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RESUMO

O cadmio (Cd) € um metal toxico, danoso a saude humana, presente em areas urbanas e
industriais. Além de ser carcinogénico, causa efeitos toxicos aos sistemas renal, respiratério e
cardiovascular, entre outros. Polimorfismos de um dnico nucleotideo (SNP) nos genes MMP-2
e MMP-9 ja foram associados com a exposi¢do ambiental ao Cd e a presenca de hipertensdo
arterial (HA). O objetivo do estudo foi avaliar a exposicao ao Cd e a presenca dos SNPs MMP-
2 (rs7201 A>C, rs14070 C>T) e MMP-9 (rs17576 A>G) em moradores expostos a rejeitos
industriais. A amostra foi composta por 242 individuos, maiores de 18 anos, residentes em um
condominio em Volta Redonda no Rio de Janeiro. A genotipagem dos SNPs foi realizada pelo
sistema TagMan. O Cd foi determinado em urina (Cd-U) e sangue (Cd-S) por espectrometria
de absorcao atdbmica e a correcdo de Cd-U pela creatinina (Cd-Uc) por espectrofotometria. Foi
utilizado o teste de qui-quadrado, obtidas razdes de chances (OR) e intervalos de confianga (IC
95%) para avaliar as associag¢Oes das concentraces de Cd com os SNPs, varidveis demograficas
e clinicas. A amostra foi composta principalmente pelo sexo feminino (58%), com média de
idade de 50,2+15,1 anos e tempo médio de exposicdo aos rejeitos industriais de 17+5 anos.
Aproximadamente 30% eram tabagistas e 49% etilista. Entre as comorbidades mais frequentes
estavam HA (36%), doencas respiratdrias (29%), cardiovasculares (23%), renais (10%) e
neuroldgicas (9%). As concentragdes médias encontradas foram 0,70+0,2 ug Lt Cd-S, 0,53+0,5
ug L Cd-U e 0,57+0,6 pg g* creatinina para Cd-Uc. A frequéncia do menor alelo variante
(MMP2 rs7201C, rs14070 T e MMP-9 rs17576 G) foi de 35%, 34% e 38%, respectivamente. A
idade acima dos 62 anos foi associada com concentracdes >0,35 ug g creatinina de Cd-Uc
(OR=5; 95% 1C=1,1-23,3), tabagismo com niveis de Cd-S >0,56 ug L* (OR=7,3; 95%
IC=1,55-34,2) e Cd-U>0,18 pg L™ com a presenca de doencas neurolégicas (OR=6,1; 95%
IC=1,4-26,9). O SNP MMP9 rs17576 (GG+GA) foi associado com altos niveis (>0,66) de Cd-
U (OR=4,1; 95% 1C=1,8-9,4). O SNP MMP9 rs17576 (GA) também foi associado com altos
niveis de Cd-U (OR=5,32; 95% I1C=2,24-12,6) e Cd-Uc (OR=3,66; 95% 1C=1,44-9,31). Nao
foram observadas associagdes entre as concentracfes de Cd e os dois SNPs da MMP-2, e 0s
dados clinicos. Este estudo serve como base de dados para futuras aplicacdes que visem o
desenvolvimento de biomarcadores genéticos para exposicdes ambientais por residuos
industriais.

Palavras-chave: Cadmio. MMP. Polimorfismos genéticos. Exposicdo Ambiental. Residuos

Industriais.



ABSTRACT

Cadmium (Cd) is a toxic metal, harmful to human health, present in urban and industrial
areas. In addition to being carcinogenic, it causes toxic effects on the renal, respiratory and
cardiovascular systems, among others. Single nucleotide polymorphisms (SNP) in the MMP-2
and MMP-9 genes have been associated with environmental exposure to Cd and the presence
of arterial hypertension (AH). The aim of the study was to evaluate Cd exposure and the
presence of SNPs MMP-2 (rs7201 A>C, rs14070 C>T) and MMP-9 (rs17576 A>G) in residents
exposed to industrial waste. The sample consisted of 242 individuals, over 18 years of age,
residing in a condominium in Volta Redonda, Rio de Janeiro. Genotyping of SNPs was
performed using the TagMan system. Cd was determined in urine (Cd-U) and blood (Cd-S) by
atomic absorption spectrometry and correction of Cd-U by creatinine (Cd-Uc) by
spectrophotometry. The chi-square test was used, obtained odds ratios (OR) and confidence
intervals (95% CI) to assess the associations of Cd concentrations with SNPs, demographic and
clinical variables. The sample consisted mainly of females (58%), with a mean age of 50.2+15.1
years and a mean time of exposure to industrial waste of 17+5 years. Approximately 30% were
smokers and 49% were alcoholics. Among the most frequent comorbidities were AH (36%),
respiratory (29%), cardiovascular (23%), renal (10%) and neurological (9%). The mean
concentrations found were 0.70+0.2 pug L-1 Cd-S, 0.53+0.5 pug L-1 Cd-U and 0.57+0.6 ug g-1
creatinine for Cd-Uc. The frequency of the smallest variant allele (MMP2 rs7201C, rs14070 T
and MMP-9 rs17576 G) was 35%, 34% and 38%, respectively. Age over 62 years was
associated with Cd-Uc creatinine concentrations >0.35 pg g-1 creatinine (OR=5; 95% CI=1.1-
23.3), smoking with Cd-S levels > 0.56 ug L-1 (OR=7.3; 95% CIl=1.55-34.2) and Cd-U>0.18
ug L-1 with the presence of neurological diseases (OR=6 .1; 95% CI1=1.4-26.9). The MMP9
SNP rs17576 (GG+GA) was associated with high levels (>0.66) of Cd-U (OR=4.1; 95%
Cl=1.8-9.4). The MMP9 SNP rs17576 (GA) was also associated with high levels of Cd-U
(OR=5.32; 95% Cl1=2.24-12.6) and Cd-Uc (OR=3.66; 95% CI = 1.44-9.31). There were no
associations between Cd concentrations and the two MMP-2 SNPs, and the clinical data. This
study serves as a database for future applications aimed at the development of genetic
biomarkers for environmental exposures by industrial residues.

Keywords: Cadmium. MMP. Genetic Polymorphisms. Environmental Exposure. Industrial
Waste.
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1.INTRODUCAO

A partir da segunda metade do século XX, o desenvolvimento da industrializagdo
acelerou o crescimento econémico, a producgéo e o consumo, gerando problemas ambientais em
diversas cidades do Brasil (BRAGA et al., 2005). O crescente uso de metais na industria e
agricultura libera esses elementos para 0 meio ambiente, gerando uma continua preocupagao
com os efeitos ecoldgicos e globais na sadde publica (KOCADAL, 2020).

Como consequéncia do crescimento das atividades industriais, diversas zonas
contaminadas por deposicdo de residuos provenientes das atividades humanas podem ser
encontradas atualmente. (RODRIGUES, 2010). A contaminagdo ambiental é, por muitas vezes,
perigosa e relevante nas areas de atividades metallrgicas (ANCONA et al., 2017). Apesar de
os efeitos cronicos gerados pela contaminacdo por metais serem estudados desde o Gltimo
século, ainda existem muitas lacunas sobre os possiveis efeitos sobre a saide humana.

Na cidade de Volta Redonda, localizada ao sul do estado do Rio de Janeiro, o
desenvolvimento econémico acelerado teve inicio em 1946, com a abertura da Companhia
Siderurgica Nacional (CSN) (DA COSTA LIMA, 2010). No municipio, hd um passivo
ambiental na &rea do atual condominio residencial Volta Grande IV, no bairro de Santo
Agostinho. De acordo com uma acao civil publica, instaurada na 3? Vara Civil da Comarca de
Volta Redonda, o local era um aterro ndo licenciado para células de residuos da CSN (RAP,
2019).

Segundo laudo do Instituto Estadual do Ambiente (2012), diversas substancias foram
encontradas no local do condominio, dentre elas o cddmio (Cd). O metal é encontrado em niveis
baixos na natureza, contudo a acdo antrdpica tem aumentado seu nivel de exposi¢cdo no
ambiente e consequentemente na populacdo. Comecou a ser comercializado no inicio do século
XX e, naindustria, tem sido principalmente usado em recobrimento de aco e ferro, estabilizador
para plasticos, pigmentos para plasticos e vidros, baterias e ligas metalicas (AZEVEDO &
CHASIN, 2003). De acordo com a Organizacdo Mundial de Saude (WHO, 2019), o cadmio
causa efeitos tOxicos aos sistemas renal, respiratorio, cardiovascular e esquelético, entre outros.

Na exposi¢do cronica, o 6rgao alvo do cadmio sdo os rins. Como a excre¢do é muito
lenta, sua meia vida em seres humanos é longa, de 10 a 35 anos. Seu acumulo pode levar a
disfuncéo tubular renal e, consequentemente, aumento da excrecdo de proteinas de baixo peso
molecular. Alem disso, a contaminacdo por cadmio pode levar a disturbios no metabolismo de

calcio, fosforo e vitamina D (WHO, 2019), entre outros. A Agéncia Internacional para
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Pesquisas em Cancer (IARC) classifica 0 cAdmio e seus compostos como carcinogénico em
humanos (grupo 1) (WHO, 2019).

O Cd pode se ligar a diferentes proteinas, reduzir o reparo do DNA, induzir a expressao
de metalotioneina, importantes na regulacéo de metais essenciais e na detoxificacdo de metais
toxicos, ativar a degradacéo de proteinas, entre outros efeitos (KOCADAL, 2020). As enzimas
metaloproteinases de matriz (MMPSs) podem interferir nas funcGes cardiovasculares, devido a
remodelacdo do tecido vascular pela degradacédo da matriz extracelular (MEC). A exposicao ao
Cd pode influenciar na agdo das MMPs e consequentemente em danos cardiovasculares (BELO
et al., 2015; SANGARTIT et al., 2014). A fisiologia regular do coracdo e vasculatura séo
asseguradas pelo papel diferenciado das MMPs, em um aspecto espacial e temporal, no
processo de remodelamento vascular (AZEVEDO et al.,, 2014; BELO et al.,, 2015). Os
processos patoldgicos da hipertensdo estdo associados a expressdo das enzimas MMPs,
podendo estar associados a presenca de polimorfismos genéticos (PALEI et al., 2012a,b;
WENCHAO et al., 2015). Polimorfismos da MMP-2 podem afetar a remodelagédo do VE
induzida por hipertensdo em pacientes hipertensos (BALISTRERI et al., 2016). Um outro
estudo em uma populacdo chinesa, os polimorfismos rs14070 e rs7201 do gene MMP-2
influenciaram a associagcdo entre 0 aumento da concentracdo de Cd na urina e 0s riscos de
hipertensdo (WU et al., 2019).

A exposicdo ambiental ao Cd por longo periodo pode representar ameagas a saude
publica. Possiveis efeitos da exposicdo ao Cd podem ser observados no sistema cardiovascular,
resultando em doencas como a hipertensdo arterial. Esses efeitos podem ser mediados pelas
MMPs, uma vez que estdo envolvidas na degradacédo da matriz extracelular (WU, 2019).

Este trabalho contribuiu para a caracterizacdo da influéncia dos biomarcadores
genéticos nas exposi¢cdes ambientais ao Cd, por meio de avaliacdo bioldgica da exposicdo. Os
marcadores de exposicdo analisados foram sangue total e urina. O uso dos biomarcadores
para Cd nas populacdes expostas ambientalmente representa um importante mecanismo de
prevencéo e controle dos efeitos adversos produzidos por este elemento. Além disso, a pesquisa
pode contribuir com uma resposta para populacdo do condominio Volta Grande IV, sobre os
possiveis efeitos na saude a partir da contaminacao por Cd. Nesse contexto, justifica-se avaliar
a exposicao ao Cd e os parametros toxicodinamicos, que podem ser modificados pela presenca
de polimorfismos no gene que codifica a enzima metaloproteinase — 2 (MMP-2) e MMP-9 na

populagéo brasileira.
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2.REFERENCIAL TEORICO
2.1.CARACTERIZACAO DO Cd

2.1.1.PROPRIEDADES FiSICO-QUIMICAS

Classificado pela International Union of Pure and Applied Chemistry (IUPAC) no grupo
12 da tabela periodica, numero atbmico 48, peso molecular 112,41, o Cd € um metal brilhante
de cor branco azulado, macio, flexivel, com propriedades eletropositivas. E insipido e inodoro.
(ATSDR, 2012; KOCADAL, 2020). A Agéncia de Registro de Substancias Tdxicas e Doencas
classificou o Cd com o décimo sétimo mais toxico (ATSDR, 2017). O Cd pode ser encontrado
em algumas formas quimicas, na maioria, complexos quimicos em funcdo da sua baixa
solubilidade, com ligagGes organicas e inorganicas (por exemplo, CI~, SO4 >7, HCOg3, F, e,
aminoacidos, citrato, oxalato, salicilato, respectivamente) (ZHANG, 2019). No meio ambiente,
0 Cd néo passa por reacdes de reducdo de oxidacdo e apenas é encontrado em uma forma de
oxidacdo, Cd*2. Nas aguas subterraneas e superficiais, pode ser encontrado conjugado com
outras substancias organicas ou inorganicas, formando um complexo id6nico ou na sua forma
isolada como um ion hidratado. De acordo com sua solubilidade, na forma insoltvel ou soluvel,
0 metal se comporta de diferentes formas no meio aquoso, podendo respectivamente, se
depositar e absorver os sedimentos ou migrar na agua. Em altas temperaturas, o Cd pode se
transformar da forma solida (particulas) para vapor, permitindo seu transporte atmosférico e,
eventual, dep6sito em &guas superficiais e solos (ATSDR, 2012).

2.1.2.0CORRENCIA NA NATUREZA

O Cd esta presente em toda a crosta terrestre em baixas concentragcdes, em torno de
0,1mg Kg. Ndo existe no estado puro, mas na forma conjugada com outros metais, como o
zinco e o cobre. N&o se conhece sua relevancia para os organismos vivos, contudo sabe se que
a presenca natural do Cd ndo acarreta danos significativos a salde, justamente por ser
encontrado em baixas concentragdes (KOCADAL, 2020). Nos minérios, o Cd e 0 zinco séo
encontrados juntos, na proporc¢ao de 1:100 e 1:1000. Assim, o Cd é sempre um subproduto no
beneficiamento do minério de zinco (AZEVEDO & CHASIN, 2003).
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Em 2005, a produgao de Cd foi estimada em 20.000 toneladas. A extragdo, fundigdo e
refino de metais ndo ferrosos, como zinco, chumbo e cobre tem como subproduto o Cd
(SARKAR, 2013). Além de ser produzido na industria como subprodutos de outros processos,
0 Cd é um subproduto maior na fundicdo, mineracéo e refino do zinco quando comparado a
producdo de chumbo e cobre (HAYAT, 2019).

2.1.3.USO E APLICACOES

As atividades humanas emitem mais Cd para o ambiente do que as atividades naturais.
Uma caracteristica do metal é ndo ser degradado. Logo, se acumula no meio ambiente e na
cadeia alimentar. Industrialmente, o Cd é usado na producao de pigmentos, estabilizantes para
PVC, baterias, soldas, ligas, fogos de artificio e tintas fluorescentes. Os compostos do Cd em
tintas e pigmentos suportam elevadas temperaturas, resultando em substancias com alta
opacidade, cores fortes e boa resisténcia ao tingimento. Esse elemento também ¢é utilizado em
ceramicas e recobrimento de aco e ferro. Apesar do seu uso de industrial estar sendo restringido
em raz&o da preocupagdo com o0 meio ambiente, o uso do metal na producédo de baterias tem
aumentado nos ultimos anos (HAYAT, 2019).

2.1.4 TRANSPORTE, DISTRIBUICAO E TRANSFORMACAO NO MEIO AMBIENTE

O Cd pode ser encontrado nos diversos compartimentos ambientais (ar, agua, sedimento
e solo) por ter a capacidade de fluir entre fases, através das reacdes intercambiaveis como
adsorcao/dessorcao, quelacao e dissolucdo/precipitacdo. O ciclo do metal entre os diferentes
compartimentos se inicia na sua extracao e producao, seja nas atividades de minera¢do ou como
subproduto da inddstria. Em seguida, é transportado para as interfaces da camada superficial
do solo, aguas superficiais e subterraneas, e, em seguida, a atmosfera. O Cd permeia por essas
camadas. (ZHANG, 2019).

O Cd no ar pode ser proveniente de combustdo espontanea de biomassa e erupcao
vulcanica, resultado de atividades naturais. No entanto, a maioria do Cd atmosférico, originario
de atividades antropogénicas, é proveniente de emissdes industriais durante o processo de
mineracgdo, queima de combustiveis fosseis, fumo de cigarros ou producéo industrial (ZHANG,
2019; MASON, 2013).

O Cd na hidrosfera é originario da deposicdo de Cd atmosférico, da dissolugéo de Cd

solido, minerais, e do desgaste das rochas em solos, sedimentos e bacias hidrograficas

18



(MASON, 2013). As principais fontes antropogénicas de exposi¢do ao Cd sdo 0 escoamento
agricola e industrial direto nos corpos d’agua (ZHANG, 2019).

No meio ambiente, o Cd ndo passa por reacOes de reducdo e oxidagdo, sendo apenas
encontrado na valéncia +2. Nas aguas subterraneas e superficiais, pode ser encontrado ligado a
outras substancias, orgénicas ou inorganicas, formando um complexo idénico ou como um ion
hidratado. De acordo com sua solubilidade, se comporta de forma diferente no meio aquoso,
podendo se depositar nos sedimentos ou migrar na agua. Em altas temperaturas, o Cd pode
passar para a forma de vapor, permitindo seu transporte atmosférico e, eventual, depdsito em
aguas superficiais e solos (ATSDR, 2012).

O Cd no ar penetra no organismo humano por inalacdo e pela cadeia alimentar, devido
aos animais e vegetais que acumulam Cd, depositado nas aguas e no solo (ICdA, 2020).

A quantidade de particulas em suspensdo de Cd esperada nas areas urbanas é de 2 a 15
ng m=, nas indUstrias 15 a 150 pug m= e nas areas rurais 0,1 a 5 ng m=3. (ICdA, 2020).

Os niveis de Cd nos oceanos variam de acordo com a profundidade da &gua,
possivelmente pela concentracdo de nutrientes. Contudo, os niveis mais elevados foram
encontrados nas areas costeiras. Variagdes na concentragéo de 10 ng L™ a 4000 ng L foram
encontradas nas aguas doces, aguas das chuvas e nas aguas superficiais, oscilando de acordo
com a forma do Cd determinado, Cd total ou Cd dissolvido e o local da medigéo (ICdA, 2020).
A entrada do Cd em corpos d’agua ocorre por meio de vazamento de residuos contaminados,
fertilizantes agricolas, lodo de esgoto e deposicao direta de efluentes industriais (ICdA, 2020).
No ambiente aquatico, o Cd pode ser absorvido pelo material sedimentado, gerando um
reservatorio do metal nos sedimentos. Assim, apresenta-se de duas formas, adsorvido em
sedimento ou dissolvido na dgua (ICdA, 2020).

O solo pode ser contaminado por um corpo d’agua com valores elevados de Cd,
mediante inundac¢des, despejo de sedimentos dragados e irrigacdes. No solo, o Cd tem pouca
mobilidade em relacdo ao seu deslocamento em agua e ar (ICdA, 2020). O acimulo de Cd no
solo, atraves de atividades antropoldgicas sdo em maioria provenientes de lodo de esgoto e
adubos, aplicacdo de fertilizantes fosfatados e aguas residuais (CHUNHABUNDIT, 2016).

Outra fonte de exposicao é através do tabaco, a planta de tabaco (Nicotiana tabacum)
acumula Cd naturalmente. Uma hiperacumulacao pode levar a grandes concentragdes de Cd na
folha do tabaco. Assim, geralmente a concentracdo de Cd nas folhas de tabaco variaentre 1 e 2
ug.g™ de peso seco, resultando em 0,5-1 pug de Cd por cigarro. O 6xido de Cd, gerado durante
o fumo do tabaco, é provavelmente depositado localmente no tecido pulmonar ou absorvido na

circulacdo sanguinea sisttmica, ou ambos (GANGULY, 2018).
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2.1.5.FONTES NATURAIS E ANTROPOGENICAS DE EXPOSICAO AO Cd

A emissdo de Cd tem duas origens, as fontes naturais e antropogénicas. As emissdes
ocorrem para o ar, dgua e solo. O intercAmbio entre esses meios € importante, pois o Cd no ar
tem maior mobilidade do que na agua, que, por sua vez, tem maior mobilidade do que no solo
(AZEVEDO & CHASIN, 2003)

As principais fontes naturais do Cd podem ser a combustdo espontanea de biomassa,
erupcao vulcanica, desgaste das rochas em solos, sedimentos e bacias hidrograficas, e deposicdo
atmosférica. Por outro lado, a mineracdo, queima de combustiveis fosseis, tabaco ou producao

industrial sdo fontes comuns devido a acéo antropica (ZHANG, 2019).

2.1.6.RISCOS DE EXPOSICAO AMBIENTAL

Na populacdo em geral ndo fumante, a principal fonte de exposicdo € ingestdo de
alimentos contaminados, podendo também ocorrer pelo uso de medicamentos e suplementos
dietéticos (BERNHOFT et al., 2013). O tabagismo aumenta bastante o risco da exposi¢ao ao
Cd (MEZYNSKA, 2018). Limitar esse tipo de exposicao é muito dificil, uma vez que o metal
ndo passa pelo processo de biodegradacdo (MEZYNSKA, 2018).

O risco de exposi¢do ambiental ao Cd pode ter origem através de fontes antropogénicas,
atividades envolvendo mineracdo, producéo, consumo e disposic¢éo de produtos contendo Cd,
as principais sdo: producdo de pigmentos, baterias de Ni-Cd, estabilizadores PVC
(RAHIMZADEH et al.,, 2017), componentes eletrbnicos, baterias, ligas, cosméticos
(BERNHOFT et al., 2013; SIGEL et al., 2013).

Outras fontes menos esperadas de exposicdo € a ocorréncia de Cd constituinte
naturalmente do material, como canos constituidos de Zn/Cd (BERNHOFT et al., 2013).
Emissdes industriais nos corpos hidricos e na atmosfera, contaminacdo pela drenagem das
minas, aguas dos processos, inundacdo lagoas e chuvas originarias de areas de mineragéo,
fertilizantes fosfatados nos solos (ATSDR, 2012).

2.1.7.RISCOS DE EXPOSICAO OCUPACIONAL
A exposicdo ocupacional ao Cd em ambiente de trabalho pode ocorrer em diversos

setores. A concentracdo de aerodispersoides no ambiente ocupacional varia com o tipo de

industria e condicOes de trabalho. Os processos envolvendo temperaturas elevadas geram fumos
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do metal, absorvidos com mais eficiéncia pelos pulmdes. A inalagédo de elevadas concentragoes
de Cd causa danos aos pulmdes, enquanto danos aos rins e pulmonares, inclusive cancer,
ocorrerdo nas exposicdes prolongadas (cronicas) de baixos niveis (PINTO BALTHAZAR,
2018).

Em um ambiente de trabalho, niveis entre 2 a 50 ng m= de Cd no ar sdo considerados
aceitaveis (ICdA, 2020).

Diversas sdo as atividades que podem proporcionar exposi¢cées ocupacionais ao Cd,
como, a fundicdo e refino de metais, como Zn, Pb e Cu podem ter o Cd como subproduto
industrial. Também a producdo de baterias, ligas e soldas metélicas, corte de diamante,
galvanoplastia, corte a laser, metalizacéo, producdo e uso de tintas. A producdo industrial de
diversos artigos leva a exposicdo dos trabalhadores ao Cd, a producéo de pesticidas, plasticos,

células solares, estabilizador e a impressao téxtil (ATSDR, 2012).

2.1.8. RISCOS DE EXPOSICAO POR ALIMENTOS, BEBIDAS E HABITOS DE VIDA

O fator de transferéncia das plantas, a mobilidade do solo e a bioconcentracdo
contribuem para a presenca do Cd nos alimentos. A entrada do metal na cadeia alimentar é uma
ameaca para satde animal e humana (CHUNHABUNDIT, 2016). Para a populacdo ndo exposta
ocupacionalmente e ndo fumante, a exposicao alimentar é uma fonte primaria na exposi¢do ao
Cd, correspondendo a 90% das exposi¢des (SONG, 2017). Alimentos como cogumelos, raizes,
mariscos, figado e rins, possuem elevado nivel de Cd (CHUNHABUNDIT, 2016). Vegetais e
grdos sdo as principais fontes (SONG, 2017). O nivel aceitavel de ingestdo do Cd ¢ de 25 ug
Kg? de peso corporal por més segundo a Organizacdo Internacional de Administracio de
Alimentos e Medicamentos (FAQO) e o Comité Conjunto de Peritos em Aditivos Alimentares
(JECFA). Nos alimentos, elevadas quantidades sdo encontradas em figados e rins de animais,
seguido por vegetais, como batata, amendoim, feijdo, alface, soja, semente de girassol e
espinafre e carne de peixes e bovinos. (TAVAKKOLI, 2016).

O ser humano recebe diretamente o Cd liberado na fumaca do cigarro. Um individuo
fumante possui quantidades de Cd mais elevadas do que um ndo fumante. Ao fumar um cigarro,
em média, 10% do volume de Cd € inalado, sendo que cada cigarro contém entre 0,5 - 2 ug de
Cd (TAVAKKOLLI, 2016). Uma pesquisa na Poldnia investigou a exposi¢do de Cd em cigarros

comparados a cigarros eletronicos. No sangue de usuarios de cigarro eletronico, foi encontrada
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a média geométrica de 0,44 ug de Cd, enquanto, em fumantes de cigarro comum, 1,44 ug de
Cd (PROKOPOWICZ, 2019).

2.2.TOXICOLOGIA DO Cd

2.2.1. TOXICOCINETICA

Absorgéo

As rotas de exposicdo por Cd para o ser humano séo inalagdo e ingestéo. A possibilidade
de difusdo do Cd dos pulmdes para o sangue depende da espécie quimica, do tamanho e
solubilidade das particulas. O Cd metalico e seus sais sdo encontrados no ar como material
particulado fino em suspenséo. Particulas maiores se depositam nas vias aéreas superiores,
enquanto que as menores se depositam nos alvéolos. Esse metal pode acumular-se em diferentes
regibes do sistema respiratorio e digestivo. A absorcdo pulmonar é maior do que a
gastrointestinal. Alguns 6rgédos alvo sdo a nasofaringe, traqueia, brénquios e alvéolos, onde
pode ocorrer contaminacgdo através das trocas gasosas com o sangue. Também pode ocorrer
acumulo do Cd no esdfago e pode ser absorvido no trato gastrointestinal. Aproximadamente,
10-20% do Cd inalado através do cigarro € absorvido pelos pulmdes (MEZYNSKA, 2018).

A dieta e as condi¢cBes nutricionais sdo fatores que influenciam a absorcao
gastrointestinal, uma vez que a deficiéncia de metais essenciais como zinco, magnésio e célcio
pode aumentar a absor¢do e acimulo do metal no organismo (MEZYNSKA, 2018). Em média,
5% do total introduzido no organismo, sdo absorvidos (SARKAR, 2013).

Embora a absorcdo dérmica seja lenta, pode se tornar importante quando solucdes

concentradas do metal permanecem em contato com a pele por vérias horas (RANI, 2014).

Transporte e distribuicéo

O Cd é amplamente distribuido pelo sangue para diversos 6rgaos, como 0s rins e o
figado (SARKAR, 2013). Ndo é conhecida a conversdo do Cd por processos metabolicos que
levem a oxidacéo, reducdo ou alquilagdo do mesmo. O ion Cd (II) se liga a grupos anidnicos
em proteinas (ex. albumina e metalotioneina) e a outras moléculas (ATSDR, 2012). Uma vez
absorvido, o Cd se liga as proteinas presentes no plasma e nas membranas eritrocitarias. O metal
é transportado principalmente para o figado, onde os fons Cd?* induzem & sintese da

metalotioneina (MT), proteina de baixo peso molecular. Essa proteina estd envolvida na
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protecdo contra radicais livres e efeitos toxicos de metais, homeostase, danos oxidativos,
regulagio metabdlica, sequestro e controle redox. E importante para a homeostase de metais
essenciais e esta associada a expressao de MT no processo de liberacdo do organismo dos
efeitos de uma substancia toxica (RAHMAN, 2018; SEKOVANIC, 2020). Ainda no figado,
mais especificamente nos hepatocitos, o Cd forma o complexo CAMT, onde a maior parte fica
armazenada. Contudo, uma parte € liberada no sangue e, devido ao baixo peso molecular dessa
proteina, 0 complexo chega aos glomérulos e tdbulos renais. No final do processo, os ions Cd?*
sdo retidos nos rins. Ao deixar o figado, esse complexo é distribuido pelo sangue para varios
6rgdos do organismo. Figado, rins, pulmdes, coracdo, timo, glandulas salivares, baco,
epididimo, testiculos e prostata sdo os principais 6rgaos de acumulacdo do metal (SARKAR,
2013).

O seu tempo de meia vida no organismo é muito longo, em torno de 1 a 3 décadas no
organismo (MEZYNSKA, 2018), entre 6 e 38 anos nos rins, enquanto, no figado, estima-se que
esse tempo esteja entre 4 e 19 anos. (AZEVEDO & CHASIN, 2003).

O Cd tem como caracteristica 0 acimulo em organismos vivos. Assim, 0s niveis do
metal aumentam de acordo com a idade. Outro fator diferencial pode ser o0 género. Um estudo
demonstrou que os valores de densidade mineral dssea (DMO) podem variar, dependendo da
concentragio de Cd no sangue (Cd-S). A DMO encontrada foi de 0,67 + 0,12 g cm™ em
mulheres e 0,88 + 0,08 g cm™ nos homens, com Cd-S <2 ug L%, enquanto, para Cd-S > 5 pg L
! foram encontradas DMO iguais a 0,60 + 0,14 g cm™ para mulheres e 0,81 + 0,13 g cm™ para
homens (MEZYNSKA, 2018).

Excrecéo

A maior parte do Cd ingerido ou inalado é excretada pelas fezes sem ser absorvido. O
Cd absorvido é eliminado muito lentamente, principalmente pela urina. Por isso, seu tempo de
meia vida € muito longo. Contudo, apenas 0,01% do Cd excretado diariamente pelo corpo
humano correspondem ao metal consumido na alimentacido (SARKAR, 2013).
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2.2.2.TOXICODINAMICA

A toxicidade do Cd se manifesta em diferentes orgaos e tecidos. Entretanto, os rins sdo
0s principais orgaos lesionados (BERNHOFT, 2013) Nas exposi¢fes crbnicas, os efeitos
toxicos do metal se manifestam nos tabulos proximais renais, levando a danos celulares com
proteindria, entre outros. A peroxidacdo devido a deplecdo da superdxido desmutase e
glutationa peroxidase € o principal mecanismo para efeitos cardiotoxicos. O Cd também altera
0 metabolismo de zinco, cobre, ferro e selénio. O mecanismo de toxicidade se da pela
interferéncia do complexo Zn-proteina, que controla a transcricdo do DNA, levando a apoptose
(L1, 2018).

A exposicdo ao Cd influencia a estabilidade do genoma através de acGes especificas,
como a restricdo de varios sistemas de reparo do DNA, a geracdo de espécies reativas de
oxigénio nas células e a deplecdo da atividade de antioxidantes celulares (KHANDAR et al.,
2019).

O Cd pode se ligar a proteinas e ativar sua regulacdo, diminuir o reparo de danos ao
DNA, induzir a expressao de metalotioneina, heme-oxigenases, glutationa (GSH) tranferases,
proteinas de choque térmico, reagentes de fase aguda e DNA polimerase b em concentracdes
mais baixas, regular positivamente citocinas e proto-oncogenes (c-fos, c-jun, e c-myc). Tem
diferentes comportamentos na diferenciacgdo, proliferacdo e apoptose celular, que pode levar a
interacdo com mecanismo do DNA, apoptose e inducdo de espécies reativas de oxigénio. Além
disso, o Cd interage com a mitocondria em baixas concentracbes, gerando inibicdo da
respiracdo celular e fosforilacdo oxidativa. A interacdo do metal pode causar também possiveis
deplecBes cromossémicas e mutacdes. A metalotioneina, contendo zinco e 33% de cisteina,
influencia na sensibilidade ao Cd. As células, contendo metalotioneina, mostram sensibilidade
a intoxicacdo pelo Cd, enquanto outras apresentam resisténcia. (KHANDAR et al., 2019)

O zinco e o Cd podem ocupar posi¢des similares em determinadas proteinas circulantes,
devido a sua semelhanca quimica. O zinco e responsavel pela estrutura em enzimas essenciais
na defesa antioxidante e no reparo do DNA. Na proteina metalotioneina, o zinco também atua
na sua estrutura e funcdo. Assim, o Cd desloca as reservas de zinco da proteina e é sequestrado
pela proteina, reduzindo os danos toxicos do metal. Semelhantemente, o zinco pode na funcéo
renal influenciar a nefrotoxidade do Cd (LIN, 2013, 2014). Esse deslocamento competitivo de
zinco pelo Cd em diversas enzimas de reparo de DNA é descrito pela IARC em um mecanismo
potencial de co-carcinogenicidade do Cd (RICHTER, 2017).
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2.2.3.EFEITOS SISTEMICOS PRODUZIDOS PELO Cd

O Cd é um metal ndo essencial e, pela sua natureza persistente, acumula-se nos
organismos Vvivos, gerando desordens patologicas (HAYAT, 2019).

Os efeitos a saude, causados pelo metal ganhou atencdo ap6s os casos da doenca ltai-
Itai no Japdo, que produziu danos ao sistema esquelético e renal, além do quadro de anemia.
Posteriormente, efeitos adversos na saude de trabalhadores industriais foram observados ao
redor do mundo. As principais enfermidades ocupacionais relacionadas ao Cd sdo danos ao
trato respiratorio, desenvolvimento de cancer de pulmédo e prostata, além dos danos renais e
esqueléticos (MEZYNSKA, 2017).

Sistema Cardiovascular

Estudos demonstraram que o Cd pode provocar a¢ao aterogénica e aumento de presséo
(FAGERBERG et al., 2015). Outras modificagdes estruturas e funcionais sdo a modificagdo da
estrutura do endotélio e suas funcdes, por se acumular nas células endoteliais; aumento da
peroxidacdo de lipidios nas paredes dos vasos sanguineos, por meio da formacéo de espécies
reativas de oxigénio; aumento da secrecdo de citocinas pré-inflamatdrias e diminuicdo da
producdo de 6xido nitrico. Além disso, o Cd possui acdo cardiotdxica, levando a reducdo da
contratilidade do miocardio e fluxo coronariano (MEZYNSKA, 2017).

Sistema Respiratdrio

A inalacdo do Cd a baixas concentracdes e periodo prolongado, como nas exposi¢des
ocupacionais, proporciona decréscimo da funcdo pulmonar e enfisema bem como reducgdo do
olfato (MIRKOVIC, 2019).

Durante a queima do tabaco, o 6xido de Cd provavelmente se deposita nos tecidos do
pulmao ou é absorvido pela circulagdo sanguinea (GANGULY, 2018). Um estudo ocupacional
com trabalhadores na Turquia observou uma associacdo entre a exposi¢do ao Cd e os danos
pulmonares, em que 0 aumento da intensidade e as horas de exposi¢éo ocupacional ao Cd sdo

correlacionados a disfuncGes pulmonares (CETINTEPE, 2019).
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Sistema Hematoldgico

A ingestdo e inalacdo do Cd causam anemia devido a redugdo da absorcdo do ferro
(GHOOCHANI, 2019).

Em 2019, Chen e colaboradores afirmaram que a exposicéo ao Cd pode afetar as funcdes
hematoldgicas e hepaticas nos seres humanos, particularmente, exposi¢des provenientes de lixo
eletronico. Adicionalmente, o0 mesmo estudo propds que a carga de glébulos vermelhos pode
aumentar pelos sinais de metais toxicos no organismo (AL RABIA, 2018). A exposicao ao Cd
pode comprometer as membranas eritrocitarias nos globulos vermelhos, por meio da absorcéo
ativa de Cd por trocas ionicas. Além disso, foi encontrada uma associacéo entre o Cd e uma
reducdo na quantidade de eritrocitos totais, hemoglobina e hematocrito (MOITRA, 2014).

Por outro lado, um estudo avaliou a exposi¢do ocupacional de radiologistas ao Cd e
encontrou um aumento de hemoglobina, neutréfilos e linfocitos no sangue de radiologistas
(OABEL, 2013).

Sistema Imunoldgico

A acdo do Cd sobre o sistema imunoldgico provoca diversas alteracfes. A inalacdo
provoca supressao da resposta imunoldgica, citotoxicidade para linfocitos esplénicos e aumento
dos linfonodos toracicos, como observados em estudo realizado em animais (XU, 2015).

Os efeitos do Cd foram significativos nos indicadores imunol6gicos de uma populagéo

do Iraque, cujos niveis de IgM, 1gG e IgA apresentaram-se reduzidos (RATHI, 2017).

Sistema Esquelético

Apoés exposicdo, o Cd pode interagir diretamente com as células Gsseas, devido a
desmineralizacdo esquelética, que também influéncia na producdo de colageno e inibe a C-
proteinases procolagenas. As patologias associadas ao sistema esquelético sdo descalcificacdo
esquelética grave, osteoporose e osteomalécia, principalmente em individuos com alimentacao
deficiente (RAHIMZADEH, 2017, YOUNESS, 2012).

Evidéncias encontradas em animais e in vitro mostraram possiveis pontos de acdo do
Cd sobre o metabolismo do célcio e da vitamina D. A exposi¢do ao Cd reduz os niveis de
paratormonio (PTH), diminuindo assim a estimulacdo da adenilciclase pelo PTH. Nos rins, o
metal inibe a hidroxilagdo de 25-OH-D3, e aumenta a excrecdo urinaria de calcio. Igualmente,
diminui a absorcdo gastrointestinal de célcio, afetando diretamente a mineralizacdo e o
colageno 6sseos. Desta forma, a osteomalacia e osteoporose podem ser definidas como
principais efeitos do Cd sobre os 0ssos (NORDBERG et al., 2007).
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A forma mais severa de dano esquelético provocado pelo metal é a doenca Itai-Itai, que
teve sua primeira ocorréncia no Japdo (RAHIMZADEH, 2017).

Sistema Renal

A exposicdo ao Cd pode causar danos as funcdes renais. Dentre esses, sdo relatados
lesdo tubular, proteindria, perda de célcio e dano renal (RAHIMZADEH, 2017). Mesmo em
baixas doses de exposi¢do, danos renais, bem como disfuncdo glomerular e tubular podem estar
associados a toxicidade do Cd. H&4 uma relacdo entre o zinco e 0 Cd na disfuncéo renal. O baixo
nivel de zinco sérico no organismo estd associado ao risco de redugdo da taxa de filtracdo
glomerular estimada. De mesmo modo, a ingestéo de zinco é correlacionada com a baixa de Cd

no sangue e, consequentemente, reducdo do risco de disfuncao glomerular renal (CHEN, 2018).

Sistema Nervoso Central

A entrada de Cd?* no cérebro pode desencadear transtornos cerebrais. Casos de edema
cerebral, disfuncdo celular e peroxidacao lipidica estdo relacionados a exposicdo, inclusive em
baixas concentracdes. Isso ocorre devido a perturbacdo nos sistemas de defesa antioxidante e,
consequentemente, 0 estresse oxidativo gerado a partir do aumento na producdo de radicais
livres (MALIN, 2018).

Indicativos de efeitos neurotdxicos do Cd associados a alteragGes bioquimicas da célula
e alteracGes funcionais do sistema nervoso central foram encontrados, sugerindo gque os efeitos
neurotoxicos podem desempenhar um papel nos efeitos toxicos sistémicos da exposicao ao Cd,

particularmente a exposi¢do em longo prazo (WANG & DU, 2013).

Efeitos Reprodutivos e sobre o Desenvolvimento

Os efeitos neurotoxicos do Cd sdo bem evidenciados nas fases iniciais de
desenvolvimento. Atualmente, ha evidéncias de que o Cd pode atravessar a barreira placentaria
durante a gestacédo, dependendo da intensidade e duracao da exposicdo da gestante ao Cd. Além
disto, o metal pode acumular-se na placenta e prejudicar a passagem de nutrientes para o feto,
comprometendo o seu desenvolvimento (MALIN, 2018).

Em algumas espécies de mamiferos, a exposicdo ao Cd pode afetar o desenvolvimento
e a reproducdo. O nimero, volume e densidade dos espermas podem diminuir como observado
em estudos com animais, além de aumentar as formas imaturas. Os efeitos podem se estender
para diminuicdo da libido, fertilidade e dos niveis de testosterona. Em fémeas, ha a inibicéo do
desenvolvimento de odcitos e das fung¢des do ovario (RAHIMZADEH, 2017).
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Efeitos Carcinogénicos

A progresséo do cancer pode depender da producdo e manutencdo das células-tronco
cancerigenas, e é sabido que os mecanismos epigenéticos participam desse processo. Metais
como o Cd podem influenciar nas alteragbes epigenéticas e, consequentemente, na
carcinogénese. Embora o Cd ndo seja um forte carcinogénico genotdxico, 0s mecanismos
epigenéticos podem desempenhar essa ponte para a sua carcinogénese, sendo um mecanismo
ndo genotdxico. (WANG, 2019). Os canceres de rins, pulmonares e de prostata séo relacionados
a exposicdo ao Cd por agéncias epidemioldgicas, como a IARC (RAPISARDA, 2018). Nas
células epiteliais da prdstata, pode acontecer a autofagia oncogénica, devido ao estresse
induzido pelo Cd no reticulo endoplasmatico (KOLLURU, 2019). Kim e colaboradores
encontraram associacdo entre a ingestdo dietética de Cd e o risco de cancer gastrico pelo
consumo de arroz e caranguejo (KIM, 2019). O cancer de pulmédo é uma consequente patologia
a exposicdo prolongada ao Cd (WANG, 2019).

Efeitos Genotoxicos

A partir de pesquisas com trabalhadores expostos ao Cd, populacdo em geral e roedores
foram estudados os potenciais efeitos genotdxicos. Apesar de ndo serem consistentes, 0s
resultados sugerem que o Cd é possivelmente um agente clastogénico, a partir da inducgéo de
danos no DNA, micronucleos, troca cromatica irméd, e aberracfes cromossomicas (ATSDR,
2012).

O Cd induz a superexpressdo de genes de resposta precoce imediata, os IEGs. Essa
inducéo pode ser momentanea, e durar algumas horas, ou permanente, transformando as células
pela exposicdo ao Cd. Além disso, o metal influencia os genes de resposta ao estresse, fatores
de transcricdo e traducdo (SARKAR, 2013).

Um estudo in vitro com células sanguineas humanas demonstrou um aumento nos danos
ao DNA, quando os linfocitos foram submetidos a diferentes concentracdes de Cd (VERMA,
2019). Em outro estudo in vivo, a genotoxicidade do Cd foi observada em células de fibroblastos
dérmicos humanos por meio de ensaio cometa. Com o objetivo de testar a ocorréncia da quebra
de DNA, foi verificada a interacdo eletrostatica do metal com grupos fosfato de DNA. O Cd
apresentou potencial genotoxico maior do que niquel (Ni) e aluminio (Al). As forcas de
interacdo do fosfato de DNA caminham na mesma direcdo do poder genotoxico, sendo assim
Cd>Ni>Al (BELLIARDO, 2018).
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Diferentes testes podem indicar o tipo de dano genético causado pelo metal. Com
excecdo de ensaios nos microndcleos, o Cd demonstrou causar danos genéticos em multiplos
niveis no genoma e de instabilidades genéticas, incluindo os niveis supramoleculares e
moleculares (KOCADAL, 2020).

2.3 MONITORAMENTO BIOLOGICO DA EXPOSICAO

O monitoramento biolégico (MB) consiste na medida e quantificacdo de substancias
quimicas, ou de seus metabdlitos, em tecidos, secrecBes, excre¢des, ar expirado ou em
quaisquer combinac@es, conduzidas para avaliar exposi¢des e riscos a salde, comparadas com
referéncias apropriadas, que séo os limites bioldgicos de exposi¢do. Uma vez que muitos metais
permanecem no organismo por um tempo consideravel apés a exposicao, o MB pode fornecer
informacdes sobre exposicdes ocorridas no passado (PIVETTA et al, 2001).

Os biomarcadores sdo importantes para a avaliacdo dos danos a satide humana, causados
pela exposicéo as diversas substancias quimicas, uma vez que fornecem informagdes relevantes
sobre o nivel de exposi¢cdo a determinado composto quimico. Apesar dos biomarcadores de
exposicao ou dose interna serem especificos, visto que refletem a dose da substancia no sitio de
acao, aquela armazenada em um ou varios compartimentos, ou ainda a dose recentemente
absorvida, nem sempre traduzem todo potencial toéxico dos quimicos. Os indicadores de efeito
devem ser capazes de demonstrar e quantificar um efeito no drgéo critico (AMORIM, 2003).
As substancias genotoxicas e/ou carcinogénicas podem exercer danos ao material genético
mesmos em doses muito baixas, ndo existindo nivel seguro de exposicao para as mesmas. Por
isso, € crescente a utilizacdo de indicadores de efeito e genotoxicidade, de modo a
complementar as informag6es dos indicadores cléssicos de dose interna (WHO, 2001). Os
biomarcadores de suscetibilidade podem refletir fatores genéticos ou adquiridos que
influenciam na resposta do organismo a uma determinada exposicao quimica. Entre os fatores
que influenciam essa suscetibilidade estdo variabilidade genética, selecdo genética para
hipersuscetibilidade, suscetibilidade a toxicidade do metal, modificadores de efeito, tais como
aqueles intrinsecos ao individuo (idade, sexo) assim como relacionados a outras exposicdes
(AMORIM, 2003).

Os principais biomarcadores de exposicao, recente e crénica, ao Cd sdo sangue e urina,
respectivamente (MEZYNSKA, 2017). O Cd e um metal nefrotdxico conhecido, possuindo

marcadores de efeito para disfuncdo renal na urina, como n-acetilglucosaminidase (NAG),
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molécula de lesdo renal (KIM-1) e ligacdo ao retinol (RBP) (VALCKE, 2019). Variacoes
genéticas, como os polimorfismos, podem trazer respostas diferentes em determinadas
exposicoes. O gene, DMT1, que atua no transporte de metal no Iimen do intestino, é
relacionado com a variacao dos niveis de Cd. Os individuos com o genétipo DMT1 1VS4.44CC
s80 mais suscetiveis a toxicidade do metal se comparados a individuos portadores dos
polimorfimos DMT1 IVS4.44AC e DMT1 IVS4.44AA (KAYAALTI, 2015).
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3.0 Cd E A HIPERTENSAO

Em 2013, a Pesquisa Nacional da Saude (PNS) registrou 21,4% dos brasileiros
diagnosticados com hipertensdo no Brasil. Apesar de ser do conhecimento de que o indice de
massa corporal (IMC), o tabagismo, a inatividade fisica e a dieta contribuem para a hipertensao,
cada vez mais evidéncias indicam que metais como o Cd e metalGides (arsénio, por exemplo)
também favorecem a doenca (OLIVER-WILLIAMS et al., 2018).

Um estudo (CACIARI, 2013) demonstrou uma possivel associacdo entre a exposicao
ao Cd e o aumento na prevaléncia da hipertensdo. Contudo, as descobertas tém sido
inconsistentes, por limitages em numero amostral (GALLAGER, 2010). Evidéncia de uma
relacdo entre Cd e niveis subsequentes de pressdo arterial (PETERS, 2014), assim como uma
associacdo entre o metal e hipertensdo foram relatadas. Entretanto, ambas ndo possuiam
temporalidade devido a um desenho transversal (OLIVER-WILLIAMS et al., 2018).

A hipertensdo por exposicdo ao Cd pode ser influenciada por polimorfismos genéticos,
isto €, individuos expostos igualmente ao Cd podem ter efeitos diferentes (apresentar ou nao
hipertensdo) devido a suscetibilidade genética (SOENARTA et al., 2020). Wu e colaboradores
sugeriram que portadores dos polimorfismos rs243865 T e rs243866 A no gene MMP2
apresentam risco aumentado para o desenvolvimento de hipertenséo quando expostos ao Cd,

mesmo em concentragdes baixas (WU et al., 2019).
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4.METALOPROTEINASE DE MATRIZ

As enzimas metaloproteinases de matriz (MMPs) sdo um grupo de proteinas
enziméticas, dependentes de zinco, com atividade proteolitica, que diferem entre si
estruturalmente e na capacidade em degradar as proteinas da matriz extracelular (MEC). Em
geral, as MMPs apresentam uma sequéncia de pro-peptideo, um dominio catalitico com zinco,
uma regido ou peptideo ligante e um dominio de hemopexina (JACOB-FERREIRA, 2011,
ZHOU et al., 2018). As MMPs sdo responsaveis por manter o equilibrio entre o processo de
sintese e a degradacdo de proteinas da matriz extracelular, podendo degradar véarios substratos
de proteinas da MEC, incluindo colageno e elastina (BRUNER-TRAN et al., 2002; SNOEK-
VAN BEURDEN et al., 2005; WANG et al., 2018).

Como desempenham um papel importante na remodelacdo da MEC, as MMPs sdo
amplamente distribuidas na maioria dos tecidos e tipos celulares, sugerindo a existéncia de
outros papéis biologicos. Dentre os multiplos tecidos e células que produzem e secretam MMPs,
estdo incluidos o tecido conjuntivo, células pré-inflamatorias e uteroplacentarias, fibroblastos,
osteoblastos, células endoteliais, musculo liso vascular, macrofagos, neutrofilos, linfocitos e
leucocitos (CHEN et al., 2010; WANG et al., 2018). Além disso, podem influenciar a fungéo
das células endoteliais, bem como a migracéo, proliferacdo, sinalizacdo de célcio e contracao
das células do musculo liso vascular. Também desempenham um papel na remodelacdo do
tecido vascular durante varios processos biol6gicos, como angiogénese, embriogénese,
morfogénese e reparo de feridas (CUl et al., 2017; WANG et al., 2018).

As MMPs sdo geralmente classificadas com base em seus substratos especificos para
degradacdo e organizacdo de seus dominios estruturais. Sdo divididas em colagenases,
gelatinases, estromelisinas, matrilisinas e as MMPs ligadas a membrana (WANG et al., 2018).
As gelatinases incluem a gelatinase A (MMP-2) e a gelatinase B (MMP-9). AlteracGes em
MMPs especificas podem influenciar o remodelamento arterial e levar a varios distdrbios
patologicos, como hipertensdo, pré-eclampsia, aterosclerose, formagao de aneurismas, além de
dilatagéo venosa excessiva e doenga venosa nos membros inferiores (CUI et al., 2017; WANG
etal., 2018).

As MMPs séo reguladas por inibidores enddgenos de MMP (TIMPs), e a proporgao
MMP e TIMP geralmente determina a extensdo da degradacdo de proteinas da MEC e da
remodelagdo dos tecidos, sendo um processo filolégico, contribuindo para a manutencéo do
equilibrio metabdlico e estrutural da MEC (CUIl et al., 2017; WANG et al., 2018). As alteracoes
na homeostasia entre as MMPs e os TIMPs tém sido identificadas em doencas associadas a
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renovagdo ndo controlada da MEC, como artrite, cancer, doencas cardiovasculares, nefrites,
desordens neuroldgicas e fibroses (FINI et al., 1998; LACCHINI, 2010; CASTRO et. al, 2010).

Devido ao seu importante papel fisiolégico no funcionamento do organismo, as MMPs
podem servir como biomarcadores e possiveis alvos terapéuticos de diferentes doencas (CUI et
al., 2017), inclusive de distarbios vasculares (WANG et al., 2018), conforme ilustrado na Figura
1. Nesse contexto, destaca-se a enzima MMP-2, que esté associada a doencas venosas cronicas,
como varizes e Ulceras venosas de membros inferiores, processos inflamatérios, por meio de
citocinas pré-inflamatorias, que promovem a secrecdo de MMPs, infeccdo viral, cancer e
alteracOes cardiovasculares, como aterosclerose, aneurisma e infarto do miocérdio (IM) (CUI
etal., 2017), e risco de hipertenséo (WU et al., 2019).

Ja foi descrito que as MMPs atuam na remodelacdo cardiovascular e tém um papel
crucial na fisiologia normal do coracdo e vasculatura (AZEVEDO et al., 2014; BELO et al.,
2015). O aumento da expressdo do gene MMP-2 ja foi associado a algumas condicGes
cardiovasculares, como a hipertensédo (JACOB-FERREIRA et al., 2011; CASTRO et al., 2010;
CERON et al., 2010).

Estudo em animais sugeriu que a exposi¢do ao Cd causa aumento da expressdo MMPs,
afetando suas atividades (YAN & BOYD, 2007). Além disso, estudos recentes indicaram que
as MMPs podem mediar os efeitos cardiovasculares na exposicdo ao Cd (BELO et al., 2015;
SANGARTIT et al., 2014; VALKO et al., 2005; ZITKA et al., 2010).

Figura 1- llustracdo dos papéis representativos das diferentes MMPs em condic¢des patoldgicas:
Doencas venosa cronica, desordens fibrdticas, inflamacdo, doencgas hepaticas, doencas
pulmonares, doencas neuroldgicas, osteoartrite, infeccdo viral, doencas cardiovasculares,
canceres. Figura adaptada de CUI et al., 2017.
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4.1. METALOPROTEINASE DE MATRIZ TIPO 2 E 9: POLIMORFISMOS

A metaloproteinase de matriz do tipo 2 (MMP-2), também denominada gelatinase-A ou
colagenase tipo IV (CUI et al., 2017), apresenta a capacidade de degradar o colageno em duas
etapas. Primeiro, induzindo uma degradacdo intersticial fraca do colageno do tipo colagenase
em fragmentos, depois promovendo a gelatinolise, usando o dominio do tipo fibronectina
(WOESSNER, 1991; AIMES, 1995; PATTERSON et al., 2001). Além disso, pode funcionar
como a colagenase MMP-1, embora de maneira mais fraca (NAGASE et al., 2006). A MMP-2
é estruturalmente semelhante a outras proteinases da familia MMP, mas difere pelo fato de ter
um dominio de ligacdo ao colageno distinto, composto por trés repeticbes em tandem do tipo Il
da fibronectina no terminal N do dominio catalitico, 0 que € necessario para ligagdo a gelatina,
assim como a MMP-9, conforme ilustrado na Figura 2 (STEFFENSEN et al., 1995; SHIPLEY
etal., 1996).

A MMP-2 ¢é expressa em varios tecidos e células vasculares (CHEN et al., 2010). Os
fibroblastos da pele e os leucdcitos séo as principais fontes de MMP-2 (SAITO et al., 2001),
assim como plaquetas (WANG et al., 2018). Estudos ja descreveram a presenga de MMP-2 nos
miocitos cardiacos e colocalizacdo de MMP-2 com troponina | nos miofilamentos cardiacos
(CUl etal., 2017). Além disso, a localizacdo da MMP-2 dentro do nucleo poderia desempenhar
um papel na degradacdo da polimerase poli-ADP-ribose e, assim, afetar o reparo do DNA
(KWAN et al., 2004). Como a MMP-2 é onipresente em muitas células e tecidos, esta envolvida
em uma variedade de processos fisiologicos e patoldgicos, incluindo angiogénese, reparo de
tecidos e inflamacédo (CUI et al., 2017).

Figura 2- Gelatinases com trés repeticdes de fibronectina tipo Il no dominio catalitico (Cui et
al., 2017).
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A metaloproteinase de matriz do tipo 9 (MMP-9), também denominada gelatinase-B ou
colagenase tipo IV,atuando como colagenase e gelatinase. Como uma colagenase, a MMP-9 se
liga as cadeias a2 do colageno IV com alta afinidade (CUI et al., 2017). A ativacdo de MMP-9
pode levar a degradacdo do colageno tipo IV (Siu et al., 2003). As MMP-9 sdo expressas em
varias células vasculares, células endoteliais.

O aumento da expresséo e ativacdo da gelatinase-B foi relatada em uma variedade de
condicdes patologicas, como eventos cardiovasculares fatais. Inclusive, o aumento de MMP-9
circulante foi associado a eventos cardiovasculares agudos e/ ou hipertensdo em pessoas sem
doenca cardiovascular (JACOB-FERREIRA et al., 2009) O gene MMP-9 é associado a com a
susceptibilidade das formas degenerativas das doencas degenerativas da valvula mitral, sua
gravidade e suas complica¢des de curto e longo prazo (BALISTRERI et al., 2016). A MMP-9
estdo particularmente envolvidas na invasdo e metastase do cancer, com aumento da atividade
gelatinolitica de MMP-9 em carcinomas, com diferentes intensidades de localizagéo no préprio
ninho do tumor (CUl et al., 2017).

As MMP-2 e -9 sdo as principais envolvidas na degradacdo proteolitica da MEC e
inimeras proteinas ja foram identificadas como substratos das gelatinases, sugerindo que estas
enzimas sdo executoras e reguladoras proteoliticas de varios processos fisioldgicos e
patoldgicos, incluindo crescimento e desenvolvimento embrionario, angiogénese, doencas
vasculares, inflamacdo, doencas infecciosas, doencas degenerativas do cérebro e progressao
tumoral (CUI et al., 2017).

As enzimas MMP-2 e MMP-9 sdo codificadas por genes de mesmo nome, MMP-2 e
MMP-9, localizados nos cromossomos 16g12.2 (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/4313) e
20913.12 (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/4318), respectivamente. Até o momento ja
foram descritos diversos polimorfismos de nucleotideo Gnico (SNPs) em ambos 0s genes, que
podem afetar a transcricdo e/ou a atividade funcional das proteinas (MARTINS et al., 2021,
ZHOU et al., 2018; BALISTRERI et al., 2016; DAGOUASSAT et al, 2012). Os SNPs sdo uma
classe de marcadores genéticos valiosos em testes de associa¢do de suscetibilidade a doencas
comuns e geneticamente complexas. S&o o tipo mais comum de variagdo genética estavel
estimada para ocorrer, em média, a cada 1.000 pares de base (PRINCE, 2001).

O SNP rs7201 (A>C) esté localizado na regido 3"- UTR do gene MMP-2, no local de
ligacdo do miR-520g, promovendo diferenca de expressao entre os genotipos (AA, AC e CC)
(TSAI, 2013; NCBI, 2021). O SNP rs14070 é caracterizado pela troca de citosina por uma
timina na posicdo 1806 (1806C>T) promovendo a troca do aminoacido na posi¢do 602
(Phe602Leu) (NCBI, 2021).
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O SNP rs17576 (A>G) do gene MMP-9 ¢é caracterizado pela troca de adenina por uma
guanina na posicdo 836 (836A>G) promovendo a troca do aminoacido na posi¢do 279
(GIn279Arg) (NCBI, 2021). O SNP MMP-9 rs17576 ocorre na regido de ligacdo do substrato
a enzima e assim diminui a afinidade de ligagdo do colageno tipo IV na MMP-9 (Shipley et al.,
1996; LIU et al., 2019). Além disso, esse SNP ja foi associado ao infarto do miocérdio e DPOC
(KurzawsKi et al., 2016).

Os SNPs que influenciam na diferenca de expressdo do gene MMP-2 e MMP-9 estdo
associados aos processos patologicos da hipertensdo (PALEI et al., 2012a,b; WENCHAO et al.,
2015; WANG et al., 2020; MOSKALENKO et al., 2020). A MMP-2 e a MMP-9 podem
participar dos aumentos induzidos pelo cAdmio nos niveis da pressdo arterial e podem ter um
impacto importante em individuos expostos a metais, como o Cd, mas ainda nao ha evidéncias
de que os polimorfismos das MMPs tenham efeitos que modifiquem a hipertensédo (WU et al.,
2019).

4.2 SNPs MMP-2 e MMP-9 E HIPERTENSAO ARTERIAL: EXPOSICAO AO Cd

As alteracdes na matriz extracelular séo um componente importante no remodelamento
celular. A hipertensdo arterial € uma das principais causas do remodelamento, podendo
desenvolver insuficiéncia cardiaca. As MMPs e TIMPs tém sido associados a complicacoes
cardiovasculares, em pacientes com aterosclerose e insuficiéncia cardiaca congestiva, a partir
do aumento dos niveis de MMPs e TIMPs circulantes. Esses genes estdo também
provavelmente envolvidos no remodelamento vascular e cardiaco, no que diz respeito a
hipertensdo (MARCHESI, 2012).

O aumento das concentrac6es urinarias de Cd ja foi associado positivamente ao risco de
hipertensdo em um estudo que avaliou 497 casos de hipertensdo arterial e 497 controles
saudaveis da populacdo chinesa. Foi observado associacdes do aumento das concentracfes de
Cd-U ao risco de hipertensdo na populagdo, e que essas associagdes foram modificadas na
presenca dos SNPs rs14070 e rs7201 do gene MMP-2. Diferente do SNP MMP-2 rs2285053,
os individuos selvagens para 0s SNPs MMP-2 rs14070 e rs7201 apresentavam maior chance de
desenvolver hipertenséo arterial com niveis de Cd (WU et al., 2019).

O SNP MMP-9 rs 17576 foi associado ao risco de hiperintensidades da substancia
branca (FENG et al, 2021) que é uma doenga associada ao risco de mortalidade e de AVC
isquémico a longo prazo em pessoas com doenca arterial (GHAZNAWI et al, 2021). Contudo
ndo esta clara a associagdo do SNP MMP-9 rs17576 (A>G) com HA e Cd.
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No entanto, o efeito da interacdo entre a exposi¢do ao Cd e as alteracbes genéticas no
gene MMP-2 e MMP-9 no risco de hipertensdo arterial permanece desconhecido. Assim, mais
estudos sdo necessarios para avaliar a associacdo entre a exposicdo ao Cd e o risco de

hipertensdo na presenca de SNPs no gene MMP-2.
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S.JUSTIFICATIVA

Os habitantes em estudo estao expostos a um passivo ambiental industrial composto por
metais, dentre eles o Cd, prejudicial a saude humana e ambiental. Este metal pode se acumular
em diversos 6rgdos do corpo humano, e gerar danos patoldgicos e ameacas a saude publica. Um
dos principais alvos da exposicdo é o sistema vascular, elevando o risco de doencas
cardiovasculares (DCVs) (WU, 2019).

As doencas cardiovasculares sdo responsaveis por 38 milhdes de mortes
anualmente. Em 2016, a hipertenséo arterial foi responsavel por 10 milhGes de morte em todo
0 mundo. Nos paises de renda média e baixa, 31,5% dos adultos tém pressdo alta (KONTIS,
2019). Nos ultimos anos, mais de 20% dos brasileiros foram diagnosticados com esse disturbio,
que esta sendo considerado um problema de saude publica relevante (MASSA, 2019).

Os genes MMPs integram uma funcdo importante na matriz extracelular, de modo que
as consequéncias de sua expressdo e atividades na estrutura molecular podem acarretam
adversidades patoldgicas, tais como disfungdes cardiovasculares, renais e cerebrais. (CUl et al.,
2017). O risco de desenvolvimento da hipertensdo em conjunto com a exposi¢do ao Cd pode
estar associado com polimorfismos que codificam as MMPs (WENCHAO et al., 2015 e WU,
2019).

Os processos pelos quais a contaminacao do solo gera riscos para a satde publica sdo
complexos, envolvendo intera¢fes entre sistemas naturais e humanos e entre diversos atores.
Uma melhor compreensdo dos fatores que contribuem para o desenvolvimento de riscos a satde
permitird que as comunidades afetadas, bem como gestores locais tomem decisdes mais
adequadas e principalmente demandem a reducgéo desses riscos. Portanto, sdo cruciais pesquisas
gue investiguem situacbes nas quais essas populacdes vivem. Embora haja estudos
considerando a associacdo entre o Cd e o desenvolvimento de patologias cardiovasculares, 0s
dados sobre os mecanismos subjacentes a esse distirbio sdo escassos. Além disso, 0s
mecanismos envolvidos ndo sdo completamente elucidados e foram relatadas inconsisténcias
entre os estudos.

Com o intuito de avaliar o perfil genético dos moradores de um condominio em Volta
Redonda, para tentar identificar possiveis associagfes consequentes da exposi¢do aos rejeitos
industriais na area adjacente, avaliou-se a influéncia da exposicdo ao Cd e a presenca de
polimorfismos genéticos nos genes MMP-2 e MMP-9, e sua associa¢do com patologias e o risco
de hipertensdo entre moradores do condominio no municipio de Volta Redonda no Estado do

Rio de Janeiro.
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6.0BJETIVOS

6.1.OBJETIVO GERAL

Avaliar a exposicdo ao Cd e a presenca dos polimorfismos dos genes MMP-2 e MMP-9
em moradores de um condominio expostos a rejeitos de siderdrgica no municipio de Volta

Redonda, Estado do Rio de Janeiro.

6.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Determinar as concentractes de Cd em sangue total (Cd-S) e urina (Cd-U);

- Determinar a frequéncia alélica e genotipica dos polimorfismos dos genes MMP-2 (rs7201
A>C e rs14070 C>T) e MMP-9 (rs17576 A>G) na amostra de estudo exposta ao Cd;

- Verificar as associac@es entre Cd-S e Cd-U e as caracteristicas clinicas;

- Verificar a associagdo dos polimorfismos estudados com os biomarcadores de exposicao (Cd-
S e Cd-U);

- Verificar a associacdo entre os polimorfismos estudados e a hipertenséo arterial.



7.METODOS

7.1.TTPO DE ESTUDO

Este € um estudo do tipo observacional analitico seccional. No estudo seccional, a
exposicdo e a condicdo relacionada a saude da populagdo estudada sdo determinadas
simultaneamente (LIMA-COSTA, 2003).

7.2.AREA DE ESTUDO

O municipio de Volta Redonda esté localizado no Estado do Rio de Janeiro (Latitude
sul: 22° 29' 00", Longitude W.G.W.: 44° 05' 00"). Situado na regido Sul Fluminense, possui
limites com os estados de Minas Gerais, Sdo Paulo e com o Porto Angra/Sepetiba. Possui uma
area de 182, 483 Km2 e nimero de habitantes de 260.180 (duzentos e sessenta mil e cento e
oitenta). Volta Redonda é cortada pelo Rio Paraiba do Sul. Também €é conhecida como a

“Cidade do A¢o” por abrigar a Companhia Siderdrgica Nacional (CSN).

Figura 3- Cidade de Volta Redonda e municipios vizinhos. Fonte: Google Mapas.
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7.3.HISTORICO DO CONDOMINIO

O condominio Volta Grande esta localizado no bairro de Santo Agostinho. Entre os anos
de 1986 e 1999, a empresa CSN depositou rejeitos industriais em duas células na area adjacente
ao terreno onde foi erguido o conjunto habitacional, pertencente a uma empresa responsavel
pelo armazenamento e beneficiamento da escoria de aciaria. Contudo, ndo havia a
regulamentacdo adequada de licenciamento ambiental e ndo houve um processo de retirada do
material industrial e remediacdo do local. Em 1999, a CSN doou o terreno para o sindicato dos
metaldrgicos, onde foi construido o condominio Volta Grande 1V. Em 2000, foi detectada a
contaminacdo das aguas dos pocos devido ao vazamento de residuos perigosos do deposito,
como naftaleno, BTEX, chumbo e Cd. Em 2004, foi confirmada a contaminacéo do solo e das
aguas subterraneas acima dos limites de intervencdo estabelecidos pela Companhia de
Tecnologia de Saneamento Ambiental (CETESB).

Em 2012, o Instituto Estadual do Ambiente (INEA) elaborou um parecer técnico
indicando medidas necessarias e condicionantes da licenca ambiental. Também em 2012, o
Grupo de Atuacdo Especializada em Meio Ambiente pertencente ao Ministério Publico do
Estado do Rio de Janeiro (GAEMA-MPRJ, 2012), ajuizou agdo civil publica para evitar a
exposicdo dos moradores ao risco decorrente do contato dérmico e da exposicdo a
contaminantes cancerigenos, e evitar a expansdo da area contaminada (RAP, 2012).
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Figura 4- Condominio Volta Grande IV - Volta Redonda/RJ. Areas: amarela - Condominio
Volta Grande 1V; vermelha - &rea investigada e comprovadamente contaminada; roxa - residuo
no subsolo; laranja - células de residuos da CSN. Fonte: BRIGIDA, 2014.

Google
<

7.4.AMOSTRA DE ESTUDO

Selecdo da amostra

Os voluntarios foram selecionados de forma aleatdria simples, consistindo em um
sorteio realizado juntamente com a populagdo em uma das reunides. Apenas aquelas pessoas
que residiam no Condominio Volta Grande IV puderam fazer parte da pesquisa. Os individuos
sorteados, e que ndo compareceram a reunido, foram abordados, em suas residéncias, por meio
da visita de representantes da Secretaria Municipal de Volta Redonda, que tiravam duvidas e
agendavam a ida desses voluntarios, em dias especificos, até a Unidade Béasica de Salude da
Familia (UBSF) Volta Grande Gothardo Firmino Netto, localizada no bairro Santo Agostinho.
Entre os 242 participantes, que compareceram a Unidade Baésica, todos concordaram em
participar da pesquisa e assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, porém nem
todos responderam aos questionarios (ANEXO). As coletas ocorreram entre abril de 2017 e
outubro de 2019. Entretanto, dentre homens e mulheres, foram coletadas amostras de sangue e

urina de 229 moradores.



Critérios de selecdo da amostra de estudo

Critério de incluséo:

Residente no Condominio VVolta Grande IV.

Critérios de exclusao:

1. Pessoas com idade inferior a 18 anos;
2. Residir ha menos de 6 meses no Condominio VVolta Grande IV;
3. Individuos que ndo possuiam autonomia para responder ao questionario.

7.5. COLETA DE DADOS

Foram aplicados dois questionarios aos individuos que concordaram em participar do
estudo (ANEXO). A anamnese clinica abordou informac6es de salde, presenca de doengas,
bem como histérico de doenca familiar, enquanto o questionario ambiental visou o
conhecimento das variaveis socioecondmicas, habitos de vida, dados relacionados as
exposicdes ambiental e ocupacional assim como sinais e sintomas possiveis de exposicdo aos

metais.

7.6. COLETA E CONSERVACAO DAS AMOSTRAS BIOLOGICAS

As amostras de sangue e urina foram coletadas, ap6s a assinatura do Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido e do preenchimento dos questionarios.

O sangue total foi coletado através de puncdo venosa com agulhas descartaveis e estéreis
em tubos a vacuo heparinizados, 6 mL, especificos para a determinacéo de elementos trago, por
técnicos de enfermagem, com experiéncia comprovada em coleta de sangue, vinculados a
Unidade Basica de Saude da Familia (UBSF) Volta Grande Gothardo Firmino Netto.

As amostras de urina foram coletadas em frascos plasticos padronizados e previamente
descontaminados, de 50 ml cada. Além disso, os individuos foram orientados a seguir algumas
instrugdes, como lavar as maos antes da coleta, ndo tocar na parte interna da tampa ou do frasco

e fechar o frasco, imediatamente, apds a coleta.



Os tubos de sangue e frascos coletores de urina foram etiquetados com nimero de
identificacdo. Posteriormente, acondicionados em estantes de plasticos, em posicdo vertical e
mantidas em caixas térmicas com gelo (aproximadamente 4° C £ 2° C) para transporte ao
Laboratorio de Toxicologia do CESTEH, onde permaneceram congeladas até a analise. No
Laboratdrio, antes do congelamento, determinou-se a concentracao de creatinina nas amostras
de urina por meio do Kit colorimétrico da Doles®, utilizando o método espectrofotométrico

com medida direta, pela reacdo com acido picrico em meio alcalino, apos desproteinizacao.

7.7..COLETA DE SANGUE E EXTRACAO DE DNA

Uma aliquota do sangue periférico coletado em tubo contendo EDTA (acido
etilenodiaminotetracético) foi encaminhada para o laboratério de Pesquisa de Ciéncias
Farmacéuticas — LaPesF (https://lapesfuezo.wixsite.com/website) do Centro Universitario da
Zona Oeste (UEZO). O DNA foi extraido utilizando o kit de extracdo de DNA gendmico
(Genomic DNA Extraction, Real Biotech Corporation), conforme instrucées do fabricante.

A selecdo dos SNPs nos genes MMP-2 e MMP-9 ocorreu de acordo com 0s seguintes
critérios: i) SNPs funcionais que afetam a expressdo e/ou funcdo da proteina; ii) frequéncia
alélica de pelo menos 5% na populacdo brasileira; iii) associado anteriormente com a

hipertensdo arterial ou doencas cardiovasculares.

7.8.GENOTIPAGEM DOS POLIMORFISMOS

A genotipagem dos polimorfismos dos genes MMP-2 (rs7201 A>C e rs14070 C>T),
localizado no cromossomo 16 e MMP-9 (rs17576 A>G) no cromossomo 20, foi realizada pela
técnica de reacdo em cadeia da polimerase (PCR) em tempo real no laboratério LaPesF da
UEZO. O DNA foi amplificado através de oligonucleotideos especificos e a identificacdo dos
polimorfismos foi realizada utilizando sondas TagMan validadas (rs7201: C__ 3225976 10;
rs14070: C__11776087_1 e rs17576: C__ 11655953 10) e adquiridas da empresa Applied
Biosystems.

A amplificacdo por PCR foi realizada em reag¢des de 8 uL com 30 ng de DNA modelo,
1 x TagMan Universal Master Mix, 1 x cada primer e ensaio de sonda. A ciclagem térmica foi
iniciada com uma primeira etapa de desnaturacdo de 10 min a 95 °C, seguida por 40 ciclos de

desnaturacdo a 92 °C por 15 segundos e anelamento a 60 °C por 1 min. A frequéncia e a
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distribuicdo dos genotipos foram derivadas por contagem de genes no 7500 Real-Time System
(Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA). Desvios do equilibrio de Hardy-Weinberg

(HWE) na frequéncia de polimorfismos foram avaliados pelo teste ¥2 de adequacao.

7.9.DETERMINACAO DE Cd EM SANGUE E URINA

Para a determinacdo da concentracdo de Cd em sangue e urina, foram utilizados dois
espectrometros de absorcdo atémica, AAnalyst 800 e 900, equipados com atomizador
eletrotérmico transversal, corretor de fundo Zeeman longitudinal, amostrador automético AS-
800, tubos de grafite pirolitico “end cap” e lampadas de catodo oco Lumina, todos Perkin-
Elmer. A exatiddo dos resultados foi acompanhada pela anélise, em cada série de amostras, dos
seguintes materiais de referéncia: Contox Heavy Metal Blood Control e Contox Metal Serum
Control (Kaulson Laboratories, USA); Lyphochek Urine Metals Control (Bio-Rad, USA) e
Toxic Metals in Freeze-Dried Urine SRM 2670.

No Laboratério, antes do congelamento, determinou-se a concentracdo de creatinina nas
amostras de urina por meio do Kit colorimétrico da Doles®, utilizando o método
espectrofotométrico com medida direta, pela reacdo com acido picrico em meio alcalino, apds
desproteinizacdo. A excrecdo da creatinina € relativamente constante durante o dia. A relacédo
entre a ureia e a creatinina sanguinea pode ser til principalmente porque os niveis de ureia
podem variar, uma vez que ela é reabsorvida pelos tubulos renais e a creatinina ndo. Assim, o
calculo de ureia ajustado pela creatinina é importante para nao subestimar ou superestimar o0s
dados (ABENSUR, 2011)

7.10. ANALISE ESTATISTICA

No tratamento estatistico dos resultados, foi utilizado o software Statistical Package for
the Social Sciences (SPSS) 17.0 for Windows® (SPSS Inc., Chicago, USA). A analise
estatistica permitiu avaliar a correlacéo entre as concentragdes de Cd nas amostras bioldgicas,
bem como os polimorfismos pesquisados e o risco de exposi¢do na area estudada.

As variaveis qualitativas e quantitativas como sexo, idade, tempo em que reside na regido,
habitos de vida como tabagismo e etilismo, bem como dados laborais (ocupagdo) foram

utilizadas na caracterizacdo da amostra, com média, mediana e desvio padrdo calculados. O
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teste qui-quadrado de Pearson e o teste Exato de Fisher foram aplicados. Nivel de significancia
igual a 5% (p=0,05) e intervalo de confianga de 95% foram considerados.

7.11. ASPECTOS ETICOS

Este estudo faz parte do projeto “Impacto causado por residuos industriais na saude da
populagdo residente em condominio habitacional de Volta Redonda, RJ” iniciado em 2017, e
aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa, da Escola Nacional de Salde Publica Sergio
Arouca, Fundagdo Oswaldo Cruz, seguindo a Resolucao N° 466/2012 do Conselho Nacional de
Saude. Todas as informacdes pessoais serdo mantidas em sigilo e serdo utilizadas apenas pelos
investigadores envolvidos no estudo. O projeto atual, para observar a influéncia de
polimorfismos no gene da metaloproteinase de matriz 2 e metaloproteinase de matriz 9 na
toxicidade do Cd nos moradores expostos a rejeitos industriais em Volta Redonda, RJ foi
aprovado pelo CEP da Escola Nacional de Saude Puablica Sergio Arouca (ENSP)
(40554820.9.0000.5240) (ANEXO 1).
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8. RESULTADOS

8.1. AMOSTRA DE ESTUDO

A Tabela 1 apresenta os dados demograficos dos 242 participantes do estudo, que
compareceram a Unidade Basica de Saude da Familia (UBSF) Volta Grande Gothardo Firmino
Netto, localizada no bairro Santo Agostinho, recrutados em sorteio aleatdrio simples, no
periodo de abril de 2017 a outubro de 2019.

Tabela 1- Dados sociodemogréaficos dos participantes do estudo.

Varidveis Individuos
N (%)
Sexo?
Feminino 140 (57,8)
Masculino 102 (42,2)
Idade®
18a42 53 (26,3)
43 a 50 49 (24,2)
51 a6l 53 (26,3)
>62 47 (23,2)
Tabagista®
Né&o 125 (69,4)
Sim 14 (7,8)
Ex-tabagista 41 (22,8)
Etilista
Né&o 93 (51,1)
Sim 83 (45,6)
Ex-etilista 6 (3,3)

Tempo de Residéncia®




<11 48 (25,8)
11a17 62 (33,3)
17a 18 32 (17,2)
>18 44 (23,7)

AN = 242 (Média = 50,17 + 15,13 anos); N = 202; °N = 180; N =
182; °*N =186 (Meédia =17 + 5,38 anos).

A amostra de estudo foi composta principalmente por individuos do sexo feminino (57,8%),
com idade média 50,2+15,1 anos, entre 18 e 86 anos, sendo a maioria abaixo dos 50 anos
(50,5%). A grande maioria nao era tabagista (69,4%) e nem etilista (51,1%). O tempo médio de
residéncia no Condominio foi de 17+5,4 anos, variando entre 6 meses e 22 anos, sendo a maior

parte (59,1%) de residentes por até 17 anos.

8.2 BIOMARCADORES DE EXPOSICAO
As concentracdes de Cd no sangue (Cd-S), urina (Cd-U), urina ajustada pela creatinina

(Cd-Uc) dos 242 individuos analisados estdo apresentadas na tabela 2.

Tabela 2- Dados de Cd no sangue e urina nos 242 individuos analisados.

Biomarcador de Exposicdo  Média £ DP Mediana
Cd-S (ug LY 0,70 0,2 0,69
Cd-U (ng LY 0,53 0,53 0,33
Cd-Uc (ug g creatinina) 0,57 + 0,62 0,35

Cd-S = Cd no sangue; Cd-U = Cd na urina; Cd-Uc = Cd na urina ajustada pela creatinina.

As concentragdes encontradas para Cd-S, Cd-U e Cd-U corrigida pela creatinina foram
estratificadas por quartis, e sdo encontradas na Tabela 3. Para a concentrag6es de Cd no sangue,
a maior parte dos sujeitos da pesquisa apresentou Cd-S entre 0,56 e 0,69 pg L contabilizando
27,6% dos 232 participantes. No caso do Cd na urina sem correcdo pela creatinina, houve maior
frequéncia no grupo com concentracio menor ou igual a 0,18 pg L, totalizando 34,7% entre
0s 216 participantes. Entretanto, apds ajuste pela creatinina, 0os quatro grupos de concentracdo
ficaram muito semelhantes, com a frequéncia variando de 25,5% para concentragdes < 0,2 ug

g creatinina até 24,5%, no intervalo entre 0,35 e 0,7 ug g creatinina, inclusive.
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Tabela 3- Niveis de Cd-S (ug L), Cd-U (ug L) e Cd-Uc (ug g creatinina) encontrados nos

participantes do estudo, categorizados por quartis.

Varidveis Individuos
N (%)
Cd-s?
<0,56 59 (25,4)
0,56 < [Cd] < 0,69 64(27,6)
0,69 < [Cd] <0,8 52(22,4)
>0,8 57 (24,6)
Cd-UP®
<0,18 75 (34,7)
0,18 <[Cd] <0,33 33(15,3)
0,33 < [Cd] <0,66 56 (25,9)
> 0,66 52 (24,1)
Cd-Uc®
<0,2 49 (25,5)
0,2<[Cd] <0,35 48 (25)
0,35 <[Cd] <0,7 47 (24,5)
>0,7 48 (25)

aN =232: PN =216; °N = 192.

A anamnese clinica revelou a hipertensao arterial como a doenga mais prevalente entre

os moradores do Condominio, com 36,3% dos individuos. Em seguida, vieram as doengas

respiratdrias, acometendo 29,1% dos individuos, e 23,1% com doencgas cardiovasculares. A

Tabela 4 apresenta as principais doencas autodeclaradas.

Tabela 4- Descricdo das doencas autodeclaradas pelos 182 participantes

do estudo.

49



Individuos

Variaveis
N (%)

Hipertensao Arterial

Nao 116 (63,7)

Sim 66 (36,3)
Doencas Cardiovasculares

Né&o 140 (76,9)

Sim 42 (23,1)
Doencas Neurologicas

Né&o 166 (91,2)

Sim 16 (8,8)
Doencas Respiratorias

Né&o 129 (70,9)

Sim 53 (29,1)
Doencas Renais

Né&o 163 (89,6)

Sim 19 (10,4)
Neoplasias

Né&o 174 (95,6)

Sim 8 (4,4)

A associacgdo entre os biomarcadores de Cd, estratificados por quartis, e as variaveis
idade, sexo, fumo, alcool (Tabelas 5, 6, 7, 8 e 9), ndo foi estatisticamente significativa em sua
maioria. Houve significancia apenas entre Cd-S e o habito de fumar (p = 0,000) e Cd-Uc com
a idade (p = 0,045).



51

Tabela 5- Anélise da associagdo entre a idade, sexo e tabagismo e etilismo e 0s niveis de Cd no sangue

dos 242 participantes do estudo.

Cd-S 0,56< 0,69< Cd-S
Variaveis <0,56 Cd-S Cd-S >0.8 P-valor?
<0,69 <0,8
1b
N (%)
Idade (anos)® 0,052
18242 21 (42) 12 (23,5) 9 (20) 11(21,2)
43250 15 (30) 9 (17,6) 14 (31,1)  10(19,2)
51a61 7 (14) 16 (31,4) 13(28,9) 14 (26,9)
>62 7 (14) 14 (27,5) 9 (20) 17 (32,7)
Sexo!
Feminino 37 (61,7) 33 (52,4) 30 (60) 36 (61) 0.701
Masculino 23(38,3) 30 (47,6) 20 (40) 23 (39)
Tabagista® 1
Nzo 35(94,6) 36 (70,6) 29 (67,4) 24 (52,2)
Sim + Ex-tabagista 2 (5,4) 15 (29,4) 15(32,6)  22(47.8)
Etilista’ 0,640
Néo 23(60,5) 22 (41,5) 22 (51,2) 25 (55,6)
Sim 14 (36,9) 29 (54,7) 20 (46,5) 18 (40)
Ex-etilista 1(2,6) 2(3,8) 1(2,3) 2 (4,4)

3p-valor calculado pelo teste y2 ou exato de Fisher, quando necessério. "Grupo de referéncia.
‘Informagdes obtidas de 198 pacientes. ‘Informacdes obtidas de 232 pacientes. ¢Informagdes obtidas

de 177 pacientes. finformacdes obtidas de 179 pacientes.

O grupo Tabagistas (SIM) + Ex-tabagistas (Ex) tiveram associa¢do de risco em todos

0s grupos de concentracdes de Cd-S estudados (Tabela 6).
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Tabela 6- Andlise da associacdo entre tabagismo e os niveis de Cd no sangue dos 177 participantes do estudo.

0,56 <

0,69 <

Tabgg'St 53'556 [Cd-S] < OR® [Cd-S] < OR® S%'g’ OR¢
=0, 0,69 0,8 !
(N=37) (N=51) (IC95%) (N=43) (IC95%) (N=46) (IC95%)
Nio  35(946) 36 (70,6) 12 29 (67,4) 12 24 (52,2) 12
. 16,0 (3,44-
m+Ex 2(54) 15(204) 729(155-342) 14(326) 844 (LTI-402) 22(478) o

OR = Odds ratio. IC = Intervalo de Confianca 95%. Grupo de Referéncia. "Analise entre Cd-S < 0,56 ¢ 0,56 < [Cd-S] < 0,69. ‘Analise de

associacdo entre Cd-S < 0,56 ¢ 0,69 < [Cd-S] < 0,8. “Analise de associagdo entre Cd-S < 0,56 e Cd-S > 0,8.
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Tabela 7- Andlise da associacdo entre a idade, sexo, tabagismo e etilismo e os niveis de Cd na urina dos
242 participantes do estudo.

cau o5 osscdu S
Variaveis <0,18 - <0,66 ' P-valor?
15 0,33
N (%)

Idade (anos)® 0,860

18a42 15 (24,6) 8 (28,6) 16 (32) 9(18,75)
43250 18 (29,5) 7 (25) 9 (18) 11 (22,9)
51a61 15 (24,6) 6 (21,4) 13 (26) 13 (27,1)

>62 13 (21,3) 7 (25) 12 (24) 15(31,25)

Sexo® 0115
Feminino 49 (65,3) 15 (45,5) 34 (60,7) 25 (48,1) :
Masculino 26 (34,7) 18 (54,5) 22 (39,3) 27 (51,9)

Tabagista® 0,879
Nao 42 (73,7) 16 (66,7) 30 (63,8) 28 (71,8)

Sim + Ex-tabagista 15 (26,4) 8(33,3) 17 (36,1) 11 (28,2)

Etilista’ 0,445
Nao 27 (46,6) 11 (45,8) 27 (57,4) 20 (50)

Sim 30 (51,7) 11 (45,8) 18 (38,3) 20 (50)
Ex-etilista 1(1,7) 2(8,4) 2 (4,3) 0

3P-valor calculado pelo teste %2 ou exato de Fisher, quando necessério. "Grupo de referéncia.
‘Informagdes obtidas de 187 pacientes. ‘Informacdes obtidas de 216 pacientes. ¢ Informagdes obtidas
de 167 pacientes. finformacdes obtidas de 169 pacientes.
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Tabela 8- Andlise da associacdo entre a idade, sexo, tabagismo e etilismo e os niveis de Cd na urina
corrigida pela creatinina dos 242 participantes do estudo.

cd-Uc 0,2< Cd- 0,35< Cd-Uc
. Uc<0,35 Cd-Uc >0,7 a
Variaveis <0,2 < P-valor
10 <0,7
N (%)

Idade (anos)® 0,045

18 a 42 9 (23,1) 15 (32,6) 10 (23,8)  9(18,75)
43 a50 12 (30,8) 11 (23,9) 8 (19) 10 (20,8)
51a61 15 (38,4) 8 (17,4) 7(16,7) 14 (29,1)

>62 3(7,7) 12 (26,1) 17 (405)  15(31,25)

Sexo? 0999
Feminino 29 (59,2) 28 (58,3) 28 (59,6) 28 (58,3)
Masculino 20 (40,8) 20 (41,7) 19 (40,4) 20 (41,7)

Tabagista® 0.210
N&o 32(82,1) 26 (65) 28 (73,7) 24 (61,5)

Sim + Ex-tabagista 7 (17,9) 14 (35) 10 (26,3)  15(38,5)

Etilista’ 0,467
N&o 20 (50) 17 (42,5) 24 (632)  21(52,5)

Sim 20 (50) 21 (52,5) 13 (34,2) 18 (45)
Ex-etilista 0(0) 2(5) 1(2,6) 1(2,5)

3P-valor calculado pelo teste y2 ou exato de Fisher, quando necessario. °Grupo de referéncia.
°Informacdes obtidas de 175 pacientes. dInformacdes obtidas de 192 pacientes. eInformagdes
obtidas de 156 pacientes. fInformag6es obtidas de 158 pacientes.

O grupo >62 anos teve associagdo de risco grupos 0,35 a 0,7 e > 0,7 de concentracfes de
Cd-Uc estudados de OR: 5,1 (IC:1,11-23,3) e OR: 5,0 (IC: 1,06-23,4), respectivamente (Tabela 9).



55

Tabela 9- Anélise da associagdo entre a idade e os niveis de Cd na urina corrigida pela creatinina dos 175 participantes do estudo.

Idade  Cd-Uc 0,2 <[Cd- OR® 0,35 < [Cd- ORe Cd-Uc OR¢

(anos) <0,2 Uc] £0,35 Uc] £0,7 >0,7

(N=39) (N=46) (IC95%) (N=42) (IC 95 %) (N=48)  (IC 95 %)

18a42 9(231) 15(326) 10 10 (23.8) 10 9 (18,75) 10
43a50 12(30,8) 11(239) 0’5?%17‘ 8 (19) 0'62’(1%)16‘ 10 (20,8) 0'83’5%)23'
51a6l 15(384) 8 (17.4) 0'355%)97' 7(16.7) 0'454(1%)11‘ 14 (29,1) 0'9;5(2”)28'

>62  3(17)  12(26) 2'416%5)’3‘ 17 (405) 51(1,11-233) 15 (31,25) 5’%’14()’6'

OR = Odds ratio. IC = Intervalo de Confianca 95%. 2Grupo de Referéncia. "Analise entre Cd-Uc < 0,2 ¢ 0,2 < [Cd-Uc] <
0,35. “Analise de associagdo entre Cd-Uc < 0,2 e 0,35 < [Cd-Uc] < 0,7. YAnélise de associagdo entre Cd-Uc < 0,2 e Cd-Uc
>0,7.
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Para as variaveis idade, sexo, tabagista e etilista descritas acima foram feitas analises de

associacdo com as concentracdes de Cd-S, Cd-U e Cd-Uc, sendo que as concentracfes de Cd

foram estratificadas por quartis. Nao houve resultados significativos, com excecdo de tabagista

e Cd-S, em que foi encontrado um p-valor menor que 0,0001 (Tabela 5), assim como entre
idade e Cd-Uc, com um p-valor de 0,045 (Tabela 8).
Os biomarcadores Cd-S, Cd-U e Cd-Uc, estratificados por quartis, também foram

analisados quanto a associa¢do com as cinco doencas auto-declaradas (Tabelas 10, 11, 12 e 13).

A Unica associacdo encontrada foi entre Cd-U e doencas neuroldgicas, com p = 0,019 (Tabela

11).

Tabela 10- Andlise da associacdo entre as patologias autorrelatadas e os niveis de Cd-S dos 242

participantes do estudo.

Clinica Cd-$<0,56 056<Cd-s< 08PCd- CdS b o
b S>0,8 >0,8
1 0,69
Hipertenséo Arterial® 0,723
Nao 27 (69,2) 31 (58,5) 27 (62,8) 30 (66,7)
Sim 12 (30,8) 22 (41,5) 16 (37,2) 15 (33,3)
Doengas
Cardiovasculares? 0873
N&o 30 (78,9) 40 (75,5) 31 (73,8) 37 (80,4)
Sim 8 (21,1) 13 (24,5) 11 (26,2) 9 (19,6)
Doencas Neurolégicas® 0,803
N&o 36 (94,7) 47 (88,7) 40 (93) 41 (91,1)
Sim 2(5.3) 6 (11,3) 3(7) 4(8,9)
Doencas Renais’ 0,358
N&o 34 (89,5) 44 (83) 40 (93) 42 (93,3)
Sim 4 (10,5) 9(17) 3(7) 3(6,7)
Neoplasias? 0,529
Néo 37 (97,4) 52 (98,1) 40 (93) 42 (93,3)
Sim 1(2,6) 1(1,9) 3(70 3(6,7)

ap-valor calculado pelo teste y2 ou exato de Fisher, quando necessario. °Grupo de referéncia.

®Informagdes obtidas de 180 pacientes. ¢ © " 9Informacdes obtidas de 179 pacientes.
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Tabela 11- Analise da associacdo entre as patologias autorrelatadas e os niveis de Cd-U dos 242
participantes do estudo.

L 0,18< Cd-U 0,33< Cd- Cd-u P-
- < i) i)

Clinica Cd Ulb-"’ls <0,33 U<0,66  >066  valor®
Hipertensdo Arterial® 0,227
Nao 40 (69) 13 (52) 33(70,2) 22 (55)

Sim 18 (31) 12 (48) 14 (29,8) 18 (45)
Doengas Cardiovasculares® 0,569
Néo 45 (77,6) 16 (66,7) 39 (81,25) 29 (74,5)
Sim 13 (22,4) 8(33,3) 9 (18,75) 10 (25,5)
Doengcas Neurolégicas® 0019
N&o 55 (94,8) 18 (75) 44 (93,6) 39 (97,5)
Sim 3(52) 6 (25) 3(6,4) 1(2,5)
Doencas Renais 0,652
N&o 52 (89,7) 23 (95,8) 44 (93,6) 35 (87,5)
Sim 6 (10,3) 1(4,2) 3(6,4) 5(12,5)
Neoplasias? 0,846
Nao 56 (96,6) 24 (100) 46 (95,8) 37 (94,9)
Sim 2(34) 0 (0) 2(4,2) 2(51)

aP-valor calculado pelo teste 32 ou exato de Fisher, quando necessario. °Grupo de referéncia.
‘Informagdes obtidas de 170 pacientes. ¢ ® " 9Informagcdes obtidas de 169 pacientes.

O grupo com presenca de doencas neuroldgicas apresentou associacdo de risco de OR:
6,11 (IC: 1,38-26,96) (Tabela 12).
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Tabela 12- Andlise da associagéo entre a presenca de doencas neurolégicas e os niveis de Cd-U dos 169 participantes do estudo.

Doencas
. Cd-U 0,118<[Cd- b 0,33 < [Cd- . Cd-U ;
Neurolo g 18 Uj<033 OR U1 < 0.66 OR 066 OR
gicas
(?8; (N = 24) (1C 95 %) (N=47)  (IC 95 %) (N=40)  (IC 95 %)
5 55 . ) )
Ndo (919 ~ 18() 1 44 (93,6) 1 39 (97,5) 1
Sim  3(52)  6(25)  611(1,38-269)  3(64) 11256 (50),24- 1(25) 0,41 ég,)m-

OR = Odds ratio. IC = Intervalo de Confianca 95%. 2Grupo de Referéncia. "Analise entre Cd-U < 0,18 e 0,18 < [Cd-U] < 0,33.
°Anélise de associacéo entre Cd-U < 0,18 e 0,33 < [Cd-U] < 0,66. “Analise de associacéo entre Cd-U < 0,18 e Cd-U > 0,66.
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Tabela 13- Analise de associag&o entre as patologias autorrelatadas e os niveis de Cd-U corrigida pela
creatinina dos 242 participantes do estudo.

Cd-Uc 0,2<Cd-Uc 0,35< Cd- Cd-Uc P-

lini
Clinica <02 <035  Uc<07 507  valor®
1b
Hipertensdo Arterial® 0,626
Néo 28 (68,3) 26 (65) 25 (65,8) 22 (55)
Sim 13 (31,7) 14 (35) 13 (34,2) 18 (45)
Doencas Cardiovasculares® 0,667
Nao 30 (75) 29 (74,5) 33 (84,6) 30 (75)
Sim 10 (25) 10 (25,6) 6 (15,4) 10 (25)
Doengcas Neurolégicas® 0.163
Néo 38 (95) 37 (92,5) 34 (89,5) 40 (100)
Sim 2 (5) 3(7,5) 4 (10,5) 0 (0)
Doencas Renais 0,939
Néo 37 (92,5) 37 (92,5) 34 (89,5) 37 (92,5)
Sim 3(7,5) 3(7.5) 4 (10,5) 3(7,5)
Neoplasias? 0,559
Néo 40 (100) 37(94,9) 36 (94,7) 38 (95)
Sim 0(0) 2(51) 2(53) 2(5)

aP-valor calculado pelo teste 32 ou exato de Fisher, quando necessario. °Grupo de referéncia.
‘Informagdes obtidas de 159 pacientes. ¢ & fInformagdes obtidas de 158 pacientes. ¢Informacdes
obtidas de 157 pacientes.

8.3 ANALISE GENETICA

Entre os 242 participantes do estudo, apenas 232 amostras de sangue ficaram
disponiveis para a realizacdo da anélise dos polimorfismos MMP2 (rs7201 e rs14070) e MMP9
(rs17576).

A taxa de genotipagem efetuada com sucesso dos polimorfismos MMP2 (rs7201 e
rs14070) e MMP9 (rs17576) foi de 99,1%, 98,7% e 100%, respectivamente. Os trés
polimorfismos analisados estdo em equilibrio de Hardy—Weinberg (p-valor = 0,65; 0,346 e
0,978, respectivamente). A distribuicdo da frequéncia dos alelos e genotipos dos polimorfismos
analisados na amostragem estudada se encontram descritos na Figura 5 e Tabela 11. A
frequéncia do menor alelo variante (MMP2 rs7201C, rs14070 T e MMP-9 rs17576 G) na
amostragem estudada foi de 34,6%, 34,3% e 37,9%, respectivamente.
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Figura 5- Frequéncia dos trés polimorfismos analisados na amostra de estudo.

Tabela 14- Distribuicdo da frequéncia dos geno6tipos dos polimorfismos investigados
dos genes MMP2 (rs7201 e rs14070) e MMP9 (rs17576) na amostra estudada.

Polimorfismos Individuos
(N =232)
N (%)
MMP2 A>C (rs7201)2
AR 100 (43,5)
CA 101 (43,9)
e 29 (12,6)
MMP2 C>T (rs14070) b
cc 99 (43,2)
T 103 (45,0)
m 27 (11,8)
MMP9 A>G (rs17576)°
AA 86 (37,1)
CA 116 (50,0)
GG 30 (12,9)
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Informagcdes obtidas de: 230 pacientes, "229 pacientes, ©232 pacientes.

Considerando os SNPs do gene MMP-2 rs7201 e rs14070, a frequéncia dos genotipos
variantes (CA+CC e CT+TT) foi de 56,5% e 56,8%, respectivamente, enquanto o SNP MMP-
9rs17576 (GA+GG) foi de 62,9% (Tabela 11).

8.3.1 Associagédo dos polimorfismos com Cd
A andlise de associacdo do polimorfismo MMP-2 rs7201 com as concentracdes de Cd no
sangue (Tabela 15), na urina (Tabela 16) e na urina corrigido pela creatinina (Tabela 17) néo

foram estatisticamente significativos.

Tabela 15- Associacdo do gen6tipo MMP2 A>C (rs7201) com os niveis de Cd no sangue dos 242
participantes do estudo.

Cd-S 0,56< 0,69< Cd-S

Gene
<0,56 Cd-S Cd-S >0,8 P-valor?
Rs7201 1b <0,69 <0,8
N (%) 0,716
AAC 24 (41,4)  31(49,2) 24 (48) 20 (37)
CA 26 (44.8)  25(39,7) 18(36)  28(51,9)
cc 8 (13,8) 7(11,1) 8 (16) 6 (11,1)
0,849
AA + cad 50(86,2) 56 (88,9) 42 (84) 48 (88,9)
cc 8 (13,8) 7(11,1) 8 (16) 6 (11,1)
0,524
AA® 24 (41,4)  31(49,2) 24 (48) 20 (37)
CA+CC 34(586) 32(50,8) 26 (52) 34 (63)
0,760
Af 74 (63,8) 87 (69) 66 (66) 68 (63)
C 42 (36,2) 39 (31) 34 (34) 40 (37)

ap-valor calculado pelo teste y2 ou exato de Fisher, quando necessario. °Grupo de referéncia.
¢.d.efinformagc®es obtidas de 225 pacientes.
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Tabela 16- Associacdo do genotipo MMP2 A>C (rs7201) com os niveis de Cd na urina dos 242
participantes do estudo.

Cd-U<

0,33< Cd-U

Cd-

Gene 0,18< Cd- P-
Rs7201 0'11[)8 U <0,33 <0,66 U>0.66 | alore
N (%) 0,912
AAC 31 (43,1) 13 (43,3) 27 (50) 23 (45,1)
CA 29 (40,2) 14 (46,7) 21 (38,9) 23(45,1)
cc 12 (16,7) 3(10) 6 (11,1) 5(9,8)
0,677
AA + CAd 60 (83,3) 27 (90) 48 (88,9) 46 (90,2)
cc 12 (16,7) 3(10) 6 (11,1) 5(9,8)
0,879
AAE 31 (43,1) 13 (43,3) 27 (50) 23 (45,1)
CA+CC 41 (56,9) 17 (56,7) 27 (50) 28 (54,9)
0,757
Af 91 (63,2) 40 (66,7) 75 (69,4) 69 (67,6)
C 53 (36,3) 20 (33,3) 33 (30,6) 33 (32,4)

aP-valor calculado pelo teste y2 ou exato de Fisher, quando necessario. °Grupo de referéncia. ©
d& finformagdes obtidas de 207 pacientes.

Tabela 17- Associacdo do Genotipo MMP2 A>C (rs7201) com os niveis de Cd na urina corrigida

pela creatinina dos 242 participantes do estudo.

Gene Cd-Uc <0,2 0,2<Cd- 0,35< Cd- Cd-Uc P-
Rs7201 1P Uc <0,35 Uc <0,7 >0,7 valor?
N (%) 0,659
AAC 21 (44,7) 22 (50) 20 (44,4) 25(52,1)
CA 19 (40,4) 15 (34,1) 22 (48,9) 16 (33,3)
cc 7 (14,9) 7 (15,9) 3(6,7) 7 (14,6)
0,537
AA + CAd 40 (85,1) 37 (84,1) 42 (93,3) 41(854)
cc 7 (14,9) 7 (15,9) 3(6,7) 7 (14,6)
0,844
AA® 21 (44,7) 22 (50) 20 (44,4) 25(52,1)
CA+CC 26 (55,3) 22 (50) 25 (55,6) 23 (47,9)
0,931
Af 61 (64,9) 59 (67) 62 (68,9) 66 (68,75)
C 33(35,1) 29 (33) 28 (31,1) 30 (31,25)

aP-valor calculado pelo teste %2 ou exato de Fisher, quando necessario. °Grupo de referéncia. &%
fInformagGes obtidas de 184 pacientes.

O mesmo foi observado na analise de associa¢do do polimorfismo MMP-2 rs14070 com

as concentracOes de Cd no sangue (Tabela 18), na urina (Tabela 19) e na urina corrigido pela

creatinina (Tabela 20) ndo foram estatisticamente significativos.
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Tabela 18- Associacdo do gendtipo MMP2 C>T (rs14070) com os niveis de Cd no sangue dos 242
participantes do estudo.

Gene Cd-S <0,56 0,56< Cd-S 0,69< Cd-S Cd-S P-
Rs14070 1P <0,69 <0,8 >0,8 valor?
N (%) 0,587
cct 23 (39,7) 30 (48,4) 25 (50) 21(38,9)
CT 26 (44,8) 27 (43,5) 18 (36) 28(51,8)
T 9 (15,5) 5(8,1) 7 (14) 5(9,3)
0,527
ccd 23 (39,7) 30 (48,4) 25 (50) 21(38,9)
CT+TT 35 (60,3) 32 (51,6) 25 (50) 33(61,1)
0,534
cc+CTe 49 (84,5) 57 (91,9) 43 (86) 49(90,7)
T 9 (15,5) 5(8,1) 7(14) 5(9,3)
0,574
cf 72 (62,1) 87 (70,2) 68 (68) 70(64,8)
T 44 (37,9) 37 (29,8) 32 (32) 38(35,2)

ap-valor calculado pelo teste y2 ou exato de Fisher, quando necessario. °Grupo de referéncia. &
d& finformagc6es obtidas de 224 pacientes.

Tabela 19- Associacdo do gendtipo MMP2 C>T (rs14070) com os niveis de Cd na urina dos 242
participantes do estudo.

Gene Cd-U <0,18 0,18< Cd-U 0,33< Cd- Cd- P-
Rs14070 1P <0,33 U <0,66 U>0,66 valor?
N (%) 0,779
cct 30 (41,7) 13 (43,3) 27 (50) 23 (46)
CT 31 (43) 15 (50) 20 (37) 23 (46)
TT 11 (15,3) 2(6,7) 7(13) 4 (8)
0,821
ccd 30 (41,7) 13 (43,3) 27 (50) 23 (46)
CT+TT 42 (58,3) 17 (56,7) 27 (50) 27 (54)
0,546
CC+CT® 61 (84,7) 28 (93,3) 47 (87) 46 (92)
TT 11 (15,3) 2(6,7) 7(13) 4(8)
0,737
cf 91 (63,2) 41 (68,3) 74 (68,5) 69 (69)
T 53 (36,3) 19 (31,7) 34 (31,5) 31(31)

ap-valor calculado pelo teste y2 ou exato de Fisher, quando necessario. °Grupo de referéncia.
¢.d.& finformagc®es obtidas de 206 pacientes.
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Tabela 20- Associacdo do genotipo MMP2 C>T (rs14070) com os niveis de Cd na urina corrigida
pela creatinina dos 242 participantes do estudo.

Gene Cd-Uc <0,2 0,2>Cd-Uc  0,35>Cd-Uc > Cd-Uc P-
Rs14070 1° > 0,35 0,7 >0,7 valor?
N (%) 0,670
cc’ 22 (46,8) 21 (47,7) 20 (44,4) 25(53,2)
CT 19 (40,4) 16 (36,4) 22 (48,9) 15(31,9)
TT 6 (12,8) 7 (15,9) 3(6,7) 7 (14,9)
0,858
ccd 22 (46,8) 21 (47,7) 20 (44,4) 25(53,2)
CT+TT 25 (53,2) 23 (52,3) 25 (55,6) 22(46,8)
0,551
CcC+CT® 41 (87,2) 37 (84,1) 42 (93,3) 40(85,1)
TT 6 (12,8) 7 (15,9) 3(6,7) 7 (14,9)
0,961
cf 63 (67) 58 (65,9) 62 (68,9) 65(69,1)
T 31(33) 30 (34,1) 28 (31,1) 29(30,9)

ap-valor calculado pelo teste 32 ou exato de Fisher, quando necessario. °Grupo de referéncia. ©%
fInformagGes obtidas de 183 pacientes.

Em relacdo ao polimorfismo MMP-9 rs17576 ndo foi observada associacdo com as

concentracdes de Cd no sangue (Tabela 21). Contudo, considerando as concentracdes de Cd na

urina (Tabela 22 e 23) e na urina corrigido pela creatinina (Tabela 24 e 25) foi observada

associacéo significativa com o polimorfismo MMP-9 rs17576.

Tabela 21- Associacdo do genétipo MMP9 A>G (rs17576) com os niveis de Cd no sangue dos 242

participantes do estudo.

0,56< Cd-S 0,69 < Cd-S>
Gene Coss <60 Cd-s 08 P
rsl7576 ’1b <0,8 valor?
N (%) 0,190
AAC 22 (37,9) 30 (47,6) 18 (36) 15 (27,3)
GA 25 (43,1) 29 (46,1) 26 (52) 32(58,2)
GG 11 (19) 4(6,3) 6 (12) 8 (14,5)
0,213
GA + AAd 47 (81) 59 (93,6) 44(88)  47(855)
GG 11 (19) 4 (6,3) 6 (12) 8 (14,5)
0,154
AA® 22 (37,9) 30 (47,6) 18 (36) 15(27,3)
GA+GG 36 (62,1) 33 (52,4) 32 (64) 40 (72,7)
0,123
Af 69 (59,5) 89 (70,6) 62(62)  62(56,4)
G 47 (40,5) 37 (29,4) 38(38)  48(43,6)

ap-valor calculado pelo teste y2 ou exato de Fisher, quando necessario. °Grupo de referéncia. ©
d.& finformacdes obtidas de 226 pacientes.
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O gendtipo GG+GA do SNP rs17576 foi associado negativamente com 0S menores
niveis de Cd-U guando comparado ao genotipo AA (Tabela 22).

Tabela 22- Associagdo do gendtipo MMP9 A>G (rs17576) com os niveis de Cd na urina dos 242
participantes do estudo.

0,18< 0,33< Cd-U

Cd-U
Gene Cd-U Cd-U >0,66 a
rs17576 005 <033 <066 P-valor
N (%) 0,005
AAC 36 (50) 13 (41,9) 20 (37) 10 (19,6)
GA 25(34,7) 13 (419) 27 (50) 37 (72,6)
GG 11(153)  5(16,2) 7 (13) 4(7,8)
0,592
AA + GAd 61(84,7) 26(838) 47 (87) 47 (92,2)
GG 11(153) 5(16,2) 7(13) 4(7,8)
0,008
AAE 36(50)  13(419) 20 (37)  10(19,6)
GA+GG 36(50)  18(58,1) 34(63) 41 (80,4)
0,338
Af 97 (67,4)  39(62,9) 67(62)  57(55)9)
G 47 (326) 23 (37,1) 41(38) 45 (44,1)

ap-valor calculado pelo teste 2 ou exato de Fisher, quando necessario. °Grupo de referéncia.
¢ d & finformagdes obtidas de 208 pacientes.

O Grupo GA e GG+GA apresentou associa¢cdo com os valores de Cd-U na
concentragdo maior que 0,66 ug g* (Tabela 23).
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Tabela 23- Associacdo do gen6tipo MMP9 A>G (rs17576) com os niveis de Cd na urina dos 208 participantes do estudo.

Gene  CdU  018<[Cd- o,  033<[Cd- Cd-U oRe
Rs17576 <08  U]<033 > 0,66
(N=72)  (N=31)  (CI95 %) (N =51) (C1 95 %)
AA  36(50)  13(4L9) i 10 (19,6) i
GA  25(347) 13 (4L9) 1’4;6(32’)57' 1,94 (0,89-4,2) 37 (726) 532 (2,24-12,6)
GG 11(153)  5(16,2) 1’22,%36' 4(7.8) 1,3 (0,34-5,0)
AA  36(50)  13(4L9) i 10 (19,6) i
GG+GA  36(50) 18 (58,1) 1’33152’)59' 17(0,82-3.49) 41(804) 4.1 (1,78-9.41)

OR = Odds ratio CI = Intervalo de Confianca 95%. 2Grupo de Referéncia. "Analise entre Cd-U < 0,18 e 0,18 < [Cd-U] < 0,33.
°Analise de associacdo entre Cd-U < 0,18 e 0,33 < [Cd-U] < 0,66. YAnalise de associacdo entre Cd-U < 0,18 e Cd-U > 0,66.



Tabela 24- Associacdo do gendtipo MMP9 A>G (rs17576) com os niveis de Cd na urina
corrigida pela creatinina dos 242 participantes do estudo.

CdUcs 02 gas<cg- CdUe
Gene 0,2 Cd-Uc “yeo7 707 plyalors
rs17576 ' 1b <0,35 -

N (%) 0,034

AAC 23(48,9)  19(42,2) 16 (35,6) 14 (29,2)

GA 13(27,7)  23(511) 22 (48,8) 29 (60,4)

GG 11 (23,4) 3(6,7) 7 (15,6) 5 (10,4)
0,109

AA + GAY 36(766) 42(933)  38(s44)  43(89.6)

GG 11 (23,4) 3(6,7) 7 (15,6) 5 (10,4)
0,228

AA® 23 (48,9) 19(422) 16 (35,6) 14 (29,2)

GA + GG 24 (51,1) 26 (57,8) 29 (64,4) 34 (70,8)
0,635

Af 59 (62,8)  61(67,8) 54 (60) 57 (59,4)

G 35(37,2)  29(322) 36 (40) 39 (40,6)

3p-valor calculado pelo teste y2 ou exato de Fisher, quando necessario. °Grupo de referéncia. &%
& fInformag@es obtidas de 185 pacientes.

O grupo GA apresentou associagio de risco nas concentragdes de Cd-Uc > 0,7ug g (Tabela
25).
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Tabela 25- Associagédo do gendtipo MMP9 A>G (rs17576) com os niveis de Cd na urina corrigida pela creatininca dos 185 participantes

do estudo.

Gene Cd-Uc 0,2 <[Cd-

0,35 < [Cd-Uc]

Cd-Uc

Rs17576 <02 Ucj<035  OF OR® Y OR¢
(N=47) (N=45)  (IC 95%) (IC95%) (N=48)  (IC 95 %)
Aa B 19422 g¢ 1 14(29.2) g
(48.9)
A iy B6LY PO sy 29(604) 366 (144-931)
66 gy 367 O POl 5104 07402126

OR = Odds ratio IC = Intervalo de Confianca 95%. 2Grupo de Referéncia. PAnalise entre Cd-Uc < 0,2 e 0,2 < [Cd-Uc] < 0,35.
Anélise de associacéo entre Cd-Uc < 0,2 e 0,35 < [Cd-Uc] < 0,7. “Analise de associacdo entre Cd-Uc < 0,2 e Cd-Uc > 0,7.
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8.3.1 Associagao dos polimorfismos com as doencas auto-relatadas

N&o foi observacdo associacdo entre a presenca dos polimorfismos MMP2 rs7201
(tabela 26), MMP2 rs14070 (tabela 27) e MMP9 rs17576 (tabela 28) com a hipertensao arterial.

Tabela 26- Associacdo do genotipo MMP2 A>C (rs7201) com hipertensdo nos 242
participantes do estudo.

Hipertensao Hipertensao

Gene x : a
Rs7201 Nlelljo Sim P-valor
N (%) 0,710
AAC 48 (42,1) 30 (46,1)
CA 49 (43) 28 (43,1)
cc 17 (14,9) 7 (10,8)
0,434
AA + cad 97 (85,1) 58 (89,2)
cc 17 (14,9) 7 (10,8)
0,599
AAE 48 (42,1) 30 (46,1)
CA+CC 66 (57,9) 35 (53,8)
0,434
Af 145 (63,6) 88 (67,7)
C 83 (36,4) 42 (32,3)

aP-valor calculado pelo teste y2 ou exato de Fisher, quando necessario. °Grupo de referéncia. ©
d.& finformacBes obtidas de 179 pacientes.

Tabela 27- Associacdo do gendtipo MMP2 C>T (rs14070) com hipertensdo nos 242 participantes do
estudo.

Gene Hip(;)\?enséo Hip%r_tenséo p.
Rs14070 1"’;0 'm valor®
N (%) 0,629
cct 49 (43,4) 30 (46,2)
cT 48 (42.,5) 29 (44,6)
TT 16 (14,1) 6(9.2)
0,718
ccd 49 (43,4) 30 (46,2)
CT+TT 64 (56,6) 35 (53,8)
0,336
CcC+CT® 97 (85,8) 59 (90,8)
TT 16 (14,2) 6 (9,2)
0,459
cf 146 (64,6) 89 (68,5)
T 80 (35,4) 41 (31,5)

ap-valor calculado pelo teste 2 ou exato de Fisher, quando necessario. °Grupo de
referéncia. % & finformacdes obtidas de 178 pacientes.
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Tabela 28- Associacao do gendtipo MMP9 A>G (rs17576) com hipertensdo dos 242 participantes

do estudo.
Gene Hlpel\gg(z)nsao Hlpert(;ri]rsnao o valor
rsl7576 10
N (%) 0,213
AAC 46 (40) 23 (354)
GA 52 (45,2) 37 (56,9)
GG 17 (14,8) 5(7,7)
0,163
AA + GAY 98 (85,2) 60 (92,3)
GG 17 (14,8) 5(7,7)
0,541
AAE 46 (40) 23 (35,4)
GA + GG 69 (60) 42 (64,6)
0,815
Af 144 (62,6) 83 (63,8)
G 86 (37,4) 47 (36,2)

ap-valor calculado pelo teste 2 ou exato de Fisher, quando necessario. °Grupo de referéncia.
¢ d & finformagdes obtidas de 180 pacientes.

Também ndo foi observada associacdo entre os trés polimorfismos, MMP2 rs14070,

MMP2 rs7201, MMP9 rs17576 em relacdo as doencas autorrelatadas: cardiovasculares (tabela
29, 30, 31), neuroldgicas (tabela 32, 33, 34), renais (tabela 35, 36, 37) e neoplasias (tabela 38,

39, 40).

Tabela 29- Associacdo do genotipo MMP2 A>C (rs7201) com doencas
cardiovasculares dos 242 participantes do estudo.

Doencas Doencas
Gene Cardiovasculares Cardiovasculares P_valors
Rs7201 N&o Sim
1b
N (%) 0,908
AAC 60 (43,2) 17 (43,6)
CA 61 (43,9) 16 (41)
cc 18 (12,9) 6 (15,4)

AA + CAY 121 (87,1) 33 (84,6) 0791
cc 18 (12,9) 6 (15,4) '
AA® 60 (43,2) 17 (43,6) 1,000

CA+CC 79 (56,8) 22 (56,4)

f
A 181 (65,1) 50 (64,1) 0.894
C 97 (34,9) 28 (35,9)

ap-valor calculado pelo teste %2 ou exato de Fisher, quando necessario.

¢.d&finformagcdes obtidas de 178 pacientes.

bGrupo de referéncia.



Tabela 30- Associagdo do genétipo MMP2 A>C (rs7201) com doencas
neuroldgicas dos 242 participantes do estudo.

Doencas Doengas
Gene Neuroldgicas Neurologicas P-valor®
Rs7201 Nao Sim
1b
N (%) 0,934

AAC 71 (43,8) 6 (37,5)

CA 69 (42,6) 8 (50)

cc 22 (13,6) 2(12,5)

AA + cad 140 (86,4) 14 (87,5) 1.000
cc 22 (13,6) 2 (12,5) '
AAE 71 (43,8) 6 (37,5) 0,793

CA+CC 91 (56,2) 10 (62,5)

f
A 211 (65,1) 20 (62,5) 0.846
C 113 (34,9) 12 (37,5)

ap-valor calculado pelo teste 2 ou exato de Fisher, quando necessario. °Grupo de referéncia.

¢d & finformagdes obtidas de 178 pacientes.

Tabela 31- Associacdo do genétipo MMP2 A>C (rs7201) com doencas renais dos 242

participantes do estudo.

Gene

Doencas Renais

Doencas Renais

~ : ) a
Rs7201 Nlakl)o Sim P-valor
N (%) 0,140
AAC 69 (43,4) 8 (42,1)
CA 66 (41,5) 11 (57,9)
cc 24 (15,1) 0 (0)
AA + CAY 135 (84,9) 19 (100) 0.08
cc 24 (15,1) 0(0) '
AAS 69 (43,4) 8 (42,1) 1,000
CA+CC 90 (56,6) 11 (57,9)
f
A 204 (64,2) 27 (71,1) 0474
C 114 (35,8) 11 (28,9)

3P-valor calculado pelo teste 32 ou exato de Fisher, quando necessario. °Grupo de referéncia.

¢ d & finformagcdes obtidas de 178 pacientes.
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Tabela 32- Associacdo do genotipo MMP2 A>C (rs7201) com neoplasias dos 242
participantes do estudo.

Gene Neoplasias Neoplasias
x . ] .
Rs7201 leio Sim P-valor
N (%) 0,871
AAC 73 (42,7) 4(57,1)
CA 74 (43,3) 3(42,9)
cc 24 (14) 0 (0)
AA + CAd 147 (86) 7 (100) 0596
cc 24 (14) 0 (0) ’
AA® 73 (42,7) 4 (57,1) 0,468
CA+CC 98 (57,3) 3(42,9)
Af 220 (64,3) 11 (78,6) 0304
C 122 (35,7) 3(21,4) ’

aP-valor calculado pelo teste y2 ou exato de Fisher, quando necessario. °Grupo de referéncia.
¢ d e finformagcdes obtidas de 178 pacientes.

Tabela 33- Associacdo do genétipo MMP2 C>T (rs14070) com doencas
cardiovasculares dos 242 participantes do estudo.
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. Doencas
Doencas Cardiovasculares :
Gene N0 Cardiovasculares P_valor®
Rs14070 10 Sim
N (%) 0,819
cc® 61(44,2) 17(43,6)
CT 61(44,2) 16(41)
TT 16(11,6) 6(15,4)
ccd 61(44,2) 17(43,6) 1000
CT+TT 77(55,8) 22(56,4) '
CC+CT® 122(88,4) 33(84,6) 0,583
TT 16(11,6) 6(15,4)
f
c 183(66,3) 50(64,1) 0.787
T 93(33,7) 28(35,9)

ap-valor calculado pelo teste y2 ou exato de Fisher, quando necessario. °Grupo de referéncia.
¢ d e finformagcdes obtidas de 177 pacientes.



Tabela 34- Associacdo do genotipo MMP2 C>T (rs14070) com doencas neuroldgicas dos 242
participantes do estudo.

Doencas Doencas
Gene Neuroldgicas Neurologicas a
~ . P-valor
Rs14070 Nao Sim
1b
N (%) 0,933
cct 71(44,3) 6(37,5)
CT 69(43,2) 8(50)
T 20(12,5) 2(12,5)
ccd 71(44,3) 6(37,5) 0.793
CT+TT 89(55,7) 10(62,5) '
CC+CT® 140(87,5) 14(87,5) 1,000
T 20(12,5) 2(12,5)
f
C 211(65,9) 20(62,5) 0.846
T 109(68,1) 12(37,5)

aP-valor calculado pelo teste y2 ou exato de Fisher, quando necessario. °Grupo de referéncia.
¢definformagdes obtidas de 176 pacientes.

Tabela 35- Associacdo do genétipo MMP2 C>T (rs14070) com doencas renais dos 242
participantes do estudo.

. Doen
Doencas Renais oencas
Gene N0 Renais P_valor®
Rs14070 16 Sim
N (%) 0,555
cct 70(44,3) 8(42,1)
CT 67(42,4) 10(52,6)
TT 21(13,3) 1(5.3)
ccd 70(44,3) 8(42.,1) 1000
CT+TT 88(55,7) 11(57,9) ’
CC+CT® 137(86,7) 18(94,7) 0,475
TT 21(13,3) 1(5,3)
f
C 207(65,5) 26(68,4) 0.857
T 109(34,5) 12(31,6)

3P-valor calculado pelo teste y2 ou exato de Fisher, quando necessario. °Grupo de referéncia.
¢ d & finformagcdes obtidas de 177 pacientes.
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Tabela 36- Associacdo do gendtipo MMP2 C>T (rs14070) com neoplasias dos 242

participantes do estudo.

Neoplasias Neoplasias
Gene Néao Sim P-valor?
Rs14070 16
N (%) 0,656
cce 74(43,5) 4(57,1)
CT 75(44,1) 2(28,6)
TT 21(12,4) 1(14,3)
ccd 74(43,5) 4(57,1) 0.701
CT+TT 96(56,5) 3(42,9) '
cc+CcT® 149(87,6) 6(85,7) 1,000
TT 21(12,4) 1(14,3)
ct 223(65,6) 10(71,4) 0.779
T 117(34,4) 4(28,6) '

aP-valor calculado pelo teste y2 ou exato de Fisher, quando necessario. °Grupo de referéncia.
¢ d e finformagcdes obtidas de 177 pacientes.

Tabela 37- Associacdo do genétipo MMP9 A>G (rs17576) com doengas cardiovasculares
dos 242 participantes do estudo.

Doenca Doenca
Gene Cardiovascular Cardiovascular P-valor®
rsl7576 Né&o Sim
1b
N (%)

AAC 55 (39,6) 14 (35)

GA 65 (46,7) 24(60) 0,216

GG 19 (13,7) 2(5)

AA + GAC 120 (86,3) 38 (95) 0.169
GG 19 (137) 2(5) '
AA® 55 (39,6) 14 (35) 0,713

GA + GG 84 (60,4) 26 (65)

f
A 175 (62,9) 52 (65) 0793
G 103 (37,9) 28 (35)

ap-valor calculado pelo teste 2 ou exato de Fisher, quando necessario. °Grupo de referéncia.

¢ d & finformagdes obtidas de 179 pacientes.
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Tabela 38- Associacao do genotipo MMP9 A>G (rs17576) com doencas neurologicas
dos 242 participantes do estudo.

Doenca Neurologicas  Doenca Neurologicas

Gene Nao Sim P-
rs17576 16 valor?
N (%)
AAC 65 (39,9) 4 (25)
GA 77(47,2) 12(75) 0,101
GG 21 (12,9) 0(0)

AA + GAY 142 (87,1) 16 (100) 0223
GG 21 (12,9) 0(0) ‘
AAE 65 (39,9) 4 (25) 0,292

GA + GG 98 (60,1) 12 (75)

Af 207 (63,5) 20 (62,5) 1000
G 119 (36,5) 12 (37, 5) ’

ap-valor calculado pelo teste y2 ou exato de Fisher, quando necessario. °Grupo de referéncia.
¢ d & finformagdes obtidas de 179 pacientes.

Tabela 39- Associacdo do gendtipo MMP9 A>G (rs17576) com doengas renais dos 242
participantes do estudo.

Gene Doenca Renais Doenca Renais
Na im P-valor?
rs17576 o S alo
N (%)
AAC 61(38,1) 8 (42,1)
GA 78(48,8) 11(57,9) 0,272
GG 21(13,1) 0(9)

AA + GA¢ 139 (86,9) 19 (100) 0.134
GG 21 (13,1) 0 (0) :
AA® 61 (38,1) 8 (42,1) 0,805

GA + GG 99 (61,9) 11 (57,9)

Al 200 (62,5) 27 (71,1) 0.374
G 120 (37,5) 11 (28,9) :

ap-valor calculado pelo teste %2 ou exato de Fisher, quando necessario. °Grupo de referéncia.
¢ d.e finformagdes obtidas de 179 pacientes.



Tabela 40- Associacdo do gendtipo MMP9 A>G (rs17576) com neoplasias dos 242
participantes do estudo.

Gene Neoplasias Neoplasias
~ H _ a
rs17576 Nlakl)o Sim P-valor
N (%)

AAC 67 (39) 2 (28,6)

GA 85 (49,4) 4 (57,1) 0,756

GG 20 (11,6) 1(14,3)
AA + GAY 152 (88,4) 6 (85,7) 0.589

GG 20 (11,6) 1(14,3) '

AAE 67 (39) 2 (28,6) 0,708
GA + GG 105 (61) 5 (71,4)

f
A 219 (63,7) 8(57,1) 0778
G 125 (36,3) 6 (42,9)

ap-valor calculado pelo teste y2 ou exato de Fisher, quando necessario. °Grupo de referéncia.
¢ d & finformagdes obtidas de 179 pacientes.

As tabelas 41 a 43 mostram a associa¢do do tempo de exposicdo dos moradores no
condominio e as concentracdes de cadmio nas amostras de sangue (Cd-S), urina (Cd-U) e urina
corrigida pela creatinina (Cd-Uc). Apesar da auséncia de P-valor significativo das associagdes
realizadas é possivel observar um aumento das OR brutas nos grupos com maior tempo de
exposic¢do. Os grupos com tempo de exposicdo entre 17 e 18 anos e maior que 18 anos
apresentaram OR bruta maior quando comparados aos grupos com menos tempo de exposi¢do
em Cd-S. Enquanto no Cd-Uc os grupos entre 17 e 18 anos e maior que 18 anos apresentaram
OR bruta maior quando comparado a quantidade de concentracdo de Cd nos mesmaos grupos.

Tabela 41- Associacdo do tempo de exposicdo com os niveis de Cd-S dos 242 participantes
do estudo.

Tempo de

exposicao Sod; 0,56< Cd-S < Ogii)c g i Egg P-valor?
(anos)® = ib 0,69 -7 ’
0,422
<11 16 7 7 17
11>T>17 20 16 14 11
17>T2>18 6 11 7 6
>18 7 16 12 9

ap-valor calculado pelo teste 2 ou exato de Fisher, quando necessario. °Grupo de referéncia.
InformagBes obtidas de 182 pacientes.
Tabela 42- Associacdo do tempo de exposi¢do com os niveis de Cd-U dos 242 participantes
do estudo.
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Tempo de

oo cd-U 018<Cd-U 033<Cd-  Cd-U P-
PosIca <0,18 <0,33 U <0,66 >0,66  valor®
(anos) 16
0,551
<11 12 9 10 10
11>T>17 15 9 15 18
17>T>18 11 7 15 21
>18 27 8 19 19

ap-valor calculado pelo teste 2 ou exato de Fisher, quando necessario. °Grupo de referéncia.
Informacdes obtidas de 225 pacientes.

Tabela 43- Associacdo do tempo de exposicao com os niveis de Cd-U corrigida pela creatinina
dos 242 participantes do estudo.

Z)f";rs’f’ gg Cd-Uc 02<Cd-Uc 035<Cd-  Cd-Uc p-
Posica <0,2 <035  Uc<07 507  valor®
(anos) 16
0,495
<11 12 14 10 5
11>T>17 12 13 11 18
17>T>18 11 10 13 18
>18 15 15 14 21

ap-valor calculado pelo teste 2 ou exato de Fisher, quando necessario. °Grupo de referéncia.
“Informacdes obtidas de 212 pacientes.



9. DISCUSSAO

O Cd é um metal ndo essencial, toxico, carcinogénico, neurotdxico que pode causar
danos variveis para homens e animais (Ninkov, 2015; Sarkar, 2013). Exposi¢do a Cd tem sido
estudada para elucidar os biomarcadores relacionados ao metal e a possiveis efeitos no
organismo humano (NAKA et al., 2020; WU et al., 2019; KHLIFI, 2013).

Igualmente a outros estudos de avaliacdo de exposi¢cdo ao Cd em locais proximos a areas
de residuos industriais, os participantes foram solicitados a preencher questionarios com
informacdes de respectivos enderecos, idade, sexo, habitos tabagistas (tabagista, ex-tabagista,
ndo-tabagista), doencas diagnosticadas com relevancia para a funcdo renal (hipertensdo e
doenca renal) (ANCONA et al., 2017; GARNER et al., 2017; BRATVEIT, 2011). A média de
idade da amostragem, 50 anos, foi proxima a média de 56 anos encontrada em uma populagédo
na China investigada quanto a associacdo entre concentracdo de Cd e polimorfismos da MMP
e o risco de hipertensdo (WU et al., 2019). A faixa etaria dos participantes, 18 a 86 anos, se
aproxima com a de um estudo realizado no Canada, de 20 a 79 anos, em que foi estudada a
relagdo do Cd em sangue e urina com a hipertensdo (GARNER et al., 2017). A amostra foi
composta principalmente pelo sexo feminino, com 140 mulheres (57,8%), muito proximo dos
58% encontrados em estudo similar na Italia. (ANCONA et al., 2017). Em relacdo ao
tabagismo, a maior porcentagem foi composta por ndo tabagistas (69,4%), seguido de ex-
tabagista (22,8%) e tabagistas (7,8%), como desenho estudo similar j& encontrado
anteriormente em um grupo exposto ambientalmente na Italia (ANCONA et al., 2017). Quanto
ao consumo de alcool, a amostra foi composta principalmente por ndo etilista, similar ao
encontrado em outras populacdes expostas a Cd (WANG et al., 2020; SWADDIWUDHIPONG
et al., 2010). A média do tempo de exposi¢do da amostra é de 17 anos de moradia, um espaco
de tempo maior quando comparado com outro estudo realizado na Amazonia brasileira expostos
a cadmio (NAKA et al., 2020). Outro estudo na Amazodnia brasileira com moradores expostos
ambientalmente a chumbo demonstrou um tempo de exposi¢do da populagdo menor ao atual
estudo (QUEIROZ et al., 2019).

A exposicdo ambiental se reflete nas concentragdes de Cd no sangue e urina. Dentre 0s
diferentes tipos, a exposicéo pelos alimentos pode ser muito danosa, chegando a niveis de 11,6
ug g creatinina na urina e 8,9 pg L™ no sangue. Os possiveis danos causados pela exposicio
ao Cd sdo sugestivos da recuperacgdo do terreno por meio da remediacgdo ou do afastamento da
fonte, em casos de exposicdo a baixos niveis do metal (LIANG, 2012). Nao se encontrou

associacdo significativa entre o tempo de residéncia e as concentracfes de Cd, o que também
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ja foi relatado anteriormente em uma populacdo de residentes expostos ambientalmente na
Noruega (BRATVEIT et al., 2011).

A média de 0,57 pg Cd g? creatinina encontrada nas amostras de urina da amostra do
condominio se assemelha aquelas obtidas em populac¢des de areas contaminadas. Um estudo na
Noruega, comparou a concentracdo de cadmio na urina de duas populacGes, exposta e nao
exposta ao Cd. Apesar do solo ser reconhecidamente contaminado pelo metal, a média
aritmética para Cd-U igual a 0,47 ug g*, relativa as areas contaminadas, foi estatisticamente
semelhante a 0,43 pg g, encontrada para Cd-U da populagdo residente em regides ndo poluidas
(ANCONA et al., 2017; BRATVEIT et al., 2011).

A concentracdo de Cd na urina em populacdes da Italia foi de 0,42 ug L™ nas areas
industriais e 0,43 pug L nos demais municipios avaliados, ndo demonstrando diferenca
estatistica entre os dois resultados alcangados (ANCONA et al., 2016). Uma populacdo adulta
exposta a niveis elevados de Cd exibiu concentracdo na urina igual a 1,30 + 1,11 pg g*
creatinina, enquanto outra apresentou 0,87 + 0,73 pg g creatinina em baixa exposicao, valores
significativamente diferentes na comparag@o dos grupos para criangas e idosos (CHEN et al.,
2017). A média para Cd-Uc encontrada em Volta Redonda é inferior a 0,66 ng g de creatinina,
sugerida pela Autoridade Europeia para a Seguranca dos Alimentos (EFSA) como
suficientemente protetora para a populagdo em geral (EFSA, 2009). Contudo, é maior (0,53 ug
L) do que maior em comparagdo com a populagio dos EUA (0,15 ug L) (CDC, 2017). Apesar
disso, maiores concentracdes de Cd sdo encontradas nos grupos que residem perto de areas
industriais quando comparados a populacdo em geral (CAMPOS et al., 2021).

Os valores de Cd na urina sdo utilizados como biomarcador de exposicdo a longo prazo
e refletem a carga corporal presente do metal (SIGEL, 2013). Os valores de Cd-U aumentam
de acordo com a idade até se estabilizar aos 60 anos (SUN, 2016; HEALTH-CANADA, 2010).
De acordo com o presente estudo, em que a idade acima dos 62 anos foi um fator de risco (~5
vezes) para os individuos apresentarem altas concentracdes de Cd (>0,35).

O Cd no sangue tem meia vida estimada entre 75 e 128 dias (BERNHOFT, 2013).
Aproximadamente 10% da concentracdo de Cd encontrado em um cigarro chega aos pulmdes
no ato de fumar (SARKAR, 2013). O cigarro representa uma das maiores fontes de exposicéo
ao metal para a populacdo em geral. Quando comparados a ndo fumantes, os fumantes
apresentaram niveis de Cd no sangue, de 4 a 5 vezes maior. (RAHIMZADEH et al., 2017). No
presente estudo foram encontrados associagdo de risco do tabagismo com todas as
concentragdes de Cd estudadas. O Cd pode interferir no efeito do tabagismo na doenca arterial
periférica (NAVAS-ACIEN et al., 2004). Tabagistas possuem maior quantidade de Cd no
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sangue e podem desenvolver doenca vascular periférica (DVP). Estudo realizado com a
populacdo em geral, pelo Centro Nacional de Estatisticas em Salde do Estados Unidos,
encontrou associacao entre DVP e exposicao a baixas doses de Cd (SARKAR, 2013). Entre 0s
residentes avaliados do Condominio, os ex-tabagistas apresentaram um risco 7 vezes maior para
Cd do que aqueles que nunca haviam fumado. Como o Cd-S esta relacionado a exposicao
recente € comum encontrar niveis de risco maiores para tabagista do que ex-tabagistas. Em
estudo realizado na Tunisia, o achado mais marcante também foi a associacdo entre niveis de
Cd e tabagismo (KHLIFI, 2013), assim como em uma pesquisa desenvolvida no Canada
(GARNER et al.,, 2017). O biomonitoramento da Tunisia ndo encontrou diferencas
significativas para Cd-S entre homens e mulheres (KHLIFI, 2013), da mesma forma que 0s
resultados de Cd-S nédo diferiram entre os sexos na avaliacao realizada em Volta Redonda.

Uma associacdo estatisticamente significativa foi encontrada para Cd-U quando
comparado com doencas neuroldgicas. Entretanto, a creatinina urinaria ¢ um importante
parametro para a correcdo da concentracdo dos elementos presentes em amostras de urina em
diferentes dilui¢des, visto que a creatinina ¢ eliminada em taxas praticamente constantes pela
urina. Dessa forma, a creatinina compensa os efeitos do fluxo urinario, como concentracao ou
diluicdo da urina, resultantes de uma ingestdo farta ou escassa de &gua, respectivamente. Um
estudo analisou as concentracBes de um elemento apds excrecao pela urina. Doses idénticas do
analito haviam sido administradas para diferentes individuos. O resultado encontrou
concentracdes menores em urina diluidas quando comparadas a urina concentrada (LIAN,
2015). Dessa forma, a associacdo estatisticamente significativa entre um valor nao ajustado da
urina e uma variavel dependente pode trazer dados irreais ao estudo. O Cd encontra
embasamento na literatura para a associacdo com doengas neuroldgicas. Contudo, apos ajuste
da urina pela creatinina, ndo houve associacao significativa para Cd-Uc e doencas neuroldgicas.

No caso dos resultados observados no Condominio, a concentra¢do de Cd na urina ja
foi associada a doencas neuroldgicas na literatura atual (BRANCA et al., 2020). Diferentes vias
moleculares, o stress oxidativo em especial, sdo responsaveis por potenciais danos causados
pelo Cd em diferentes tecidos e 6rgaos, inclusive o sistema nervoso central (BRANCA et al.,
2020). A barreira hematoencefalica fornece nutrientes e protecdo a medula pinhal e ao cérebro.
A inducéo de stress oxidativo pelo Cd gera uma reducéo das enzimas eliminadoras de radicais
livres. Na exposicdo cronica ao metal, a permeabilidade da barreira hematoencefalica torna-se
deficiente pela reducdo das defesas antioxidantes, proporcionando o acesso de Cd ao cérebro.
Os pericitos (PCs) séo outra estrutura cerebral afetada pelo stress oxidativo induzido pelo Cd.

PCs sdo celulas endotelias importantes para manutencdo e homeostasia da barreira
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hematoencefélica. Na unidade neurovascular, os PCs atuam em conjunto com outras células na
regulacdo da permeabilidade da barreira hematoencefalica (BRANCA et al., 2020).

Os niveis Cd-U encontrados na amostra de estudo foram semelhantes aos relatados nos
Estados Unidos (média: 0,34-0,42 ng mL™ em adultos) (Kim, 2017) e no Canada (mediana:
0,24-0,39 pg L'em adultos) (Health-Canada, 2010). Entretanto, os valores canadenses sio
aproximadamente a metade daqueles observados na Coréia do Sul (mediana: 0,66 pg L™ para
homens, 0,73 pg L para mulheres) (Lee et al., 2012). Esses resultados sugerem que a
amostragem do Condominio se encontra exposta acima do limite permitido de Cd, o que vai de
encontro com a auséncia de associacao entre as concentracdes do metal nas diferentes matrizes
em relacdo as variaveis sexo, hipertenséo arterial, doengas cardiovasculares e renais, neoplasias.

Varios estudos epidemioldgicos indicam que viver perto de uma zona industrial é um
fator de risco importante para a exposi¢do a metais como Cd (CAMPOS et al, 2021; ANCONA
et al., 2017; CHEN et al., 2017). No entanto, ndo houve associa¢do entre as patologias
autorrelatadas e as concentracdes de Cd encontradas na amostra do Condominio, com exce¢éo
de doencas neuroldgicas que apresentou associacdo de risco com Cd-U. Igualmente, pesquisas
com resultados similares ndo indicaram exposicdo elevada ao Cd ou danos renais na area
poluida, apesar das emissdes industriais de Cd observadas (BRATVEIT, 2011), assim como
associagfes entre cadmio urinario, pressdo arterial e hipertensdo ndo foram significativas
(GARNER et al., 2017).

As MMPs tém um papel decisivo tanto no equilibrio dinamico da MEC como na
remodelacdo de tecidos e vasos sanguineos (ZITKA et al., 2010). As enzimas MMP-2 e MMP-
9 sdo gelatinases que degradam principalmente o coladgeno. Alguns polimorfismos
desempenham alteracdes na expressdo e atividades das MMPs (WU et al., 2019). Em células
transformadas com Cd foi observado um aumento da producdo de MMP-2 e MMP-9, o que
também interfere no efeito carcinogénico do cddmio (ACHANZAR et al., 2001). No presente
estudo ndo foram encontradas associa¢des dos polimorfismos rs7201 e rs14070 do gene MMP-
2 com as concentracfes de Cd em sangue e urina, assim como nao houve relacdo com as
doencgas autorrelatadas, como a hipertensdo. Diferente dos resultados encontrados por Wu e
colaboradores, em que foram significativas as chances de aumentar a hipertensdo com niveis
de cadmio nos tipos selvagens de rs14070 e rs7201, no gene MMP-2 (WU et al., 2019). Os
aumentos dos niveis de pressdo arterial induzidos pelo Cd podem ter participagdo de MMP-2 e
MMP-9. No entanto, ndo h& evidéncias relevantes sobre o efeito de modificacdo dos

polimorfismos de MMPs na hipertensdo induzida por cddmio (WU et al., 2019). Na amostra de
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estudo de Volta Redonda, ndo foram encontradas associa¢Ges entre os SNPs MMPs e doengas
autorrelatadas. Diferente do que foi observado em ratos expostos ao Cd, em que evidenciou a
ligacdo entre MMP-9 e enfisema pulmonar (DAGOUASSAT et al., 2012).

Considerando o SNP rs17576 A>G do gene MMP9 foi observada associacdo de risco
de aproximadamente 4 vezes dos gendtipos variantes (AG+GG) para as concentracoes elevadas
(>0,66) de Cd na urina. A associacdo de MMP-9 com Cd também foi observada em uma
populacgéo chinesa, em que o metal elevou a expressdo de MMP-9, de modo dependente da dose
e do tempo em células endoteliais humanas (LIAN et al, 2015). Os efeitos de Cd na MMP-9
foram observados em células monocitdides in vitro. As células U-937 cultivadas e tratadas com
diferentes concentracfes de cloreto de cddmio apresentaram efeitos prejudiciais diretos na
viabilidade celular, atividade das MMPs (YAGHOOTI et al., 2012).
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10. LIMITACOES

O estudo ndo analisou associa¢bes multifatoriais, que poderiam demonstrar como
diferentes fatores influenciam entre si, bem como possiveis confundidores, associados a
populacdo em geral. Ajustar urina pela gravidade especifica é relatado como menos afetado
pela idade, sexo, tamanho corporal e ingestdo de carne, e é considerado uma alternativa
apropriada ao comparar grupos populacionais com diferengas na excrecao de creatinina.

As emissoes industriais promovem uma exposi¢do combinada a diferentes tipos de
metais potencialmente toxicos e nao apenas um elemento de forma independente, o que pode
levar a resultados subestimados, uma vez que foco foi somente no Cd.

O delineamento transversal do estudo nédo possibilita estabelecer relacéo de casualidade,
pois ndo ha informag&o sobre as ordens dos eventos.

O estudo ndo investigou a totalidade da populacdo do condominio, pela falta de
participacdo integral dos residentes. Ha uma possibilidade de viés na amostra de estudo pela
motivacao dos residentes participantes.

A auséncia de grupo de comparagao impossibilita a visualizacao da amplitude de
exposicao da amostra investigada, comparando-a a individuos com caracteristicas

potencialmente semelhantes, como geograficas, geoldgicas e fatores culturais.
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11.CONCLUSAO

A amostragem reside em uma area com ar e solo contaminados estd exposta
cronicamente ao caddmio. Entretanto, por se tratar de baixos niveis, a exposi¢cao ambiental ainda
ndo se refletiu nas associagdes com as doencas autorrelatadas, talvez pelo tempo de exposi¢ao
ser relativamente pequeno para um metal, cujo tempo de meia vida € longo no organismo. O
Condominio tem aproximadamente vinte anos de existéncia, enquanto a meia vida do cadmio
¢ por volta de 30 anos no organismo, com efeitos evidentes a partir de entao.

A ligacdo de MMP-9 com Cd pode estar relacionada aos efeitos na satide. Apesar da
associagdo demonstrada entre MMP-9 e cadmio, os resultados ndo indicam patologias nas
associagoes clinicas analisadas, o que sugere que outros efeitos ndo estudados podem estar
sendo ocasionados pelo Cd.

O risco da exposicdo ao Cd é maior com a idade, tabagismo, SNP MMP-9 e doencgas
neurologicas. Assim, a exposi¢do ao metal ¢ um fator de risco real para a amostra estudada
desse condominio.

Tais resultados demonstram a necessidade de maiores investigaces sobre o tema. Os
estudos para avaliar os efeitos de uma exposi¢do em uma populacdo sdo de grande valia para a
salde humana e ambiental de um lugar. Refor¢a a importancia da vigilancia em saade de

populagoes expostas a metais toxicos.
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SISTERM.&
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Nome Completo:

Data da Entrevista: !

Médico Responsavel:

Supervisor:

Codificador:

Digitador:

HisTORIA PATOLOGICA PREGRESSA

MODULO 1: ANAMNESE CLINICA

(1.1)  Qual(is):

(1) Doengas Cardiovasculares: [ ] Sim [ _JNao [_|NS/NR

(1.2}  Quando? Ano:

(2) Doengas Infecciosas:

(21)  Qual(is):

[1sim [INao [_INS/NR

(2.2)  Quando? Ano:

(3) Doengas Neuroldgicas:

(3.1} Qual(is):

[]sim [_IN&o [_JMSNR

(3.2) Quando? Ano:

(4) Doengas Respiratorias:
(4.1)  Qual(is):

[ ]Sim [ |Nao [_]NS/NR

(4.2}  Quando? Ano:

(5) Doengas Gastrointestinais:

(5.1)  Qualis):

[TSm [ JNao [NSNR

(5.2) Quando? Ano:

(6) Doengas Hepaticas:

(6.1} Qualiis):

[]sim [ |Nao [_]NSINR

(6.2) Quando? Ano:
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(7) Doengas Renais:
(7.1} Qualfis):

[Tsim [INao [ ]NSINR

(7.2)  Quando? Ano:

(8) Doengas Hematoldgicas:

(8.1)  Qualiis):

[ ]sim [_JNao [ NSINR

(8.2) Quando? Ano:

(9) Doengas Endécrinas:

[Jsim [_|Nao [ JNSNR

(9.1)  Qualfis):
(9.2) Quando? Ano:

(10) Doengas Psiquicas:
(10.1)  Qual(is):

[]sim [JNao [_JNSNR

(10.2) CQuando? Ano:

(11) Doengas Osteoarticulares:

(11.1)  Qualfis):

[ Isim [ INae [ _NS/INR

(11.2) Quando? Ano:

(12) Doengas Uro/ginecoldgicas:

(12.1)  Qual(is):

[ ]sim [_INao [_]NSNR

(12.2) Quando? Ano:

(13) Doengas Otorrinolaringolégicas: [ | Sim [_Nio [_JNSMNR

(13.1) Qualis):

(13.2) Quando? Ano:

(14) Doengas da Visdo:

(14.1)  Qualfis):

[ ]sim [_INgo [_]NSINR

(14.2) CQuando? Ano:

(15) Doengas da Pele:
(15.1)  Qual(is):

[ Jsim [_IN&o [_JNS/NR

(15.2) Quando? Ano:

(16) Neoplasias:
(16.1) Qual(is):

[JSim [INao [JNSNR

(16.2) Quando? Ano:

(17) Internagdes:

(17.1)  Motivo(s):

[15im [ INao

(17.2) Quando? Ano:
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MODULO 2:EsiLos DE ViDA

TABAGISMO

(28) Sr(a) é:
[ Tabagista [ | Ex-tabagista (Passe para a questido 30) [_] Nunca fumou (PASSE PARA A QUESTAOD 33)

(29) Quantos cigarros sr{a) fuma por dia?
[Imenosde10 [Jde11a20 [ ]21a30 [ maisde30
(PASSE QUESTAO 33)
(30) Ha quanto tempo sn(a) parou de fumar: (31) Durante guanto tempe sr(a) fumou:

(32) Quando sr{a) fumava, quantos cigarros sr(a) fumava, em média, por dia:
[Imenosde10 [ Jde11a20 []21a30 [ Imaisde 3
CONSUMO DE ALCOOL

(33) Sr(a) costuma ingerir bebidas alcodlicas? [ |Sim [ Nao (PASSE PARA 40)
[]Parei de beber (PASSE PARA QUESTAO 37) [] Nunca bebi (PASSE PARA QUESTAO 40)

(34) Que tipo de bebida alcodlica o sr (a) bebe com maior fregiiéncia?
] cerveja [ Jeac haga [ Ivodka [_Ivinho [ Joutras
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