% de gelatina (40 mg/ml).
Apébs a eletroforese estar concluida, os géis foram incubados por 1 hora em
temperatura ambiente em solucdo de Triton X-100 a 2% e, em seguida,
permaneceram incubados a 37°C (estufa ECB 1.1 Digital — Odontobras) por 72 h
em tampao Tris-HCI a 50 mM, pH 7,4, contendo 10 mM de cloreto de calcio
(CaCly). Os géis foram, entdo, corados com 0,05% de Coomassie Brilliant Blue G-
250 por 3 horas e, em seguida descorados com metanol 30% e 10% de acido
acético, em duas etapas sucessivas de 15 e 30 minutos. Atividades gelatinoliticas

foram detectadas como bandas descoradas contra o fundo de gelatina corada pelo
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Coomassie Brilliant Blue, por densitometria utilizando o Software de
documentacdo e analise de eletroforese (Electrophoresis Documentation and

Analysis System — EDAS290) da Kodak (Kodak, Rochester, NY, E.U.A.).

Para evitar variagdes nos valores das densidades de bandas em diferentes
géis, adicionaram-se a cada gel duas amostras de sobrenadante de cultura de
células, que exibia atividade de MMP-2 nos zimogramas. Considerou-se o
sobrenadante de cultura de células como um “padréo interno”, pois os valores
obtidos para a banda de MMP-2 formada por essa amostra nos diferentes géis
foram utilizados como fator de correcdo, de modo que os valores obtidos para as

demais bandas de quaisquer géis pudessem ser comparados entre si.

As formas de pro- MMP-2 e MMP-9 (figura 5) foram identificados como

bandas de 72 e 92 kDa, respectivamente.

Pro-MMP-9 (92kDa)

Pro-MMP-2 (72kDa)

std 69 19 69 32 08 10 20 02 Std PlasmaHg (ug/L)

Figura 5. Zimograma representativo de amostras de plasma, mostrando as
bandas de pro-MMP-9 (92kDa) e pro-MMP-2 (72kDa). Std: padrao interno; Plasma
Hg (ug/L): concentracdes plasmaticas de Hg (ug/L); MMP: metaloproteinase de

matriz extracelular.
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4.6. Determinacao das concentracoes plasmaticas de TIMP-1 e

TIMP-2

As concentracdes plasmaticas de TIMP-1 e TIMP-2 foram medidas através
de um imuno ensaio baseado em ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay)
em formato “sanduiche”, usando reagentes da R&D Systems (Minneapolis, MN,
USA), seguindo as instrucées do fabricante. Resumidamente, os padrées de
concentracdo de TIMP-1 ou -2 conhecidas, para formacéao da curva padrao, e as
amostras de plasma foram incubadas em microplaca previamente sensibilizada
com anticorpo de captura anti-TIMP-1 ou anti-TIMP-2. As moléculas de TIMP-1 ou
-2 presentes nas amostras ligaram-se aos anticorpos anti-TIMP-1 ou anti-TIMP-2
aderidos a placa. Apés lavagens, os TIMPs-1 ou -2 ligados foram detectados
através de uma reagao enzimatica. Anticorpos de deteccao biotinilados anti-TIMP-
1 ou anti-TIMP-2 foram adicionados a microplaca e ligaram-se aos TIMPs
presentes. Apos lavagem da placa, foi adicionada estreptavidina conjugada a
peroxidase. Em seguida, apds lavagem, foi adicionado o substrato desta enzima,
uma mistura 1:1 de peréxido de hidrogénio (H2O.) e Tetrametilbenzidina (TMB). A
reacao foi paralisada por adicdo de acido sulfurico (H.SO4) e a coloracéo
resultante quantificada a 450 nm utilizando um leitor de placas pQuant™ (Bio-Tek
Instruments Inc., Winooski, VT, USA). As concentragdes de TIMP-1 ou TIMP-2 nas
amostras foram determinadas pela interpolacdo das absorbancias na curva

padrao.
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4.7. Determinacao das concentracoes plasmaticas de TBARS

A determinacédo de TBARS (thiobarbituric acid-reactive substances) foi usada
para estimar o grau de peroxidacédo lipidica, usando o método de Buege e Aust
[93]. Devido a reacao do malondialdeido presente nas amostras de plasma com o
acido tiobarbiturico foi determinado o grau de peroxidacao lipidica (medida indireta
de estresse oxidativo), com a leitura da coloragao résea resultante quantificada a

535 nm utilizando um espectrofotdmetro.

4.8. Extracao do DNA gendémico

O DNA genbmico foi extraido do componente celular do sangue total, usando
o kit Easy-DNA™ Kit, da Invitrogen (Carlsbad, Calif, USA), seguindo as instrucdes
do fabricante. Resumidamente, as células foram lisadas pela adicdo da solucdo A
(solucao de lise) e subseqliente incubagdo a 65°C por 10 minutos. Proteinas e
lipidios foram precipitados e extraidos pela adicdo da solucdo B (solucdo de
precipitacao) e cloroférmio. A solugao foi entdo centrifugada para separa-la em
duas fases com uma interface sélida separando as duas fases. O DNA se
encontrava na fase superior (fase aquosa), as proteinas e lipidios na interface
sOlida, e as formas organicas na fase inferior. O DNA foi entdo removido,
precipitado com etanol, e ressuspendido em tampao TE (10 mM Tris-Cl, pH 7,5,
1mM EDTA pH8,0). O DNA purificado foi armazenado a -20°C até ser utilizado

para reacoes de PCR (polymerase chain reaction).
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4.9. Genotipagem do polimorfismo C'°**T da MMP-9

A genotipagem do polimorfismo C'°®*T da MMP-9 consiste, basicamente, em
4 partes: amplificacdo do DNA genbmico, digestdo com enzima de restricao,
separacao dos fragmentos em gel de poliacrilamida a 12% e coloragao por nitrato

de prata, para assim, analisarmos os resultados dos géis.

O DNA genbmico extraido das amostras foi amplificado por reacdo em
cadeia da polimerase (PCR) (Termociclador P x 2 Termal Cycler — Thermo
Electron Corporation). Os primers usados na PCR, para amplificar a seqtiéncia de
-1809 a -1374 da regiao promotora do gene da MMP-9, contendo o sitio -1562,
foram: sense: 5’-GCC TGG CAC ATA GTA GGC CC- 3 e antisense: 5-CTT CCT
AGC CAG CCG GCA TC-3’ (Demacq 2006, Zhang B 1999). A PCR foi realizada
com uma mistura de 25 pL contendo: ~100 ng de DNA gendmico previamente
extraido, 20 pmol de cada primer, 0,2 mM de cada dNTP, 1,5 mM MgCl,, 1,0
unidade de Taq polimerase com tamp&o 1x. A reacdo foi conduzida sob as
seguintes condi¢des: um passo inicial (para desnaturacdo do DNA) de 4 minutos a
94°C; seguido de 30 ciclos de: 30s a 94°C (desnaturagcédo), 30s a 65°C
(pareamento) e 1 min a 74°C (extensao); e mais 4 minutos a 74°C para finalizar a

extensao.

Os produtos da PCR foram digeridos com a enzima Sphl (New England
Biolabs, Ipswich, MA, USA) a 37°C overnight. Cada reagdo era constituida de

duas unidades da Sphl, tampéao da enzima e 8 uL do produto de PCR.
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Os fragmentos obtidos na digestao foram separados em gel de poliacrilamida
a 12 %, a 20 mA, por cerca de 2h (fonte de eletroforese Eletrophoresis Power
Supply — EPS 301). A enzima Sphl reconhece a sequéncia 5- GCATGC-3'.
Quando ha a troca do C pelo T na posicao -1562 do gene da MMP-9 é criado um
sitio de restricdo para a enzima que reconhece esta seqiiéncia e cliva a fita de
DNA nesta regido, quebrando o fragmento de 435 pb em um fragmento de 247 pb
e um de 188 pb. Portanto, ap6s coloracao por nitrato de prata, trés gendétipos
foram distinguidos: CC (435 pb), CT (435, 247 e 188 pb) e TT (247 e 188 pb) em

gel de poliacrilamida 12% [94] (Figura 6).

Para coloragéo por nitrato de prata, as amostras foram fixadas com a solucao
fixadora (etanol 95° a 10% + acido acético 1 %) por 10 min, sob agitacdo. Em
seguida o gel foi lavado com agua corrente e depois ficou imerso na solugao de
coloragao (nitrato de prata 0,2%) por 30 min, também sob agitacdo. Lavou-se
novamente o gel com agua. Por fim o gel foi colocado na solugcdo de revelacédo
(NaOH 3% + formaldeido 1%), mantendo-o sob agitacdo, até que as bandas
aparecessem com uma coloracdo castanha bem evidente. Lavou-se o gel com

agua para interromper a reagao.

Os resultados de genotipagem por PCR/enzima de restricao foram
controlados por seqienciamento de algumas das amostras de DNA para o

polimorfismo C°%4T.
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Genotipo

PM TT €CC CC CC CC CT CC CT

900 pb
435 pb
400 pb
300 ob
247 pb
200 pb
188 ob
100 pb

Figura 6. Genotipagem para o polimorfismo C"°®*T na regido promotora do
gene da MMP-9. Os produtos de PCR forma digeridos com a enzima de restricédo

Sphl, produzindo diferentes fragmentos, de acordo com o genétipo especifico.

4.10. Genotipagem do polimorfismo (CA), da MMP-9

A genotipagem do polimorfismo (CA), da MMP-9 consiste, basicamente em 3
partes: amplificacdo do DNA genbmico, separacdo dos fragmentos em gel de
poliacrilamida a 7% com uréia 8M e coloragao por nitrato de prata, para assim,

analisarmos os resultados dos géis.

O DNA genbmico extraido das amostras foi amplificado por reagdo em

cadeia da polimerase (PCR) (Termociclador P x 2 Termal Cycler — Thermo
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Electron Corporation). Os primers usados na PCR, para amplificar o fragmento da
regiao promotora do gene da MMP-9 em torno da posicéao -90, foram: sense: 5'-
GAC TTG GCA GTG GAG ACT GCG GGC A -3' e antisense: 5'- GAC CCC ACC
CCT CCT TGA CAG GCA A -3’ (Maeda S, et al. 2001). A PCR foi efetuada com
uma mistura de 25 pL contendo: ~100 ng de DNA, 20 pmol de cada primer, 0,2
mM de cada dNTP, 1,5 mM MgCl,, 1,0 unidade de Taq polimerase com tampéao
1x. A reacao foi conduzida sob as seguintes condicbes: um passo inicial (para
desnaturacao do DNA) de 5 minutos a 95°C; seguido de 25 ciclos de: 1 min a 95°C
(desnaturacdo), 1 min a 72°C (pareamento) e 1 min a 74°C (extensao); e mais 1

ciclo de 7 minutos a 74°C para finalizar a extensao.

Os produtos amplificados foram separados em gel de poliacrilamida 7% -
uréia 8M (fonte de eletroforese Eletrophoresis Power Supply — EPS 301) e
visualizados por coloracao pela prata. Diferencas no peso molecular (ou niamero
de pares de bases), de 144 pb (13 repeticoes de CA) a 168 pb (25 repeticoes de
CA), foram determinadas por comparacao com a migragcao de um DNA /adder de
10 pb (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA), e algumas amostras de homozigotos, para
serem utilizados como padrdo, foram sequenciadas pelo método de Sanger [95].
As amostras foram classificadas em “L” para menos de 21 repeticoes de CA ou

“H” para amostras contendo 21 ou mais repeticdes (Figura 7).

Para coloragao por nitrato de prata, as amostras foram fixadas com a solucéao
fixadora (etanol 95° a 10% + acido acético 1 %) por 10 min, sob agitacdo. Em
seguida o gel foi lavado com agua corrente e depois ficou imerso na solugao de

coloragao (nitrato de prata 0,2%) por 30 min, também sob agitacdo. Lavou-se
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novamente o gel com agua. Por fim o gel foi colocado na solugdo de revelacao
(NaOH 3% + formaldeido 1%), mantendo-o sob agitacdo, até que as bandas
aparecessem com uma coloragdo castanha bem evidente. Lavou-se o gel com

agua para interromper a reacao.

Genotipagem

184 pb
180 pb

146 pb

Figura 7. Genotipagem para o polimorfismo (CA), do gene da MMP-9. Os
primeiros 3 pocos sdao de amostras seqienciadas e que foram usadas como
padrao: 14/14, 21/21 e 23/23, respectivamente. HH= 2 21/ 2 21, LL= < 21/ < 21,
HL==>21/<21.
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4.11. Analise estatistica

Para o objetivo 1, foi utilizada estatistica descritiva para apresentar as
caracteristicas gerais da populagéo, e correlacdo de Pearson (r,p) para examinar
as associagcbes entre concentragdes plasmaticas de MMPs ou TIMPs com
variaveis sécio-demograficas que podem influenciar seus niveis, tais como:
tabagismo, idade, género e IMC, assim como o consumo de peixe, concentracao
plasmatica de Se e TBARS. Esses parametros foram entdo incluidos como co-
variaveis em um modelo de regressdao multipla, tentando explicar mudancas em
MMPs, TIMPs ou na razao MMP/TIMP como resultado das concentragdes de Hg
no plasma ou no sangue total. Como o consumo de peixe e Hg estédo
correlacionados (r = 0,44 para Hg no sangue total e 0,34 para Hg no plasma), dois
modelos foram analisados (com e sem consumo de peixe). Por apresentarem
distribuicdo assimétrica, Hg e Se no plasma e Hg no sangue foram log -
transformados antes de serem usados nos modelos de regressdo multipla. Os
resultados foram considerados estatisticamente significativos quando p < 0,05. As
analises foram feitas utilizando Prism 3.02 (GraphPad Software Inc., San Diego,

CA, USA) e Jump 5.0.1a (SAS Institute Inc., Cary, NC, USA).

Para o objetivo 2, foi usada estatistica descritiva para apresentar as
caracteristicas gerais da populacdo. Variaveis sécio-demograficas que podem
influenciar niveis de MMP-9 ou TIMP-1, tais como: tabagismo, idade, género e
IMC, foram incluidos em um modelo de regressdao multipla, tentando explicar

mudan¢as na MMP-9, TIMP-1 ou na razdo MMP-9/TIMP-1 como resultado dos
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niveis de Hg no plasma. Em seguida, essas varidveis, assim como as
concentracdes plasmaticas de Hg, foram incluidas como covariaveis em um
modelo de regressao multipla tentando explicar as mudancgas no grau de atividade
da MMP-9 (MMP-9/TIMP1), como resultado dos gendétipos da MMP-9. Como nao
encontramos nenhuma relacdo entre o grau de atividade da MMP-9 e os
polimorfismos da MMP-9, considerando todas as 266 pessoas juntas, dividimos a
populacao estudada em 3 grupos, considerando seus niveis plasmaticos de Hg (A,
B e C = niveis mais baixos, intermediarios e mais elevados de Hg no plasma,
respectivamente), e analisamos a relacdo entre o grau de atividade da MMP-9 e
os polimorfismos da MMP-9, em um modelo de regressdo multipla incluindo
tabagismo, idade, género e IMC. Neste modelo, ndo foram incluidas as
concentracdes plasmaticas de Hg, pois esta variavel foi utilizada para dividir os
grupos. Em nenhum dos modelos feitos nesta parte do estudo foram incluidas as
variaveis: concentragdes plasmaticas de Se e TBARS (como feito para o primeiro
objetivo) por estas nao terem sido significativas em testes para escolher o melhor
modelo. Quando utilizado nos modelos de regressao multipla, a concentracdo
plasmatica de Hg foi log-transformada, por apresentar distribuicao assimétrica. No
caso do polimorfismo C'°%?T da MMP-9, os genétipos CT e TT foram agrupados,
devido a baixa freqiéncia de individuos portadores de alelos T. Para comparar as
caracteristicas socio-demogréaficas e parametros analisados entre os grupos foi
utilizada analise de variancia (ANOVA) de uma via (one-way analysis of variance)
seguida de teste Tukey. Os resultados foram considerados estatisticamente

significativos quando p < 0,05. As andlises foram feitas utilizando Prism 3.02
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(GraphPad Software Inc., San Diego, CA, USA) e Jump 5.0.1a (SAS Institute Inc.,
Cary, NC, USA). A distribuicao dos gendtipos para cada polimorfismo foi analisada
para o equilibrio de Hardy-Weinberg usando BioEstat 5.0 (Ayres et al. Software,

Belém, PA, Brasil).
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5. Resultados



5.1. Associacao dos niveis plasmaticos de MMPs-2 e -9 (e seus
inibidores enddégenos: TIMPs-1 e -2) com o0s niveis
circulantes de mercurio

A tabela 1 resume as caracteristicas socio-demograficas e os parametros
bioquimicos analisados, incluindo os indicadores de exposicdo ao mercurio
(concentragdes de Hg no sangue e plasma) de 159 participantes envolvidos no
estudo. Houve correlacao significativa entre as concentracées de Hg no sangue e

Hg no plasma (r = 0,8682; p < 0,0001; Figura 8).

Hg plasma (ug/L)

—
o
]

1 1 1 1 1 1 1 1
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180

Hg sangue (ug/L)

Figura 8. Associacdo entre as concentracées de Hg no plasma e Hg no
sangue (ug/l) dos 159 participantes do estudo. A linha de regresséo e o intervalo

de confianca de 95% estao plotados.
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Tabela 1. Caracteristicas sécio-demograficas e parametros analisados na

populacao estudada (N = 159).

N % Variacao Média £+ SD Mediana

Idade (anos) 15 - 87 41 £ 16 38
Género

Masculino 73 46

Feminino 86 54

IMC (kg/m’) 17 - 41 25+ 4 24.4
Tabagismo

Fumantes 29 18

Nao fumantes 130 82

Consumo de peixes 0-14 514 5
MMP -9 0.05-1.69 0.54 £0.30 0.46
MMP - 2 0.46-2.12 1.11 £0.38 1.07
TIMP - 1 (ng/mL) 39.17 - 580.57 314.73 +88.27 311.38
TIMP - 2 (ng/mL) 49.22 - 236.60 139.94 +35.76 143.04
Hg sangue (pg/L) 4.30-164.90 40.60+30.95 31.40
Hg plasma (pg/L) 0.20 - 30.20 7.76 £6.15 6.20
Se plasma (pg/L) 57.2-370.00 130.16+47.60 117.50
TBARS (nM/mg proteina) 0.15-15.38 4.32 £ 3.11 3.73

IMC: indice de massa corporea; Consumo de peixes: refeicbes por semana;

MMP: em unidades arbitrarias.
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Andlises univariadas buscando possiveis determinantes das atividades de
MMPs e TIMPs nesta populacdo, mostraram correlagdes negativas significativas
entre Se no plasma e MMP-9 (r = -0,1755; p = 0,0269), e Se no plasma e TIMP-2
(r = 0,2067; p = 0,0089). TBARS foi negativamente correlacionado com MMP-2 (r
= -0,1647; p = 0,0381). Nenhuma correlacdo foi encontrada entre tabagismo e
MMPs, TIMPs ou a razao MMP/TIMP, mesmo alguns participantes do estudo
sendo fumantes. O consumo de peixes foi inversa e significativamente
correlacionado com a fragao MMP-9/TIMP-1 (r = -0,1801; p = 0,0231). Correlagdes
negativas significativas foram encontradas entre idade e MMP-9 (r = -0,1792; p =
0,0238) e idade e a razdo MMP-9/TIMP-1 (r = -0,3518; p < 0,0001), com
significativa correlacao positiva entre idade e TIMP-1 (r = 0,3743; p < 0,0001), e
nenhuma correlagéo entre idade de MMP-2 foi encontrada. A fragdo MMP-9/TIMP-
1 foi significativamente maior em mulheres (24% maior, p = 0,0163, teste t). O IMC
foi negativa e significativamente correlacionado com a MMP-2 (r = -0,2344; p =
0,0029) e com a razdao MMP-2/TIMP-2 ( r = -0,2352; p = 0,0028), mas

positivamente correlacionado com TIMP-1 (r = 0,1724; p = 0,0298).

A relacao entre a exposicao ao mercurio e as mudancas nas MMPs e TIMPs
foram entdo examinadas através de modelos de regressdao multipla, que incluiram
as seguintes co-variaveis: tabagismo, idade, género, indice de massa corpérea,
log de Se no plasma e TBARS. Exceto pelo TIMP-2, que significativamente

diminuiu (B = -26,54351, p = 0,0021) com o mercurio no sangue total, nenhuma
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associacao entre Hg no sangue e MMPs, TIMP-1 ou suas razdes foi observada:
MMP-9 (8= 0,018331, p= 0,8056), MMP-2 (8= -0,013082, p = 0,8902), TIMP-1 (8=
4,182572, p = 0,8366), MMP-9/TIMP-1 ratio (8= 0,000093, p = 0,7656) and MMP-

2/TIMP-2 ratio (B= 0,001528, p= 0,1176).

No modelo de regressdo multipla com mercurio no plasma como uma
variavel independente, ndo foi encontrada associacao entre Hg no plasma com
MMP-9 (B = 0,081922, p = 0,1424) ou com MMP-2 (B = 0,090222, p = 0,2043). No
entanto, as concentracbes plasmaticas de mercurio foram negativa e
significativamente associadas com as concentragdes de TIMP-1 (B = -31,22264, p
= 0,0393) e de TIMP-2 (B = -38,1198, p < 0,0001), e positivamente associada com
as razées de MMP-9/TIMP-1 (B = 0,000454, p = 0,0525) e de MMP-2/TIMP-2 (B =

0,003062, p < 0,0001; Figura 9; Tabela 2.).
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Tabela 2. Resultado da analise de Regressao Linear Multipla para MMPs,
TIMPs e razdao MMP/TIMP, usando Hg no plasma como uma variavel

independente (N = 159).

MMP -9 TIMP - 1 MMP -9 /TIMP - 1

Rsquare RMSE Rsquare RMSE Rsquare RMSE

Modelo 0,118105 0,293190 0,229285 79,26685 0,213569 0,001225
B P B P B P

Log Hg plasma 0,081922  0,1424 -31,22264 0,0393 0,000454  0,0525

Log Se plasma -0,535790 0,0039 -41,84663 0,3980 -0,001721  0,0256

TBARS (nM/mg protein) 0,010404 0,1725 -1,607502 0,4346  0,000029 0,3564

Tabagismo (N) -0,034367 0,2803 9,983102 0,2462 -0,000251  0,0599
Idade -0,003349 0,0254 2,187359 <0,0001 -0,000029 <0,0001
Género (F) 0,055082 0,0265 -9,505038 0,1547 0,000325 0,0019
IMC 0,001461 0,8107 2,123479 0,1992 -0,000001 0,9680

MMP - 2 TIMP - 2 MMP -2/ TIMP - 2

Rsquare RMSE Rsquare RMSE Rsquare RMSE

Modelo 0,074997 0,373477 0,297096 30,66540 0,167349 0,008594
B P B P B P

Log Hg plasma 0,090222  0,2043  -38,1198 <0,0001 0,003062 <0,0001

Log Se plasma -0,177821  0,4458 -28,25538 0,1412 -0,000291 0,8987

TBARS (nM/mg protein)  0,000021  0,9983 -2,114915 0,0086 0,000165 0,0836

Tabagismo (N) -0,002557 0,9496 -8,057496 0,0163 0,000546  0,1696
Idade -0,000354 0,8518 0,291382 0,0622 -0,000008 0,6765
Género (F) 0,046641 0,1384 0,698631 0,7862 0,000303 0,3244
IMC -0,022333 0,0046  0,784403 0,2201 -0,000215 0,0052
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Figura 9. Valores ajustados para MMP-9 (painel A), TIMP-1 (painel B), MMP-
9/TIMP-1 (painel C), MMP-2 (painel D), TIMP-2 (painel E), e MMP-2/TIMP-2
(painel F) com log de Hg no plasma como variavel independente, levando em

consideracao: idade, género, IMC, tabagismo, log de Se no plasma e TBARS.
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Quando incluimos o consumo de peixe como outra variavel independente, as
concentracdes plasmaticas de mercurio foram positiva e significativamente
associadas com MMP-9 (B = 0,116153, p = 0,0446), razdo MMP-9/TIMP-1 (B =
0,000607, p = 0,0122) e razdo MMP-2/TIMP-2 (B = 0,003308, p < 0,0001), e
negativamente associadas com TIMP-1 (f = -40,513880, p = 0,0099) e com TIMP-
2 (B = -43,214400, p < 0,0001), enquanto o consumo de peixe foi negativamente
associado com MMP-9 (B = -0,012376, p = 0,0388) e com a razao MMP-9/TIMP-1
(B = -0,000055, p = 0,0272), e positivamente associado com TIMP-1 (B =

3,359212, p = 0,0381) e com TIMP-2 (B = 1,841935, p = 0,0031).

Num modelo de regressdo mudltipla utilizando o consumo de peixe como
variavel independente, sem levar em conta a concentragdo de mercurio,
encontramos uma tendéncia ao consumo de peixe reduzir MMP-9 (B = -0,008931,
p = 0,1223) e a razdo MMP-9/TIMP-1 (B = -0,000037, p = 0,1250), e a aumentar
os niveis de TIMP-1 (B = 2,158046, p = 0.1706). Os niveis de MMP-2 nao foram

significativamente associados com o consumo de peixes.

5.2. Interacao entre polimorfismos da MMP-9 e exposicao ao
mercurio, de forma a modificar as concentracoes plasmaticas

da MMP-9

Caracteristicas so6cio-demograficas e resultados bioquimicos dos 266
participantes envolvidos nesse estudo estdo apresentados na tabela 3. Existe
correlacao significativa entre as concentracées de Hg no sangue e no plasma (r =

0,7127; p < 0,0001). Embora nao tenha diferenca com relagdo a idade, género,
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IMC, tabagismo, MMP-9 e TIMP-1, entre os trés grupos, os indicadores de
exposicao ao Hg (concentracao de Hg no sangue e no plasma) foram diferentes
entre 0s grupos (p < 0,001; tabela 3), e 0 consumo de peixe (indicador indireto de
exposicao ao Hg neste estudo) foi diferente entre os grupos A e C (p < 0,05; tabela

3).

Tabela 3. Caracteristicas s6cio-demograficas e parametros bioquimicos da
populacdo estudada (N = 266), divididos de acordo com as concentracdes

plasmaticas de Hg.

TOTAL

N % Variacio Média+SD Mediana
N 266
Idade (anos) 15-87 42417 40
Género
Masculino 124 47
Feminino 142 53
indice de Massa Corpérea (kg/mz) 16,4-41,5 24,5+4 4 23,8
Tabagismo
Fumante 65 24
Nao fumante 201 76
Consumo de peixes (refeicoes/semana) 0-15 6+4 5
MMP-9 (unidades arbitrarias) 0,05-1,81 0,54%0,29 0,48
TIMP-1 (ng/mL) 85-696 329194 320
Hg sangue (pg/L) 3,5-179,3 43,4132,6 34,6
Hg plasma (pg/L) 0,2-30,9 6,11£5,7 45
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grupo A [Hg plasma (ug/l): 0.2 — 3.1]

N 9% Variacio Média+SD Mediana

N 89

Idade (anos) 15-86 41 +18 38
Género

Masculino 42 47

Feminino 47 583

indice de Massa Corporea (kg/m?) 16,4-41,0 24,2+4 1 24,0
Tabagismo

Fumante 20 22

Nao fumante 69 78

Consumo de peixes (refeicoes/semana) 0-14 5+4* 5
MMP-9 (unidades arbitrarias) 0,12-1,53 0,53+0,27 0,46
TIMP-1 (ng/mL) 192-558 338193 330
Hg sangue (pg/L) 3,5-83,2 25,8+17,5% 23,6
Hg plasma (pg/L) 0,2-3,1 1,4+0,91% 1,4

grupo B [Hg plasma (ug/l): 3.1 — 6.6]

N 9% Variacio Média+SD Mediana

N 89

Idade (anos) 15-87 42417 42
Género

Masculino 31 35

Feminino 58 65

indice de Massa Corpérea (kg/mz) 16,8-41,5 24,6+4,7 23,2
Tabagismo

Fumante 26 29

Nao fumante 63 71

Consumo de peixes (refeicoes/semana) 0-15 6+4 6
MMP-9 (unidades arbitrarias) 0,08-1,81 0,55%0,31 0,48
TIMP-1 (ng/mL) 150-596 332197 311
Hg sangue (pg/L) 9,2-144,9  36,1+24,1% 30,2
Hg plasma (pg/L) 3,1-6,6 4.6+1,11 4.5
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grupo C [Hg plasma (pg/l): 6.8 — 30.9]
N % Variacdo Média+SD Mediana

N 88

Idade (anos) 15-81 43116 41
Género

Masculino 51 58

Feminino 37 42

indice de Massa Corporea (kg/m?) 16,8-41,5 24.6-4,7 23,2
Tabagismo

Fumante 19 22

Nao fumante 69 78

Consumo de peixes (refeicoes/semana) 0-15 74 6
MMP-9 (unidades arbitrarias) 0,05-1,69 0,5540,29 0,51
TIMP-1 (ng/mL) 85-696 318189 319
Hg sangue (ug/L) 18,2-179,3  68,0+£36,4 64,0
Hg plasma (pg/L) 6,8-30,9 12,4+5,6 10,4

*p < 0,05 vs. group C; T p < 0,001 vs. group C; £ p < 0,001 vs. group B.

Frequéncia de alelos e gendtipos esta mostrada na tabela 4. A freqiéncia
dos alelos C e T do polimorfismo C'*%T da MMP-9 foram 95,49% e 4,51%,
respectivamente. A freqliéncia dos alelos agrupados H e L do microsatélite (CA),
da MMP-9 foi 64,85% e 35,15%, respectivamente. A distribuicdo dos gendtipos
para esses dois polimorfismos mostrou-se de acordo com o equilibrio de Hardy-
Weinberg [p = 0,5139, para o polimorfismo C'T, e p = 0,0989, para o

microsatélite (CA)].

96



Tabela 4. Distribuicao das freqtiéncias de alelos e genétipos da MMP-9.

Genotipos
Total (N = 266)
c'ee T % N
CcC 91,35 243
CT 8,27 22
TT 0,38 1
(CA), % N
HH 44,36 118
HL 40,98 109
LL 14,66 39
Alelos
Total (N=532)
c'ee T % N
C 95,49 508
T 4,51 24
(CA), % N
H 64,85 345
L 35,15 187

Confirmando a relagdo entre a concentracao plasmatica de Hg e os niveis de
MMP-9, foi feita uma regressdo multipla num modelo ajustado para sexo, idade,
tabagismo e IMC. N&o houve relacdo entre log Hg no plasma e MMP-9 (B =
0,041630; p = 0,2371), no entanto houve associacdo negativa entre log de Hg no
plasma e TIMP-1 (B = -22,89477; p = 0,0350), que resultou em associacao positiva

entre log de Hg no plasma e a razao MMP-9/TIMP-1 (8 = 0,000296; p = 0,0408).

Para determinar a influéncia dos genétipos da MMP-9 nas concentracdes do

grau de atividade da MMP-9 em individuos expostos ao Hg, foi feita andlise de
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regressao linear multipla, ajustando para log da concentracdo de Hg no plasma,
género, idade, IMC e tabagismo. Nao houve relacdo entre os polimorfismos da

MMP-9 estudados e os niveis de MMP-9 [polimorfismo (CA).: p 0,2363;

polimorfismo C'™%T: p = 0,4984], TIMP-1 [polimorfismo (CA),: p = 0,6633;

polimorfismo C°%T: p = 0,1053] ou razdo MMP-9/TIMP-1 [polimorfismo (CA)n: p =

0,2252; polimorfismo C'°%?T: p = 0,8138].

Assim, dividimos o grupo estudado em tercos (com relacdo a concentracao
plasmatica de Hg) e realizamos uma regressdao multipla para determinar a
influéncia dos genotipos da MMP-9 nos niveis de MMP-9, utilizando como co-
variaveis: género, idade IMC e tabagismo (o log de Hg no plasma nao foi utilizado,
pois ja estava sendo considerado ao dividir os grupos). Os resultados das analises
de regressao multipla estdo mostrados na tabela 5. No grupo A (menores
concentracdes de Hg no plasma), o polimorfismo microsatélite (CA), foi associado
aos niveis de MMP-9, com tendéncia a associacao com a razao MMP-9/TIMP-1 (p
= 0,0175 e p = 0,0545, respectivamente). O gendtipo HH estava associado com
maiores niveis de MMP-9 e MMP-9/TIMP-1, enquanto o genétipo LL estava
associado com niveis mais baixos de MMP-9 e MMP-9/TIMP-1. MMP-9 e MMP-
9/TIMP-1 também estavam positivamente associados com o tabagismo (B =
0,080488, p = 0,0223; e B = 0,000274, p = 0,0407, respectivamente), e
negativamente associados a idade (8 = - 0,005478, p = 0,0006; e B = - 0,000029, p
< 0,0001, respectivamente). TIMP-1 estava positivamente associado a idade (B =
1,997077, p = 0,0006). Nao ha associacdo do polimorfismo C'°®T e o grau de

atividade da MMP-9, no grupo A. No grupo B (concentragdes intermediarias de Hg
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no plasma) ndo houve associagdo dos polimorfismos (CA), e C T da MMP-9
com o grau de atividade da MMP-9. No entanto, houve e associacéo positiva entre
TIMP-1 e idade (B = 1,852074, p = 0,0052), e associacao negativa da idade com a
razao MMP-9/TIMP-1 (B = - 0,000018, p = 0,0453). No grupo C (maiores
concentracdbes de Hg no plasma), ndo houve associacdo entre a o grau de
atividade da MMP-9 e os polimorfismos C'*®*T ou (CA),. MMP-9 e a razdo MMP-
9/TIMP-1 estavam positivamente associadas ao tabagismo (B = 0,096122, p =
0,0148; e B = 0,000500, p = 0,0032, respectivamente). A razdo MMP-9/TIMP-1
apresenta tendéncia a associacao positiva com o género feminino (8 = 0,000282,
p = 0,0580). Ha associacao positiva entre TIMP-1 e idade (B = 2,726242, p <
0,0001), que resultou em associacido negativa entre idade e a razado MMP-9/TIMP-

1 (B =-0,000027, p = 0,0023).

99



Tabela 5. Andlise de regresséao linear multipla para MMP-9, TIMP-1 e razao
MMP-9/TIMP-1 usando genétipos dos polimorfismos C'°®*T e (CA), da MMP-9

como variaveis independentes (N = 88 ou 89/ grupo; N total = 266).

grupo A

MMP-9 TIMP-1 MMP-9/TIMP-1
Rsquare RMSE Rsquare n RMSE Rsquare RMSE
Modelo 0,218289 0,246864 0,151753 89,67769 0,269069 0,00094

B p B p B p
(CA)n 0,0175 0,8578 0,0545
HH 0,107561 0,0115 2,640827 0,8616 0,000358 0,0264
HL 0,057613 0,1668 7,941962 0,5980 0,0001574 0,3198
LL -0,165174 0,0065 -10,58279 0,6237 -0,000516 0,0247
c'eT 0,9347 0,7002 0,8124
CC 0,004847  0,9347 8,280999 0,7002 0,000054 0,8124
CTorTT -0,004847 10,9347 -8,280999 0,7002 -0,000054 0,8124
Género (F) -0,012037 0,6785  12,34298 0,2437 -0,000071  0,5207
Idade -0,005478 0,0006 1,997077 0,0006 -0,000029 <0,0001
IMC (kg/m?) 0,009635 0,1532 0,828118 0,7339  0,000035 0,1722

Tabagismo (Sim)  0,080488  0,0223 -2,216269 0,8602  0,000274  0,0407

grupo B

MMP-9 TIMP-1 MMP-9/TIMP-1

Rsquare RMSE Rsquare = RMSE Rsquare RMSE
Modelo 0,091364 0,310472 0,159247 93,02892 0,137651 0,001270

B p B p B p
(CA)n 0,4486 0,2822 0,3194
HH 0,060119 0,2184 2,141025 0,8832 0,000195 0,3289
HL -0,005527  0,9063 -21,9268 0,1220 0,000153 0,4277
LL -0,054592 0,3316 19,78576 0,2409 -0,000347 0,1325
cherT 0,9318 0,0672 0,4809
CcC 0,005187 0,9318 33,59331 0,0672 -0,000175 0,4809
CTorTT -0,005187 0,9318 -33,59331 0,0672 0,000175  0,4809
Género (F) 0,054986 0,1390 5,160844 0,6410 0,000227 0,1351
Idade -0,002605 0,2296 1,852074 0,0052 -0,000018 0,0453
IMC (kg/m2) 0,009483 0,2256  -1,583779 0,4981 0,000035 0,2701

Tabagismo (Sim)  0,027636  0,4664  7,272700 0,5222  0,000017  0,9104
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grupo C

MMP-9 TIMP-1 MMP-9/TIMP-1
Rsquare RMSE Rsquare = RMSE Rsquare RMSE

Modelo 0,268531 0,261368 0,25587 80,43960 0,225546 0,001230

B p B p B p

(CA)n 0,5658 0,6976 0,5081
HH -0,036523 0,4387 11,10336 0,3977 -0,000233  0,2460
HL -0,032839 0,4768 -0,483828 0,9699  0,000006  0,9767
LL 0,069362 0,2876 -10,61953 0,5575 0,000228  0,4115
c'seeT 0,4289 0,9599 0,2614
cc 0,039250 0,4289  0,692024 0,9599  0,000238  0,2614
CTorTT -0,039250 0,4289  -0,692024 0,9599 -0,000238  0,2614
Género (F) 0,044278 0,2025 -6,917580 0,4727  0,000282  0,0580
Idade -0,000303 0,8815  2,726242 <0,0001 -0,000027 0,0023
IMC (kg/m?) 0,001663  0,8337  1,441399 0,5134 -0,000006 0,8629

Tabagismo (Sim)  0,096122  0,0148 -7,087162 0,5112  0,000500  0,0032
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6. Discussao
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6.1. Associacao dos niveis plasmaticos de MMPs-2 e -9 (e seus
inibidores enddégenos: TIMPs-1 e -2) com o0s niveis

circulantes de mercurio

Neste estudo é reportado pela primeira vez que a concentragao plasmatica
de mercurio esta positivamente associada com a razdo MMP-9/TIMP-1 e com a
razao MMP-2/TIMP-2, sugerindo assim que a exposicdo ao mercurio aumenta o
grau de atividade das MMPs -2 e -9. Este aumento pode levar ao aumento da
susceptibilidade a doencas cardiovasculares, como sugerido por evidéncias

mostradas em estudos anteriores [48-51, 96, 97].

Enquanto as concentracées de mercurio no cabelo e no sangue total sdo
mais frequentemente utilizados como biomarcadores de exposicdo ao mercurio,
tanto para screening, diagndstico e biomonitoramento [10], nossos resultados
sugerem que o mercurio plasmatico pode ser um indice relevante de exposicao e
de riscos a saude associados com o0 mercurio, devido a sua cinética. A Unica
relagéo significativa com o mercurio no sangue total foi a diminuicdo dos niveis de
TIMP-2. Esta diminuicdo do TIMP-2 associada ao mercurio no sangue foi menos
significativa que a observada na associagao com as concentracdes plasmaticas de
mercurio. Quando consideramos as concentragdes plasmaticas de mercurio como
uma variavel independente, outros resultados significativos sdo encontrados nos
graus de atividade das MMPs -2 e -9. Uma possivel explicacdo para esse efeito
proeminente do mercurio plasmatico poderia ser o fato de que, embora menos
disponivel para a distribuicdo aos 6rgaos, ele pode representar um risco maior
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para as doencas cardiovasculares, pois essas doencas sao causadas por dano as
paredes vasculares e coracao, que estdo em contato com o plasma. Além disso,
os efeitos toxicos produzidos pela exposicdo ao mercurio podem estar associados
as concentracoes plasmaticas de mercurio, pois estas podem melhor refletir a
fracao de mercurio que esta mais rapidamente disponivel para trocas na corrente
sanguinea. Esta fracdo pode estar mais disponivel para agir nas células
endoteliais, e assim exercer os efeitos toxicos. Essas diferengas entre 0 mercurio
plasmatico e o mercurio sanguineo sao particularmente interessantes devido a alta

correlacao entre os dois.

MMPs podem ser reguladas em nivel transcricional e traducional, por
modificacdes pds-traducionais, e por interacbées com seus inibidores endégenos
(TIMPs). MMPs e TIMPs estdo em um balango delicado sobre circunstancias
normais, € esse balanco é o principal determinante da composicdo da matriz
extracelular [66]. Embora os TIMPs nao sejam inibidores especificos de nenhuma
MMP, TIMP-1 e TIMP-2 sdo os principais inibidores da MMP-9 e MMP-2,
respectivamente [98, 99]. Assim, a medida das razées de MMP-9/TIMP-1 e MMP-
2/TIMP-2 podem levar a uma melhor informacdo com relagdo aos graus de
atividade dessas duas MMPs. Além do mais, muitas doencas estdo relacionados
com descontrole do grau de atividade dessas enzimas, assim levando a aumento
na destruicdo e remodelamento tecidual [100]. Apesar do fato de nao termos
encontrado diferengas significativas nos niveis de MMP-2 ou MMP-9 associadas
as concentracoes de mercurio plasmaticas, encontramos relacbes

significativamente negativas entre as concentra¢des plasmaticas de mercurio e 0s
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niveis de TIMP-1 e TIMP-2, resultando em relacbes significativas entre as
concentracbes de mercurio e as razbées de MMP-9/TIMP-1 e MMP-2/TIMP-2.
Esses achados sao consistentes com a idéia de que a exposicado ao mercurio leva
ao aumento do grau de atividade das MMPs-2 e -9. No entanto, ainda permanece
tendo de ser elucidado se o aumento na atividade de MMPs leva a um aumento do

risco cardiovascular associado a exposicao ao Hg [28, 29, 31, 34, 35].

Elevados niveis de Hg em peixes e humanos foram reportados na Amazénia
Brasileira, e relagdes significativas entre o0 consumo de peixes e 0s bioindicadores
da exposicdo ao Hg tem sido consistentemente descritos [27, 84]. O peixe é um
importante veiculo de transmissdo de Hg para o homem na sua forma organica
(metilmercurio) [28], e ha evidéncias de associagdo entre o consumo de peixes e
Hg inorganico nesta regido [101]. Neste estudo, nés nao especificamos o Hg

(orgéanico ou inorganico).

Quando o consumo de peixe foi incluido no modelo de regressdao multipla, a
associagao entre o mercurio plasmatico e o grau de atividade da MMP-9 foi mais
forte, enquanto a associacdo com o grau de atividade da MMP-2 nao foi alterada.
Por outro lado, o consumo de peixe foi negativamente associado com MMP-9 e a
razdo MMP-9/TIMP-1 e positivamente associado com TIMP-1 e TIMP-2 neste
modelo de regressdao. Mesmo quando o mercurio foi removido do modelo de
regressao, as relagdes entre 0 consumo de peixe e 0s graus de atividades das
MMPs continuaram presentes. O consumo de peixe parece ter um efeito benéfico,

0 que pode combater o efeito negativo da exposicao ao mercurio. Isto pode ter

107



base nas propriedades cardioprotetoras do consumo de peixes (presenca de

acidos graxos essenciais).

As comunidades ribeirinhas estudadas sdo da Bacia do Rio Tapajés, que é
um dos mais importantes afluentes do Rio Amazonas. A principal fonte de
exposi¢cdo ao Hg para essas comunidades ribeirinhas remotas é o consumo de
peixes contendo Hg. Para essas populacdes, que dependem do peixe como
principal fonte de proteina, isso representa um importante dilema de salde
publica, sobretudo porque ha evidéncias de efeitos tanto cardioprotetores quanto
cardiotéxicos associados ao consumo de peixes, devido primariamente aos acidos
graxos essenciais [28, 85]. Estudos subseqglentes nesta regido devem examinar o

papel dos acidos graxos essenciais.

Niveis relativamente elevados de Se também foram reportados na Amazénia
Brasileira [102]. A dieta representa a principal via de obtengdo do Se [103]. Em
outra regidao da Amazénia, foi demonstrado que determinadas espécies de peixes
da Amazbnia podem ser boas fontes de Se [103]. No entanto, em nossa area de
estudo, Lemire et al. ndo observaram relacao geral entre o consumo de peixes e
Se, embora o consumo de peixes seja muito elevado [103]. No entanto, certas
espécies de castanha, como a castanha do Para (Brazil nuts - Bertholletia excelsa
Humb. e Bonpl.) e nozes (Paradise nuts - Lecythis usitata Miers) da familia
Lecythidaceae, sdo conhecidas por acumular altos niveis de Se dos solos. Na
regido estudada, existem importantes variacdes na disponibilidade de diferentes

tipos de comida durante o ano, e variagdes nas concentracées de Se no cabelo
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sugerem que podem existir fontes sazonais de Se nos alimentos locais, que

poderiam refletir nas concentragées de Se no plasma e no sangue total [102].

Nesse estudo, n0s levamos em consideracdo as variaveis que poderiam
influenciar os niveis de MMPs ou TIMPs, incluindo TBARS, selénio plasmatico,
tabagismo, idade, género e IMC. Elevado estresse oxidativo (medido como
concentracdo de TBARS) é considerado o um importante fator modulador de
expressao/atividade de MMP-2 e -9 [36, 66]. TBARS mostrou uma tendéncia a
associacao positiva com a razao MMP-2/TIMP-2, devido a associagdo negativa
significativa com TIMP-2, mas nao apresentou alteragdes significativas na razao

MMP-9/TIMP-1.

E possivel que o selénio produza efeitos antioxidantes e atenue o aumento
no estresse oxidativo associado a exposicdo ao mercurio [42, 104, 105]. Além
disso, o selénio pode formar complexos de alto peso molecular com o mercurio e
uma proteina plasmatica, assim, atenuando a toxicidade associada a exposi¢ao ao
mercurio [41]. No entanto, a maioria dos estudos foi feita com Se inorganico, e a
natureza dessas interacées ainda € pouco entendida [103]. As concentracdes de
selénio plasmaticas foram negativamente relacionadas com a razao MMP-9/TIMP-
1 devido a diminuicdo na MMP-9 relacionada ao selénio (que também pode ser
vista no modelo univariado). Isso pode refletir o efeito antioxidante produzido pelo
selénio. Estudos posteriores sdo necessarios para entender as possiveis relacoes

entre o Se da dieta e o Hg.
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Qutras variaveis incluindo tabagismo, género, idade ou IMC também afetam
a concentracdes das razées de MMP/TIMP e, portanto, foram levados em

consideracao no nosso modelo de regressao multipla.

Foram mostrados niveis aumentados de MMPs-2 e -9 em pacientes obesos
[106]. No entanto, nossos resultados mostram relacdo negativa significativa entre
IMC e niveis de MMP-2 e também com a fraggo MMP-2/TIMP-2, mas
positivamente relacionado ao TIMP-1 (regressao univariada). Deve-se notar que o
indice de massa corpérea era baixo, e poucas pessoas nessas comunidades sdo

obesas.

Nesse estudo, o tabagismo foi negativamente associado com TIMP-2, mas
nao com a concentragado circulante de MMPs, embora estudos prévios tenham
mostrado uma relagao positiva entre o tabagismo e os niveis de MMPs [107-112].

Esses achados podem resultar do pequeno numero de fumantes neste estudo.

Embora se saiba do maior risco cardiovascular em populagdes mais velhas,
sendo esperado um aumento nos niveis de MMPs com a idade, foi encontrada
uma associacao negativa da idade com MMP-9 e com a razao MMP-9/TIMP-1 e
um aumento nos niveis de TIMP-1. Associagdes similares também foram
encontradas em outros estudos [113, 114]. No entanto, ndo foi encontrada

associacao entre idade e o grau de atividade da MMP-2.

Relagbes precisas entre MMPs e o género ainda ndo estdo bem
estabelecidas. Todavia, é possivel que existam diferencas género-especificas nos

mecanismos fisiopatolégicos das doencas cardiovasculares [115]. Nobs
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encontramos, niveis significativamente mais altos da razao MMP-9/TIMP-1 em
mulheres (analise univariada) quando comparado com homens, e este achado foi

confirmado com o modelo de regressao linear multipla.

Desta forma, foi encontrada associacao positiva entre os graus de atividades
das MMPs -9 e -2 no plasma, e as concentracbes plasmaticas de mercurio,
sugerindo um possivel mecanismo pelo qual o mercurio pode aumentar a

susceptibilidade a doencas cardiovasculares.

6.2. Interacao entre polimorfismos da MMP-9 e exposicao ao
mercurio, de forma a modificar as concentracoes plasmaticas

da MMP-9

O principal novo achado reportado neste estudo € de que os genétipos do
polimorfismo microssatélite (CA), da MMP-9 estdo associados com os niveis de
MMP-9 e MMP-9/TIMP-1 em pessoas expostas ao mercario em baixas
concentragcdes. No entanto, esse polimorfismo néo teve grande influéncia sobre os
niveis de MMP-9 em pessoas com niveis intermediarios ou altos de Hg. Além
disso, ndo foi encontrada associacdo entre o polimorfismo C'°®?T e os niveis de
MMP-9. Esses resultados sugerem que os genétipos do polimorfismo (CA), podem
influenciar os niveis de MMP-9 em pessoas expostas a baixos niveis de Hg. Os
niveis mais elevados de MMP-9 em individuos que apresentam o gendtipo HH
podem levar a maior suscetibilidade a doengas cardiovasculares, como sugerido

por alguns estudos [48, 96, 97]. Com exposicado média ou elevada ao mercurio,
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outros fatores podem ser mais relevantes do que os fatores genéticos associados

a esse polimorfismo.

Conforme discutido anteriormente, niveis elevados de Hg em peixes e
humanos foram reportados na Amazénia Brasileira, e relagcdes significativas entre
0 consumo de peixes e 0s bioindicadores da exposicdo ao Hg tem sido
consistentemente descritos [27, 84]. O consumo de peixes contendo Hg é a
principal fonte de exposi¢cdo ao Hg para as comunidades ribeirinhas da Bacia do
Rio Tapajés (populacdo estudada), as quais também dependem de peixes como
sua principal fonte de proteina. Diferencas nos niveis plasmaticos de Hg refletem
diferencas no consumo de peixes, 0 que pode ser visto quando comparamos 0s
grupos A (concentragbes mais baixas de Hg) e C (concentragbes mais elevadas

de Hg) (Tabela 1).

Como no estudo anterior, utilizamos as concentracbes de mercurio no
plasma durante as analises, pois esta fracdo do sangue esta em contato com as

paredes vasculares e coracao, podendo exercer efeitos téxicos consideraveis.

Neste estudo, também analisamos a medida da razao MMP-9/TIMP-1, que
pode levar a uma melhor informacdo com relacdo ao grau de atividade dessa

MMP.

Como nao temos uma populacéo de estudo homogénea, no presente estudo,
foram levadas em consideracao variaveis que pudessem influenciar os niveis de
MMP-9 ou TIMP-1, incluindo as concentragdes plasmaticas de Hg, tabagismo,

idade, género e IMC. Devido a relacao significativa entre o consumo de peixes e
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os bioindicadores de exposicdo ao Hg, o consumo de peixe nao foi incluido nos
modelos. Diferente do estudo anterior, concentracées de Se no plasma e TBARS
nao foram significativas associadas aos graus de atividade da MMP-9 e, portanto,

nao foram incluidas nos modelos de regressao multipla.

Assim como no estudo anterior, as concentragdes plasmaticas de Hg foram

positivamente associadas ao grau de atividade da MMP-9.

Quando analisamos a possivel influéncia dos genétipos da MMP-9 nos graus
de atividade da MMP-9 em individuos expostos ao Hg, primeiramente nao foi
encontrada nenhuma relacdo entre os polimorfismos (CA), e C'°%?T da MMP-9 e
os graus de atividade da MMP-9. No entanto, quando dividimos o grupo de estudo
em tercos, encontramos uma relagdo positiva entre os graus de atividade da
MMP-9 em pessoas expostas ao Hg em baixas concentragcbes e o microsatélite
(CA),. Pessoas de genotipo HH apresentaram niveis mais altos de MMP-9 quando
comparados com pessoas com o gendtipo LL. Esses achados sdo consistentes
com achados in vitro, onde maior numero de repeticbes do microsatélite (CA) foi
associado com atividade aumentada da regido promotora da MMP-9 [80], que
pode levar a niveis aumentados de MMP-9, quando comparado com menores
nuameros de repeticdes. Niveis elevados de MMP-9 podem resultar em doengas
cardiovasculares [48, 96, 97]. Em niveis intermediarios e elevados de exposicao
ao Hg nao encontramos nenhuma relacéao entre o polimorfismo (CA), e o grau de
atividade da MMP-9. Nesses casos, outros fatores capazes de aumentar os niveis
de MMP-9, como a exposicao ao Hg propriamente dita, podem ser mais relevantes

do que os efeitos genéticos associados com esses polimorfismos. Nao ha estudos
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na literatura que possam sugerir mecanismos que expliquem a falta de interacéao
entre esses polimorfismos e a concentracdo de mercurio nos dois grupos com as
maiores concentracdes. Sugerimos que estudos experimentais, bem controlados,
sejam feitos para clarificar essa questdo. De qualquer modo, esses achados
sugerem que individuos expostos a baixas concentracbes de mercurio, € que
sejam portadores de alelos H, estejam expostos a risco cardiovascular
aumentado. Esta sugestdo também merece estudo clinico futuro, uma vez que
nao avaliamos a incidéncia de eventos cardiovasculares relevantes nesse

individuos.

Uma possivel razdo para a falta de associacao significativa entre os niveis de
MMP-9 e o polimorfismo C'°*T em individuos expostos ao Hg pode ser o
pequeno numero amostral (N = 88 ou 89/grupo), o que pode ter limitado o poder

de detectar os possiveis efeitos associados com o alelo raro (T).

Analisando as outras variaveis incluidas nos modelos de regressao multipla,
encontramos relagao positiva entre o tabagismo e os niveis de MMP-9. A idade foi
negativamente associada ao grau de atividade da MMP-9. Encontramos uma
tendéncia a maiores niveis da razdo MMP-9/TIMP-1 em mulheres quando

comparado comparados com homens, no grupo C (concentragcbes mais altas de

Hg).
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7.1. Associacao dos niveis plasmaticos de MMPs-2 e -9 (e seus
inibidores enddégenos: TIMPs-1 e -2) com o0s niveis

circulantes de mercurio

Foi encontrada associacao positiva entre os graus de atividades das MMPs -
9 e -2 no plasma, e as concentragdes plasmaticas de mercurio, sugerindo um
possivel mecanismo pelo qual o mercurio pode aumentar a susceptibilidade a
doengas cardiovasculares. Esses resultados fornecem uma nova perspectiva
sobre 0s mecanismos bioldgicos que possivelmente desempenham um papel na
toxicidade do Hg, especialmente em termos de doencas cardiovasculares. A
relacdo causal entre a exposicdo ao Hg e o aumento da susceptibilidade as
doencas cardiovasculares através de mecanismos envolvendo MMPs, no entanto,

permanece tendo de ser provado.

7.2. Interacao entre polimorfismos da MMP-9 e exposicao ao
mercurio, de forma a modificar as concentracoes plasmaticas

da MMP-9

Nossos achados sugerem uma interacdo significativa entre o polimorfismo
(CA), e baixos niveis de exposicdo ao Hg, possivelmente aumentando o risco de

desenvolvimento de doengas cardiovasculares em individuos de genétipo HH.
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Depto. de Analises Clinicas, Toxicolégicas e Bromatolégieas-—————— ——
FCFRP - USP
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9.1. Termo de consentimento livre e esclarecido

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Projeto: “Importancia de fatores genéticos na intoxicacao ambiental pelo

metilmercurio na populacao da regiao amazoénica”

Responsavel:

- Dr. Fernando Barbosa Junior

Vocé esta sendo convidado a participar de um estudo cujos detalhes sao:

1) A exposicdo ao mercurio na regiao amazébnica, principalmente vinda do
consumo de peixes, ja é conhecida ha muitos anos. Entretanto, ndo se sabe muito
dos problemas de salde relacionados a essa exposicao. Neste nosso estudo, nés
pretendemos estudar se algumas diferencas genéticas podem modificar as
quantidades de mercurio no seu sangue e no seu cabelo, e também produzir
algumas modificacées nas quantidades de algumas substancias produzidas pelo
seu organismo e presentes no seu sangue que podem fazer com que o mercurio
consumido no peixe possa ser mais toxico para vocé que para outras pessoas.
Isto podera contribuir para que possamos ajudar a entender e diminuir possiveis
problemas a sua saude no futuro, relacionados a essa exposi¢cdo. Assim,
estudaremos algumas substancias presentes no seu sangue e que serao
correlacionadas com a quantidade de mercurio no seu sangue e no seu cabelo.

2) Sua participacao neste estudo sera:

Seréao retirados, no maximo, 20 mL do seu sangue, e 100 mg de cabelo da
regidao da nuca. O sangue sera coletado por enfermeiro, utilizando puncao na sua
veia realizada com coleta por vacuo (Vacutainer) com materiais esterilizados e
equipamentos de protecdo individual que empecam qualquer risco de
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contaminacao para vocé. O cabelo sera coletado por enfermeiro na regido da nuca
utilizando tesoura devidamente esterilizada antes do uso. O volume de sangue
qgue coletaremos é o equivalente a uma pequena xicara de café. Este sangue sera
utilizado para realizar todo o estudo mencionado acima e para avaliar os niveis de
mercurio em seu organismo. O cabelo coletado também sera utilizado para ver os
niveis de mercurio de exposicdo mais antiga. Também verificaremos a sua
pressao arterial (trés medidas), apés 5 minutos de repouso. Com isto, encerra-se
a sua participacao neste estudo.

Todas as amostras de sangue e cabelo que coletaremos serdo congeladas e
levadas para a Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto da
Universidade de Sao Paulo onde serdo processadas. Apds as analises, todo o
material biolégico coletado sera embalado em sacos plasticos apropriados para
descarte de materiais biolégicos (risco biologico), lacrados e entregues para o
Sistema de Coletas da Prefeitura da Cidade de Ribeirdo Preto para incineragao.

Os resultados ficardao a disposi¢cdao de vocés e manteremos 0 seu nome em
sigilo com padrées profissionais de sigilo. Quando tivermos todos os resultados do
estudo eles estardo a sua disposicao e permanecerao confidenciais. O nome do
voluntario ou o material analisado que indique a sua participacdo nao sera
divulgado.

3) A sua participacado no estudo nao acarretara em custos e nao sera disponivel
nenhuma compensacao financeira adicional, exceto na presenga de danos
decorrentes da pesquisa.

4) A coleta de sangue podera causar alguma pequena manifestacao no lugar da
coleta, como um pequeno inchacgo e o local ficar roxo. Nestes casos, e em outros
pequenos agravos provocados pela coleta do sangue a nossa equipe se
compromete em fornecer pomada a vocé para minimizar estes efeitos.

5) Nos casos em que observarmos niveis alterados da pressao arterial e de
mercurio no seu sangue e cabelo, nés nos comprometemos a passar a vocé as
informacdes necessarias para manutengao de sua salde e buscaremos para que
te auxilie um médico local.

6) Acreditamos que este estudo trara como beneficio um entendimento de como a
exposicdo ao mercurio pode afetar algumas fungbes do nosso organismo,
possivelmente causando alterac6es indesejadas associadas as doencas causadas
por essa exposicao.
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7) Qualquer dado que possa ser publicado posteriormente, ndo revelara a sua
identidade. Entretanto, 6rgdos governamentais ligados a saude podem solicitar
informacgdes a respeito da pesquisa e identidade dos voluntarios nela envolvidos.

8) Vocé pode retirar o seu consentimento para participar deste estudo a qualquer
momento, inclusive sem justificativas e sem qualquer prejuizo para vocé.

9) Vocé tera a garantia de receber a resposta a qualquer pergunta ou
esclarecimento de qualquer duvida a respeito dos procedimentos e de outras
situacdes relacionadas com a pesquisa € o0 tratamento a que sera submetido.
Qualquer questao a respeito do estudo ou de sua saude deve ser dirigida ao Dr.
Fernando Barbosa Jr (telefone 016-36023183) do Departamento de Analises
Clinicas, Toxicolégicas e Bromatolégicas da Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas de Ribeirdo Preto (FCFRP) da Universidade de Sao Paulo.

Eu, ’
abaixo assinado, declaro que em / / fui devidamente informado em
detalhes pelo pesquisador responsavel no que diz respeito ao objetivo da
pesquisa, aos procedimentos que serei submetido, aos riscos e beneficios, a
forma de ressarcimento no caso de eventuais despesas, bem como a indenizacao
quanto por danos decorrentes da pesquisa. Declaro que tenho pleno
conhecimento dos direitos e das condicoes que me foram asseguradas e acima
relacionadas.

Declaro, ainda, que concordo inteiramente com as condigcdes que me foram
apresentadas e que, livremente, manifesto a minha vontade de participar do
referido projeto.

[taituba , de de

Assinatura do voluntario Assinatura do investigador/testemunha
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10.1. Trabalho publicado — objetivo 1
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Mercury Exposure Increases Circulating Net Matrix
Metalloproteinase (MMP)-2 and MMP-9 Activities

Anna L. B. Jacob-Ferreira', Carlos J. S. Passos”, Alcen A. Jorddio®, Myriam Fillion®, Donna Mergler®, Mélanie Lemire®, Raquel F. Gerlach®,
Fermndo Barbosa Jr* and Jmse E. Tanus-Santos®

"Department of Pharmacology, Faculty of Medical Sciences, State University of Campinas, Campinas, Brazil, *Department of Clinical
Toxicological and Food Science Analysis, Faculty of Pharmaceutical Sciences of Ribeirio Preto, University of $io Paulo, Ribeirio Preto, Brazil,
*Nutrition and Metabolism, Department of Intemal Medicine, Faculty of Medicine of Ribeirdo Preto, University of Sio Paulo, Ribeirio Preto,

Brazil, ‘Centre interdisciplinare de recherches sur la biologie, la santé, la société et l'environnement (CINBIOSE), University of Québec

in Montreal, Montreal, QC, Canada, “Department of Morphology, Stomatology and Physiology, Dental School of Ribeirio Preto, University
of S0 Paulo, Ribeirio Preto, Brazil, and "Department of Pharmacology, Faculty of Medicine of Ribeirao Preto, University of Sac Paulo,

Ribeirao Preto, Brazil
(Received 2 February 2009; Accepted 23 April 2009)

Abstract:  Mercury (Hg) exposure causes health problems that may result from increased oxidative stress and matrix metallo-
proteinase (MMP) levels. We investigated whether there is an association between the circulating levels of MMP-2, MMP-9,
their endogenous inhibitors (the tissue inhibitors of metalloproteinases; TIMPs) and the circulating Hg levels in 139 subjects
environmentally exposed to Hg. Blood and plasma Hg were determined by inductively coupled plasma-mass spectrometry
(ICP-MS). MMP and TIMP concentrations were measured in plasma samples by pelatin zymography and ELISA respectively
Thiobarbituric acid-reactive species (TBARS) were measured in plasma to assess oxidative stress. Selenium (Se) levels were
determined by ICP-MS because it is an antioxidant. The relations between bioindicators of Hg and the metalloproteinases lev-
els were examined using multivariate regression models While we found no relation between blood or plasma Hg and MMP-
9, plasma Hg levels were negatively associated with TIMP-1 and TIMP-2 levels, and thereby with increasing MMP-9/TIMP-1
and MMP-2/TIMP-2 ratios, thus indicating a positive association between plasma Hg and circulating net MMP-9 and
MMP-2 activities. These findings provide a new insight into the possible biological mechanisms of Hg toxicity, particularly in

cardiovascular diseases.

Matrix metalloproteinases (MMPs) are a family of structur-
ally related, zinc-dependent enzymes involved in the degrada-
tion of many components of the extracellular matrix during
both physiological and pathological processes [1]. Increased
expression and activity of gelatinases (MMP-2 and MMP-9)
have been reported in a variety of pathological conditions
[2-4]. Importantly, recent studies have shown that the circu-
lating levels of MMPs have been associated with the risk of
atherosclerotic events and may be uwsed as a blood-borne
biochemical marker for cardiovascular risk [5], even for
subjects without clinical diseases [6,7]. For example, high
MMP-9 levels were associated with rapid coronary artery dis-
ease progression [8] and with fatal cardiovascular events [9].
Indeed, increased circulating MMP-9 levels were associated
with the subsequent incidence of acute cardiovascular events
and/or hypertension in peopk without cardiovascular
disease [10].

Mercury (Hg) exposure is widely recognized as a serious
environmental health problem leading to a variety of dele-
terious effects to human health [11-13]. These effects

Author for comespondence: Jose Eduardo Tanus-Santos, Deparn-
ment of Phammacology, Faculty of Medicine of Ribeirio Preto, Uni-
versity of S0 Paulo, Av. Bandeirantes 3900, 14049 900 Ribeirio
Preto, SP. Brazil (fax +355 16 3633 2301, e-mail tanus{@fmrp.usp.br).

include the promotion of cardiovascular discases, although
the mechanisms involved have not been precisely defined
[14-18]. However, there is evidence implicating Hg-induced
increases in oxidative stress, which may play a role in Hg
toxicity [17,19,20]. This may be particularly relevant
because enhanced oxidative stress [assessed as thiobarbitu-
ric acid reactive spedes (TBARS) concentration] is a major
factor modulating MMP-2 and MMP-9 expression/activity
[21,22].

On the other hand, nutritional factors may diminish the
rates of oxidative stress [23-26] and possibly reduce Hg tox-
icity. For example, Se is an essential micronutrient with
important antioxidant propertics and may have important
biological and biochemical functions in organisms [27].
Indeed, some studies suggest that Se may influence the toxic
effects of heavy metals, including Hg [27].

The highest levels of Hg exposure reported in the current
literature are found in fish-eating communities of the Brazil-
ian Amazon [28]. However, some of these communities also
have relatively high levels of Se [29,30].

In the present study, we examined whether MMP-9 and
MMP-2 (and their endogenous inhibitors, the tissue inhibi-
tors of metalloproteinases; TIMPs) plasma levels are associ-
ated with the circulating concentrations of Hg in people
environmentally exposed to Hg in the Amazon region.

145



282 ANNA L. B JACOB-FERREIRA ET AL.

Materials and Methods

High-purity de-ionized water (resistivity 18.2 m£2 cm) obtained by a
Milli-) water purification system (Millipore, Bedford, MA, USA)
was used throughout. All reagents used were high purity analytical
grade. All chemical solutions used for Hg determination were stored
in high-density polypropylene bottles. Whole blood and plasma sam-
ples were stored in 2 ml tubes at —80°C. The tubes, the plastic bot-
tles, the auto-sampler cups and the glassware materials used in the
present study were cleaned with HNO; at 1084 (w'v), ninsed five
times with Milli-Q) water and dried in a class 100 laminar flow hood
located inside the class 10,000 clean room.

Study design and population. Approval was obtained from the Eth-
ics Committee of the University of Sio Paulo at Ribeirio Preto
(Brazil), protocol number CEP/FCFRP #71, and persons who
agreed to participate were individually explained the study and
simed an informed consent form. All persons participated on a
voluntary basis.

This study is part of a larger interdisciplinary investigation that
examines Hg sources and dvnamics in the environment, human
exposure and health effects in the Tapajos River Valley (Brazilian
Amazon, state of Pard) [31]. A cross-sectional study of 450 par-
ticipants was carried out from May to July 2006 For the present
analyses, we randomly selected blood samples from 159 villagers
(73 men and 86 women), aged from 15 to 87 years, from six river-
side communities Exposure to Hg in this region is through fish
intake [32].

Villagers’ data were collected using two interview-administered
questionnaires. One targeted socio-demographic information (gender;
age; living village; place of birth; length of time in the region; educa-
tional level; subsistence activities; work in gold mining and exposure
to Hg through buming amalgam; exposure to other contaminants;
frequency and quantity of smoking, drinking and recreative drugs
habits; medical history; medication). The second was a 7-day recall
food consumption frequency questionnaire for species-specific fish,
beef, chicken, pork or other meats, fruit species, milk/butter. For fish
consumption, a list was prepared, which included most of the
fish species present in the region. Participants indicated, for each
day, the number of meals containing fish as well as the fish species
that were consumed. Anthropometric measures (weight, height, waist
circumference) were taken by a trained technician and body mass
index (BMI) was calculated.

Bilood collection. A trained nurse collected a 6-ml venous blood sam-
ple from each participant. Blood samples were collected in ‘trace
metals free’ evacuated tubes (BD Vacutainer®, BD Vacutainer,
Franklin Lakes, NI, USA) containing heparin as anticoagulant. Two
millilitres of blood was then pipetted into an Eppendorf tube (2 ml
volume) previously cleaned in a class 100 clean room and immedi-
ately frozen at —20°C before analysis. For plasma separation, 4 ml of
blood samples was centrifuged (1000 x g for 6 min.). The plasma
fracion was then pipetted into an Eppendorf tube (2 ml volume)
previously cleaned in a class 100 clean room and immediately frozen
at —70FC before analbysis.

Determination of Hg in whole blood and plasna. While whole blood

has been most frequently used for assessment of Hg exposure [33],
there has been some discussion on the suitability of using plasma as

Eid 8.9 19 &8 332 o8

a better index of exposure to heavy metals [34], including Hg [35].
Thus, for the present study, we determined Hg concentrations in
both whole blood and plasma samples.

Hg levels in whole blood and plasma were measured at the Labo-
ratory of Metals Toxicology, University of Sio Paulo in Ribeirio
Preto (Brazil), by inductively coupled plasma-mass spectrometry
(ICP-MS). The concentrations of Hg in whole blood samples were
measured according to the method described by Palmer et al. [36],
with a Hg detection limit of 0.17 pg/l. The concentrations of Hg in
plasma samples were made according to the method described by
Goulle et al. [37], with a Hg detection limit of 0,10 pg/1.

Determinarion of Se concentrations in plasma. Whole blood and Se
content in the erythrocytes are good indicators of long-term expo-
sure to Se, while plasma concentration reflects changes in the intake
of Se more rapidly than concentrations in erythrocytes [38]. Se in
plasma is incorporated into glutathione peroxidase (GSH-Px), sele-
noprotein P or bound to albumin, and about 95% of the Se present
in plasma is bound to proteins These compounds do not penetrate
membranes [39] and may be more bioavailable on the cardiovascular
system. In the present study, we used plasma Se.

Se levels in plasma were also determined at the Laboratory of
Metals Toxicology, University of Sdo Paulo in Ribeirio Preto (Bra-
zil), by ICP-MS, using the method proposed by Goulle et al. [37].
The detection limit was 0.09 pg/l.

Ouality control of the resulrs. Quality control of trace metals deter-
mination was guaranteed by the analysis of Standard Reference
Materials from the US. National Institute of Standards and Tech-
nologies (NIST). Moreover, various secondary reference materials,
either provided by the New York State Department of Health (NYS
DOH PT programme for trace elements in whole blood and plasma)
or by the Institur national de sant publigue du Québec, Canada
(INSP external quality assessment scheme for trace elements in
blood and plasma), were analysed. Reference samples were analysed
before and after 10 ordinary samples.

SDS-polyacrvlamide gel electrophoresis [ PAGE) gelatin zymography
af MMP-2 and MMP-9. Gelatin zymography of MMP-2 and
MMP-9 from plasma samples was performed as previously reported
[40-42]). Briefly, plasma samples were diluted in sample buffer (2%
SDS, 125 mM Tris-HCl; pH 6.8, 10% glycerol and 0.001% brom-
ophenol blug) and subjected to electrophoresis on 7% SDS-PAGE
co-polymerized with gelatin (1%) as the substrate. After electropho-
resis was complete, the gel was incubated for 1 hr at room tempera-
ture in a 2% Triton X-100 solution, and incubated at 37%C for 72 hr
in Tris-HCl buffer, pH 7.4, containing 10 mmol/1 CaCl,. The gels
were stained with 0.03% Coomassie brilliant blue G-250, and then
destained with 3P4 methanol and 10% acetic acid. Gelatinolytic
activities were detected as unstained bands against the background
of Coomassie blue-stained gelatin, by densitometry using a Kodak
Electrophoresis Documentation and Analysis System (EDAS) 290
(Kodak, Rochester, NY, USA). The pro forms of MMP-2 and
MMP-9 (fig. 1) were identified as bands at 72 and 92 kDa, respec-
tively, by the relation of log Mr to the relative mobiity of Sigma
SDS-PAGE LMW marker proteins.

Determination af TIMP-I and TIMP-2 concentrations i plasna. Plasma
TIMP-1 and TIMP-2 concentrations were measured by using the

Pro-MMP.3 {32 kDak

Pro-MMP-2 (T2 kDa)

z.0 0.2  Sid  Plasma Hg (pg/l)

Fig. 1. Representative zymogram of plasma samples showing pro-MMP-9 (92 kDa) and pro-MMP-2 bands (72 kDa). Std, internal standard;
plasma Hg, plasma Hg concentrations (pg/dly; MMP, matrix metalloproteinase.
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Table 1.
Socio-demographic characteristics and analysed parameters of the study population (N = 139).
N % Range Mean * S.D. Median

Age (vears) 15-87 4116 38
Gender

Men 73 46

Women 86 4
Body mass index (kg/m?) 17-41 25+ 4 244

Smoking habits

Smokers 29 18

MNon-smokers 130 82
Fish consumption (meals/ week) 0-14 5+4 5
MMP-9 {arbitrary unit) 0.05-1.69 0.5+ 0.30 0.46
MMP-2 {arbitrary unit) 0.46-2.12 1.11 £ 0.38 1.07
TIMP-1 (ng/ml) 301738057 3473 8827 31138
TIMP-2 (ng/ml) 4922 23660 13994+ 3576 143.04
Blood Hg (pgs1) 4.30-164.90 40.60 + 3095 31.40
Plasma Hg (pg/1) 0.20-30.20 776t 615 620
Plasma Se (pg/1) 57231000 130.16 + 47.60 117.50
TBARS (nM.mg protein) 0.15-15.38 432+ 311 i

MMP, matrix metalloproteinase; TIMP, tissue inhibitor of metalloproteinase; TBARS, thiobarbituric acid-reactive species

sandwich enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA), using
reagents from R&D Systems (Minneapolis, MN, USA ) following the
instructions by the manufacturer. The reaction was evaluated using a
pQuaan microplate reader (Bio-Tek Instruments Inc., Winooski,
VT, USA).

Detennination of TBARS concentravions in plasna. The determina-
tion of TBARS was used to estimate the degree of lipid peroxida-
tion, using the method of Buege and Aust [43].

Stavistical analysis. We used descriptive statistics to present general
charactenstics of the population, and Pearson’s correlation analysis
(rp) to examine associations between MMP or TIMP concentrations
with socio-demographic varables that could influence their levels
such as smoking status, age, gender and BMI, as well as fish con-
sumption, plasma Se and TBARS concentrations These parameters
were then included as covarables in a multiple regression model
seeking to explain changes in MMPs, TIMPs and MMP,TIMP ratio
as a result of plasma Hg or whole blood Hg concentrations. As fish
consumption and Hg are correlated (r = 0.44 for He in whole blood
and 0.34 for plasma Hg), two models were analysed (with and with-
out fish consumption). Because blood Hg, plasma Hg and Se present
asymmetric distributions, their concentrations were log-transformed
before use in these multiple models. The results were defined as sta-
tistically significant when p < 0,05, The analyses were performed
using Prism 3.02 (GraphPad Software Inc., San Diego, CA, USA)
and Jump 5.0.1a (SAS Institute Inc., Cary, NC, USA).

Results

Table 1 summarizes the sodo-demographic characteristics
and analysed parameters, mcluding the indicators of Hg
exposure (blood and plasma Hg concentrations) of the 159
participants enrolled in the study. We found a significant cor-
relation between blood Hg and plasma Hg concentrations
(r = 0.8682; p < 0.0001; fig. 2).

Univariate analyses examining the possible determinants
of MMPs and TIMPs activities in this population showed
significant negative correlations between plasma Se and

] s [ 2]
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Fig. 2. Association between plasma Hg and blood Hg concentrations.
(pgT) in the 159 participants of the study. The regression line and
the 95% confidence interval are plotted.

both MMP-9 (r =-01755; p=0.0269) and TIMP-2
(r = —0.2067; p = 0.0089). TBARS was negatively correlated
with MMP-2 (r = —0.1647; p = 0.0381). Interestingly, no
correlations were found between smoking status and MMPg
TIMPs or MMP/TIMP ratios even though some of the sub-
jects enrolled in the present study were smokers Fish con-
sumption was found to be inversely and significantly
correlated  with MMP-9/TIMP-1  ratio (r = =0.1801;
p = 00231). Significant negative correlations were found
between age and both MMP-9 (r = =0.1792; p = 0.0238)
and MMP-9/TIMP-1 (r = =0.3518; p < 0.0001), whereas a
positive correlation was found between age and TIMP-1
(r=03743; p < 00001), and no correlation with MMP-2.
The MMP-9/TIMP-1 ratio was significantly higher in
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women (24% higher, p = 0.0163, t-test). BMI was negatively
and significantly correlated with both MMP-2 (r = —02344;
p=00029 and MMP-2/TIMP-2 nratic (r=-02352;
p=00028) and positively correlated with TIMP-1
(r = 0.1724; p = 0.0298).

The relationship between Hg exposure and changes in
MMPs and TIMPs were then examined with rultiple regres-
sion models which induded the following covariates: smok-
ing status, age, gender, BMI, log plasma Se and TBARS.
Except for TIMP-2, which significantly decreased
(B = =26.54351, p = 0.0021) with whole blood total Hg, we
did not observe any association between whole blood Hg
and MMPs, TIMP or their ratios: MMP-9 (f = 0.018331,
p = 0.8056), MMP-2 (f = -0.013082, p = 0.8902), TIMP-1
(B = 4.182572, p =0.8366), MMP9/TIMP-1 ratio
(B = 0000093, p=0765) and MMP-2/TIMP-2 ratio
(B = 0.001528, p = 0.1176).

In the multiple regression model with plasma Hg as an
independent variable, we found no assodation between
plasma Hg and MMP-9 (f = 0081922, p =0.1424) or
MMP-2 (B = 0.090222, p =0.2043). However, plasma Hg
concentrations were significantly and negatively associated
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with both TIMP-1 (B = -31.22264, p = 0.0393) and TIMP-2
(B = -38.1198, p < 0.0001) concentrations, and positively
associated with MMP-9/TIMP-1 (f = 0.000454, p = 0.0523)
and MMP-2/TIMP-2 ratios (f = 0.003062, p < 0.0001;
fig. 3, table 2).

When we included fish consumption as a further indepen-
dent variable, plasma Hg concentrations were significantly
and positively associated with MMP-9 (f = 0.116153, p =
0.0446), MMP-9/TIMP-1 ratio (p = 0.000607, p = 0.0122)
and MMP-2/TIMP-2 ratio (i = 0.003308, p < 0.0001), and
negatively associated with both TIMP-1 (f = -40.513880,
p=00099) and TIMP-2 (p= —43214400, p < 0.0001).
Fish consumption was negatively assodated with MMP-9
(f = —0.012376, p=0.0388) and MMP-9TIMP-1 ratio
(B = =0.000055, p =0.0272), and positively associated with
both TIMP-1 (p = 3359212, p =0.0381) and TIMP-2
(p = 1.841935, p = 0.0031).

In a multiple regression model using fish consumption
without Hg concentration as an independent variable, we
found a trend for fish consumption to decrease MMP-9

(p = —0.008932, p=0.1223) and MMP-9TIMP-1 ratio
(B = —0.000037, p=0.1250), and to increase TIMP-I
=]
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Fig. 3. Adjusted values for MMP-9 (A}, MMP-2 (B}, TIMP-1 (C), TIMP-2 { D), MMP-9/TIMP-1 (E) and MMP-2-TIMP2 ratios (F) with log -
plasma Hg taking into account: age, gender, BMI, smoking habits, log plasma Se and TBARS,
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Table 2.
Results from multiple linear regression analysis for MMPs, TIMPs and MMP/TIMP ratios, using plasma Hg as an independent variable
(N = 159).
Source MMP-4 TIMP-1 MMP-9/TIMP-1
R RMSE ' RMSE ' RMSE

0.118105 0293190 0229285 7926685 0.213569 0001225
Model B P i} P B P
Log Hg plasma 0.081922 001424 3122264 00393 0.000454 0.0525
Log Se plasma —0.335790 0.0039 —41.84663 0.3980 -0.001721 00256
TBARS (nM./mg protein) 0.01 (404 01725 - 1607502 04346 0.000029 0.3564
Smaoking status (N) —0.034367 02803 9983102 0.2462 -0.000251 0.0599
Age —0.003349 0.0254 2187359 <0.0001 —0.00002% <0.0001
Gender (F) 0.055082 0.0265 -9.505038 0.1547 0.000325 0.0019
BMI 0.001461 0.8107 2123479 0.1992 —0.000001 0.9680

MMP-2 TIMP-2 MMP-2/TIMP-2
R RMSE R RMSE R RMSE

0.074997 0.373477 0.297096 30.66540 0.167349 0.008594
Maodel B P i P B P
Log Hg plasma 0.000222 0.2043 -38.1198 <0.0001 0.003062 <0.0001
Log Se plasma —0.177821 04458 —-28.25538 0.1412 —0.000291 0.8987
TBARS (nM./mg protein) 0.000021 09983 2114915 0.0086 0.000165 0.0836
Smoking status ( N) —0.002557 09496 —8.037496 0.0163 0.0005346 0.1696
Ape —0.000354 08518 0201382 0.0622 —0.000008 0.6765
Gender (F) 0.046641 01384 0.698631 0.7862 0.000303 0.3244
BMI —0.022333 00046 0.784403 0.2201 -0.000213 0.0052

MMP, matrix metalloproteinase; TIMP, tissue inhibitor of metalloproteinase; TBARS, thiobarbituric acid-reactive species; BMI, body mass

index.

(P =2.158046, p = 0.1706) levels MMP-2 levels were not
significantly associated with fish consumption.

Discussion

In this study, we report for the first time that plasma Hg
concentration is positively associated with both pro-MMP-
9/TIMP-1 and pro-MMP-2/TIMP-2, thus suggesting that
exposure to Hg may enhance net MMP-9 and MMP-2 activ-
ities. The increases in net MMP-2 and MMP-9 activities
reported here may lead to increased susceptibility to cardio-
vascular diseases, as suggesied by mounting evidence from a
number of previous studies [5-10].

While Hg concentrations in hair and whole blood are the
biomarkers most frequently used for assessment of Hg
exposure, either for screening or for diagnostic and biomon-
itoring purposes [33], our data suggest that plasma Hg may
be a relevant index of exposure and health risks associated
with Hg, especially taking into consideration its kinetics
Only TIMP-2 levels were significantly associated with whole
blood Hg, and this association was less important than the
one with plasma Hg concentrations. When considering
plasma Hg concentration as an independent variable, signif-
icant associations were found between plasma Hg concen-
trations and net MMP-9 and MMP-2 activities A possible
explanation for this prominent effect of plasma Hg could
be the fact that plasma Hg levels might reflect better the
risk of cardiovascular damage in subjects exposed to Hg,

because plasma Hg is in contact with the vascular walls
and heart. In addition, the toxic effects produced by Hg
exposure may be associated with plasma Hg concentrations
because plasma Hg may reflect the most rapidly exchange-
able fraction of Hg in the bloodstream. This fraction may
be more bioavailable on cells, and thus exert considerable
toxic effects These differences between plasma and whole
blood Hg are particularly interesting given the high correla-
tion between the two.

Matrix metalloproteinases can be regulated at the levels of
gene transcription and translation, by post-translational
modifications and by interactions with their endogenous
inhibitors (TIMPs). MMPs and TIMPs are in delicate bhal-
ance under normal circumsiances, and this balance is a
major determinant of extracellular matrix composition [1].
While TIMPs are not specific inhibitors of any MMP,
TIMP-1 and TIMP-2 are major inhibitors of MMP-9 and
MMP-2 respectively [44.45). Therefore, the assessment of
MMP-9/TIMP-1 and MMP-2/TIMP-2 ratios may lead to
improved information regarding the net activity of these two
MMPs Moreover, many disease states are associated with
imbalances in the net activities of these enzymes thus lead-
ing to increased tissue destruction and remodelling [46]
Despite the fact that we found no significant changes
MMP-2 or MMP-9 levels associated with plasma Hg con-
centrations, we found significant negative relationships
between plasma Hg concentrations and both TIMP-1 and
TIMP-2 levels, thus resuliing in significant relationships

@ 2008 The Authors
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between Hg concentrations and both MMP-9/TIMP-1 and
MMP-2/TIMP-2 ratios These findings are consistent with
the idea that Hg exposure leads to increased net MMP-9
and MMP-2 activities. It remains to be elucidated, however,
whether these increased MMP  activites underlic the
increased cardiovascular risk associated with Hg exposure
[14-18).

Elevated levels of Hg in fish and in humans have been
reporied in the Brazilian Amazon, and significant relations
between fish consumption and bioindicators of Hg exposure
have been consistently described [28,32]. Indeed, fish is a
major vehide for Hg transmission to humans in its organic
form (methylmercury; MeHg) [15] and there is some evi-
dence of a positive association between fish consumption
and inorganic Hg in this region [47). In this study, we did
not specify Hg (organic or inorganic).

In the present study, when fish consumpiion was included
in the multiple regression model, the association between
plasma Hg and net MMP-9 activity was stronger, while the
association with net MMP-2 activity was not altered. On the
other hand, fish consumption was negatively associated with
MMP-9 and MMP-9/TIMP-1 ratio and positively associated
with both TIMP-1 and TIMP-2 in this regression model.
Even when Hg was removed from the regression model, the
relations were still present. Fish consumption thus appears
to have a beneficial effect, which may counteract the negative
effects of Hg exposure. This may be at the basis of cardio-
protective properties of fish consumption.

The riparian communities in the present study are from
the Tapajos River Basin, which is one of the most important
tributaries of the Amazon River. The main source of Hg
exposure for these remote riparian communities is the con-
sumption of Hg-containing fish. For these populations,
which rely on fish as a main source of protein, this represents
an important public health dilemma, particularly because
there 15 evidence of both cardioprotective or cardiotoxic
effects associated with fish consumption, due primarily to
essential fatty acds [1548). Further studies in this region
should examine the role of essential fatty acids

Relatively elevated Se levels have also been reported in the
Brazlian Amazon [30]. Diet represents the principal route of
Se [29]. In another region of the Amazon, it was shown that
certain Amazonian fish species may be good sources of Se
[29]. However, in our study area, Lemire et al. observed no
overall relationship between fish consumption and Se,
although fish consumption is very high [29]. Nevertheless,
certain edible froit species, such as Brazil nuts (Bertholletia
excelsa Humb. and Bonpl) and Paradise nuts ( Lecythiy usita-
ta Miers) of the Lecythidaceae family, are known to accumu-
late high levels of Se from soils In this study region, there are
important variations in the availability of different foods
throughout the year, and variations in hair S¢ conceniration
suggest that there may be seasonal Se sources in local food
which would be reflected in whole blood and plasma Se con-
centrations [30].

In the present study, we took into consideration the vari-
ables that could influence MMP or TIMP levels, including

ANNA L. B JACOB-FERREIRA ET AL.

TBARS, plasma Se, smoking status, age, gender and BMIL.
Enhanced oxidative stress (assessed as TBARS concentra-
tion) is considered a major factor modulating MMP-2 and
MMP-9 expression/activity [1,21]. TBARS showed a positive
trend with MMP-2/TIMP-2 ratic due to significant
decreases in TIMP-2, but not with significant alterations in
MMP-9/TIMP-1 ratio.

It is possible that Se produces antioxidant effects and
attenuates the increases in oxidative stress associated with
exposure to Hg [27,49,50]. In addition, Se may also form a
high-molecular-weight complex with Hg and a plasma pro-
tein, thereby attenuating the toxicity associated with expo-
sure to Hg [26]. However most studies have been
performed with morganic Se and the nature of these inter-
actions is still poorly understood [29]. Interestingly, plasma
Se concentrations were negatively related to MMP-
9/TIMP-1 ratios due to Se-related decreases in MMP-9
(which can also be seen in the univariate model). This may
reflect the antioxidant effects produced by Se. Further
research i1s needed to understand the possible relations
between dietary Se and Hg,

Other variables including smoking status, gender, age or
BMI ako affect MMP/TIMP ratio concentrations, and
therefore were taken into consideration in our regression
model. Moreover, plasma MMP-2 and MMP-9 kwels have
been shown to increase with obesity [51]. However, while
BMI was negatively and significantly related to both MMP-
2 and MMP-2/TIMP-2 ratio (univariate and multiple regres-
sion) in our study, it was positively related to TIMP-1
{univariate regression). It should be noted that BMI was low
and few persons in these communities are obese.

In the present study, smoking status was negatively asso-
ciated with TIMP-2, but not with the circulating MMP
concentrations, although previous studies have shown a
positive relationship between smoking and MMP levels
[52-57). This finding may result from the small number of
smokers included in the present study. Although cardiovas-
cular risk is known to be higher in the elderly, we found a
negative association between age and MMP-9 or MMP-
9/TIMP-1, as well as an increase in TIMP-1 levels Similar
associations were also found in other studies [58,59). How-
ever, we did not find an association between age and net
MMP-2 activity.

Precise relatonships between MMPs and gender have
not been established yet. However, it is possible that gen-
der-specific differences exist when dealing with pathophysi-
ological mechanisms of cardiovascular diseases [60]
Interestingly, we found significantly higher MMP-9/TIMP-
1 ratios in women (univariate analyses) when compared
with men, and this finding was confirmed with the multiple
regression model.

In conclusion, we found a positive assoaation between net
MMP-9 and MMP-2 activities in plasma and the plasma Hg
concentrations, thus suggesting a possible mechanism
through which Hg exposure may increase the susceptibility
to cardiovascular diseases These findings provide a new
insight into the biological mechanisms possibly playing a role

@ 2009 The Authors
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in Hg toxicity, especially in terms of cardiovascular diseases
A causal relationship between Hg exposure and increased
susceptibility to cardiovascular diseases through mechanisms
involving MMPs however, remains to be proved.
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Mercury (Hg) exposure causes health problems including cardiovascular diseases. Although precise
mechanisms have not been precisely defined yet, matrix metalloproteinases (MMPs) may be involved.
The gene encoding MMP-9 presents genetic polymorphisms which affect the expression and activity level of
this enzyme. Two polymorphisms in the promoter region [C~ 2T and (CA)] are functionally relevant, and
are implicated in several diseases. This study aimed at examining how these polymorphisms affect the
circulating MMP-9 levels and its endogenous inhibitor, the tissue inhibitor of metal loproteinase-1 (TIMP-1)

Keywords:

Merets Ir.; in 266 subjects environmentally exposed to Hg. Blood and plasma Hg concentrations were determined by
Matrix metalloproteinases inductively coupled plasma-mass spectrometry (ICP-MS). MMP-9 and TIMP-1 concentrations were
Poly marphism measured in plasma samples by gelatin zymography and ELISA, respectively. Genotypes for the C'™2T

and the microsatellite (CA),, polymorphisms were determined. We found a positive association (P<0.05)
between plasma Hg concentrations and MMP-S/TIMP-1 ratio (an index of net MMP-9 activity). When the
subjects were divided into tertiles with basis on their plasma Hg concentrations, we found that the (CA),
polymorphism modified MMP-9 concentrations and MMP-9,TIMP-1 ratio in subjects with the lowest Hg
concentrations (first tertile), with the highest MMP-9 levels being found in subjects with genotypes
including alleles with 21 or more CA repeats (H alleles) (P<0.05). Conversely, this polymorphism had no
effects on subjects with intermediate or high plasma Hg levels (second and third tertiles, respectively). The
Y527 polymorphism had no effects on MMP-9 levels. These findings suggest a significant interaction
between the (CA),, polymorphism and low levels of Hg exposure, possibly increasing the risk of developing
diseases in subjects with H alleles.

@ 2010 Elsevier BV. All rights reserved.

1. Intreduction

Mercury (Hg) exposure is a serious environmental health problem
leading to a variety of deleterious effects to human health (Clarkson
and Magos, 2006; Mergler et al, 2007; Registry, 1999) including
cardiovascular diseases, although predse mechanisms have not been
precisely defined yet (Boffetta et al, 2001; Guallar et al, 2002;
Salonen et al., 2000; Virtanen et al., 2007; Virtanen et al., 2005).
Masma Hg levels have recently been associated with increased in
drculating net matrix metalloproteinase (MMP)-2 and MMP-9
activities, thus suggesting a possible mechanism through which Hg
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doi: 10,1016 j.sdtotenv.2010.05.036

exposure may increase the susceptibility to cardiovascular diseases
(Jacob-Ferreira et al, 2009). MMPs are zinc-dependent enzymes
involved in the degradation of several components of the extrace llular
matrix during both physiological and pathological process (Van den
Steen et al, 2002). They are secreted as zymogens (inactive enzymes),
and their activity is regulated by different mechanisms, including
modulation of transcription, activation of latent MMP ( pro-enzyme)
and inhibition by tissue inhibitors of metalloproteinase (TIMPs) (Ra
and Parks, 2007; Woessner, 1998).

Recent studies have shown that the circulating levels of MMPs are
associated with the risk of atherosclerotic events (Sundstrom and
Vasan, 2006), even in subjects without clinically evident diseases
(Demacq et al., 2008a; Garvin et al., 2008). Particularly, high MMP-9
levels have been associated with a variety of pathological conditions,
such as rapid coronary artery disease progression (Zouridakis et al.,
2004), and fatal cardiovascular events (Blankenberg et al., 2003).
Increased drculating MMP-9 levels have also been associated with the
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incidence of acute cardiovascular events and/or hypertension in
people without cardiovascular disease (Timms et al., 2002).

The gene encoding MMP-9 presents genetic polymorphisms,
which affect the expression and activity of this enzyme. Among
other polymorphisms, two are located in the promoter region of the
MMP-9 gene and are functionally important: a single nucleotide
polymorphism (SNP) C~"®T (rs 3918242) and the microsatellite
(CA), near the —90 position (rs 3222264) (Van den Steen et al,
2002). In vitro studies have shown that the C to T substitution at
— 1562 position results in the loss of binding of a nuclear repressor
protein, thus leading to increased MMP-9 expression (Zhang et al,
1999). This polymorphism has been associated with increased
susceptibility to arterial aneurysms (Jones et al, 2003; Lamblin et
al., 2002), coronary atherosclerosis (Zhang et al, 1999), and other
cardiovascular diseases (Koh et al, 2008; Morgan et al., 2003; Peters
etal, 1999; Pollanen et al., 2001), although it has now affected MMP-9
levels in healthy subjects (Demacq et al., 2006). The microsatellite
(CA), corresponds to a sequence of variable numbers of cytosine-
adenine repeats (13-27 repeats) and has a bimodal distribution of
allele frequencies, The first and the second peaks occur, respectively,
at (CA)yq and (CA)zi-23 in many populations (Van den Steen et al,
2002). In vitro studies have shown a 50% reduction in the MMP-9
promoter activity with (CA)ys compared with (CA)z, (Shimajiri et al,
1999). These findings may explain the assodation between a number
of CA repeats =22 and carotid atherosclerosis (Fiotti et al., 2006).
Moreover, patients with carotid atherosclerosis and carrying more
than 20 repeats in one allele showed faster intima-media thickening
growth and stenosis progressions of plaques (Fiotti et al., 2005). In
addition, a case-control study showed an association between the
(CA)zz and the occurrence of intracranial aneurysm (Peters et al,
1999).

While whole blood concentrations have been most frequently
used to assess Hg exposure (Budtz-Jorgensen et al, 2004), there is
growing evidence suggesting that plasma concentration is possibly a
better index of exposure to heavy metals (Barbosa et al, 2006)
including Hg (Berglund et al, 2005; de Marco et al., 2009; Jacob-
Ferreira et al,, 2009).

In the present study, we hypothesized that MMP-9 polymorph-
isms may modify the increases in MMP-9 levels associated with Hg
exposure, Therefore, we examined whether MMP-9 genotypes for the
(CA), and the C~ "**T polymorphisms affect plasma MMP-9 levels, as
well as the concentrations of MMPs endogenous inhibitor, the tissue
inhibitor of metalloproteinase-1 (TIMP-1) in 266 subjects environ-
mentally exposed to Hg.

2. Materials and methods
2.1. Materials

High-purity de-ionized water (resistivity 182 mflcm) obtained
by a Milli-Q water purification system (Millipore, Bedford, MA, USA)
was used throughout. All reagents used were high-purity analytical
grade, All chemical solutions used for Hg determination were stored
in high-density polypropylene bottles. Whole blood and plasma
samples were stored in 2 ml tubes at —80 °C. The tubes, the plastic
bottles, the auto-sampler cups and the glassware materials used in the
present study were cleaned with HNO4 at 10% (v/v), rinsed five times
with Milli-Q water and dried in a class 100 laminar flow hood located
inside the class 10,000 dean room.

2.2. Study design and population

We studied 266 subjects (124 men and 142 women) living in the
Tapajos River valley (Brazilian Amazon, State of Pard), aged from 15 to
87 years. Exposure to Hg in this region is through fish intake ( Passos
et al., 2008). All persons participated on a voluntary basis. Villagers'

data were collected using two interview-administered question-
naires. One asked about socio-demographic information (gender; age;
living village; place of birth; length of time in the region; educational
level; subsistence activities; work in gold mining and exposure to Hg
through burning amalgam; exposure to other contaminants; frequen-
oy and quantity of smoking, drinking and drug habits; medical
history; and medication). The second was a 7-day recall food
consumption frequency questionnaire for spedes-specific fish, beef,
chicken, pork or other meats, fruit species, milk/butter. For fish
consumption, a list was prepared, which included most of the fish
species present in the region. Partidpants indicated, for each day, the
number of meals containing fish as well as the fish species that were
consumed. Anthropometric measures (weight, height, and waist
drcumference) were taken by a trained technician and body mass
index (BMI) was calculated.

Approval was obtained from the Ethics Committee of the
University of Sao Paulo at Ribeirao Preto (Brazil), protocol number
CEP/FCFRP #71. The study was explained individually to persons who
agreed to participate and signed an informed consent form.

2.3. Blood collection

A trained nurse collected a 6-ml venous blood sample from each
participant. Blood samples were collected in ‘trace metals free'
evacuated tubes (BD Vacutainer®, BD Vacutainer, Franklin Lakes, NJ,
USA) containing heparin as anticoagulant. Two milliliters of blood was
then pipetted into an Eppendorf tube (2ml wolume) previously
deaned in a class 100 clean room and immediately frozen at —20°C
before analysis. For plasma separation, 4 ml of blood samples was
centrifuged (1000xg for 6 min.). The plasma fraction was then
pipetted into an Eppendorf tube (2 ml volume) previously cleaned in
a class 100 clean room and immediately frozen at —70 °C before
analysis.

2.4. Determination of Hg in whole blood and plasma

Hg levels in whole blood and plasma were measured by
inductively coupled plasma-mass spectrometry (ICP-MS). The con-
centrations of Hg in whole blood samples were measured according to
the method described by Palmer et al. (2006), with a Hg detection
limit of 0.17 pg/1. The concentrations of Hg in plasma samples were
made according to the method described by Goulle et al. (2005), with
a Hg detection limit of 0.10 pg/1.

2.5. Quality control of the results

Quality control of trace metal determination was guaranteed by
the analysis of Standard Reference Materials from the US. National
Institute of Standards and Technologies (NIST). Moreover, various
secondary reference materials, either provided by the New York State
Department of Health (NYS DOH PT programme for trace elements in
whole blood and plasma) or by the Institut national de santé publigue
du Québec, Canada ( INSP external quality assessment scheme for trace
elements in blood and plasma), were analyzed. Reference samples
were analyzed before and after 10 ordinary samples.

2.6. SDS-polyacrylamide gel electrophoresis (PAGE) gelatin zymography
of MMP-9

Gelatin zymography of MMP-9 from plasma samples was
performed as previously reported (Gerlach et al, 2005, 2007; Souza-
Tara et al, 2005). Briefly, plasma samples were diluted in sample
buffer (2% SDS, 125 mM Tris-HCl: pH 6.8, 10% glycerol and 0.001%
bromophenol blue) and subjected to electrop horesis on 7% SDS-PAGE
co-polymerized with gelatin (1%) as the substrate. After electropho-
resis was complete, the gel was incubated for 1 h at room temperature
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Pro-MMP-2 (T2kDa)
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Fig. 1. Representative zymogram of plasma samples showing pro-MMP-9 (92 kDa) and pro-MMP-2 bands (72 kDa). Std, internal standard: plasma Hg, plasma Hg concentrations
(ug/1); MMP, matrix metalloproteinase. HH, LL and HL, genotypes of the (CA), polymorphism of MMP-9; CC and CT: genotypes of the € 5T polymorphism of MMP-9.

in a 2% Triton X-100 solution, and incubated at 37 °C for 72 hin Tris-
HCI buffer, pH 74, containing 10 mmol/l CaCl,. The gels were stained
with 0.05% Coomassie brilliant blue G-250, and then destained with
30% methanol and 10% acetic acid. Gelatinolytic activities were
detected as unstained bands against the background of Coomassie
blue-stained gelatin, by densitometry using a Kodak Electrophoresis
Documentation and Analysis System (EDAS) 290 (Kodak, Rochester,
NY, USA). The pro forms of MMP-9 (Fig. 1) were identified as bands at
92 kDa, by the relation of log Mrto the relative mobility of Sigma SDS-
PAGE LMW marker proteins.

2.7. Determination of TIMP-1 concentrations in plasma

Plasma TIMP-1 concentrations were measured by using the
sandwich enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA), using
reagents from R&D Systems (Minneapolis, MN, USA) following the
instructions by the manufacturer. The reaction was evaluated using a
uQuant™ microplate reader (Bio-Tek Instruments Inc., Winooski, VT,
USA).

28 Genotyping

Genomic DNA was extracted from the cellular component of whole
blood, using the Easy-DNA Kit (Invitrogen®, Carlsbad, CA, USA),
following the instructions by the manufacturer, and stored at —20 °C
until analyzed. Genotypes for the C~'"**T polymorphism were
determined by polymerase chain reaction (PCR) amplification using
the primers: 5'-GCC TGG CAC ATA GTA GGC CC-3' (sense) and 5°-CTT
CCT AGC CAG CCG GCA TC-3' (antisense), and PCR conditions as
previously described (Demacq et al., 2006; Zhang et al., 1999). The
amplified products were digested with Sphl (New England Biolabs,
Ipswich, MA, USA) overnight at 37 °C, producing fragments of 247 bp
and 188 bp in the case of a polymorphic variant (allele T) or an
undigested 435 bp band in the case of a wild type allele (allele C).
Fragments were separated by electrophoresis in 12% polyacrylamide
gels and visualized by silver staining (Fig. 2A). Genotyping results by
PCR/restriction were controlled by sequencing some of the DNA
samples for the C~ "*5°T polymorphism.

Todetermine the genotypes for the { CA),, polymorphism, PCR was
camried out using the primers: 5'-GAC TTG GCA GTG GAG ACT GCG
GGC A-39 (sense) and 5-GAC CCC ACC CCT CCT TGA CAG GCA A-3'
(antisense), as previously described (Maeda et al,, 2001). PCR was
performed in a 25 pl mixture with 100 ng DNA, 20 pmol of each
primer, 0.2 mM of each dNTP, 1.5 mM MgCl2, 1.0 U Tag polymerase
and 2.5 wl of 10X PCR buffer. After an initial denaturation at 95 °C for
5 min, the samples were subjected to 25 cycles of amplification,
consisting of denaturation for 1 min at 95 °C, annealing for 1 min at
72 °C and extension for 1 min at 74 °C, followed by a final extension
for 7 min, The amplified products were separated in a 7% polyaayl-
amide-urea gel and visualized by silver staining (Fig. 2B). Differences
in molecular weight (or number of bases), from 144 bp (CA 13
repeats) to 168 bp (CA 25 repeats), were determined by comparison
with migration of a 10-bp DNA ladder (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA)
and with some samples from homozygotes that were sequenced

(Fig. 2B). The DNA sequencing of the homozygote sam ples was carried
out by the method of (Sanger et al, (1992) according to the protocol
of a cyde sequencing ready reaction kit ( Big Dye Terminator, Applied
Biosystems, Foster City, CA, USA), with some modifications. The
samples were dassified as lower (L) for less than 21 CA repeats or
higher (H) for samples with 21 or more CA repeats.

A

Genotypes
MW TT CC CC CC CC CT CC CT

Genotypes

164 bp
160 bp
146 bp

Fig. Z Genotyping for the polymorphism in the promoter region of the MMP-9 gene,
Panel A: C =T polymorphism; the PCR produds were digested with the Sphi
restriction enzyme producing different fragments leading to specific genoty pes. Panel
B: (CA), polymorphism; the first three bhnes are from sequenced samples, used as
standard: 14,14, 21,21 and 23/23, respectively. MW = molecular weight.
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2.9, Statistical analyses

0.51

[

319
64.0
104

We used descriptive statistics to present general characteristics of
the population. Socio-demographic variables which could influence
MMP-9 or TIMP-1 levels, such as smoking status, age, gender and BMI,
where included as covariables in a multiple regression model seeking
to explain changes in net MMP-9 activity in relation to plasma Hg
concentrations. These variables as well as plasma Hg concentrations
were then included as covariables in a multiple regression model
seeking to explain changes in MMP-9, TIMP-1, and MMP-9,TIMP-1
ratio (an index of net MMP-9 activity ) as a resultof MMP-9 genotypes.
Because we found no relation between net MMP-9 activity and MMP-
9 polymorphisms when we took into consideration all the 266
subjects, we divided them into 3 groups (named A, B, and C) taking
into consideration their plasma Hg concentrations (lower, interme-
diate, and higher tertiles, respectively). We analyzed the relation
between net MMP-9 activity and MMP-9 polymorphisms in a model
induding smoking status, age, gender and BMI. Plasma Hg concen-
tration was not induded in this model because we carried out three
analyses corresponding to the three groups A, B, and C.

When used in multiple regression models, plasma Hg concentra-
tions were log-transformed because they present asymmetric
distribution. The CT and TT genotypes for the MMP-9 C~'*%T
polymorphism were grouped because the number of subjects carrying
the T allele was very small. To compare the socio-demographic
characteristics and the analyzed parameters between groups, we used
one-way analysis of variance followed by the Tukey test. The results
were defined as statistically significant when p<005. The analyses
were performed using Prism 3.02 (GraphPad Software Inc, San Diego,
CA, USA) and Jump 5.0.1a (SAS Institute Inc, Cary, NC, USA). The
distribution of genotypes for each polymorphism was also assessed
for deviation from the Hardy-Weinberg equilibrium using BioEstat
5.0 (Ayres et al. Software, Belém, PA, Brazil).
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3. Results

0-14

The sodo-demographic characteristics and biochemical results for
the 266 participants enrolled in this study are shown in Table 1. We
found a significant correlation between blood Hg and plasma Hg
concentrations (r=0.7127; p<0.0001).

Allele and genotype frequencies are shown in Table 2. The frequency
of the C and T alleles for the C~ "**2T polymorphism was 95.49% and
451%, respectively. The frequency of theH and L grouped alleles for the
microsatellite (CA), was 64.85% and 35.15%, respectively. The distribu-
tion of genotypes for the two polymorphisms studied here showed no
deviation from Hardy-Weinberg equilibrium (both p>0.05).

The relationship between Hg exposure ( plasma Hg concentrations)
and changes in MMP-9 and TIMP-1 or MMP-9/TIMP-1 ratio was
examined with multiple regression models, which included the
following covariates: smoking status, age, gender and BML There was
no relation between log of plasma Hg and MMP-9 (= 0.041630;
p=102371). However, we found a negative association between log of
plasma Hgand TIMP-1 (p = — 22.89477; p=0.0350), thus resultingina
positive association between log of plasma Hg and MMP-9/TIMP-1 ratio
(p=0.000296; p =0.0408).

To determine the influence of MMP-9 genotypes on net MMP-9
activity levels in Hg exposed subjects, we performed multiple linear
regression analysis adjusting for log plasma Hg, gender, age, BMI and
smoking status. We found no relation between the studied MMP-9
polymorphisms and MMP-9 levels (all p>0.05) or MMP-9/TIMP-1
ratio ( p=0.05).

The 266 subjects included in the present study were then divided
into 3 groups (A, B, and C) with basis on their plasma Hg
concentrations (lower, intermediate, and higher tertiles, respective-
Iy). We found significant intergroup differences in fish consumption
(a possible indirect indicator of Hg exposure in the present study),
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MMP, matrix metalloproteinase; TIMP, tissue inhibitor of metalloproteinase.

* p=0.05 vs. group C

T p=0.001 vs. group C.
¥ p=0.001 vs. group B.
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Table 2

MMP-9 alleles and genoty pes frequency distributions,
Genotypes
Total (N=266)
i ¢ % N
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[ar 827 n
iy 03g 1
(CA)n % N
HH 4436 118
HL 4098 109
L 1466 E.
Alleles
Total (N=532)
Lty z N
C 9549 508
1) 451 24
(CA)n x N
H G485 345
L 3515 187

with higher fish consumption by subjects in the C group compared
with those in the A group (p<0.05; Table 1). No other differences
between groups were found with respect to socio-demographic
characteristics or biochemical variables. We performed multiple
regression analyses for each group separately to determine the
influence of MMP-9 genotypes on MMP-9 levels. We used as
covariables: age, gender, BMI and smoking status, The results for
multiple linear regression analyses are shown in Table 3,

The (CA), microsatellite polymorphism affected MMP-9 levels and
marginally modified MMP-9/TIMP-1 ratios (p=0.0175, and p= 00545,
respectively) in the A group (low Hg exposure). The HH genotype was
associated with higher MMP-9 levels and higher MMP-9/TIMP-1 ratios,
whereas the LL genotype was associated with lower MMP-9 levels and
lower MMP-9,TIMP-1 ratios. MMP-9 and MMP-9/TIMP-1 levels were
also positively associated with smoking (P = 0080488, p =0.0223; and
P =0.000274, p= 00407, respectively), and negatively associated with
age (p= —0.005478, p=0.0006; and p= —0.000029, p<00001,
respectively). TIMP-1 was positively associated with age
(A=1.997077, p=0.0006). There was no association between the C
— 15827 polymorphism and net MMP-9 activity in the A group.

Both MMP-9 polymorphisms had no effects on MMP-9 or MMP-9/
TIMP-1 levels in the B and C groups (intermediate and high plasma Hg
concentrations, respectively).

4. Discussion

The main novel findings reported here is that the microsatellite
(CA), MMP-9 genotypes are associated with MMP-9 and MMP-9/
TIMP-1 levels in subjects exposed to Hg at low concentrations.
However, this polymorphism had no major influence on the MMP-9
levels in subjects with intermediate or high Hg levels. In addition, we
found no association between the C~'55T polymorphism and net
MMP-9 activity. These findings suggest that the (CA), genotypes may
affect MMP-9 levels in subjects exposed to low levels of Hg, leading to
higher MMP-9 levels in subjects with HH genotype, and possibly
increasing their cardiovascular risk, as suggested by a number of
studies (Blankenberg et al., 2003; Timms et al., 2002; Zouridakis et al,,
2004). However, this MMP-9 polymorphism may not be relevant in
subjects exposed to intermediate or high Hg levels.

Elevated levels of Hg in fish and in humans have been reported in
the Brazilian Amazon, with significant relations between fish
consumption and biomarkers of Hg exposure being consistently
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described (Passos et al, 2008; Passos and Mergler, 2008). Indeed, the
consumption of Hg-containing fish is the main source of Hg exposure
for the riparian communities from the Tapajos River Basin. In
agreement with our findings, the differences in plasma Hg concentra-
tions reflect differences in fish consumption. In this regard, although
Hg concentrations in hair and whole blood are the most frequently
used biomarkers for assessment of Hg exposure ( Budtz-Jorgensen et
al., 2004), plasma Hg may be a relevant index of exposure and health
risks associated with Hg exposure, espedally when considering the
risk of cardiovascular diseases (Jacob-Ferreira et al,, 2009).

MMPs can be regulated at the levels of gene transcription and
translation, by post-translational modifications, and by interactions
with their endogenous inhibitors (TIMPs). There is a physiological
balance between MMPs and TIMPs under normal circumstances (Van
den Steen et al, 2002). While TIMPs are not specific inhibitors of any
MMP, TIMP-1 is the major MMP-9 inhibitor (Goldberg et al, 1992).
Therefore, the assessment of MMP-9/TIMP-1 may lead to improved
information regarding net MMP-9 activity, and many disease states are
associated with altered net MMP-9 activity (Tanet al, 2007). Indeed, the
circulating MMP-9 levels have been suggested to be a dinically relevant
blood-borne biochemical marker of diagnostic and prognostic value in
cardiovascular disease conditions (Altier etal,, 2003; Blankenberg et al,,
2003; Lynch et al,, 2004; Martinez et al., 2006; Sundstrom and Vasan,
2006). The positive association between plasma Hg concentrations and
net MMP-9 levels reported in the present study is consistent with the
idea that Hg may increase the susceptibility to cardiovascular diseases
by promoting MMP-9 activity ( Jacob-Ferreira et al., 2009). Interestingly,
recent studies have shown altered MMF levels in clinical conditions
associated with increased risk of cardiovascular diseases (Belo et al,
2009; Goncalves et al,, 2009; Marcaccini etal,, 2009; Martins-Oliveira et
al, 2009; Palei et al, 2008; Uzuelli et al, 2008). In addition, many of
these studies have shown increased MMPs/TIMPs ratio (Belo et al.,
2009; Martins-Oliveira et al, 200%; Palei et al, 2008), which clearly
indicate an imbalanced protease activity in these conditions, It is
possible that this increased net protease activity leads to structural and
functional modifications of the cardiovascular system and increased risk
of clinically relevant events (Castro et al, 2008, 2010).

The initial analysis of the possible effects of MMP-9 polymorphis ms
on net MMP-9 levels showed no significant relation between the (CA),
or the C~ "**T polymorphisms and net MMP-9 levels, However, when
the subjects were divided into three groups (tertiles), we found a
significantrelation between net MMP-9 levels and the genotypes for the
microsatellite (CA), polymorphism in subjects exposed to low Hg
concentrations. In thisgroup, subjects with the HH genotype had higher
net MMP-9 levels, whereas subjects with the LL genotype had lower net
MMP-9 levels, These findings are consistent with in wvitro results
showing that a high number of (CA) repeats are associated with
increased MMP-9 promoter activity (Shimajiri et al, 1999) and
increased MMP-9 levels when compared with a low number of repeats.
These findings suggest that subjects with the HH genotype may be
exposed at increased cardiovascular risk associated with this particular
genotype (Blankenberg et al., 2003; Timms etal., 2002; Zouridakis et al.,
2004) ). Conversely, we found no such association between (CA),
genotypes and MMP-9 levels in subjects exposed to intermediate or
high Hg levels. Itis possible that the particular mechanisms bywhich Hg
enhances MMP-9 levels are dominant and not dependent on MMP-9
polymorphisms when Hg exposure is more severe, Together, these
findings suggest that the genetic contribution to MMP-9 levels is more
evident at low Hg levels,

We found no effects associated with the C~ "*82T MMP-9 polymor-
phism on MMP-9 levels, It is possible that the relatively small sample
size for each group (N= 700r 71/group) may have limited the power to
detect possible effects associated with rare T allele for this
polymorphism.

Taking into consideration other variables included in the multiple
regression models, we found a positive relation between smoking

status and MMP-9 and MMP-9/TIMP-1 ratio levels, even with a small
number of smokers included in the present study. This finding is
consistent with previous studies showing a positive relationship
between smoking and MMP levels (Belvisi and Bottomley, 2003;
Morimoto et al., 1997; Ning et al, 2007; Raitio et al, 2005; Segura-
Valdez et al., 2000; Wright et al, 2007). Although the cardiovascular
risk is known to be higher in the elderly, we found a negative
association between MMP-9 and MMP-9,TIMP-1 levels and age, as
well as a positive assodation between TIMP-1 levels and age. Similar
associations were found in other studies ( Bonnema et al., 2007; Jacob-
Ferreira et al, 2009; Paczek et al., 2008). We found a trend to higher
MMP-9,TIMP-1 ratios in women when compared with men in the C
group (higher plasma Hg concentrations). Precise relationships
between MMPs and gender have not been established yet. However,
it is possible that gender-specific differences exist when dealing with
pathophysiological mechanisms involved in cardiovascular diseases
(Samnegard et al., 2009).

This is the first study to re port on the possible association between
MMP-9 polymorphisms and increased MMP-9 and MMP-9/TIMP-1
levels in subjects exposed to Hg. We have also carried out haplotype
analysis including genotypes for the two MMP-9 polymorphisms
described in the present study, as previously described ( Demacq et al,,
2009; Demacq et al, 2008b; Sandrim et al, 2010), However, we found
no significant association (data not shown) between MMP-9
haplotypes and MMP-9 and MMP-9/TIMP-1 levels in the present
study. Although haplotype analysis has been valued as a more
powerful approach than the analysis of single polymorphisms, it may
be less informative when a causal connection between genetic
variations and a phenotype is truly driven by a single polymorphism
(Palei et al, 2010). This may well be the case of the present study.
However, larger studies are required to confirm our haplotype
findings.

5. Conclusion

In conclusion, our findings suggest a significant interaction
between the (CA), polymorphism and low levels of Hg exposure,
possibly increasing the risk of developing cardiovascular diseases in
subjects with HH genotype (or Halleles) for the (CA), polymorphism,
when compared with those with LL genotype (or L alleles). These
findings need further dinical confirmation with long term studies
looking at clinical events,
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