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RESUMO

Projeto Vinculado ao Programa de Pds-Graduacédo em Ciéncias Bioldgicas:
Bioquimica Toxicoldgica
Universidade Federal de Santa Maria

EFEITO TOXICOGENETICO DO POLIMORFISMO ALA16VAL DO GENE
MnSOD EM LEUCOCITOS EXPOSTOS /N VITRO AO METIL MERCURIO

AUTORA: THAIS DOELER ALGARVE
ORIENTADORA: PROF2 DR [VANA BEATRICE MANICA DA CRUZ

Data e Local da Defesa: Santa Maria, 19 de margo de 2012.

A contaminagdo ambiental por metilmercurio (MeHg) € uma grande problema para a saude
publica em algumas regides do mundo, como a Amazénia. Entretanto, os seus efeitos téxicos
parecem ser influenciados tanto por fatores ambientais como genéticos. Porém ainda ha poucos
estudos avaliando a influencia genética em humanos expostos ao MeHg. Assim, o presente
estudo buscou avaliar a influéncia de um polimorfismo genético presente na enzima superoxido
dismutase dependente de manganés (Ala16Val-MnSOD) sobre os efeitos citotéxicos
relacionados a exposi¢ao ex vivo ao MeHg em leucécitos humanos. A partir da genotipagem de
100 individuos (26,4+7,3 anos) foram selecionados sujeitos com diferentes gendtipos (AA=08,
VV=06 e AV=12) para a realizacdo dos testes. Foi avaliada a citotoxicidade (via ensaio MTT) e
a producao de radicais livres — RL — (via ensaio da fluorescéncia do DCFDA) em amostras de
leucécitos, dos mesmos sujeitos, expostas e nao expostas ao MeHg (2,5uM por 6h). Os
resultados mostraram que leucocitos AA e VV expostos ao MeHg ndo aumentaram os niveis de
producdo de ROS quando comparados ao grupo controle. Enquanto os leucocitos AV quando
expostos ao MeHg aumentaram a producdo de EROs. Contudo, leucocitos-AA expostos ao
MeHg apresentaram menor viabilidade quando comparados aos leucdcitos dos gendétipos VV e
AV sob as mesmas condi¢des. Isto ocorre provavelmente pelo ao fato do genédtipo AA
apresentar maior produgao basal de H,O, do que os demais genétipos. Estes resultados
sugerem efeito toxicogenético na resposta de células humanas expostas ao MeHg.

Palavras-chaves: Metil Mercurio. Polimorfismo MnSOD Alai6Val. Estresse Oxidativo.
Toxicidade.



ABSTRACT

Programa de Pos-Graduagao em Ciéncias Bioldgica — Bioquimica
Toxicolbgica
Universidade Federal de Santa Maria, RS, Brazil

TOXIGENETIC EFFECT OF ALA16VAL MnSOD GENE POLYMORPHISM
ON LEUCOCYTES IN VITRO EXPOSED TO METHYL MERCURY
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The environmental contamination by methyl mercury (MeHg) is a great health public problem in
some world regions like Amazonia. The MeHg toxic effects seem to be influenced by
environmental and genetic factors. However, there are few studies evaluating the genetic
influence on MeHg toxicity in humans. Therefore, the aim of this present study was to evaluate
the genetic influence of Alal6Val superoxide dismutase manganese dependent gene
polymorphism (Ala16Val-MnSOD) on cytotoxic effects of in vitro human leucocytes exposed to
MeHg. Subjects were selected from 100 individuals genotyped to Alai6Val-MnSOD
polymorphism (26,4+7,3 years) with different genotpypes (AA=08, VV=06 and AV=12) to
perform the in vitro tests. The reactive oxygen species (ROS) production was measured using
2'-7'-dichlorofluorescein diacetate (DCFDA) fluorimetric assay and the cell viability was
measured using the MTT assay were performed in leucocyte samples with the same subjects
exposed and not exposed to MeHg (2,5uM for 6h). The results showed that AA and VV-
leucocytes exposed to MeHg did not increase the ROS levels when compared to the cells that
were not exposed. However, the AV-leucocyte MeHg exposure increased the ROS levels. The
cellular viability comparison among different genotypes exposed to MeHg showed lower AA-
leucocyte viability when compared to VV-leucocytes, whereas heterozygous cells (AV)
presented intermediary values. This occurred probabibly due to the fact of AA-leucocytes
present a higher basal H,O, production than other genotypes. The whole of these results
suggests toxicogenetic effects of Ala16Val-SOD polymorphism in human cells exposed to
MeHg.

Keywords: Methyl mercury, SOD2 Ala16Val polymorphism, oxidative stress, toxicogenetic.
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LISTA DE ABREVEATURAS E SIGLAS

Alaninai6Valina

Células Brancas Sanguineas

Deoxyribonucleic Acid (Acido Desoxirribonucleico)

Espécies Reativas de Nitrogénio

Espécies Reativas de Oxigénio

Cédon (sequéncia de trés nucleotideos) que codifica o aminoacido alanina
Glutationa Peroxidase

Glutationa Reduzida

Glutationa-S-Transferase

Cédon (sequéncia de trés nucleotideos) que codifica o aminoacido valina
Perdxido de Hidrogénio

Hank’s Balanced Salt Solution (Solucao Salina Balanceada de Hank’s)
Mercurio

Mercurio metalico ou elementar

Mercurico, forma catidnica divalente do mercurio

Mercuroso, forma catibnica monovalente do mercurio

Cloreto de Mercurio

Mercurio particulado (associado a particulas sélidas)

Sulfeto Mercurico ou Sulfeto de Mercurio (1) ou Cinabrio

International Programme on Chemical Safety

Metil-Mercurio ou Metilmercurio

Dimetil-Mercurio ou Dimetilmercurio

Enzima Superéxido Dismutase Dependente de Manganés (ou SOD2)
Messenger RNA (RNA mensageiro)

Mitochondrial DNA (DNA mitocondrial)

Mitochondrial Targeting Sequence (Sequéncia de Alvo Mitocondrial)
Oxigénio Molecular

Radical Superéxido

Radical Hidroxila

Peroxinitrito

Tampao PBS (Phosphate Buffered Saline - salina tamponada) com 2% de
glicose

Reactive oxygen species (Espécies Reativas ao Oxigénio — EROs)
Sistema Nervoso Central

Single Nucleotide Polimorphysm (Polimorfismo de Um Unico Nucleotideo)
Enzima Superéxido Dismutase 2 (ou MnSOD)



TBARS Thiobarbituric Acid Reagent Susbtance (Substancias Reativas ao Acido
Tio-Barbiturico)
WHO World Health Organization (Organizacao Mundial da Saude)
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1 INTRODUCAO

Metais pesados como o mercurio (Hg) sdo conhecidos por sua acao téxica no
organismo humano, sendo o érgdo mais suscetivel o cérebro (Clarkson, 1997). A
exposigao ao Hg durante a gestagao e o inicio da infancia pode causar desordens e
disfuncdes sistémicas e neurais. Isto porque o Hg consegue atravessar a placenta
humana e a barreira hematoencefalica. Esta condicdo pode desencadear uma cascata
de alteracdes metabdlicas que resultam em danos permanentes que sé sao detectados
em idades mais avancadas (RICE & BARONE, 2000).

Em geral a severidade do efeito téxico do Hg depende da dose, da duracédo e
tempo de exposi¢do. Nos seres humanos, entretanto, observa-se uma grande variagao
nos efeitos toxicos mesmo em situacdes comparaveis de exposicao. Diversos fatores
parecem afetar a maior ou menor toxicidade a um determinado composto, como a
idade, o género e a dieta. Além disto, fatores genéticos parecem contribuir com esta
variagao da suscetibilidade a metais pesados como o Hg (GUNDACKER et al., 2010).

Apesar da alta toxicidade do Hg acredita-se que 25% da toxicidade ao Hg é
influenciada por interacoes entre fatores ambientais e a suscetibilidade genética
individual (National Research Council, USA, 2000a). No caso, a variacao individual
pode alterar padrdes toxicocinéticos do Hg fazendo com que ele tenha um efeito mais
exacerbado ou atenuado no organismo. Além disto, também devem ser consideradas
variacdes genéticas em rotas que potencialmente auxiliam a minimizar os efeitos
toxicos do Hg no organismo, como o estresse oxidativo.

Polimorfismos de nucleotideos simples (single nucleotide polymorphism, SNPSs)
representam o mais frequente tipo de variacdo genética no DNA humano. Existem
alguns SNPs que ocorrem em regides funcionais de um dado gene levando a
alteragdes na forma e funcdo do RNA mensageiro (mMRNA) ou proteinas sintetizadas.
Outros SNPs ocorrem em regides promotoras de genes fazendo com que a quantidade
e 0 momento da transcricdo de determinados genes sejam alterados. Também existem
SNPs que ocorrem em regides nao-transcritas do gene e ndo causam nenhum tipo de

alteracdo fenotipica. Portanto, na atualidade autores como Gundacker e colaboradores
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(2010) acreditam que é crucial conhecer como 0s aspectos genéticos influenciam a
funcéo e atividade das proteinas envolvidas na cinética do Hg e também na modulagéo
dos efeitos toxicos bioquimicos e fisioldgicos que sdo provocados por este metal
pesado. Uma situacdo que corrobora com a ideia da relevancia da genética na
toxicidade do Hg é proveniente de estudos epidemiolégicos relacionados a
contaminagao de populacdes ribeirinhas na Amazénia e Republica do Seicheles, onde
a populagao esta cronicamente exposta as altas concentragdes de mercurio através do
consumo de peixes contaminados, mas ao contrario do que era esperado, nao
apresentavam o mesmo grau de lesdo, ou até mesmo lesdo alguma, comparado com
outras populagdes com grau de intoxicacdo semelhante (PFEIFFER et al., 1990;
BOISCHIO et al., 1995; MYERS et al., 1997, 2003). Isso chamou a atencao de diversos
pesquisadores que acompanharam criancas da Republica do Seicheles até os 9 anos
de idade que nao identificaram retardo mental nessas criangas, contrastando com o
encontrado na Baia de Minamata e Niigata no Japao, onde a populagao também foi
exposta a altas concentragcdes de metil-mercario (MeHg), porém a populacdo que
consumia os peixes desta baia ficaram com graves sequelas neurolégicas (NATIONAL
INSTITUTE FOR MINAMATA DISEASE, 1986; MYERS et al., 2003).

Deste modo, as populagdes ribeirinhas da Amaz6nia que caracteristicamente
utilizam o pescado local como principal fonte alimentar pareceriam estar seriamente
ameacgadas pelo MeHg. Entretanto, sdo inUmeras as variaveis que interferem na
exposicao destes individuos ao Hg, relacionadas tanto ao comportamento do Hg nesta
cadeia trofica (por exemplo, biomagnificagdo) quanto ao consumo de pescado e uso de
aguas contaminadas (BOISCHIO et al., 1995; WATER, SANITATION AND HEALTH —
World Health Organization — WHO, 2005).

E claro que a ocorréncia de sintomas clinicos de intoxicagdo ao Hg é dose-
dependente (INTERNATIONAL PROGRAMME ON CHEMICAL SAFETY — WHO, 1990;
WATER, SANITATION AND HEALTH — WHO, 2005). Entretanto, ao contrario do
esperado foi observada uma incidéncia mais baixa de efeitos colaterais e de
desenvolvimento de doencas e disfungdes cronicas degenerativas (FILLION et al.,
2009) nestas comunidades amazoénicas. Esta condicao foi considerada surpreendente
ja que as taxas estimadas de ingestdo diaria de Hg bastante elevadas (entre 1-
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2ug/kg/dia) sendo consideravelmente acima das doses de referéncia estabelecidas pela
Agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados Unidos da América (0,1ug/kg/dia) ou pela
Organizacao Mundial da Saude (0,5ug/kg/dia) (CLARKSON et al., 2003; BOISCHIO et
al., 1995).

Na Amazobnia, além da contaminacdo com Hg em consequéncia do garimpo
foram observados altas concentragbes deste metal pesado nos solos de regides onde
ndo ocorre a mineragcado de ouro. A erosdo do solo e a intensificagdo das atividades
humanas parecem também contribuir para a origem do Hg nos sistemas aquaticos
desta regido. Nestes locais o0s niveis de Hg também séo elevados na populagcédo
(ROULET et al., 1998, 1999, 2000a,b).

Uma vez que, além de compostos antioxidantes presentes na dieta, o organismo
possui um sistema enzimatico antioxidante geneticamente determinado, é importante
averiguar se a modulacao dos efeitos tdxicos do Hg pode ser geneticamente
influenciada (podendo ser maior ou menor conforme variagdes dos polimorfismos
genéticos associados ao sistema antioxidante). Dentro do sistema enzimatico
antioxidante, a enzima superéxido dismutase dependente de manganés (MnSOD ou
SOD2) se destaca. A SOD2 é uma enzima mitocondrial que tem como funcao
metabolizar o radical superéxido (O.") transformando-o em perdxido de hidrogénio
(H202) e oxigénio molecular (O). Posteriormente o H,O, é degradado em agua por
outras enzimas antioxidantes (glutationa peroxidase e catalase) (FERREIRA &
MATSUBARA, 1997).

Estudos prévios descreveram um SNP no qual ocorre a troca da Alanina (A) por
uma Valina (V) no cédon 16 do gene da enzima MnSOD (Ala16Val MnSOD ou Ala16Val
SOD2). Como este polimorfismo estd localizado na sequéncia de alvo mitocondrial
(Mitochondrial Targeting Sequence - MTS), essa alteragdo confere ao alelo A uma
diferenca conformacional que resulta na maior atividade catalitica do Oy - deste alelo
em relacdo ao alelo V, sendo possiveis 3 gendtipos, onde o AA apresenta maior
eficiéncia enzimatica que o AV e o VV respectivamente (MONTAGNER et al., 1010;
TAUFER et al., 2005). Estudos in vitro em cultura de células tem demonstrado que o

gendtipo AA apresenta maior viabilidade e indice mitético, além de menores niveis de



14

TBARS do que os gendétipos VV e AV. Porém, os niveis de dano no DNA sao mais
expressivos nos AA do que nos VV (MONTAGNER et al., 2010).

Uma vez que o conjunto destes resultados prévios sugere papel importante do
polimorfismo Alai6Val MnSOD na modulagdo do estresse oxidativo celular, o estudo
aqui desenvolvido buscou elucidar se tal polimorfismo poderia apresentar acao
toxicogenética in vitro de leucécitos expostos ao MeHg.



2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar o potencial efeito toxicogenético do polimorfismo Alai6Val do gene

codificante da enzima MnSOD em leucécitos humanos expostos ao MeHg.

2.2 Objetivos especificos

e A partir de adultos saudaveis genotipados para o polimorfismo AlaiéVal
MnSQOD avaliar o efeito in vitro da exposicao ao MeHg de leucécitos:
o ha producgéo de espécies reativas ao oxigénio (EROs)
o ha viabilidade celular
e Determinar as frequéncias alélicas e genotipicas do polimorfismo Alai6Val

MnSOD em uma populacao de adultos jovens saudaveis;



3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Mercurio: formas de apresentacao, ciclo e toxicidade

O Hg é uma ameaga a saude humana bem conhecida devido a sua toxicidade
sistémica. E possivel encontra-lo em varias formas: metalico (Hg®), particulado (Hg
associado a particulas sélidas), iénica (Hg®*, Hg*), inorganica (exemplo HgS, HgCl,) e
organica (exemplo MeHg, MeoHg). As principais formas de exposicdo humana séo o
vapor de Hg® e os compostos de metilmerctrio (MeHgX) (CLARKSON, 1997). O MeHg
€ considerado a forma mais tdxica deste elemento para o sistema nervoso central
(SNC) (IPCS-WHO, 1990). Varios experimentos e estudos epidemiologicos tém
demonstrado que a exposicdo ao MeHg esta associada a efeitos neurotdxicos e
deficiéncia na fungcdo motora (DOLBEC et al., 2000; DO NASCIMENTO et al., 2008;
MARTINS et al., 2009), danos no sistema imune (MOSZCZYNSKI et al., 1998), rins
(RUTOWSKI et al., 1998), sistema cardiovascular (VIRTANEN et al., 2007) e dano
genéticos (CRESPO-LOPEZ et al., 2009; GROTTO et al., 2009 e 2011a).

A exposicao dos seres humanos ao MeHg, se da, principalmente através da
ingestao de peixes contaminados com este metal (BOISCHIO & HENSHEL, 2000). Esta
contaminacao ocorre a partir de etapas bem definidas. O primeiro passo do processo €
a bioacumulacdo que ocorre a partir da metilacdo do Hg inorganico por bactérias
aquaticas. Como estas fazem parte da cadeia alimentar aquatica, ocorre o acumulo de
MeHg ao longo da mesma incluindo animais de maior porte como os peixes (DA SILVA
et al., 2005). Esse processo recebe o nome de biomagnificacdo, segundo passo do
processo, que é a capacidade de se acumular na cadeia tréfica. Em decorréncia disso,
o MeHg encontra-se em maior concentracao nas espécies de peixes carnivoras do que
nas herbivoras (DOS SANTOS et al., 2000). Portanto, a maior fonte de exposicao
humana ao MeHg s&o os peixes (BARGHIGIANI & RISTORI, 1994; URSINYOVA et al.,

1997). A Figura 1 apresenta uma sintese do ciclo biogeoquimico do Hg na natureza.
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Conceptual Biogeochemical Mercury Cycle
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Figura 1. Ciclo Biogeoquimico Conceitual do Mercurio — A figura exibe as varias fontes de Hg, naturais
(gases vulcanicos, evaporagao ou lixiviagao de solos ricos neste metal) e antropolégicas (como exemplo
usinas termelétricas, despejo de residuos industriais, entre outros), seus processos de oxidagdo na
atmosfera e os de oxi-redugéo através das bactérias do solo e 4gua, mostrando um panorama geral do
seu ciclo no meio ambiente até chegar aos peixes, principal fonte de contaminagdo humana. Ainda,
através dos circulos vermelhos, ilustra o processo de bioacumulacao e biomagnificagao, se acumulando

na direcao do topo da cadeia alimentar — Fonte: “Environment Canada”

Além desta via, 0 MeHg pode contaminar o ser humano a partir da exposi¢ao a
pesticidas na agricultura (fenilmercario - PhHg), em certos medicamentos
bacteriostaticos (PhHg, Etilmercurio - EtHg), em conservantes de vacinas (Timerosal
também conhecido como EtHg, mertiolate, entre outros), como componente de bateria e
lampadas fluorescentes (TCHOUNWOU et al., 2003; DOREA, 2011). Entretanto, nestas
vias a concentracdo de MeHg esta bastante reduzida. Se tem sugerido que muitos

fatores podem influenciar a vulnerabilidade das populacbes aos efeitos do MeHg. Entre
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aqueles que receberam consideravel atencao estao a idade, sexo, condicbes de saude
e nutricionais e a ingesta de outros alimentos ou nutrientes que podem influenciar a
absorcao, captacao, distribuicdo e metabolismo do MeHg (National Research Council,
USA, 2000b).

3.2 Contaminagao populacional por mercurio: o caso Amazénia

Nas ultimas décadas, a presenca de Hg na Amazdnia e seu potencial risco a
saude humana deu origem a muita preocupacao. Na Amazénia Brasileira, altos niveis
de Hg foram encontrados no solo e na agua (FADINI & JARDIM, 2001). A populagcéo
ribeirinha local esta exposta cronicamente a altos niveis de MeHg através do consumo
dos peixes (BASTOS et al., 2006; PASSOS & MERGLER, 2008; PINHEIRO et al., 2008;
BERZAS-NEVADO et al., 2010; GROTTO et al., 2011b). Constatacdo que s6 foi
realizada no final da década de 1970, quando foi realizada intensa mineragao de ouro,
0 que resultou na liberagao do Hg na atmosfera (através da queima do amalgama — liga
metalica entre o ouro e o Hg), perdas/despejos deste metal no solo e no leito dos rios
(MARTINELLI et al., 1988; BARBOSA et al., 1995).

Porém, embora os elevados niveis de Hg tenham sido primariamente atribuidos
as atividades de mineracdo do ouro (HYLANDER, 1994; MALM et al., 1990) estudos
mais recentes também observaram altas concentragdes de Hg, tanto em peixes quanto
em humanos, em regides onde ndo houve mineracdo de ouro (GUIMARAES et al.,
1999; SILVA-FORSBERG et al., 1999; DOREA, 2003). De fato, o solo amazénico
contém uma importante reserva de Hg (ROULET et al., 1998, 1999, 2000a,b; FADINI &
JARDIM, 2001), e uma parte significante da contaminacao do sistema aquatico pelo Hg
€ causada pelo desflorestamento, devido a massiva colonizagdo daquele periodo e da
cultura de corte-e-queimadas, para agricultura e pecuaria, que gerou intensa erosao de
solos ricos em Hg de ocorréncia natural, expondo esse metal aos processos de
oxidagéo, evaporagao e lixiviagao, contribuindo, por sua vez, com a contaminagédo dos
rios (ROULET et al., 1999; ALMEIDA et al., 2005; FARELLA et al., 2001, 2006).
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Logo, na Amazbnia, parece que o Hg de diferentes fontes esta disponivel para os
processos de metilacdo, contaminando os peixes, que constituem a base da dieta da
populacdo que vive ao longo do leito dos rios (BOISCHIO et al., 1995; LEBEL et al.,
1997; DOLBEC et al.,, 2001). Assim, as popula¢bes ribeirinhas da Amazénia que
caracteristicamente utilizam o pescado local como principal fonte alimentar estdo
seriamente ameagadas pelo Hg organico que se concentra nos diferentes niveis tréficos
das cadeias alimentares. Estudos epidemiolégicos da populacdo ribeirinha tém
demonstrado associacao dose-dependente entre consumo de peixe, exposicdo ao
MeHg e efeitos adversos como déficits neuroldgicos e neuropsicolégicos, assim como
mudancas citogenéticas tém sido relatadas em adultos e/ou criancas dessas areas
(LEBEL et al., 1996, 1998; GRANDJEAN et al., 1999; AMORIM et al., 2000; DOLBEC et
al., 2000; HARADA et al.,, 2001; CORDIER et al., 2002; YOKOO et al., 2003).
Adicionalmente, estudos exploratérios na regidao do Tapajés sugerem que o Hg pode
estar associado ao aumento da pressao sanguinea (FILLION et al., 2006) e disfuncao
autoimune (SILVA et al., 2004).

Apesar da alta concentracdo de Hg nas populagdes ribeirinhas, nem sempre
estas parecem ser acompanhadas por efeitos toxicos esperados (FILLION et al., 2009).
Esta condicdo tem gerado estudos complementares e hipoteses que tem como objetivo
explicar tais resultados. Entre estas hip6teses acredita-se que a dieta poderia ser um
elemento protetor contra a intoxicacdo ao Hg (PASSOS et al.,, 2007). Entretanto, a
genética também poderia contribuir na modulacao de tais efeitos toxicos (GUNDACKER
et al., 2009). Em ambos os casos se faz necessario entender os mecanismos de
toxicidade do Hg.

3.3 Mecanismos de toxicidade

O processo responsavel por desencadear a toxicidade MeHg nao esta totalmente
esclarecido. Entretanto, provavelmente, envolve alteracbes metabdlicas importantes

como aumento do estresse oxidativo (SARAFIAN, 1999; SU et al., 2008) e da resposta
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inflamatéria (HAVARINASAB & HULTMAN, 2005; VAS & MONESTIER, 2008;
GARDNER et al., 2010) devido a sua alta afinidade por moléculas com grupamentos
tidis, como a glutationa reduzida (GSH), cisteina, N-acetilcisteina, metalotioneina e
albumina (CLARKSON, 1997). Tais moléculas sdo a base do transporte, ligacéo,
distribuicdo, metabolismo e detoxicagdo do MeHg em sistemas bioldgicos (ZALUPS,
2000). Além disso, estudos demonstraram que o Hg esta relacionado com mudancgas
na atividade de enzimas antioxidantes, como a superoxido dismutase (SOD) (ARIZA et
al., 1998) e catalase (CAT) (HUSSAIN et al., 1999), inducao a producdo de espécies
reativas ao oxigénio (EROs), especialmente o H,O, e 0 O, (LUND et al., 1991; DO
NASCIMENTO et al., 2008), que promovem estresse oxidativo, peroxidacao lipidica e
genotoxicidade (GROTTO et al., 2010, 2011b).

A este respeito, investigacdes em comunidades ribeirinhas Amazénicas expostas
a altos niveis de Hg apresentaram indicacao de estresse oxidativo medidos em sangue
total, plasma e cabelo. No caso, quanto maiores os niveis de Hg menores foram os
niveis das enzimas antioxidantes glutationa peroxidase (GPx) e CAT que catalisam a
H.O. em H,O (GROTTO et al., 2010). No entanto, a dinamica do processo toxicolégico
do Hg na célula humana e tecidos envolvendo o metabolismo oxidativo é dificil de

determinar devido a influéncia de varios fatores ambientais e genéticos.

3.4 O dilema dos perfis de toxicidade

Estudos conduzidos em diferentes partes do mundo tém mostrado diferengas na
toxicidade do Hg em populacdes expostas a doses relativamente similares de MeHg
(GRANDJEAN et al., 1997; MYERS et al., 1997, 2003; LEBEL et al., 1998; DOLBEC et
al.,, 2000; WHEATLEY & PARADIS, 2000). Como foi anteriormente comentado,
pesquisas relataram alto nivel de contaminacao por Hg em comunidades ribeirinhas da
Amazénia. Entretanto, ao contrario do esperado foi observada uma baixa incidéncia de
efeitos colaterais e de desenvolvimento de doencas e disfungcdes crbnicas
degenerativas (FILLION et al., 2009). Essas inconsisténcias na toxicidade do MeHg sao



21

frequentemente atribuidas ao possivel efeito da modulagcdo da dieta, embora o
mecanismo das interagcbes entre nutrientes e MeHg nado tenham sido ainda
completamente elucidados (CHAPMAN & CHAN, 2000).

3.5 Toxicogenética associada a contaminacao por mercurio

Investigacbes mostraram que alguns fatores genéticos podem modificar a
toxicocinética do Hg (absorgcédo, distribuicdo, biotransformacdo e processos de
eliminagdo) que é um requisito essencial para a compreensdo dos riscos a saude
individuais associados com a exposicdo ao Hg. Gundacker et al. (2010) analisaram
potenciais genes de suscetibilidade considerando aqueles que desempenham um papel
significativo na toxicocinética do Hg incluindo as enzimas relacionadas ao controle e
utilizacado da glutationa reduzida (GSH), como a GPx e glutationa-S-transferase (GST)
(CUSTODIO et al., 2004; KLAUTAU-GUIMARAES et al., 2005; SCHLAWICKE
ENGSTROM et al., 2008; GUNDACKER et al., 2009), s metalotioneinas (GIACCONI et
al., 2007; GUNDACKER et al., 2007), as proteinas associadas a absorcao e depuracao
do Hg pelo organismo (BOADO et al., 2005).

Estudos sobre polimorfismos genéticos relacionados ao estresse oxidativo
provocado pela intoxicagcdo e metabolismo do Hg estdo centrados principalmente na
GSH e enzimas relacionadas (WESTPHAL et al., 2000; CUSTODIO et al., 2004;
GUNDACKER et al., 2007; SCHLAWICKE ENGSTROM et al., 2008; LEE et al., 2010;
ENGSTROM et al., 2011; HARARI et al., 2011). No entanto, para definir com seguranca
0os grupos de risco geneticamente susceptiveis, também é necessario investigar os
genes/proteinas envolvidas na toxicodinamica, isto é, nos mecanismos responsaveis
pelos efeitos adversos no organismo (GUNDACKER et al., 2010). Assim, estudos
envolvendo polimorfismos de outras enzimas antioxidantes podem auxiliar na
compreensdao da variagdo da susceptibilidade ao Hg encontradas entre diferentes
individuos. Este € o caso da enzima SOD2 que atua na mitocondria, organela
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responsavel por grande producdo de EROs em condicdes fisiologicas (ZOROV et al.,
2006).

3.6 Superoéxido dismutase dependente de manganés

A superéxido dismutase dependente de manganés (MnSOD ou SOD2) é uma
enzima antioxidante primdria na mitocondria que converte 0 O, em HxO, e O
(FERREIRA & MATSUBARA, 1997). No caso, o O, é produzido dentro da mitocondria
através do escape de elétrons da fosforilacao oxidativa. Estes elétrons estao envolvidos
na producdo de energia através da cadeia de transporte elétrons mitocondrial
(Complexo | e lll). O O, € liberado para a matriz mitocondrial através do Complexo |,
sendo também liberado tanto para a matriz quanto no espago intermembranas da
mitocéndria pelo complexo Il (MURPHY, 2009; BAFANA et al., 2011).

Além de ser um importante local de producédo de EROs, as mitocondrias séao alvo
das mesmas e de espécies reativas de nitrogénio (ERNs). A producado continuada e
crescente destas moléculas gera estresse oxidativo grave que, por sua vez pode levar
ao comprometimento na estrutura e fungdo mitocondrial (ZOROV et al., 2006). Assim, o
desbalanco na producdo de EROs pode representar o estabelecimento de um ciclo
vicioso que amplifica a produgdo de EROs mitocondrial, causando danos oxidativos ao
DNA mitocondrial (mtDNA), que induz a disfungdo mitocondrial e estimula uma maior
geragao de EROs (FUKAI & USHIO-FUKAI, 2011).

Assim, o controle dos niveis de O, pela SOD2 desempenha uma funcao
essencial para a mitocondria (LI et al., 1995). Investigagcdes em modelos experimentais
knockout mostrou que a auséncia do gene da enzima e, portanto, da sua atividade na
mitocondria, provoca sérios danos ainda nos primeiros dias de vida provocando
cardiomiopatia dilatada e neurodegeneracdo, levando a morte pos-natal precoce
(LEBOVITZ et al., 1996; JANG & REMMEN, 2009).

Por outro lado, a super expressdo da SOD2 nao acarreta beneficios as células.
Isto porque, ao contrario das outras SODs celulares que exercem sua atividade em
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funcdo dos niveis, ndo somente do O, mas também de H,O,, a SOD2 enquanto
houver excesso de O, vai dismutando este radical livre e formando de modo
continuado o H>O,. Se ndo ocorrer agdo das demais enzimas antioxidantes (GPX e
CAT) ou de compostos antioxidantes n&o-enzimaticos armazenados na célula o
excesso de H>O, pode desencadear a producdo de outras EROs como o radical
hidroxila (OH"), via reacao de Fenton, e o peroxinitrito (ONOQO") desencadeando assim
efeitos genotdxicos e de lipoperoxidagdo que sdo danosos as células. Assim, a super
expressao da SOD2 tem sido associada a fendmenos fisiologicos e disfuncionais
importantes como a indugdo da angiogénese, diferenciacdo celular, e hipertensao
pulmonar através da geracao de moléculas sinalizadoras de H-O. na mitocéndria ao
invés de sua fung¢ao antioxidante (FUKAI & USHIO-FUKAI, 2011).

Em termos genéticos, o gene humano da enzima SOD2 esta localizado no DNA
nuclear. Deste modo, inicialmente é produzido um mRNA que migra para o citoplasma a
fim de ocorrer a sintese da proteina SOD2 que ainda nao é funcional. Esta proteina
possui uma sequencia polipeptidica denominada MTS que direciona a proteina SOD2
para o interior da mitocéndria. Neste local, a enzima SOD2 é finalmente ativada e passa
a apresentar atividade (ZELKO et al., 2002). Em seres humanos foi observado que o
gene da SOD2 apresenta um polimorfismo dialélico que resulta na substituicdo do
aminoaciodo alanina (A) no coédon 16 (GCT) por uma valina (V) (GTT) da cadeia
polipeptidica. Por este motivo este polimorfismo é denominado Alai6Val (AlaiéVal
SOD2) (ZELKO et al., 2002).

Tal polimorfismo afeta a importagdo da SOD2 na mitocondria, leva a uma
alteracao estrutural da SOD2. No caso do alelo A produz uma SOD2 com forma a-
hélice enquanto o alelo V produz uma SOD2 com forma B-lamina. Esta alteracao afeta
o transporte da SOD2 para dentro da mitocondria. Os portadores do alelo V apresentam
uma diminuicdo na eficiéncia de transporte desta enzima, bem como na sua atividade
no interior da mitocéndria (SUTTON et al., 2003). Um estudo realizado por Sutton et al.
(2005) sugeriu que o precursor Ala-SOD2 gera 30-40% SOD2 ativa do que o precursor
Val-SOD2. Portanto, os resultados sugerem que a sequéncia alvo Ala-SOD2 (MTS)
permite a importacdo da SOD2 mais eficientemente para a matriz mitocondrial,
enquanto que a variante V provoca parada parcial do precursor no interior da
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membrana interna e diminuicdo da formagdo do tetramero SOD ativo na matriz
mitocondrial (SUTTON et al., 2005).

O polimorfismo Ala16ValSOD2 resulta em trés gendétipos: AA, VV e AV onde o
gendtipo AA, é mais eficiente na dismutagéo do O, em H2O, e o gendtipo VV é menos
eficiente (SUTTON et al., 2003). Entretanto, se o sistema enzimatico e nao enziméatico
que catalisa a H>O, nao estiver funcionando plenamente portadores do genétipo AA
podem apresentar excesso desta ERO, causando danos a célula. Ja portadores do
gendtipo VV tendem apresentar excesso do radical Oz que também causa danos para
a célula. Portanto, parece que os dois genotipos homozigotos apresentam uma espécie
de desbalanco basal da SOD2 em suas células (TAUFER et al., 2005; MONTAGNER et
al., 2010).

Varios estudos, incluindo as investigacbes realizadas pelo grupo de pesquisa
que executou o presente estudo, sugeriram que o polimorfismo Ala16ValSOD2 esta
associado a diferentes patologias estresse oxidativo-dependentes. Curiosamente, em
alguns casos, o risco de doencga esta associado com o alelo A ou genoétipo AA, como
canceres de prostata (TAUFER et al., 2005; ZEJNILOVIC et al., 2009; IGUCHI et al.,
2009; MAO et al., 2010.), mama (COX et al., 2006; ERAS-ERDOGAN et al., 2009; BICA
et al., 2009) e outros tipos de canceres. Em outros casos, o risco de doenga esté ligado
ao alelo V ou gendétipo VV como complicacdes microvasculares do diabetes (JONES et
al.,, 2010; TIAN et al., 2011), obesidade (MONTANO et al., 2009), hipercolesterolemia
(DUARTE et al., 2010), e do potencial metastatico do cancer de mama (BICA et al.,
2010).

A partir destes resultados epidemiolégicos foi delineado um protocolo in vitro
para avaliar se as células portadoras do polimorfismo Alai6éVal SOD2 poderiam
apresentar resposta diferencial quando exposta a um agente téxico como radiacao
ultravioleta (UV). Os resultados mostraram resposta diferencial in vitro dos genétipos
AlaieVal SOD2 em linfocitos de individuos saudaveis ao estresse oxidativo induzido
por UV. Em geral, culturas de células VV apresentaram linfécitos com viabilidade
reduzida, menor indice mitético e niveis mais elevados de lipoperoxidacdo do que os
genotipos AA em controle e grupos de exposicao a radiacado UV (MONTAGNER et al.,
2010).
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Um estudo complementar mais recente também observou que a atividade
antioxidante do medicamento para a indugdo da ovulagao (citrato de clomifeno) era
influenciada pelo polimorfismo Ala16Val SOD2 em um protocolo in vitro no qual foi
utilizado células mononucleares sanguineas periféricas humanas como modelo
experimental (COSTA et al.,, 2012). Portanto estes estudos sugeriram que o

polimorfismo Alai6Val SOD2 poderia ter agao toxicogenética e farmacogenética.

3.7 Células brancas sanguineas: os leucdcitos

O uso de células sanguineas para ensaios toxicoldégicos vem sendo amplamente
utilizados, devido a facilidade de seu uso. As células brancas sanguineas (CBS)
incluem células mononucleares (linfécitos e mondcitos) e polimorfonucleares
(neutrdfilos, baséfilos e eosindfilos), sdo as células de defesa do sistema imune, que
por sua vez é afetado pelos efeitos deletérios do Hg (GIACCONI, et al., 2007,
HAVARINASAB & HULTMAN, 2005; VAS & MONESTIER, 2008; GARDNER et al.,
2010). O uso dessas células é interessante pela diferenca de suscetibilidade de cada
tipo celular ao mesmo agente quimico, que pode se aproximar mais dos efeitos ao
sistema imune do individuo, ja que 0 mesmo ndo € composto por um unico tipo celular,
e talvez, essas pequenas variagdes intercelulares possam representar o efeito
esperado no organismo como um todo se comparado com os efeitos obtidos com o uso
de células isoladas, resultando numa “resposta média” ao agente tdxico.

CBS foram utilizadas com éxito em PBS para avaliar EROs quando comparado
com a solugao salina balanceada de Hank’s (HBSS), com e sem glicose, apresentando
fluorescéncia intermediaria entre HBSS e tampao de Tris (FREITAS et al., 2009). Este
estudo viabiliza o uso deste tampéao para avaliar a produgédo de EROs e a viabilidade
celular.

Com base neste contexto, a investigacao do potencial efeito toxicogenético do
polimorfismo Alai6Val SOD2 sobre a intoxicacao pelo MeHg através do seu efeito na
producao de EROs viabilidade célula de CBS humanas expostos ao MeHg poderia
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ajudar a entender as diferencas relacionadas a suscetibilidade a este metal pesado
entre as populagdes, uma vez que seus efeitos toxicos sdo mediados principalmente
pelo aumento do estresse oxidativo, a avaliacdo das EROs e da viabilidade celular

permite averiguar se este polimorfismo e capaz de modular os efeitos ao MeHg.



4 RESULTADOS

Os resultados que fazem parte dessa dissertacdao estdo apresentados sob a
forma de um manuscrito apresentado a seguir. Os itens Materiais e Métodos,
Resultados, Discussdo dos Resultados, Referéncias Bibliograficas encontram-se no
proprio manuscrito. A apresentagdo do manuscrito esta disposto da mesma forma que
serd submetido a revista Toxicology and Applied Pharmacology cujo titulo é
“Toxigenetic effect of Ala16Val MnSOD gene polymorphism on human leucocytes in
vitro exposed to methyl mercury’.
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Abstract

The environmental contamination by methylmercury (MeHg) is a great health public
concern in some world regions like Amazonia. The MeHg toxic effects seem to be
influenced by environmental and genetic factors. However, there are few studies
evaluating the genetic influence on MeHg toxicity in humans. Therefore, the aim of this
present study was to evaluate the genetic influence of Alal6Val manganese superoxide
dismutase gene polymorphism (Ala16Val-MnSOD) on cytotoxic effects of in vitro human
leucocytes exposed to MeHg. Subjects were selected from 100 individuals genotyped to
Ala16Val-MnSOD polymorphism (26,4+7,3 years) with different genotypes (AA=08,
VV=06 and AV=12) to perform the in vitro tests. The reactive oxygen species (ROS)
production was measured using 2'-7'-dichlorofluorescein diacetate (DCFDA) fluorimetric
assay and the cell viability was measured using the MTT assay were performed in
leucocyte samples with the same subjects exposed and not exposed to MeHg (2,5uM
for 6h). The results showed that AA and VV-leucocytes exposed to MeHg did not
increase the ROS levels when compared to the cells that were not exposed. However,
the AV-leucocyte MeHg exposure increased the ROS levels. The cellular viability
comparison among different genotypes exposed to MeHg showed lower AA-leucocyte
viability when compared to VV-leucocytes, whereas heterozygous cells (AV) presented
intermediary values. This occurred probabibly due to the fact of AA-leucocytes present a
higher basal H>O, production than other genotypes. The whole of these results suggests
toxicogenetic effects of Ala16Val-MnSOD polymorphism in human cells exposed to
MeHg.

Key-words: Methylmercury, MnSOD Alai6Val polymorphism, oxidative stress,
toxicogenetic.
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INTRODUCTION
Methylmercury (MeHg) is well recognized as a potential threat to human health

due to its capacity to cause systemic toxicity including damage to the body causing
neurotoxic effects, motor function impairment (Clarkson and Magos, 2006; Mergler et al.,
2007) immune, kidney, and cardiovascular systems dysfunctions (Moszczynski et al.,
1998; Rutowski et al., 1998; Virtanen et al., 2007) and genotoxicity (Crespo-Lépez et al.,
2009, 2011; Grotto et al., 2009, 2011).

The process responsible for triggering MeHg toxicity is not totally elucidated and
probably involves metabolic alteration such as an increase of oxidative stress (Sarafian,
1999; Su et al., 2008) and inflammatory response (Havarinasab and Hultman, 2005; Vas
and Monestier, 2008; Gardner et al., 2010). Previous investigations described how
MeHg is related to changes in antioxidant enzyme activity like superoxide dismutase
(SOD) (Ariza et al., 1998) and catalase (CAT) (Hussain et al., 1999). It also induces the
production of reactive oxygen species (ROS) especially hydrogen peroxide (H-O,) and
superoxide anion radical (O2" 7) (Lund et al., 1991; Do Nascimento et al., 2008) which
promotes oxidative stress and lipid peroxidation. Populations exposed to high Hg levels
such as occur in Amazonian communities, showed that oxidative stress biomarkers
measured in whole blood, plasma and hair, presented significant inverse relations with
antioxidant enzymes like glutathione peroxidase (GPx) and CAT clearly demonstrated
an association between Hg exposure and oxidative stress (Grotto et al.,, 2010).
However, the dynamic of the Hg toxicological process in human cell and tissues
involving an oxidative metabolism is difficult to determine due to the influence of several

environmental and genetic factors.
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On the other hand, genetic polymorphism studies related to oxidative stress
triggered by Hg intoxication metabolism focused mainly on glutathione (GSH)-related
enzymes (Westphal et al., 2000; Custodio et al., 2004; Gundacker et al., 2007;
Engstrom et al., 2008; 2011; Lee et al.,, 2010; Harari et al., 2011). However, to
completely define the genetically susceptible risk groups, research is also needed on the
genes/proteins involved in the toxicodynamics, i.e., in the mechanisms causing adverse
effects in the organism (Gundacker et al., 2010). Therefore, gene polymorphism studies
involving other antioxidant enzymes could help us to understand the differences in Hg
susceptibility found among different individuals.

This is the case of the manganese superoxide dismutase enzyme (MnSOD or
SOD2) which is a primary antioxidant enzyme in the mitochondria that converts ROS
into oxygen and HyO, (Ferreira and Matsubara, 1997). ROS in mitochondria are
produced by an oxidative phosphorylation pathway involved in energy production in the
mitochondrial electron transport chain; complex | and Ill are the primary source of O, ~
production in mitochondria. Superoxide is released into the matrix from complex I,
whereas it is released into both matrix and inter-membrane space by complex |l
(Murphy, 2009). In addition to being a major site of ROS production, mitochondria are
also a target for ROS and reactive nitrogen species (RNS) and are compromised by
severe and/or prolonged oxidative stress (Zorov et al., 2006). This will represent a
vicious cycle to amplify mitochondrial ROS, whereby mitochondrial ROS/RNS causes
oxidative damage to mitochondrial DNA (mtDNA), which leads to further mitochondrial

dysfunction and oxidant generation (Fukai and Ushio-Fukai, 2011).
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The human SOD2 enzyme gene presents a diallelic polymorphism in the
mitochondrial targeting sequence (MTS) that results in the replacement of alanine 16
(GCT) with a valine (GTT); known as the Ala16Val polymorphism (Ala16Val SOD2). This
polymorphism affects the import of MnSOD into the mitochondria by altering the
conformation of its leader signal (Zelko et al., 2002). This mutation may reflect a
functional polymorphism of the mitochondrial transport of human SOD2. Alai6Val is
implicated in a decreased efficiency of SOD2 transport into the target mitochondria in V
allele carriers (Sutton et al., 2003). A study performed by Sutton et al. (2005) suggested
the Ala-SOD2 precursor generated 30%—40% more SOD2 homotetramer than the Val-
SOD2 precursor. Therefore, the Ala-SOD2 MTS allows efficient SOD2 import into the
mitochondrial matrix, while the Val-variant causes a partial arrest of the precursor within
the inner membrane and decreased formation of the active SOD tetramer in the
mitochondrial matrix. The Alal6Val polymorphism results in three genotypes: AA, VV
and AV (Sutton et al., 2005).

Several studies, including investigations performed by our team and other
research groups, have suggested that the Ala16Val SOD2 polymorphism is associated
with different oxidative stress-dependent pathologies. Interestingly, in some cases the
disease risk is associated with the A allele or AA genotype as with prostate (Taufer et
al., 2005; Zejnilovic et al., 2009; Iguchi et al., 2009; Mao et al., 2010), breast (Cox et al.,
2006; Eras-Erdogan et al., 2009; Bica et al., 2009), and others cancers; disease risk is
linked to the V allele or VV genotype as with diabetes microvascular complications

(Jones et al, 2010; Tian et al., 2011), obesity (Montano et al., 2009),
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hypercholesterolemia (Duarte et al., 2010), and breast cancer metastatic potential (Bica
et al., 2010).

Recently, we started to test if this polymorphism could have some influence on
the human body’s response to toxic agents. In the first in vitro protocol that evaluated if
the cell carriers of Alai6Val SOD2 polymorphism could present differential responses
when exposed to ultraviolet radiation (UV) it was found that human VV-lymphocyte cell
cultures presented lower viability, lower mitotic index and higher lipoperoxidation levels
than AA genotypes in both control and UV exposure groups (Montagner et al., 2010).
On the other hand, this polymorphism has some in vitro influence on antioxidant drug
response (Costa et al., 2012).

Therefore, we postulated that Ala16Val SOD2 polymorphism could present some
influence on white blood cells (WBC) MeHg in vitro exposure through modulation of
different ROS concentration. The use of WBC is a good model to evaluate MeHg toxicity
because it includes many cell types, with different MeHg sensibility. Those little
differences may represent the MeHg impact in the whole body, being able to evaluate
the impact of its toxicity depending on the Ala16ValSOD2 polymorphism. In order to

evaluate it, we analyze ROS production and cellular viability.

METHODS

Reagents

All chemicals used for the biochemical and molecular analyses were purchased
from Sigma (St. Louis, MO, USA), Invitrogen (Carlsbad, CA, USA) and Cultilab Co. (Séao

Paulo, SP, BR).
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Subjects selection

To test the MeHg cytotoxicity on human WBC carriers with different Ala16Val
genotypes, to analyze ROS production and cell viability. The blood was obtained from
healthy adult subjects living in a Brazilian region with no history of MeHg exposure (Rio
Grande do Sul) enrolled within an university community (Universidade Federal de Santa
Maria, UFSM). Initially, we selected 100 young, healthy people (26.4+7.3 years old, sex
55 female and 45 male) and considered the following factors for inclusion: non-smokers,
not obese, no use of chronic medication or vitamin supplements, no previous
cardiovascular medical history or hypertensive disorder, and no metabolic diseases or
other morbidity that could affect the results. The research study described here was
approved by the Ethics Committee of the UFSM (no 23081.015838/2011-10). All blood
cell donors signed a written inform consent.
Ala16Val SOD2 genotyping

Blood samples were collected from this group by venipuncture, using
Vacutainers® (BD Diagnostics, Plymouth, DEV, UK) tubes with EDTA and the Alai6Val
gene polymorphism was assessed by the Polymerase Chain Reaction and the
Restriction Fragment Length Polymorphism (PCR-RFLP) method. Genomic DNA was
isolated from peripheral blood leukocytes using a DNA Purification Mini Kit (MoBio
Laboratories, Carlsbad, CA, USA). The PCR-RFLP method used here to detect Ala-
16Val polymorphism is described in detail by Costa et al. (2012).
In vitro treatments

From these subjects, a sub-group was invited to donate blood again to realize the

in vitro tests because a previous study performed by Montano et al. (2009) showed an
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association between the Alai6Val polymorphism, dietary behavior, and health
conditions. The 8 mL blood samples were collected by venipuncture using top tubes with
heparin, which were centrifuged within 1 hour of collection for 15 minutes at 3000 rpm.
Furthermore, the WBC were collected and resuspended in a PBS buffer with 2%
glucose (PBSg) at a final concentration of 1 x 10° cells/mL (Freitas et al., 2009). Two
treatments were performed for each sample: negative control and MeHg at 2.5 uM of
final concentration exposure in PBSg (Shenker et al., 2002). The samples were
maintained in sterile conditions at 37°C for 6 h; after this time, the viability and ROS
production were analyzed and compared among in vitro treatments.

Cell viability assays

The experiment was performed using a 96-well plague. The cytotoxicity was
evaluated by MTT (3-[4,5dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyltetrazolic bromide) reduction
assay described by Mosmann et al. (1983), in spectrophotometry at 570nm (SpectraMax
M2/M2e Multi-mode Plate Reader, Molecular Devices Corporation, CA, USA). All tests
were performed in triplicate for each sample tested.
Reactive Oxidative Species (ROS) WBCs production

In all treatments, intracellular ROS production was detected in WBC samples
using the non-fluorescent cell permeating compound 2—7'-dichlorofluorescein diacetate
(DCFDA). DCFDA is hydrolyzed by intracellular esterases to DCFH, which is trapped
within the cell. This non-fluorescent molecule is then oxidized to fluorescent
dichlorofluorescein (DCF) by cellular oxidants. After the designated exposure time, the
cells were treated with DCFDA (10 uM) for 60 minutes at 37°C. The fluorescence was

measured at an excitation of 485nm and an emission of 520nm (SpectraMax M2/M2e
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Multi-mode Plate Reader, Molecular Devices Corporation, CA, USA). All tests were
performed in triplicate for each of the samples tested (Lebel et al., 1992; Halliwell and
Whiteman, 2004).
Statistics
All analyses were carried out using the Statistical Package for Social Sciences
(SPSS), version 18.0 (SPSS Inc., Chicago, IL). The cytotoxicity and ROS production on
WBC samples from different Alai6Val SOD2 donors treated with and without MeHg was
compared using the One-way analysis of variance followed by a post hoc Tukey’s test.
All p values were two-tailed. The alpha value was set to < 0.05 to determine statistical

relevance.

RESULTS
The SOD2 genotype frequencies were as follows: AA= 31%, VV= 23% and AV=

46%. The calculation of possible deviation from the Hardy-Weinberg equilibrium, which
was used to assess the c2 goodness-of-fit, showed that the samples were in genetic
equilibrium. From this sample, we selected 26 volunteers (AA=08, VV=06 and AV=12)
with similar self-report lifestyle behaviors regarding diet and physical activity to perform
the WBC in vitro exposure to avoid possible environmental interferences.

Initially, we evaluated the potential toxicity of MeHg treatment considering the
whole of WBC samples. We observed that after in vitro treatment, the viability of WBC
exposed to MeHg decreased significantly to 89.1£15.4 % (p= 0.022). On the other hand,
the ROS production increased 16.9%, with a 15% of standard deviation indicating large
sample variability in the WBC treated with MeHg when compared to the control group

(p= 0.032).
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The viability and ROS production was also compared among WBC samples,
using different Alai6Val SOD2 genotypes without MeHg treatments. After six hours, the
WBC in vitro viability showed differences among Alai6Val SOD2 genotypes. The
absorbance in AA (3.4610.13 SE) and AV (3.23+0.8 SE) groups was significantly higher
than the VV group (3.08+0.77 SE) (p=0.033) indicating that VV cells presented lower
viability than AA and AV cells independent of MeHg treatment. The ROS production was
also higher in VV than in AA and AV groups (VV= 477.7+ 137.45; AA= 343.9+184.3;
AV=297.0+155.7 p=0.0001).

The MeHg WBC cytotoxicity and ROS production was influenced by the
Ala16ValSOD2 genotypes. As can be seen in Figure 1, in the AA-WBC samples, the
ROS production was similar between the control and MeHg treatments (p= 0.532).
Similar results were also observed in VV-WBC samples (p=0.516). However, in the
heterozygous (AV-WBC), the ROS production increased 27% when exposed to MeHg
(p=0.037).

Figure 1 here

Despite the AA-WBC presenting similar ROS production between the control and
MeHg treatments, cell viability decreased significantly in the presence of MeHg (p=
0.020). As can be seen in Figure 2, these results were not observed in VV-WBC and
AV-WBC groups, where the cell viability was similar between the control and MeHg
treatments (p= 0.145, and p=0.759, respectively).

Figure 2 here
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DISCUSSION
The in vitro exposure of human WBCs to MeHg obtained from different human

subjects increased the ROS production and decreased cell viability according to the
genotype. The results corroborate investigations performed in animals and in vitro
protocols that showed an increase on cellular MeHg-induced oxidative stress which was
also present with cytotoxicity effect (Barcelos et al. 2011; Farina et al., 2011).

In vivo and in vitro studies showed that MeHg-exposed systems from different
species present an increase in different reactive species such as O, ™, H2O, and nitric
oxide (NO) (Farina et al., 2011). Excessive free radical formation has been implicated as
one of the causative factors in neurotoxic damage associated with a variety of metals,
including MeHg. MeHg-induced increased the ROS formation in astrocytes (Shanker et
al., 2004), as well as in the presence of O, ~ and hydroxyl scavenger antioxidant
molecules attenuates the ROS MeHg-induced formation (Shanker et al., 2005). Filipak
Neto et al. (2008) and Bussolaro et al. (2010) investigating the hepatocytes of tropical
fishes Hypostomus commersoni and H. malabaricus indicating that MeHg deregulate the
redox intracellular milieu leading to cell death and oxidative stress.

The severity of a toxic effect depends on the dose, duration and timing of
exposure. Humans, however, show a greatly varying susceptibility towards toxic
substances even under comparable exposure situations. Several biological and non-
biological factors can modulate individual susceptibility to toxic compounds (e.g., age,
gender, diet). The genetic variation plays a key role because it constitutes various
detoxifier phenotypes, ranging from individuals with regular enzyme and detoxification
functions to the poor metabolizers with low or no enzyme activity to the high

metabolizers (Gundacker et al., 2010).
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In humans, the cytosolic glutathione-S-transferases catalyze the intracellular
conjugation reaction between GSH and various electrophilic substrates, among them
Hg. These GSH conjugates can be easily effluxed from the cells. The concomitant GSH
depletion must be compensated by de novo synthesis (Dickinson and Forman, 2002).
Thus, the interplay of all GSH-system components is required to confer that GSH affine
Hg can be rapidly bound and removed from the cell (Gundacker et al., 2010).

There is evidence that gene variants can influence mercury toxicokinetics. This
genetic background can therefore potentially explain some of the individual vulnerability
towards mercury toxicity. Mercury is capable of altering the expression levels and/or
activity of many genes/proteins, but functional proof is frequently lacking. There are
many studies directly involving Hg toxicokinetic and detoxification pathways analyzing
the impact of a gene knockout/knockdown or a gene sequence variation (mostly SNPs)
(Gundacker et al., 2010), though none of them are SNPs indirectly related to its toxicity
as SODs are by ROS toxicity pathways. The major daily source of ROS in the cell is the
mitochondria in which SOD2 is located to protect against O," =, and the AlaiéVal
polymorphism is playing its role.

Our results were directly influenced by Alai6Val SOD2 genotypes of WBC
samples. VV-WBCs exposed to MeHg did not present an increase in ROS production
nor did they present similar cell viability when compared to the control group, suggesting
a protective role against Hg intoxication. Despite this, the AA-WBC present similar ROS
production between cells with and without MeHg exposition, while the cells exposed to
MeHg decreased cell viability compared to the control group. The heterozygous

genotype presented the intermediary phenotype of AA and VV-WBC since the increase
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occurred in ROS production, but did not decrease cell viability. The potential protective
effect of VV genotype that, in the presence of MeHg, did not show an increase in ROS
production and cell mortality, can be related to H.O, production that is lower than the AA
genotype.

The SOD2 enzyme belongs to a set of antioxidant defense mechanisms that
prevent high levels of ROS, limiting their deleterious effects to macromolecules into the
cell. As the O, © is produced by NADPH oxidase, xanthine oxidase, nitric oxide
synthase, lipoxygenase, and mitochondrial enzymes, so the levels of its molecule must
be highly controlled by the cell. Superoxide radical is converted by SOD to H.O,, which
in turn, is reduced to water by CAT, GPx, and peroxiredoxins (Prx). Thus, SOD2, as well
as others SODs, is considered a first line of defense against toxicity of O,"~ (Fukai and
Ushio-Fukai, 2011).

This enzyme is synthesized in the cytoplasm and directed to the mitochondria by
a peptide signal where it is involved in dismutating O, 7 mainly generated by the
electron transport chain from cellular respiration. The Alai6Val SOD2 polymorphism
presented in the peptide signal region has two homozygous genotypes with unbalanced
SOD2 activity since the AA genotype present high and VV lower efficiency in enzyme
transport into the mitochondria. In biochemical terms, the AA genotype is able to convert
a high quantity of O, ~in H>O,. However, unlike SOD1, SOD2 does not exhibit product
inhibition by H>,O, and the excess of H,O, produced by AA can undergo spontaneous
conversion or react with transition metals producing a hydroxyl radical (‘OH) (Asada et
al., 1975; Beyer and Fridovich, 1987). As the "OH presents high affinity to the DNA

molecule causing mutations, the Ala allele or genotype AA has been associated with
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increased risk for breast cancer (Taufer et al., 2005; Bica et al., 2009; Zejnilovic et al.,
2009).

On the other hand, the VV genotype did not present an efficient O,"~ dismutation
in HoO,. The Oz~ is extremely reactive mainly with NO leading to the production of the
strong oxidant peroxynitrite (ONOO™ ) that has a higher affinity to the lipids of the
membrane causing lipoperoxidation. The VV genotype has been associated with carotid
atherosclerosis (Kakko et al., 2003), non-familial dilated cardiomyopathy in Japanese
subjects (Hiroi et al., 1999), higher oxidized LDL levels in Brazilian subjects with
synergic effects in Type Il diabetes patients (Gottlieb et al., 2005), obesity (Montano et
al., 2009) and hypercholesterolemia (Duarte et al., 2010).

From the results described here and the results of previous studies performed by
our research team, who observed that in vitro lymphocytes exposure to ultraviolet (UV)
radiation produced less toxicological effect in AA cells than VV cells (Montagner et al.,
2010), we can postulated that a SOD2 gene presents a dual toxic protective
characteristic dependent of toxic agents (Figure 3). This dual characteristic is similar to
what was observed in the association between SOD2 gene function and the
susceptibility of non-transmissible diseases (Bica et al., 2009).

Figure 3 here

Unfortunately, studies supporting this hypothesis are still incipient. However, we
can cite some investigations as performed by Lund et al. (1991) that observed that
mercury compounds as mercuric ion [Hg(Il)] present the H>O, as a principal intracellular

target increasing approximately 4-fold its production in rat kidney mitochondria. The
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authors suggest that the H>O, formation by Hg(ll) may lead to oxidative tissue damage,
such as lipid peroxidation, observed in mercury-induced nephrotoxicity.

Another question that needs to be discussed is related to WBC as a potential cell
affected by exposure to Hg. Studies using animal models have previously demonstrated
that Hg affects the immune function in a complex manner. This influence depends on
both the species of Hg used and the genetic background against which exposure takes
place. In genetically susceptible mouse strains, inorganic and organic Hg species,
including MeHg, induce autoimmunity, results in a lupus-like condition (Havarinasab and
Hultman, 2005). Investigations suggest that humans may also be susceptible to the
immunotoxic effects of MeHg exposure and have been associated with an increased risk
of lupus and greater severity of scleroderma (Arnett et al., 1996; Cooper et al., 2004;
Prochazkova et al., 2004). Among the toxic effects of MeHg on leukocytes, a stimulation
of ROS formation was observed, including O, = and H.O, (Jansson and Harms-
Ringdahl, 1993). Therefore, the WBC can be a good model to in vitro evaluation of the
potential influence of human genetic polymorphisms in response to Hg contamination.
Based on these results, complementary investigations could help us understand the cell
biochemical influence of SOD2 modulation in MeHg toxicity.

The study described here presents some methodological concerns on which we
need to comment. The choice to perform a short test was based on the idea that the
protocol includes a large number of subjects to evaluate the toxic effect in in vitro human
blood samples exposed to MeHg. The classic leukocyte cell culture becomes no realistic
the analysis of blood some several subjects with different gene polymorphism

genotypes.
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On the other hand, the use of mononuclear cells greatly decreases the
concentration of the sample of leukocytes that could difficult the analysis of oxidative
biomarkers. Additionally, the protocol used here did not permit the analysis of different
oxidative and antioxidant biomarkers in the samples exposed or not exposed to MeHg.
However, these limitations can be solved through complementary cell culture studies
which search the causal mechanisms to discover if the genetic polymorphism presents
some toxic response influence as observed in the present study. Since human studies
involving controlled toxicological exposure are ethically inappropriate, despite these
methodological limitations studies, that integrate genetic polymorphism and in vitro
protocol as performed here can be useful to our understanding about toxicogenetic

effects to compounds as Hg.
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Figure 1 Reactive oxygen production (ROS) comparison among white blood cell carriers
(WBC) and different Ala16Val SOD2 genotypes. * indicates a significant increase from
the control group (p < .05).
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Figure 2 Viability (% in relation to control group considered as 100% viability) between
WBC with different Alai6Val SOD2 genotypes exposed to MeHg compound. * indicates

significant increase from the control group (p < .05).
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Figure 3 Synthesis of the potential protective role of human VV genotypes of AlatéVal

SOD2 gene polymorphism on toxic effect caused by MeHg acute exposition. (A) VV
genotype metabolizes smaller rates of O, ~ than AV and AA genotypes, which can react
to NO producing ONOO™, resulting in lipoperoxidation. When Hg enters into the cell,
MeHg rapidly binds to reduced glutathione (GSH) besides binding other thiol groups (-
SH) present in proteins. Not only does GSH deflect mercury from binding to target
proteins inside the cell, but it also serves as a means of removing mercury from the
cells. As GSH is consumed through mercury binding, lower amounts of this molecule are
available to prevent H,O, toxic effects, which in turn (by Fenton’s reaction or
spontaneously) produce 'OH that leads to DNA damage. (B) AA genotype presents the
highest O," ~ dismutation rates between genotypes resulting in excessive production of
H.O, that needs to be processed by glutathione (mitochondria and cytoplasm) and
catalase (cytoplasm). However, H>O, production rates exceeding enzymatic
metabolization capacity in physiological conditions, results in DNA damage. This
genotype, in the presence of Hg, is exposed to a higher amount of H>O, than they are
used to, leading to an increase in DNA damage, reaching the cell apoptosis/necrosis.
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5 DISCUSSAO

No presente estudo foi averiguado se a exposi¢ao in vitro de leucécitos humanos
ao MeHg teria efeitos téxicos dependentes do metabolismo da enzima SOD2. A
exposicao in vitro de CBS humanas ao MeHg obtidos de diferentes seres humanos
mostrou aumento na produgcdo de EROs e diminuicdo na viabilidade celular. Os
resultados corroboram com pesquisas realizadas em animais e protocolos in vitro que
mostraram aumento no estresse oxidativo celular induzido por MeHg com efeito notavel
da citotoxicidade (BARCELOQOS et al., 2011; FARINA et al., 2011ab).

Estudos in vivo e in vitro mostraram que sistemas expostos ao MeHg de
diferentes espécies apresentam um aumento em diferentes espécies reativas como
02" 7, H20O2 e 6xido nitrico (NO) (FARINA et al., 2011ab). Assim, a formagao excessiva
de radicais livres tem sido apontada como um dos fatores causadores de dano
neurotoxico associado com uma variedade de metais, incluindo MeHg. A toxicidade
induzida pelo MeHg aumenta a formagdo de EROs em astrécitos (SHANKER et al.,
2004), bem como a presencga de moléculas de O, ~ e antioxidantes com afinidade para
o OH" atenuam a formacdo de EROs induzidas pelo MeHg (SHANKER et al., 2005).
Filipak Neto et al. (2008) e Bussolaro et al. (2010) investigaram hepatécitos de peixes
tropicais Hypostomus commersoni e H. malabaricus sugeriram que o MeHg desregula o
ambiente redox intracelular levando a morte celular e a um estado de estresse
oxidativo. Portanto, os resultados gerais obtidos neste trabalho concordam com estes
estudos.

Nesta investigacdo também foi observada que a toxicidade ao Hg é dependente
do gendtipo do polimorfismo Alai6Val SOD2. Em geral, a gravidade de um efeito tdxico
depende da dose, a duracao e do tempo de exposicao. Os seres humanos, no entanto,
mostram suscetibilidades muito diferentes para substancias toxicas, mesmo em
situagdes de exposicdo comparaveis. Entre os fatores bioldgicos e néo bioldgicos que
modulam a susceptibilidade individual (por exemplo, idade, sexo, dieta), a variabilidade
genética de moléculas que atuam no organismo desempenha seu papel, pois constitui

varios fenoétipos desintoxicantes. Assim podem existir moléculas, como enzimas, que
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sao mais ou sao menos eficientes conforme a genética do individuo (GUNDACKER et
al., 2010).

Ha evidéncias de que variagbes genéticas podem influenciar a toxicocinética do
Hg. Este fundo genético pode, portanto, potencialmente explicar alguma vulnerabilidade
dos individuos em decorréncia da toxicidade do Hg. O Hg é também capaz de alterar os
niveis de expressao e/ou atividade de varios genes/proteinas, mas a prova funcional
desta alteragdo esta frequentemente ausente. Existem muitos estudos relacionados
diretamente as vias toxicocinéticas e de desintoxicagdo do Hg, analisando o impacto da
inibicdo/delecdo do gene (knockout) e da reducdo da sua expressao (knockdown) ou
variacao de sequéncias (principalmente SNPs) (GUNDACKER et al., 2010).

Entretanto, em seres humanos, estudos sobre a influéncia da genética na
toxicidade ao Hg tém se concentrado no sistema glutationa-S-transferase (GST). Isto
porque a enzima GST citosodlica catalisa a reacao intracelular de conjugacao entre de
GSH e varios substratos eletrofilicos, entre eles o Hg. Esta relacdo forma conjugados
entre Hg e GSH, o que leva a deplecao das reservas de GSH. Tal deplecao deve ser
compensada via sintese de novo da GSH, ja que o complexo formado é excretado
(DICKINSON & FORMAN, 2002). Contudo, a GSH é necessaria em varios processos
biolégicos, principalmente controlando as concentracbes de H>O. dentro da
mitocéndria, que € a principal fonte diaria de EROs na célula, onde esta localizada a
SOD2 para proteger contra O," © e onde polimorfismo Alai6Val desempenha o seu
papel. Embora o gendtipo AA apresente uma enzima SOD2 mais eficiente, o que
significa aumento na dismutacdo do O, = em HO,, este aumento ndo é
automaticamente compensado pelo aumento nos niveis da enzima GPX (MONTAGNER
et al., 2010). Esta condi¢cao gera um estado de estresse oxidativo via exposi¢ao crénica
ao H.O- que pode influenciar os niveis de toxicidade celular ao MeHg.

Esta hipétese foi aqui testada e os resultados mostraram que tanto a produgao
de EROs quanto a viabilidade celular foram diretamente influenciadas pelo polimorfismo
AlatéVal SOD2. Em condi¢des basais e sem a exposi¢cdo ao MeHg os leucocitos VV
apresentaram menor viabilidade do que os leucécitos AA e AV (p = 0,003). Os niveis de
EROs também foram mais altos nos VV quando comparados aos demais (p < 0,0001).
Estes resultados corroboram estudo prévio feito por Montagner et al. (2010) que
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também encontraram menor viabilidade em linfécitos VV quando comparados aos
outros genotipos. Esta condigcdo possivelmente esta relacionada com o0s niveis
aumentados de O," " que potencialmente reagem com o NO e aumentam as taxas de
lipoperoxidacao celular e os niveis elevados de EROs. Esta situagéo facilmente leva a
potencial morte da célula.

Entretanto, a exposicdo ao MeHg mostrou uma situacao inversa: leucocitos AA
mostraram maior suscetibilidade a este composto em relagdo a viabilidade. Ja, os
leucocitos carreadores do genétipo VV expostos ao MeHg nao apresentaram aumento
significativo na produgédo de EROs, bem como diminuicdo na viabilidade celular
semelhante quando comparado ao grupo controle. Estes resultados sugerem que, para
compostos cuja intensidade da toxicidade esta diretamente associada a presenca de
H.O, tém um efeito mais dramatico nas células AA. Neste caso, o genoétipo VV
pareceria possuir um papel protetor contra a intoxicacdo ao Hg. Embora as AA
apresentarem producao de EROs semelhante entre as células sem e com exposicao ao
MeHg, as mesmas expostas ao MeHg apresentaram redugao da viabilidade celular em
relagcdo ao controle. O gendtipo heterozigético apresentou o fenoétipo intermediario de
CBS-AA e VV desde que ocorreu aumento na producao de EROs, mas nao houve
diminuicdo da viabilidade celular. O efeito potencial protetor do genétipo VV, que na
presenca de MeHg ndo mostrou aumento na producdo de EROs e mortalidade das
células, pode ser relacionado com a producao de H.O, que é menor do que o gendtipo
AA.

A enzima SOD2 pertence a um conjunto de mecanismos de defesa antioxidantes
que impedem os niveis elevados de radicais livres, o que limita os seus efeitos
deletérios a macromoléculas na célula. A medida que o O," ~ é produzido por NADPH
oxidase, xantina oxidase, sintase do Oxido nitrico, lipoxigenase, e as enzimas
mitocondriais, a SOD2 desempenha seu papel controlando os niveis desta molécula na
mitocondria. O O, ~ é convertido pela SOD a H,O,, que por sua vez, € reduzido a agua
por CAT, GPx e peroxirredoxinas. Assim, a SOD2, bem como outras SODs, é
considerada uma primeira linha de defesa contra a toxicidade do O," ~ (Fukai e Ushio-
Fukai, 2011).



55

Esta enzima é sintetizada no citoplasma e conduzida para a mitocéndria por um
peptideo de sinalizagdo (MTS). O polimorfismo SOD2 Ala16Val apresenta na regido do
MTS dois genétipos homozigébticos com desequilibrio de atividade SOD2 de modo que
o gendtipo AA apresentar alta e o VV menor eficiéncia do transporte de enzima para
dentro da mitocéndria. Em termos bioquimicos, gendtipo AA € capaz de converter uma
elevada quantidade de O, “em H2O,. No entanto, ao contrario da SOD1, a SOD2 nao
apresenta inibicdo pelo produto e o excesso de H>O, produzido por AA pode sofrer
conversao espontdnea ou reagir com os metais de transicdo que produzem OH’
(ASADA et al.,, 1975; BEYER E FRIDOVICH, 1987 ). Como o OH" apresenta alta
afinidade pela molécula de DNA, causando mutagées, o alelo A ou gendtipo AA tem
sido associado com risco aumentado para cancer de mama (TAUFER et al., 2005; BICA
et al., 2009; ZEJNILOVIC et al., 2009).

Por outro lado, o genétipo VV nado apresenta uma dismutagéo de O, = em H20,
eficiente. O O," ™ é extremamente reativo principalmente com o NO que conduz a
producao do forte oxidante ONOO™ que tém maior afinidade para lipidios de membrana
causando lipoperoxidacdao. O gendtipo VV tem sido associado com aterosclerose
carotidea (KAKKO et al., 2003), miocardiopatia dilatada nao-familiar em japoneses
(HIROI et al., 1999), maiores niveis de LDL oxidado em brasileiros com efeito sinérgico
em pacientes diabetes tipo || (GOTTLIEB et al., 2005), obesidade (MONTANO et al.,
2009) e hipercolesterolemia (DUARTE et al., 2010).

A partir dos resultados aqui descritos e os resultados do estudo anterior realizado
por nossa equipe de pesquisa que observou que na exposicao de linfocitos in vitro a
radiacao ultravioleta (UV) produzem menos efeitos toxicoldgicos em células AA do que
as células VV (MONTAGNER et al., 2010) podemos postular que o gene da SOD2
apresenta uma caracteristica dual téxica-protecao dependente do agente toxico (Figura
2). Esta caracteristica dual é semelhante ao observado na associagdo entre SOD2
funcao dos genes e susceptibilidade de doencgas nao-transmissiveis (BICA et al., 2009).
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Figura 2. Sintese do potencial papel protetor de genétipos humanos VV de Alai6Val polimorfismo do
gene SOD2 sobre o efeito toxico causado por MeHg exposicdo aguda. (A) gendtipo VV metaboliza
menores taxas de O, “do que AV e AA gendtipos, que podem reagir com NO produzindo ONOOQOT
resultando em lipoperoxidagdao. Quando Hg para dentro da célula se liga rapidamente com a glutationa
reduzida (GSH), além de outros grupos de ligagao tidis (-SH) presentes em proteinas. Ainda, além da
GSH evitar que o Hg se ligue a proteinas alvo no interior da célula, também serve como um meio de
eliminar o Hg do interior das células. Como GSH é consumida através da ligagcdo com o Hg, menores
quantidades desta molécula estarao disponiveis para evitar os efeitos tdéxicos do H,O,, que por sua vez
(por reacao de Fenton ou espontaneamente) produzem o radical hidroxil ('OH) que leva a danos no DNA.
(B) O gendtipo AA apresenta a maior taxas dismutagdo do O," ~ entre genotipos, resultando numa
producdo excessiva de H,O, que precisa de ser processado pelar glutationa (em mitocéndrias e
citoplasma) e catalase (no citoplasma). No entanto, as taxas de producdo de H,O, excedem a
capacidade de metabolizagdo enzimatica em condigdes fisioldgicas, resultando em danos no DNA. Este
genétipo, na presengca de Hg, é exposto a uma maior quantidade de H,O, do que a célula esta
acostumada, levando a um aumento dos danos no DNA, conduzindo a apoptose/necrose das células.

Infelizmente, os estudos que sustentam essa hipdtese ainda sao incipientes. No
entanto, podem ser citadas algumas investigagdes como as realizadas por Lund et al.

(1991) que observou que compostos de Hg, como ion mercurico (Hg?), provocam
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aumento de até 4 vezes na concentragdo de H»O»,, mostrando-se como principal
mecanismo intracelular em mitocéndrias de rim de rato. Insug et al. (1997) realizaram
um experimento com culturas de células onde mondcitos foram expostos a varios
compostos organicos de Hg. O estudo constatou que os compostos de Hg inibiam as
funcées dos mondcitos através da indugdo de apoptose devido a formagédo de EROs,
perda da integridade da membrana mitocondrial, o que esta relacionado com a perda
das fungdes da mitocondria, e perda das reservas redutivas. Os autores sugeriram que
a formacdo de H,O, por Hg®* pode levar a danos oxidativos no tecido, tal como a
peroxidagao lipidica, observada na nefrotoxicidade induzida por Hg.

Outra questao que deve ser discutida esta relacionada com leucécitos como uma
célula potencialmente afetada pela exposicao ao Hg. Anteriormente foi demonstrado a
partir de estudos em modelos animais que o Hg afeta a funcao imune de uma forma
complexa. Esta influéncia depende tanto das espécies de Hg utilizados quanto dos
fatores genético, contra a qual a exposicdao atua. Em linhagens de camundongos
geneticamente suscetiveis, Hg inorganico (iHg) e espécies organicas de Hg, incluindo
MeHg, induz auto-imunidade, resultando em uma condicdio como ldpus
(HAVARINASAB & HULTMAN, 2005). Investigacbes sugerem que os seres humanos
também podem ser susceptiveis aos efeitos imunotdxicos da exposicdo ao MeHg que
tem sido associado com um risco aumentado de IUpus e maior gravidade da
esclerodermia (PROCHAZKOVA et al.,, 2004; ARNETT et al, 1996; COOPER et al,
2004).

Entre os efeitos tdéxicos do MeHg em leucécitos polimorfonucleares foi observada
estimulagdo da formacdo de EROs incluindo O2;" ~ e H.O2> (JANSSON & HARMS-
RINGDAHL, 1993). Esses efeitos também foram observados em células mononucleares
(monécitos e linfécitos) expostas ao MeHg, atribuidos ao aumento do estresse
oxidativo, esgotamento do GSH, e perda da funcao mitocondrial e, consequentemente,
apoptose (INSUG et al., 1997; SHENKER et al., 2002). Portanto, as CBS, ou seja,
polimorfonucleares e mononucleares, podem ser um bom modelo para avaliagao in vitro
da potencial influéncia de polimorfismos genéticos humanos em resposta a

contaminacdo por Hg. Baseados nestes resultados, investigacbes complementares



58

poderiam nos ajudar a entender a influéncia bioquimica da SOD2 na modulagao da
toxicidade ao MeHg em células humanas.

O estudo aqui descrito apresenta algumas limitacbes metodologicas que
precisam ser comentadas. Esta primeira investigacdo sobre a potencial influencia do
polimorfismo Ala16Val-SOD2 na toxicidade do MeHg em células humanas foi baseada
na ideia de estudos populacionais precisam de um grande numero de individuos para
avaliar se uma dada variagdo genética atua ou nao a intensidade da toxicidade de um
dado composto. Muitas vezes, apds a analise de mais de 600 a 1000 pessoas conclui-
se que nao existe uma associacao significativa. Entretanto, o tempo e o0s recursos
dispendidos para a realizacdo destes estudos sao bastante elevados. Por outro lado,
estudos de intervencao (farmacoldgicos ou nao farmacolégicos) levando-se em conta o
polimorfismo de um dado gene também estdo sendo bastante realizados. No entanto,
nao é possivel a realizacao deste tipo de estudo controlado quando se trata de andlises
que envolvem toxicogenética, ja que nao seria ético expor a vida e a saude dos seres
humanos pesquisados a um determinado composto, como € o caso do Hg. Deste
modo, investigagcdes preliminares em condigbes experimentais in vitro, controladas para
evitar interferéncias de fatores ambientais (como estilo de vida, alimentacao e pratica de
exercicios) e histérico de doengas, parecem ser apropriadas para se observar a
potencial associagdo entre um dado polimorfismo genético e uma resposta toxicoldgica.
Assim, este trabalho apoia-se nesta idéia. E claro que, a partir dos resultados aqui
descritos sugere-se investigagbes mais aprofundadas em nivel populacional para
averiguar se individuos portadores dos diferentes genétipos do polimorfismo Alai6Val-
SOD2 possuiriam sintomas clinicos de intoxicacao ao MeHg diferenciados.

Outra questdao importante a ser comentada diz respeito aos biomarcadores
plasmaticos do metabolismo oxidativo que potencialmente podem ser analisados neste
tipo de estudo. Estudos in vitro utilizando células mononucleares periféricas sao
bastante utilizados em investigacdes toxicolégicas. Entretanto, para compor uma
investigacdo in vitro que envolve um numero maior de sujeitos e a andlise de
biomarcadores do estresse oxidativo celular em condi¢des in vitro o uso da cultura de
mononucleares fica bastante complexo. Por este motivo, optou-se neste primeiro estudo

realizar analises com um tempo relativamente curto de exposicdo ao Hg. Entretanto,



59

como as células sanguineas nao foram cultivadas ao longo de 72h a quantidade destas
células ficou bastante reduzida. Este fato fez com que apenas duas variaveis fossem
investigadas e comparadas entre as amostras e tratamentos: a producao de EROs que
indica acao téxica do MeHg e a morte celular. Assim, investigagdes adicionais a fim de
averiguar possiveis mecanismos causais relacionados a resposta diferencial ao MeHg
de células com diferentes gendtipos Ala16Val-SOD2 devem ser realizados a fim de
complementar o presente estudo.

Apesar destas limitagdes, a revisdo da literatura sobre o tema indica que o
presente estudo é uma das primeiras investigacées a relacionar resposta toxica ao
MeHg com o polimorfismo Ala16Val do gene codificante da enzima MnSOD (ou SOD2)

em seres humanos.



6 CONCLUSOES

No presente estudo em que CBS humano foram expostas ao MeHg observou-se
que a exposicdo ao MeHg aumentou a produgcéao de EROs e diminuiu a viabilidade
celular dos leucdcitos. Além disso, a toxicidade ao MeHg foi dependente do
polimorfismo Alai6Val MnSOD sendo que o genétipo VV apresentou um potencial
efeito protetor tanto na producdo de EROs quanto na viabilidade celular. Constatamos
ainda que a frequéncia alélica da populacao respeita o equilibrio de Hardy-Weiberg.

Os resultados sugerem efeito toxicogenético do polimorfismo Alai6Val da
enzima humana MnSOD ao Hg. Sendo que o gendtipo AA exacerba os mesmos
provavelmente devido a concentragéo relativamente maior de H>O, que caracteriza este
gendtipo. Estudos complementares devem ser feitos para avaliar outros parametros

bioquimicos do metabolismo oxidativo.
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