Paula Cristina Guerreiro Nobre

&

Licenciatura Quimica Aplicada

o
H
w
2]
=
=
ko)
Q

O,
N
s

AVALIACAO IN VITRO DA EFICACIA DE UM
QUELANTE MACROCICLICO NA RECUPERACAO
DA ATIVIDADE DO SISTEMA DA TIORREDOXINA

INIBIDO POR COMPOSTOS DE MERCURIO

Dissertacdo para obtencéo do Grau de Mestre em

Genética Molecular e Biomedicina

Orientador: Vasco Branco, Investigador, FFUL

Co-orientador: Margarida Castro Caldas, Professor Auxiliar, FCT-UNL

Juri
Presidente: Prof. Doutora Paula Maria Theriaga Mendes Bernardo
Gongalves

Arguente: Prof. Doutor Nuno Filipe da Rocha Guerreiro de Oliveira

Vogal: Prof. Doutor Vasco Rui Veloso Neves Branco

FACULDADE DE
CIENCIAS E TECNOLOGIA
UNIVERSIDADE NOVA DE LISBOA

Dezembro 2020




Paula Cristina Guerreiro Nobre

&

Licenciatura Quimica Aplicada

o
H
w
2]
=
=
ko)
Q

O,
N
s

AVALIACAO IN VITRO DA EFICACIA DE UM
QUELANTE MACROCICLICO NA RECUPERACAO
DA ATIVIDADE DO SISTEMA DA TIORREDOXINA

INIBIDO POR COMPOSTOS DE MERCURIO

Dissertacdo para obtencédo do Grau de Mestre em

Genética Molecular e Biomedicina

Orientador: Vasco Branco, Investigador, FFUL

Co-orientador: Margarida Castro Caldas, Professor Auxiliar, FCT-UNL

Juri
Presidente: Prof. Doutora Paula Maria Theriaga Mendes Bernardo
Gongalves

Arguente: Prof. Doutor Nuno Filipe da Rocha Guerreiro de Oliveira

Vogal: Prof. Doutor Vasco Rui Veloso Neves Branco

FACULDADE DE
CIENCIAS E TECNOLOGIA
UNIVERSIDADE NOVA DE LISBOA

Dezembro 2020




AVALIACAO IN VITRO DA EFICACIA DE UM QUELANTE MACROCICLICO NA
RECUPERACAO DA ATIVIDADE DO SISTEMA DA TIORREDOXINA INIBIDO POR
COMPOSTOS DE MERCURIO

Copyrigh Paula Cristina Guerreiro Nobre, Faculdade de Ciéncias e Tecnologia da Universidade de

Lisboa

A Faculdade de Ciéncias e Tecnologia e a Universidade Nova de Lisboa tém o direito, perpétuo e sem
limites geograficos, de arquivar e publicar esta dissertacdo através de exemplares impressos
reproduzidos em papel ou de forma digital, ou por qualguer outro meio conhecido ou que venha a ser
inventado, e de a divulgar através de repositorios cientificos e de admitir a sua copia e distribuicdo com
objetivos educacionais ou de investigacdo, ndo comerciais, desde que seja dado crédito ao autor e
editor.



AGRADECIMENTOS

Na tomada de decisé&o na minha vida para conclusdo de um segundo ciclo de estudos superiores, ndo
pensei que fosse tao trabalhosa a realizacao deste projeto, e para o qual contribuiram de sobremaneira
algumas pessoas as quais estou agradecida.

Assim, quero expressar publicamente o meu agradecimento ao professor doutor Vasco Branco, pela
sua partilha de conhecimento, dedicacéo, disponibilidade e incentivo, que foram sempre uma constante
ao longo destes dois anos;

A professora doutora Margarida Castro Caldas pelas suas sugestdes na elaboracéo da escrita da tese;
A professora doutora Fatima Cabral e professora doutora Judite Costa por facultarem o composto
guimico 1-tia-4,7,10,13-tetraazaciclopentadecano;

Aos meus colegas de laboratério pela ajuda na realizacdo de algumas tarefas com as quais eu nao
estava familiarizada;

A minha colega e amiga Ana Margarida Madureira pelos conselhos e incentivo na escrita da
dissertacéo;

As minha filhas pela criagdo de condi¢cdes em ambiente familiar que me permitiram trabalhar com
tranquilidade;

E por fim & minha entidade patronal, a Faculdade de Farmécia da Universidade de Lisboa, na altura
sob representacédo da professora doutora Matilde Castro, que me permitiu ter um horario laboral flexivel

e a utilizacéo da estrutura da faculdade para realizacao do trabalho.



RESUMO

O mercario € um dos mais relevantes poluentes ambientais, especialmente sob a forma molecular de
metilmercurio (MeHg) que € um composto altamente neurotoxico ao qual as popula¢des humanas estéao
expostas por via do consumo de peixe. Uma vez nas células, o MeHg liga-se ativamente a tidis e
selendis, interferindo com a atividade das enzimas redox, como a tiorredoxina (Trx) e a selenoenzima
tiorredoxina redutase (TrxR), que integram o sistema da tiorredoxina, tendo-se demonstrado que a
inibicdo desse sistema pelo MeHg é uma etapa critica no desenrolar da morte celular. As abordagens
clinicas atuais para mitigar a toxicidade do MeHg dependem do uso de quelantes, como o acido meso-
2,3-dimercaptosuccinico (DMSA), que substituiu amplamente o 2,3 dimercaptopropan-1-ol (BAL). No
entanto, a eficacia terapéutica é limitada e, portanto, novas opc¢des terapéuticas sao necessarias. Neste
trabalho, avaliamos a eficacia de um quelante macrociclico, o 1-tia-4,7,10,13-tetraazaciclopentadecano
([15]anoN4S), na prevencao da toxicidade do etilmercurio (EtHg), cloreto de mercurio (Il) (HgCl2) e do
MeHg, nomeadamente observando os efeitos sobre o sistema da tiorredoxina, usando solugbes
enzimaticas purificadas e em células de neuroblastoma humano (SH-SY5Y). Os resultados mostram
gue o [15]anoN4S teve uma eficacia semelhante ao DMSA e ao BAL em reverter a inibicdo do mercurio
sobre TrxR e Trx purificadas. Nas experiéncias com células, nenhum dos agentes quelantes conseguiu
reverter a inibicdo do TrxR pelo MeHg, o que corrobora a alta afinidade do MeHg ao selenol no local
ativo da TrxR. Contudo, o [15]anoN4S e BAL, ao contrario do DMSA, preveniram a inibicdo da Trx, 0
gue permite a manutencdo das funcdes a jusante. De assinalar que o [15]anoNsS apresentou um
menor efeito sobre a viabilidade das células SH-SY5Y que o BAL no ensaio do MTT. Os resultados
obtidos destacam o potencial do uso do quelante [15]anoN4S como opgdo mais segura e eficaz no
tratamento de intoxicacBes com MeHg e encorajam a realizacao estudos in vivo para validacao destes

resultados.

Palavras chave: mercurio; quelantes; tiorredoxina redutase; tiorredoxina; toxicologia clinica



ABSTRACT

Mercury is one of the most relevant environmental pollutants, especially in the molecular form of
methylmercury, which is a highly neurotoxic compound to which human populations are exposed
through the consumption of fish. Once in cells, MeHg binds actively to thiols and selenols, interfering
with the activity of redox enzymes, such as thioredoxin (Trx) and the selenoenzyme thioredoxin
reductase (TrxR), which are part of the thioredoxin system. It has been shown that inhibition of this
system by MeHg is a critical step in the unfolding of cell death. Current clinical approaches to mitigate
the toxicity of MeHg depend on the use of chelators, such as meso-2,3-dimercaptosuccinic acid (DMSA),
which largely replaced British anti-Lewisite (BAL). However, the therapeutic efficacy is limited and
therefore new therapeutic options are needed. In this work we evaluated the effectiveness of a
macrocyclic chelator, 1-thia-4,7,10,13-tetraazacyclopentadecane ([15]aneNsS), in preventing the
toxicity of ethylmercury (EtHg), mercury chloride (II) (HgCl2) and MeHg, namely observing the effects
on the thioredoxin system, using purified enzyme solutions and with human neuroblastoma cells (SH-
SY5Y). The results showed that [15]aneNsS had a similar efficacy to DMSA and BAL in reversing the
inhibition of mercury over purified TrxR and Trx. In experiments with cells, none of the chelating agents
could reverse the inhibition of TrxR by MeHg, which corroborates the high affinity of MeHg to the selenol
in TrxR active site. However, [15]aneN4S and BAL, unlike DMSA, could prevent inhibition of Trx, which
allows the maintenance of downstream functions. Most importantly, [15]aneNsS did not produce a
significant effect over cellular viability as BAL, as measured by the MTT assay. Overall these findings
highlight the potential of using [15]aneN4S as a safer and effective option in the treatment of MeHg
poisoning and encourage further validation studies, namely in vivo.

Key words: mercury; chelators; thioredoxin reductase; thioredoxin; clinical toxicology
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1. INTRODUCAO

1.1 Introducao Geral

O mercurio € um metal toxico que se encontra distribuido por todo o planeta, sendo um dos mais
relevantes poluentes ambientais (1).0 elemento Hg é introduzido na biosfera através de fontes
naturais como a atividade vulcanica, eroséo dos solos e depositos geolégicos ou volatilizacdo a
partir dos oceanos. Sado, contudo, as fontes antropogénicas as responsaveis pela maioria da
poluigdo associada a este elemento (2).

Este metal tem vindo a ser utilizado desde ha milhares de anos para os mais diversos fins. Foi
utilizado no tempo dos Egipcios, Gregos e Romanos sob a forma de sulfureto de mercario (HgS
ou cinabar), como cosmético e elemento decorativo. A partir da época medieval os sais de
mercurio comecaram a ser utilizados para tratamento de varias doencas como a sifilis. Foi no séc.
XVI que Paracelsus, médico renascentista suico-alemao, constatou que “pouco poderia ser bom,
mas em demasia poderia ser mortal” a propédsito do uso deste metal como medicamento (3).

Ao longo dos tempos o mercurio tem sido usado pelo homem na indUstria e tem sido a causa de
varias doencas graves resultantes da exposicdo a este elemento, como no caso do eretismo,
acrodinia e sindrome de Minamata. A utilizacdo de merclrio na area farmacéutica foi uma
constante até ao séc. XX, sendo ainda utilizado como conservante em algumas vacinas € como
agente ligante em amélgamas dentarias.

Atualmente é utilizado principalmente na indUstria, especialmente na fundicdo de metais, producao
de cimento e producdo de cloro/soda caustica; e também na mineracdo de ouro de pequena escala
(ASSGM) (2).

Como nunca € destruido, o Hg circula nos ecossistemas e deposita-se nos oceanos e solo, e
apesar dos esfor¢os para a diminuicdo da utilizacdo de mercirio, com o0 compromisso de varios
paises com a assinatura da Convengcdo de Minamata (4), prevé-se que 0S seus niveis se
mantenham e a deposi¢do de mercurio nos oceanos continue devido a heranca antropogénica dos
Gltimos séculos (2).

O Hg néo exerce qualquer funcéo essencial para os humanos, sendo que existem trés formas
guimicas relevantes para a exposi¢cdo humana, o mercurio elementar (Hg®), merctrio divalente
(Hg?*) e merclrio orgéanico, sob a forma de metil ou etil mercurio (5). Como estes apresentam
propriedades fisico-quimicas diferentes tém consequentemente diferentes perfis de toxicidade.

O Hg° é liquido a pressédo atmosférica da superficie terrestre e a temperatura ambiente. Devido a
sua elevada pressdo de vapor facilmente se volatiliza. Na sua forma catiénica, normalmente
denominada de “mercurio inorganico”, 0 Hg existe no estado sdlido sob a forma de sais, podendo
estes ser monovalentes (Hg2?*) ou divalentes (Hg?*). Normalmente nestes compostos o mercurio
encontra-se quimicamente ligado a 4&tomos de cloro, enxofre ou oxigénio, como por exemplo o
cloreto de mercurio (Il) (HgClz). Na forma alquilada, comumente denominado de mercdrio
“organico”, o atomo de mercurio esta ligado a um &tomo de carbono, sendo o composto mais



comum o metilmercirio (MeHg), embora o etilmercirio (EtHg) também tenha relevancia
toxicoldgica.

Atualmente intoxicacdes agudas pelo mercurio séo raras, resultando principalmente de acidentes,
porém no que respeita a intoxicagdes cronicas a Organizagdo Mundial de Saude (WHO) considera
0 mercuario como um dos dez principais produtos quimicos, ou grupos de produtos quimicos, de

grande preocupacao para a saude publica (6).

1.2 Ciclo Biogeoquimico do Mercurio

Os compostos de mercurio séo emitidos para a atmosfera, aguas e solos. Apesar de muitas destas
emissBes terem origem natural, a sua libertagdo atual para o meio tem sobretudo origem
antropogénica devida as atividades de producédo de energia pelo carvédo, indistria, mineracao
artesanal e de pequena escala de ouro, e uso intencional de mercurio, por exemplo como

germicida ou em equipamentos de medicdo (Tabela 1.1).

Tabela 1.1 — Quantidade de mercurio emitido para a atmosfera por sector de atividade e em diferentes regides
do mundo, em 2015, adaptado de (2).

Grupo sectorial (emissdes/ ton) Total por regi&o % do
Combustivel Indlstria . Usp ASSGM (intervalo/ ton) global
intencional
Australia, Nova 8,79
Zelandia e Oceénia 3,57 4,07 1,15 0.0 (6,93-13,7) 0.4
América Central e 45,8
Caraibas 569 19,1 6.71 14,3 (37,2-61,4) 21
CIS e outros paises 124
europeus 26,4 64,7 20,7 12,7 (105-170) 5,6
Este e Sudeste 859
Asiatico 229 307 10 214 (685-1430) 38,6
77,2
EU 28 46,5 22,0 8,64 0,0 (67.2-107) 3,5
Estados do Médio 52,8
Oriente 11,4 29,0 12,1 0,225 (40.7-93,8) 2,4
e 20,9
Africa do Norte 1,36 12,6 6,89 0,0 (13,5-45,8) 0,9
América do Norte 27 7,63 5,77 0,0 40,4 1,8
: : ' (33,8-59,6) '
América do Sul 8,25 47,3 13,5 340 409 18,4
: : : (308-522) :
Sul Asiatico 125 59,1 37,2 45 225 10,1
: : ' (190-296) ’
Africa Subsariana 48,9 41,9 17,1 252 360 16,2
: : : (276-445) ’
2220
GLOBAL 533 614 239 838 (2000-2820) 100,0

O relatdrio da Global Mercury Assessment 2013 estima que as atividades antropogénicas

cumulativamente aumentaram a concentragdo do mercurio atmosférico em 300-500% ao longo do



século XX e a quantidade de mercurio existente nas aguas superficiais (até 200m de profundidade)
triplicou aproximadamente no mesmo periodo (2).

Como o mercurio ndo é destruido da origem a um ciclo, O Ciclo do Mercurio (Figura 1.1). O
mercurio é libertado de fontes naturais (e.g. vulcanismo) ou antropogénicas (e.g. combustiveis
fosseis) e existe na atmosfera na forma de Hg®. Apds oxidagdo a Hg?*, pode depositar-se no solo
e aguas por via da precipitacdo. Esta oxidacao € relativamente lenta o que permite que o mercurio
elementar se difunda em toda a atmosfera e se disperse por todo o planeta (7). Nas massas de

Agua pode ser reduzido novamente a Hg° e evaporado de novo para a atmosfera.

Atmosphere:
4400 (450%) Net evasion (gaseous
elemental mercury)
600 1000 Deposition Deposition 3400
1o land/ 10 oceans (2900-4000)
freshwater (250%)
Biomass
burning

Organic solls: 150 000 (15%) | Surface ocean: 2600 (230%)

Mineral solls: 800 000
Intermediate waters:
Best estimates of mercury stored and cycling through the global environment 120 000 (25%)
Anthropogenic mercury emissions and releases (tonnes per year)
Natural Deep waters:
mercury emisslons and releases (tonnes per year) 190 000 (12%)
BT Re-emission/re-mobilization (natural and legacy mercury,tonnes per year)
100 Amount of mercury stored, fonnes

{ACwal a(aLIRg

(%)  Percentage Increase In mass due to human activities

Figura 1.1 — Ciclo do Mercdrio, retirado de Global Mercury Assessement 2018 (2).

Paralelamente o mercurio pode ser incorporado pelas plantas, cujo solo e/ou a 4gua de rega
estejam contaminados, ou metilado por acdo microbiana nos sedimentos e aguas pobres em
oxigénio de lagos e oceanos dando origem a metilmercario.

O mecanismo para a metilacdo do Hg € ainda incerto, embora maior parte da reacdo seja
provavelmente impulsionada por processos microbianos (7). O MeHg é assimilado na base da
cadeia tréfica, nas bactérias e plancton, e eficientemente transferido para os niveis tréficos
seguintes. A cada passo da cadeia alimentar, a concentracdo de metilmercario nos tecidos dos
organismos aumenta, ocorrendo uma bioamplificacdo da ordem de 10° desde o nivel da agua
(ordem dos ppb) até ao que se encontra nos tecidos dos predadores de topo (ordem dos ppm) (8).
Devido a grande afinidade que o Hg tem para o grupo tiol (SH), o MeHg liga-se aos residuos de
cisteina (Cys) fazendo com que a eliminagdo do organismo seja lenta, provocando uma
bioacumulacdo ao longo do tempo de vida dos seres vivos. Devido a bioamplificacdo e
bioacumulag¢é@o, muitas espécies de animais marinhos que estejam no topo da cadeia tréfica e
tenham um tempo de vida longo, como tubardes, raias, atuns e espadartes, tém valores de

metilmercurio nos seus tecidos musculares muito elevados. Este facto € de especial importancia
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pois muitas destas espécies fazem parte da dieta das populacdes humanas o que
consequentemente as torna vulneraveis a exposicao a este metal. O teor em MeHg nos tecidos
animais de peixes que habitam rios, lagos e oceanos, € frequentemente usado como bioindicador

de contaminag&@o por mercirio no ecossistema (Figura. 1.2).

Total mercury concentrations High ® Moderate © Low

Figura 1.2 — Concentracéo de mercurio na biosfera, retirado de Global Mercury Assessement 2018 (2).

1.3 Exposicao aos compostos de mercurio

Todas as formas de mercurio sédo téxicas para os mamiferos, a extensdo dos danos causados
depende da forma quimica do mercurio presente e do tempo e via de exposicéo.

Sob o ponto de vista da toxicidade o merctrio elementar (Hg®), o MeHg, o EtHg e o mercdrio
divalente (Hg?*) - na perspetiva de resultante da oxidacdo do Hg® ou desmetilagédo/desetilacdo dos
compostos organicos - sdo 0s compostos de maior relevancia toxicol4gica.

Normalmente séo as diferentes formas de mercurio que determinam a via de exposic¢éo, forma de
absorcao, distribuicdo e toxicidade nos 6rgéos alvo.

Nos dltimos anos tém sido realizados vérios estudos em populacdes por todo o mundo e todos
evidenciam uma relagdo direta entre fonte/exposicao (Figura. 1.3) (2).



Faroese Cohort European Exposures Mediterranean Region

Great Lakes Region Arctic Indigenous Peoples

Dental Professionals and Patients Japan 10 district study

Contaminated Sites
Amazonian Tapajos River

Ghana ASGM Seychelles Cohort

Figura 1.3 — Alguns dos estudos mais representativos sobre a relagéo entre fonte de mercurio e exposicao, retirado de Global Mercury Assessement 2018 (2).




1.3.1 Exposicéo a Vapor de Mercurio (Hg®)

A exposicao a vapor de mercurio da espécie humana sobrevem principalmente por inalacédo de
mercurio elementar (Hg®), o que ocorre principalmente por via ocupacional e/ou por libertagdo das
amalgamas dentarias.

Para a populagido em geral a concentracdo de Hg® no ar ambiente ndo é preocupante pois o valor
médio € na ordem dos 2-20 ng/ m® (9), muito abaixo do valor maximo recomendado para a
exposicdo ocupacional.

Segundo o Scientific Committee on Occupational Exposure Limits (SCOEL), o limite maximo de
exposicdo média é de 0,02 mg/ m® durante 8 horas, o que corresponde a um dia de trabalho (10).
Sobre a libertacdo de mercurio das amalgamas dentérias, cuja formulagéo padrdo contém cerca
de 50% de mercurio, e apesar de especialistas de toda a Europa, Estados Unidos, Canada e
Australia concluirem que ndo ha evidéncias cientificas fortes para uma relacdo de exposicao/
efeito adverso para a salude, ainda permanece um receio significativo entre a populagéo em geral
(12).

Ao nivel ocupacional a mineracdo artesanal e em pequena escala de ouro € a atividade com risco
para a exposicdo ao Hg® que maior atengéo tem atraido. Nesta ocupacgao, o ouro € extraido através

de uma amalgama que € posteriormente aquecida e o Hg® evaporado (Figura 1.4).

Figura 1.4 — Trabalhadores na Tanzania misturando manualmente mercurio com sedimentos dragados do
leito do rio ou de terra escavada, para provocar a amalgama com pequenas particulas de ouro que

posteriormente € separada da lama (12).

A ASSGM é uma importante atividade em muitos paises em vias de desenvolvimento pois fornece
uma fonte primaria e adicional de rendimento, particularmente em regides rurais onde as
alternativas econémicas para a agricultura sdo limitadas. A Organizagéo Internacional do Trabalho

(ILO) estima que existem 13 milhdes de mineiros artesanais em 55 paises (Tabela.1.1) (13).



1.3.2 Exposic¢ao a Metilmercuario (MeHg)

Para a populacdo em geral a ingestao de peixe, marisco e mamiferos marinhos € a principal via
de exposicdo a MeHg.

Por essa razéo, a Organizagdo das Nacdes Unidas para Alimentac&o e Agricultura (FAO)/WHO
identificou as populagdes que tém o peixe como fonte principal de proteina na sua dieta, como
especialmente vulneraveis a exposi¢do pelo metilmercurio (14).

Em Portugal, o consumo de peixe é o mais elevado da Unido Europeia (EU) e o terceiro a nivel
mundial (15), pelo que o risco de exposicdo a MeHg é elevado. Com efeito, recentemente foi
publicado um estudo sobre a avaliacao de risco de mulheres gravidas na llha da Madeira, onde se
concluiu que 30% das mulheres gravidas tinham um teor total de mercdrio no sangue superior ao
recomendado pela WHO, devido a sua dieta com consumo de peixes predadores, e que 0s niveis
de mercurio total no corddo umbilical dos recém-nascidos eram 1,3 vezes superiores aos do
sangue materno (16). Varios estudos anteriores haviam ja apontado para esse risco em Portugal
(17-19).

1.3.3 Exposicéo a Etilmercurio (EtHQ)

Uma fonte adicional de exposicdo teve inicio na década de 1930, quando o tiossalicilato de
etilmercario, sob o nome comercial de timerosal, foi introduzido como conservante em muitas
preparacdes medicinais e vacinas (20). Este produto € utilizado como conservante em vacinas
multidose devido as suas propriedades fungicida e bactericida. O composto ao ser metabolizado
liberta etilmercurio (EtHg).

No inicio do século XXI, fizeram-se alguns estudos que indicavam que a quantidade potencial de
etilmercario que uma crianga recebe nos primeiros tempos de vida, seguindo o quadro padréo de
vacinacdo dos Estados Unidos, excedia os valores limites aconselhados para a ingestdo de
metilmercurio por mulheres gravidas (0,1 pg/kg/dia) (21). Porém, o potencial téxico dos compostos
é diferente e consequentemente o MeHg ndo é uma referéncia adequada para avaliacédo de risco
de exposicdo ao timerosal (22).

Comparativamente, e a titulo de exemplo, uma vacina podera conter cerca de 50 ug de mercdario,
0 que sera o equivalente a uma refei¢cdo de 100g de peixe com MeHg (0,5 mg/kg).

A incerteza sobre o risco de utiliza¢do de vacinas preservadas com timerosal levou a que os paises
desenvolvidos eliminassem o composto das suas vacinas (23).

Contudo, face a falta de evidéncia cientifica forte quanto aos efeitos na salde e a alteracdo
logistica e orcamental que a passagem de vacinas multidose para unidose implicaria em paises
em desenvolvimento, a WHO mantém como seguras as vacinas contendo timerosal (20). Assim,
embora o timerosal ndo seja usado na maioria das vacinas nos paises desenvolvidos, ainda o é

em paises em vias de desenvolvimento (11).



1.4 Toxicocinética e efeitos toxicos do mercurio

As propriedades toxicoldgicas das diferentes formas de mercirio nos organismos resultam em
grande parte das complexas interacdes de ligagcao que ocorrem entre os ides de mercurio e varias

proteinas e tidis no meio extracelular e intracelular.
1.4.1 Toxicocinética

MERCURIO ELEMENTAR

A absorcdo do mercurio elementar ocorre maioritariamente por inalagdo. Devido a estrutura
alveolar do pulméo, o ar entra em contato com uma grande area de superficie pulmonar que é
separada dos capilares sanguineos por membranas muito finas e que sdo irrigadas continuamente
através da circulagdo pulmonar, a uma taxa de 0,5 dm3/minuto. Devido a este elevado fluxo,
rapidamente os constituintes do ar difundem-se pelo corpo humano (24).

A absorcéo de Hg® ocorre imediatamente ap0s a exposi¢do pois o vapor de mercurio atravessa a
membrana alveolar por difusdo com quase 100% de biodisponibilidade (25).

O mercurio elementar ao entrar na corrente sanguinea, uma parte € absorvida pelos glébulos
vermelhos, enquanto outra parte permanece no plasma. Nos glébulos vermelhos o HgP é oxidado
a Hg?*, esta reacdo demora alguns minutos, permitindo a circulagéo de mercurio elementar pelo
corpo o tempo suficiente para se difundir e chegar a todos os 6rgéos e tecidos. O HgP € lipossoluvel
e ndo reativo, contudo uma vez dentro da célula pode sofrer oxidacdo a Hg?* que € bastante reativo
(20).

O maior reservatério de Hg?* no corpo humano é o rim (24,26). Neste 6rgéo, o mercurio acumula-
se na parte periférica do cortex renal, uma grande parte deste mercirio encontra-se ligado a
metalotioneinas (MT) (27,28).

O segundo maior reservatorio de mercario no corpo esté no figado, com as maiores concentra¢des
nas areas periféricas. Outros 6rgdos ou células em que o Hg?** tende a acumular-se sdo as
membranas mucosas do trato intestinal e do epitélio da pele, o baco, as células intersticiais dos
testiculos (28).

Para além disso, o Hg° atravessa duas barreiras criticas, a placenta e a barreira hematoenceféalica
(BHE), atingindo o feto em desenvolvimento e o sistema nervoso central (SNC) (28).

Estudos em ratos expostos ao Hg® mostraram que a taxa de eliminagdo é muito mais lenta para o
cérebro do que para outros érgéos, provavelmente devido a oxidacdo do vapor de mercurio a Hg?*,
pois este ndo atravessa a BHE resultando na sua acumulag&o no cérebro (29).

Apesar do mercario ser um metal téxico, ele esteve presente ao longo da evolugdo no meio
ambiente. Os organismos vivos desenvolveram a capacidade de destoxificar quantidades limitadas
deste metal, a glutationa e as metalotioneinas sdo moléculas que podem neutralizar o ido
mercurico (Hg?*) e impedi-lo de perturbar os sistemas bioquimicos dinamicos da célula. Ligado a
essas moléculas, o mercuario pode ser transportado, armazenado e eliminado do corpo (30).

O mercurio é metabolizado no figado e eliminado principalmente pelas fezes e urina. Estudos

revelam que a excrecdo fecal é responsavel pela maioria da eliminacdo nos primeiros dias apés a



exposi¢cdo, contudo, em exposi¢cdes ocupacionais de longo prazo a excre¢do urinaria torna-se
dominante (20).

A taxa de excrecdo depende da dose e foram observadas diferencas consideraveis. Dados
limitados de estudos humanos indicam que a maior parte do mercurio acumulado no corpo é
excretado com semi-vida bioldgica de aproximadamente 60 dias (28).

Parte do mercurio acumulado no cérebro € eliminado lentamente com uma semi-vida biol6gica que
pode atingir varios anos, este facto foi confirmado no cérebro humano em casos de exposi¢do

ocupacional ao mercurio (28,31).

METILMERCURIO

O metilmercurio é absorvido pela via gastrointestinal. A maioria do mercirio em peixes esta na
forma de MeHg, tendo estudos em animais demonstrado que a taxa de absorcao deste sera de
90-100% (11,20,25). Estudos mais recentes indicam que a taxa de absor¢cdo pode ser menor
dependendo da forma como o alimento é cozinhado (11).

O mercurio, devido a sua estrutura eletronica, apresenta uma grande afinidade para os grupos tiol
(SH), sendo que raramente se apresentam num estado livre ndo ligado (32). No musculo dos
peixes o metilmercuario encontra-se ligado aos grupos tiol dos residuos de cisteina (Cys) das
proteinas (33).

Apos ingestdo, o complexo MeHg-Cys € absorvido no intestino eficazmente pois a sua estrutura é

semelhante a do aminoacido metionina (Figura. 1.5) (8).
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Figura 1.5 — Absor¢do de MeHg. O complexo Cys-S-HgMe pode entrar na célula através do polipeptideo
transportador de i6es organicos (OATP). As reagbes de troca -SH podem ocorrer com GSH e/ ou outras
moléculas de baixo peso molecular (LMM)-SH e alto peso molecular (HMM)-S(e)H. O GSH-S-HgMe pode ser
metabolizado a dipeptideo cisteinilglicina (GlyCys), pela enzima y-glutamiltransferase (GGT), o grupo MeHg



continua ligado a fracao tiol da Cys, que pode ser ainda mais degradada para produzir Cys-S-HgMe. Os
complexos LMM-S-HgMe (GSH-S-HgMe e/ ou Cys-S-HgMe) podem atingir a corrente sanguinea atraves de

transportadores (34).

Embora o MeHg, forme complexos estaveis com residuos Cys, a ligacdo S-Hg é labil, como
consequéncia podem ocorrer reacfes de troca na presenca de outros grupos -SH ou -SeH. Com
efeito, o MeHg" ird migrar da ligagéo sulfeto de mercirio de um complexo proteina-S-HgMe para
outro -SH livre conforme a composi¢éo do meio fisioldgico (34).

A velocidade de reagéo de troca difere conforme o tipo de proteinas que contém o grupo tiol ou
selenol, da sua estrutura e de fatores termodinamicos.

No sangue, o MeHg é acumulado nos glébulos vermelhos ligando-se aos residuos de cisteina da
molécula de hemoglobina (28).

A cinética do MeHg tem sido analisada em multiplos estudos animais. Ap6s a sua absorcao o
MeHg é distribuido de forma uniforme pelo organismo, atravessando a BHE e atingindo o sistema
nervoso central - assim como a placenta. A sua difusdo pelo corpo é devida ao mecanismo de
mimetizacdo da metionina (ver legenda figura 1.5) que possibilita a utilizacdo do transportador de
aminodcidos neutros, LAT1 (35).

A distribuicdo do sangue para os tecidos € lenta e o equilibrio é alcancado cerca de 4 dias apds a
exposicdo. Aproximadamente 10% da carga corporal encontra-se na regido da cabeca, tendo-se
demonstrado que a concentracdo no cérebro pode ser 3 a 6 vezes superior & do sangue. Cerca
de 20% do MeHg presente no cérebro encontra-se principalmente como complexo MeHg-
Glutationa (36).

Estudos recentes revelaram a presenca de seleneto de mercurio (HgSe) no cérebro de baleias e
humanos, concluindo-se que é possivel a desmetilacio do MeHg nos tecidos de mamiferos.
Contudo o processo é lento e aparentemente ndo é uma reacao catalisada, sendo a quebra da
ligacdo C-Hg atribuida a um processo espontaneo (34).

O MeHg é principalmente metabolizado no figado, onde reage com a glutationa e é excretado
através da bilis para o liumen intestinal. No entanto, no intestino, o complexo metilmercurio-
glutationa € hidrolisado e o MeHg reabsorvido. Esta recirculagdo entero-hepética torna a
eliminacdo do MeHg ineficiente e apenas 1% do MeHg é excretado nas fezes. Porém, a excrecao
fecal ainda é a principal via de eliminacdo do MeHg, que ocorre na forma de Hg?* apos a quebra

da ligacdo Hg-C pela microflora intestinal (37).

ETILMERCURIO

A exposi¢ao ao etilmercurio resulta da injecdo intramuscular de vacinas que contenham timerosal.
Esta molécula rapidamente se dissocia no interior do corpo humano libertando EtHg (38). A taxa
de absorc¢édo e o volume de distribuicdo inicial do Hg total aparentemente sdo semelhantes entre o
MeHg ingerido e o timerosal injetado, a maior diferengca sédo os tempos de semi-vida de cada

composto, sugerindo que o EtHg é mais rapidamente degradado e eliminado que o MeHg (22).
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Porém, estudos experimentais que abordaram a exposi¢ao precoce ao timerosal indicam que em
fetos, neonatos e recém-nascidos expostos, 0 mercurio permanece nNo sangue em concentracao
e tempo suficientes para atingir o cérebro e afetar o neurodesenvolvimento (39).

Para além disso o EtHg que atinge o cérebro é mais rapidamente transformado em Hg?
comparativamente ao MeHg, como demonstrado in vivo em primatas ndo-humanos (Macaca

fascicularis) (22).

1.4.2 Efeitos na saude

Os compostos de mercurio tém como principais alvos o sistema nervoso central, figado e rins.

Os principais efeitos adversos para saude sdo a neurotoxicidade, a teratogenicidade, a
nefrotoxicidade e imunotoxicidade. O efeito da toxicidade depende da idade, dose e duracdo da
exposicao (40).

Os dados disponiveis indicam que existem algumas semelhancas significativas entre os
mecanismos neurotéxicos de MeHg, EtHg e Hg°® (41). Nomeadamente, nas Ultimas trés décadas
estudos mostraram que a exposicdo a baixos niveis de mercurio ou a doses ambientais, tém
efeitos sobre o desenvolvimento fetal, demonstrando-se que este € muito suscetivel a exposicao
ao Hg durante a organogénese. Este facto tem suscitado uma maior atencao para a exposicao ao
mercurio da mulher gravida (20).

Os sintomas atribuidos a exposicdo aguda ao Hg® incluem danos nos pulmdes (toxicidade
pulmonar), alteracdes da membrana mucosa, vomitos, diarreia, nduseas, erupc¢des cutaneas,
aumento da frequéncia cardiaca ou pressdo arterial (hipertensdo), disfuncdo renal
(nefrotoxicidade) e anomalias neurolégicas graves (42).

A exposicao a longo termo de baixa dose afeta o sistema neurol4gico resultando em sintomas
como tremores, neuropatias, mudancas na personalidade, distirbios da fala, delirio e rigidez
muscular (43).

Nos adultos os efeitos téxicos do MeHg séo caracterizados por um longo periodo de laténcia antes
do aparecimento dos sintomas. Os sintomas iniciais incluem visdo turva, perda de peso,
parestesias das maos e pés, seguidos de constricdo do campo visual, ataxia e sintomatologia
psiquiatrica. Além disso, em adultos, os sinais e sintomas de envenenamento por MeHg estao
associados a perda de células neuronais em regides cerebrais especificas, como o cortex visual e
o cerebelo, o que leva a altera¢Bes da capacidade motora (44,45).

No sistema nervoso central (SNC), o MeHg pode acumular-se em muitos tipos de células, contudo
existem evidéncias que os astrécitos representam um local preferencial (46).

Embora o metilmercurio possa sofrer desmetilacdo, a neurotoxicidade do MeHg no cérebro é
causada maioritariamente pela espécie alquilada uma vez que Hg?* representa somente 10% do
acumulado no cérebro (47).

O MeHg ao atravessar a placenta acumula-se no SNC do feto. Em equilibrio, o cérebro fetal pode
ter a mesma concentracdo que o cérebro da mée, contudo dados experimentais revelam que a
concentracdo sanguinea fetal, na espécie humana, pode ser superior a da mae, facto que é

explicado por diferencas na hemoglobina dos adultos e dos fetos (48).
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Na Uni&o Europeia, estima-se que mais de 1,8 milhdes de criangas nascem todos 0s anos com
exposigcbes ao MeHg acima de 0,58 ug/g, e cerca de 200.000 nascimentos excedem o limite
superior de 2,5 ug/g proposto pela WHO (49).

A exposi¢do pré e/ou perinatal prolongada ao MeHg, mesmo em doses moderadas, esta
relacionada com multiplos défices em neurénios e células da glia, incluindo alteracdes na
migracgdo, diferenciacdo neuronal e crescimento celular desregulado. A exposicdo pré-natal ao
MeHg esta associada a um baixo peso ao nascer, atraso no neurodesenvolvimento, crescimento
e desenvolvimento das criangas (11).

Existem muitas semelhangas nos mecanismos de acéo toxica do metilmercuirio e do etilmercdrio,
a diferenca na toxicidade entre os dois compostos alquilados € provavelmente resultado do
metabolismo e eliminagcdo mais rapida do EtHg e da dose, isto é, a exposicdo MeHg resulta do
consumo frequente de peixe versus exposicdo a concentragfes mais baixas e amplamente
espacada a EtHg (38). No cérebro e contrariamente ao MeHg, o EtHg é convertido em larga escala
a Hg?* (22).

Outro aspeto importante na intoxicacdo crénica com o mercirio sdo os efeitos combinados de
diferentes tipos de mercurio, como por exemplo exposicéo de criancas ao metilmercurio por via da
alimentacéao e etilmercurio por via da vacinagéo (50).

No que respeita a fisiopatologia, no caso geral dos metais esta depende da criacdo de stress
oxidativo, isto é, da geracdo de um desequilibrio no estado redox da célula, que se caracteriza por
um aumento da concentracdo de espécies reativas de oxigénio (ROS), esgotamento das reservas
de antioxidantes intracelulares e inibicdo ou reducdo da atividade de enzimas que contribuem
significativamente para o metabolismo de ROS levando a dano celular (51).

Para além de provocar stress oxidativo, o Hg enquanto elemento eletréfilo tem uma vasta gama
de moléculas celulares como candidatas a reacdes, principalmente proteinas que desempenham
papeis fundamentais na regulagdo do ambiente celular, como é o caso do sistema da tiorredoxina

gue subsequentemente se apresenta.

1.5 O Sistema Tiorredoxina

A regulacdo do estado de reducdo/oxidacdo é critica para a viabilidade celular, uma vez que as
ROS sao produzidas nos organismos como resultado do metabolismo celular normal e de fatores
ambientais.

Dado que as ROS s&do moléculas muito reativas, e em altas concentragbes podem danificar
estruturas celulares, acidos nucleicos, lipidios e proteinas (30); os organismos aerébios tém
sistemas antioxidantes integrados, que incluem antioxidantes enzimaticos e ndo enzimaticos.
Para além da manutenc¢édo do estado reduzido no meio intracelular, a atividade enzimética e vias
de sinalizacdo molecular dependem muitas vezes do estado de oxidac&o dos residuos de Cys da
proteina. Para algumas proteinas os grupos tiol (SH) especificos de Cys devem ser mantidos na
forma reduzida (-SH), enquanto que para outras o estado de oxidacdo de dissulfeto (-SS) é

essencial para a funcdo bioldgica. Se um estado redox de tiol-dissulfeto expressa uma atividade
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bioldgica, entdo em principio, a atividade bioldgica pode ser modulada pela oxidacéo e reducao
de ti6is e dissulfetos proteicos especificos (52).

O principal sistema dissulfeto redutase omnipresente nos organismos responsavel por manter as
proteinas no seu estado reduzido é o sistema da tiorredoxina que € constituido pela tiorredoxina
(Trx), pela selenoenzima tiorredoxina redutase (TrxR) e pelo NADPH como dador de eletrBes
(Figura 1.6).

. S 4
Oxidized
g X Trx. Ter FAD NADP
educe '_S
Tl Ter FADH, NADPH + H*

Figura 1.6 — Fluxo dos eletr6es desde o NADPH até a reducao da proteina. Trx- tiorredoxina; TrxR tiorredoxina
redutase (53)

Este sistema tem um papel fundamental na manutencédo do estado redox das células, estando

associado a manutencao e sobrevivéncia celular, incluindo reparacdo de proteinas, regulagéo do

ciclo celular e sinalizagdo celular, e encontra-se em todos os tecidos (Tabela 1.2) (54).

Tabela 1.2 — Funcao das tiorredoxinas em diferentes organismos, adaptada de (55).

Organismo

Funcdo Sistema Tiorredoxina

Comentéario

Todos os seres

Sintese DNA

A tiorredoxina é um dador de protbes para a

ribonucleotideo redutase;

vivos (?) . . » A tiorredoxina € um elemento chave para
Reducéo das proteinas a ditiol. o . ]
manter os ditiois nas proteinas intracelulares;
Muitas peroxirredoxinas requerem reducao pela
Reduc¢éo H20: tiorredoxina, evitando se assim o stress
Muitos o )
] oxidativo e a inducéo de apoptose;
organismos

Reducéo do sulfoxido de metionina

na reparagao proteica

A tiorredoxina é dadora de protdes para as

redutases de sulfoxido de metionina;

Fagos de E. Coli

Participa na montagem dos

A tiorredoxina é a Unica proteina hospedeira de
E. coli necessaria para a montagem e

(T7, f1, M13) filamentos do fago .
exportagéo do fago;
Bactérias e Dador de protdes para a 3'- Assimilacé@o de enxofre por reducdo de sulfato a
leveduras fosfoadenilsulfato (PAPS) redutase sulfito;
Regulacéo de enzimas . i ] ]
Plantas Regulacao da fotossintese via ferredoxina;

fotossintéticas
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Mamiferos

Regulagéo redox de fatores de
transcricdo, como por exemplo
NFkB, AP-1

Diferentes fatores de transcricdo sdo ativados

ou inibidos pela Trx;

Regulacéo da apoptose

A tiorredoxina no seu estado reduzido -(SH)z,
forma um complexo com a ASK1 impedindo a

sinalizac&o a jusante da apoptose;

Immunomodelagéo

A tiorredoxina extracelular € uma co-citocina e
uma quimiocina - a sua forma truncada estimula

os eosindfilos;

A sintese intracelular e extracelular de

Gravidez tiorredoxina a partir de citotrofoblastos auxilia na
implantac@o e no estabelecimento da gravidez;
Parto Protecao contra hiperéxia no nascimento;
A tiorredoxina secretada pelas células gliais
SNC promove a sobrevivéncia neuronal na isquemia /

reperfusdo

1.5.1 Tiorredoxina (Trx)

A Trx é uma proteina de 12 kDa com um ditiol no centro ativo, cuja sequéncia -Trp-Cys-Gly-Pro-
Cys-Lys foi conservada ao longo da evolucao. Os ti6is do centro ativo sdo ambos hecessarios para
a atividade catalitica da Trx (56). A Trx foi descoberta pela primeira vez como um dador de eletrfes
para a ribonucleotideo redutase (RNR), a enzima reduz os ribonucleotideos a
desoxirribonucleotideos, uma etapa essencial para a sintese e reparacao do DNA (56).

Existem duas isoformas de tioredoxina, a Trx1 que existe predominantemente no citoplasma, no
ndcleo e no espaco intermembranar miticondrial, e a Trx2 que se encontra na matriz da
mitocdndria.

Nos mamiferos a Trx1 tem trés residuos cisteina estruturais adicionais (Cys 62, Cys 69 e Cys 73)
gue ndo sdo propriamente necessarios para 0 mecanismo de catalise, mas influenciam as
propriedades termodindmicas da proteina (Figura.1.7) (53). A Trx2 ndo tem estes residuos Cys

estruturais e € mais resistente a oxidacdo do que Trx1 (57).

14




active site

'{ '

Figura 1.7 — Estrutura da Trx1 humana (58).

1.5.2 Tiorredoxina redutase (TrxR)

As tiorredoxinas redutases sdo enzimas pertencentes a familia das flavoproteinas de piridina
nucleotideo-dissulfeto oxidorredutases que inclui enzimas como a lipoamida desidrogenase ou a
glutationa redutase. As TrxR sdo proteinas homodiméricas em que cada mondémero inclui um
grupo prostético dinucleétido de flavina e adenina (FAD), um local de ligagdo NADPH e um centro
ativo contendo um dissulfeto redox. No caso da TrxR dos mamiferos, para além do dissulfeto redox
(Cys 64 e Cys 59) no terminal N, existe na regido terminal C uma Cys extra (Cys 497) e um residuo
de selenocisteina (Sec 498) que é muito reativo e essencial para a atividade catalitica (Figura 1.8).
O NADPH liga-se ao dominio NADPH e os eletrdes fluem deste para o FAD, de seguida para o
centro ativo da cisteina terminal N e posteriomente para o residuo de Sec do terminal C (Figura
1.9).

Os eletrdes sao transferidos do NADPH via FAD para o dissulfeto do centro ativo e depois para o
selenol-tiol que entdo reduz o substrato (59). A descoberta fortuita que a TrxR dos mamiferos é
uma selenoproteina, vinculou o sistema da tiorredoxina ao selénio e & sua a func¢éo nas células
(60). A pH fisiolégico, devido ao seu baixo pKa (5.4), o grupo selenol (SeH) do residuo de Sec esta
desprotonado na forma de selenolato (Se”) sendo por isso muito reativo.

A alta reatividade do selenolato e um centro ativo aberto e acessivel sdo as razdes para a ampla
especificidade de substrato da TrxR de mamiferos em comparacdo com seus equivalentes

bacterianos (61). A lista de substratos inclui Trxs de outras espécies, DTNB, entre outros (54).
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Figura 1.8 — Estrutura da TrxR1 reduzida, com o grupo selenoltiol (C497+U498) no terminal C, e o terminal N
com os ditiois (C59+C64) (8).

Monomer A N- Terminal Region

64 59
- p— NHZ
Cys Cys
- FAD . ‘ The selenolate is the main
[l > SH - SH - target for Hg compounds
NADPH SH == Se
o Sec _ COOH
497 498

Monomer B C-terminal 16 amino acid
elongation

Figura 1.9 — Fluxo dos eletrbes desde o NADPH até ao sitio ativo da TrxR (62).
1.5.3 Mecanismo de acédo do sistema tioredoxina

A reacéo catalisada pela Trx € uma reacéo de substituicdo nucleofilica bimolecular (SN2). A reacdo
pode ser vista como uma transferéncia da ligag&o dissulfeto da proteina substrato para a Trx, isto
€, os eletrdes vindos da Trx séo transferidos para a proteina substrato. Assim, apesar do ambiente
redutor intracelular, as Trx formam uma ligag¢éo dissulfeto apdés um Unico ciclo catalitico. Esta
ligacdo ndo € um dissulfeto estrutural, mas funciona como um interruptor redox. A Trx oxidada é
mais estavel do que Trx reduzida (53).

A Trx oxidada é depois reduzida pela TrxR usando eletrdes vindos do NADPH (Figura 1.6).
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1.5.4 Interagdo do mercurio com o sistema tiorredoxina

Uma vez que o sistema tiorredoxina estd a montante de varias vias bioquimicas, a sua inibigéo por
compostos de Hg representa uma etapa chave no desenvolvimento de toxicidade (62).

Como referido anteriormente o Hg tem uma alta afinidade para os grupos SH e SeH, e como tal é
expectavel que o sistema da tiorredoxina e especialmente a TrxR sejam alvos primordiais na
ligagdo ao mercurio. A tiorredoxina, através dos grupos tiol, e a tiorredoxina redutase, através do
grupo selenol e da sua posicdo espacial no centro ativo relativamente desprotegido, sdo os
principais motivos para que sejam alvos primarios do Hg.

Um trabalho pioneiro demonstrou que o Hg?* e o MeHg inibem rapidamente a atividade da TrxR1
recombinante de rato purificada. Este efeito foi confirmado em células HeLa com 24h de exposicao
a Hg?* ou a MeHg, que inibiram a atividade TrxR com um ICso de 5,4 uM e 1,4 uM, respetivamente
(63).

O efeito inibitério do Hg?* sobre a TrxR1 de rato foi também demonstrado em culturas de monécitos
THP1 (64) e estudos em células HepG2 e SH-SY5Y também demonstraram que o etilmercurio
(EtHQ) afeta a TrxR de forma semelhante ao MeHg (65).

Em peixes expostos por 28 dias ao MeHg, a atividade da TrxR no cérebro e no figado foi
inversamente correlacionada com a exposicdo. Além disso, os animais expostos foram submetidos
a um periodo de depuracéo e os niveis de MeHg diminuiram no figado, e a atividade da enzima
recuperou para os niveis da pré-exposicao (66).

Para além disso, foi demonstrado que a inibicdo de TrxR ocorre antes que o dano patolégico seja
estabelecido, o que fortalece a hip6tese de que a inibicdo da TrxR é um evento precoce na
toxicidade do mercurio (40).

A tiorredoxina também é um dos alvos dos compostos de Hg. O efeito oxidante sobre Trx1 humana
recombinante é mais forte para Hg?>* quando comparado com MeHg (63), de igual forma
experiéncias em células revelaram um forte efeito oxidativo do Hg?* sobre Trx1 contrastando com
pouca oxidacdo de GSH (67).

Na experiéncia com células HelLa referidas anteriormente, o ICso para a inibicdo da Trx foi
aproximadamente 6 vezes maior do que o observado para TrxR, tanto para o Hg?* como para o
MeHg.

A menor inibicdo de Trx por Hg?*, MeHg e também do EtHg foi subsequentemente confirmada em
células HepG2, assim como em animais. Nestes, a diminui¢éo da atividade da Trx ocorreu apenas
no nicleo do cerebelo dos ratinhos machos, ao contrario da atividade da TrxR, que foi amplamente
afetada (68).

A ndo diminuicdo da atividade da Trx quando a TrxR est4 inibida pode dever-se ao facto da
glutarredoxina (Grx) e a GSH funcionarem como dadores alternativos de eletrdes para a Trx1 (62).
Com efeito, isto foi demonstrado por Branco et al. (69) com neurdnios primarios de ratinho sem
glutarredoxina mitocondrial. Nestes, a oxidagdo da Trx2 foi superior aos ratinhos wild-type. Uma
vez que a TrxR2 ja estava inibida, a auséncia do mecanismo de recurso via glutarredoxina

mitocondrial agravou os efeitos sobre a Trx2.
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O NADPH é um co-fator para os sistemas redox fornecendo os eletrdes necessarios as reagoes.
Na producdo de NADPH interferem varias enzimas com grupos tiol que podem ser alvos dos
compostos de Hg. Embora poucos estudos tenham abordado as interagbes entre os compostos
de mercurio e a producao de NADPH, é expectavel uma alteracdo nos niveis da sua producao
(65).

1.6 Terapéutica Clinica

A detecéo precoce e eliminagdo/diminuicao da carga de mercurio no organismo sao criticas para
uma efetiva desintoxicacao e prevencédo dos danos patolégicos.

A terapia de eleicdo para desintoxicacdo de metais é o tratamento com agentes quelantes (70)
que removem metais do organismo por meio da formacao de complexos estaveis (Figura 1.10)
(70,71).

N&o existe um agente quelante especifico para a desintoxicacdo pelo mercurio e ndo existe

gualquer quelante eficaz para tratamento de intoxicagdes crénicas com metilmercuirio (72).

inert and excretable
complex Target

& (active)
e

e \

Native Thiol- or Selenol-
containing Target MeHg-Target |
(inactivated)

Chelator

Figura 1.10 — Possivel mecanismo envolvendo inativacdo de uma proteina contendo um grupo selenol pelo
MeHg, e acdo de um agente quelante. O MeHg podera causar uma altera¢do da conformacéo da proteina

néo sendo possivel a ligacdo ao agente quelante (34).

Normalmente, os atomos doadores de eletrdes na molécula quelante podem ser o enxofre, azoto
e/ou oxigénio, em grupos -SH, -SS, -NHz, =NH, -OH, OPOszH ou >C=0. A for¢a das ligagdes
guimicas dentro da coordenacdo dos complexos (quelante/metal) depende dos elementos
envolvidos e da estereoquimica (73).

Com a variedade de metais existente nos organismos que se pode ligar competitivamente ao

guelante, como por exemplo, célcio, magnésio, zinco, cobre, manganés, entre outros, e que
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normalmente excedem as concentra¢des dos metais toxicos presentes, o metal que se ird ligar
predominantemente a um agente quelante vai depender: i) da acessibilidade do quelante aos
tecidos; ii) de quéo fortemente o metal tdxico esta ligado aos alvos moleculares; iii) da afinidade
do metal toxico para se ligar ao quelante; iv) das quantidades relativas dos varios ides metalicos
(74).

Outra consideracao € a solubilidade do complexo em agua e em lipidios. A solubilidade aquosa
facilita o transporte dentro do sangue e a excrec¢do via rim, enquanto um complexo lipofilico pode
exibir maior penetragdo das membranas celulares (incluindo aquelas dentro do sistema nervoso
central) para quelar elementos intracelulares. Um quelante lipofilico é excretado em maior
guantidade pela bilis e consequentemente através das fezes (73).

A maioria dos quelantes ndo sdo capazes de cruzar a barreira hematoencefélica e, portanto, tém
uma capacidade limitada de remover os metais do tecido cerebral (75). Por isso, um composto
guimico que se qualifigue como um agente quelante ideal in vitro pode néo o ser in vivo, seja
devido a distribuicdo, a consideracdes de toxicidade ou devido a presenca de substancias
enddégenas como a hemoglobina, citocromos, etc., que podem atuar como quelantes.

Além disso, o pH também é um fator importante que influencia a formacédo e estabilidade do
complexo. Um complexo é mais instavel a pH baixo, enquanto que a pH alto os metais tendem a
formar hidréxidos insollveis que sdo menos acessiveis aos agentes quelantes. Essa caracteristica
torna-se significativa em condicdes patologicas que levam a acidose ou alcalose (76).

Assim, um quelante deverd satisfazer os critérios que |he permitam: transporte através de barreiras
fisioldgicas para estruturas onde o metal téxico estd concentrado; formar um complexo estavel
com o metal apés remové-lo do alvo molecular biolégico; e formar um complexo de quelagéo
desprovido de toxicidade que facilite a sua excrecdo, ndo apenas do local de deposi¢cdo, mas
também do corpo. Isto significa que um quelante ideal deve ter alta solubilidade em &agua, ser
resistente a biotransformacéo, ter capacidade de alcancar os locais de deposi¢céo do metal, reter
a capacidade quelante no pH dos fluidos corporais e a propriedade de formar complexos de metal
gue sao menos téxicos do que o ido de metal livre (76).

No mecanicismo da destoxificacdo de metais pesados deverd atender-se que os agentes
guelantes terapéuticos utilizados sdo excretados rapidamente, em algumas horas ou dias, em
oposicao aos elementos toxicos que sofrem acumulagdo por longos periodos de tempo e estdo
distribuidos em varios orgdos, nem todos eles sendo igualmente acessiveis aos agentes
guelantes. Normalmente, um agente gquelante mobiliza os metais mais prontamente disponiveis
primeiro, geralmente no plasma, rins, figado, e em menor extenséo, nos 0ssos € no sistema
nervoso central (73).

Historicamente, os quelantes mais comumente usados na terapia por Hg contém grupos -SH e
sdo o BAL (2,3 dimercaptopropan-1-ol), DMSA (acido meso-dimercaptosuccinico), DMPS (2,3-
dimercapto-1-4cido propanossulfénico) e D-penicilamina (DPA) (77). Na Tabela 1.3 apresentam-
se, a titulo de exemplo, o DLso de alguns dos quelantes usados em intoxicagdes com metais

pesados. Na UE os medicamentos autorizados pela Agéncia Europeia de Medicamentos (EMA)
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para tratamento de intoxicacBes pelo mercirio sdo o DMSA, DMPS, penicilamina e BAL

(https://www.ema.europa.eu/en/medicines/human/orphan-designations/eu311944).

Tabela 1.3 — Quelantes terapéuticos com relevancia: respetivas formas de administracéo e DLsp, adaptado
de (78).

Composto DLso Espécie
CaNa:EDTA 4 -6 g/ kg rato, ratinho
BAL 90 — 180 mg/ kg rato

DMPS 1,1-1,49/ kg rato, ratinho
DMSA 2,48 g/ kg ratinho
D-penicilamina 337 mg/ Kg ratinho

Os tratamentos ndo deverdo ser agressivos e devem ser prolongados no tempo. A terapia de
combinacao devera também ser considerada pois pode aumentar a mobilizacdo do metal no corpo,
reduzir as doses individuais de quelantes e diminuir a redistribuicdo de metais téxicos de um local

para outros mais sensiveis, como o cérebro (73).
1.6.1 BAL (2,3 dimercaptopropan-1-ol)

Durante a Segunda Guerra Mundial foi desenvolvido um antidoto contra o gas de guerra quimica
Lewisite. O composto responsavel pela toxicidade do gas é caracterizado por uma ligacdo
carbono-arsénio.

O BAL (Figura 1.11) compete com sucesso com 0s grupos de proteina -SH para o tratamento de
envenenamentos com arsénio (As), também forma complexos estaveis com outros metais toxicos,
nomeadamente com o Hg?'. Por varias décadas, apdés a Segunda Guerra Mundial, foi
recomendado para tratamento de envenenamentos por Hg (Hg° Hg*; Hg?*), arsénico, antimoénio,
ouro e bismuto (79).

O BAL tem uma semi-vida curta, sendo metabolizado e excretado em quatro horas. Por isso é
mais eficaz quando administrado imediatamente apds a exposicao.

Nas doses terapéuticas, este quelante apresenta efeitos adversos graves. Devido a sua natureza
lipofilica, o BAL n&o € absorvido por via oral e a administracdo requer uma injecao intramuscular
gue é extremamente dolorosa; como o0 composto esta dissolvido em 6leo de amendoim, é também
potencialmente alergénico (76).

Para além do baixo indice terapéutico, tem tendéncia a redistribuir o As, Hg e Pb, causando um
aumento destes metais no cérebro (76).

Atualmente € apenas usado em tratamentos de curta duragédo em intoxicacdes agudas de As e de
Pb, em que haja risco de vida (80).

O BAL esta contra-indicado no tratamento de intoxicagdes com cadmio, bem como em compostos
alquil- e aril-Hg, tendo sido amplamente suplantado pelo acido dimercaptosuccinico (DMSA ou

succimero) e pelo dimercaptopropano sulfonato (DMPS).
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1.6.2 DMSA (4cido meso-dimercaptosuccinico) e DMPS (2,3-dimercapto-1-acido
propanossulfénico)

O DMSA (Figura 1.11) e DMPS séo agentes quelantes que formam complexos sollveis em agua,
com uma estrutura quimica analoga ao BAL, e sdo habitualmente os antidotos de primeira linha
no tratamento de intoxicacdes agudas ou crénicas de muitos dos sais metalicos (81). Estes
compostos foram extensivamente pesquisados na Russia, China e Japao a partir da década de
50. Foram introduzidos na Europa e Estados Unidos apenas a partir da década de 70 (82).

Estes ditidis sdo hidrofilicos tendo sobretudo uma acéo extracelular. Sdo administrados oralmente,
por via intravenosa, com recurso a supositorios ou via transdérmica. A dose absorvida € excretada
com semi-vida de aproximadamente 3 horas (77).

O DMSA é considerado o farmaco de escolha em intoxicagc6es por compostos organicos de Hg
(79). Apesar de ndo passar a barreira hematoencefélica, parece reduzir indiretamente a carga
cerebral de MeHg, alterando o equilibrio cérebro-sangue (78).

Em comparagdo com outros antidotos de ditiol, o0 DMSA é menos tdxico, tem um alto indice
terapéutico e tem a vantagem de praticamente ndo haver perda de metais essenciais (Fe, Ca, Mg),
sendo observadas apenas pequenas mudanc¢as no metabolismo do cobre (76).

Trabalhos em animais revelam que o DMPS praticamente ndo altera os niveis de metilmercurio no
cérebro, mas a sua remocéo do rim é superior comparativamente com a DMSA (83).

N&o obstante, o DMPS é preferencialmente utilizado em intoxicagces por mercurio inorganico (79).
Carvalho et al., realizaram um estudo sobre o efeito que os quelantes BAL, DMSA e DMPS tém
sobre a recuperacdo da atividade da TrxR quando inibida por compostos mercuricos, tendo
observado relativa eficacia na protecdo da TrxR da inibicdo do Hg?*. Porém, tiveram um efeito
limitado sobre a inibicdo por MeHg, estando em concordancia com as evidéncias anteriores (84).
Num exame retrospetivo dos varios antidotos existentes, conclui-se que ndo ha unanimidade
global de opini&o em relacé@o & eficicia de um determinado regime de tratamento. O sucesso de
gualquer tratamento depende do fato de o medicamento ser de acgdo rapida, ter uma semi-vida
longa e (til, de ter o minimo de efeitos colaterais e de ser facilmente aplicado (76).

Como a maioria dos quelantes convencionais estdo comprometidos com muitos efeitos colaterais
e desvantagens, e porque ndo ha tratamento seguro e eficaz disponivel para envenenamento por
metais pesados, torna-se essencial o desenvolvimento de novos farmacos para tratamento deste

tipo de intoxicacgoes.

1.7 Composto macrociclico [15]anoNsS

Nos ultimos anos, tem-se explorado uma variedade de ligantes quelantes macrociclicos para
modificar e controlar as propriedades dos i6es metalicos em sistemas bioldgicos.

Os compostos macrociclicos podem exibir propriedades importantes como alta estabilidade
cinética e termodinamica e baixa toxicidade, tornando-o0s agentes muito promissores no contexto

terapéutico das intoxicagfes por metais (85).
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Os macrociclos sédo vantajosos em termos de seletividade, uma vez que possuem estruturas mais
rigidas, podem assim impor uma geometria de coordenacgéo especifica ao iao metalico, enquanto
guelantes de cadeia aberta, como por exemplo o BAL ou DMSA (Figura. 1.12), podem-se adaptar

mais facilmente as exigéncias geométricas do centro metalico (86).
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Figura 1.11 — Estruturas quimicas do quelante macrociclico em estudo, DMSA e BAL (87).

O quelante macrociclico, 1-tia-4,7,10,13-tetraazaciclopentadecano ([15] anoN4S) foi sintetizado
por investigadores da Faculdade de Farmacia da Universidade de Lisboa (FFUL), segundo o
protocolo descrito por Torres et al. (86). O quelante apresenta quatro atomos de azoto e um de

enxofre que atua como dador de eletrdes, a sua sintese encontra-se representada na Figura 1.12.

. NH HN
SN /N SN H;CO S, OCH;  cp,oH ( _>
H,N N N NH, + N _CH:OH
l H H 6] 0 40°C

NH HN
trietilenotetramina tiodiglicolado de dimetilo ()/\/ S\)Q 0]

dioxo-[15]anoN,S

refluxo

[15]anoN,S

Figura 1.12 — Representacao da sintese e estrutura do quelante macrociclico [15] anoN4S (88).

Os estudos potenciométricos realizados sobre este composto mostraram uma alta seletividade
para o Hg?*, cobre e niquel. O mercurio divalente foi o que apresentou uma maior constante de
estabilidade térmica a pH 7,4 (log KML = 23,74). Especialmente relevante é o facto deste
composto, nas condi¢Bes experimentais de teste, ndo ter originado a formacgéo de complexos com

Ca?*, evidenciando assim um potencial quelante para compostos de mercrio (88).
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2. OBJECTIVO

Este trabalho tem como objetivo principal avaliar a eficacia do quelante macrociclico [15]anoNS
na recuperacdo da atividade da enzima tiorredoxina redutase e sistema da tiorredoxina,
previamente inibidos por compostos de mercirio. Esta avaliagdo engloba a comparagdo dos
resultados obtidos para o [15]anoN4S com dois quelantes de uso terapéutico, o acido meso-2,3-
dimercaptosuccinico (DMSA) e o 2,3-dimercapto-1-propanol (British anti-Lewisite - BAL).

O estudo compreende duas fases, uma primeira fase em que se avalia a eficacia da recuperacao
da enzima in vitro numa dimensdo quimica, isto é, os ensaios cinéticos sao realizados com a
enzima pura e sdo avaliadas as curvas de inibicdo enzimatica.

Numa segunda fase, avalia-se a eficacia da recuperacgao da atividade enzimatica numa dimenséo
bioldgica, isto é, os ensaios sdo realizados em células humanas de neuroblastoma (SH-SY5Y) e
determinada a recuperacéo da atividade do sistema tiorredoxina/ tiorredoxina redutase.

O estudo compreende trés objetivos especificos, sendo que os dois primeiros reportam ao trabalho
realizado com solucBes purificadas de enzima e o terceiro objetivo ao trabalho realizado com
culturas de células SH-SY5Y:

1) Comparar a capacidade de inibicdo da TrxR de 3 compostos de Hg: mercurio (Il) (Hg?),
etilmercurio (EtHg) e metilmercario (MeHgQ);

2) Avaliar a capacidade de recuperacao da atividade da TrxR e o sistema da tiorredoxina inibidos
por compostos de Hg com cada um dos trés quelantes: BAL, DMSA e [15]anoN4S;

3) Avaliar em células a recuperacéo da atividade da TrxR e Trx inibidas por MeHg com cada um

dos trés quelantes.
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3. METODOS E REAGENTES

3.1 Reagentes

Para os ensaios da recuperacdo da atividade da tiorredoxina redutase e da tiorredoxina em
enzimas puras utilizaram-se os seguintes reagentes:

- Cloreto de Etilmercurio (AlfaAesar);

- Cloreto de Mercdrio (I1) (Sigma-Aldrich);

- Cloreto de Metilmercdrio (Il) (Sigma-Aldrich);

- DTNB, 5,5'-ditio-bis(2-nitrobenzoato) (Sigma-Aldrich);

- NADPH, B-nicotinamida adenina dinucleotideo reduzida (Sigma-Aldrich);

- TrxR1 recombinante de rato (IMCO);

- Trx1 humana (IMCO);

- Insulina humana recombinante (Sigma-Aldrich);

- BAL, 2,3-dimercapto-1-propanol (Sigma-Aldrich);

- DMSA, &cido meso-2,3-dimercaptosuccinico (Sigma-Aldrich);

- Composto macrociclico [15]anoN4S sintetizado de acordo com a referéncia bibliografica, em

solucdo aquosa 2,2 mM com a sua concentracdo exata determinada por potenciometria (89).

Para os ensaios da recuperacao da atividade da tiorredoxina redutase e da tiorredoxina em células
e para realizacdo do Western Blot utilizaram-se 0s seguintes reagentes:

- Linha celular SH-SY5Y (ATCC);

- Meio DMEM, Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (Gibco-ThermoFisher);

- Meio F-12 (Gibco-ThermoFisher);

- Penicilina/estreptomicina (Gibco-ThermoFisher);

- FBS soro fetal bovino (Biochrome) inativado a 56°C antes de usado;

- MTT brometo de 3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2,5-difenil-2H-tetrazélio (Sigma-Aldrich);
- Cocktail inibidor de protéases (Roche);

- Corante Coomassie Brilliant Blue G-250 (AlfaAeser);

- BSA albumina de soro bovino (Sigma-Aldrich);

- Marcador de peso molecular See blue plus 2 (ThermoFisher);

- Tampao de corrida MES (Thermofisher);

- Membrana de nitrocelulose (Biorad);

- Corante Ponceau S (ThermoFisher);

- Anticorpo poloclonal de coelho Anti TrxR1 humana (Santa Cruz Biotechnologies);
- Anticorpo policlonal de coelho Anti Trx1 humana (IMCO Corp);

- Anticorpo policlonal de coelho Anti GAPDH humana (Santa Cruz Biotechnologies);
- Anticorpo secundério anti-coelho (Santa Cruz Biotechnologies);

- Reagente quimioluminiscéncia Immobilon Western (Milipore)
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Para além dos reagentes mencionados acima utilizaram-se também sais, solvente e outros

reagentes de uso comum em laboratério para elaboracéo de solugdes.

3.2 Determinagéo da Atividade da TrxR pelo ensaio de reducéo do
DTNB

O trabalho iniciou-se com a avaliacdo da inibicdo da TrxR pelos trés compostos de mercario com
0 ensaio do DTNB (5,5"-ditio-bis(2-nitrobenzoato)). Depois determinou-se a concentracdo de
inibitéria de 80% (ICso) da atividade enzimatica para ser utilizada nos ensaios posteriores. Incubou-
se a enzima com diferentes concentracfes dos compostos de mercurio e tracaram-se as curvas

de cinética enzimaética.
3.2.1. Principio do ensaio

A atividade foi determinada recorrendo ao método de reducdo do DTNB. Este € um método
colorimétrico baseado na redugdo dos grupos tiol do 5,5'-ditio-bis(2-nitrobenzoato) (DTNB) pela
tiorredoxina redutase e NADPH, formando-se 5-tio-2-nitrobenzoato (TNB) que tem uma forte

coloracdo amarela, com um méaximo de absorvancia a 412 nm.(Eq. 1) (90)

DTNB+H*—™® 52TNB (Eqg. 1)

Quanto mais enzima estiver inibida pelos compostos de mercurio menor serd a formacdo de TNB

e consequentemente menor a intensidade da coloracdo amarela.
3.2.2. Curvas de inibicdo da TrxR pelos compostos de Hg

Os ensaios foram realizados numa placa de 96 pogos e para um volume total de 100 pL por poco.
A técnica consistiu em misturar enzima TrxR1 recombinante de rato (20 nM) em tampao Tris-Cl 50
mM pH 7,5, adicionando-se de seguida NADPH 100 uM e por fim o composto de mercurio de forma
a obter as concentracdes referidas na Tabela 3.1. Posteriormente a solucéo foi incubada a 37°C
durante 5 minutos, introduzindo logo de seguida 66 L por poco de uma solug¢édo contendo o DTNB
em tampao Tris-Cl (63).

A variacdo da absorvancia a 412 nm foi seguida num leitor de microplacas (Anthos zenyth 3100)
durante 5 minutos tendo sido consideradas as leituras dos dois primeiros minutos por

corresponderem a regido linear da reacao.
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Tabela 3.1 — Concentragdes dos compostos de mercurio.

Etilmercdrio Metilmercurio | Cloreto de mercurio
[(nM] (nM] [nM]
0 0 0
50 50 5
75 75 10
100 100 50
200 200 --

3.2.3. Recuperacéo da actividade da TrxR pelos compostos quelantes

Utilizando a concentragdo de cada composto que inibiu 80% a atividade da TrxR (200 nM para
EtHg e MeHg, e 50 nM Hg?*) avaliou-se a capacidade de recuperacéo da atividade por cada um
dos trés quelantes.

Nas trés experiéncias, a enzima inibida foi tratada com os quelantes em estudo numa
concentracdo 5 vezes superior a concentracdo molar dos compostos de mercdrio e numa
concentracdo de 40 uM.

Estas concentrac¢des foram escolhidas com base em trabalhos anteriores, o valor de concentra¢éo
5x superior a concentracdo do Hg, corresponde a concentracdo que conseguiu reverter a inibicao
da glutationa redutase em solucéo (dados ndo publicados), a concentragdo de 40 uM corresponde
a concentracao esperada no organismo humano apds uma dose terapéutica de DMSA (30 mg /
ko) (84).

Foram realizados os ensaios descritos na Tabela 3.2, num minimo de trés ensaios independentes
em dias diferentes, com trés replicados por dia. As solu¢des de trabalho foram preparadas

diariamente para evitar problemas de estabilidade.
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Tabela 3.2 — Ensaios de avaliacdo da recuperacdo da atividade da TrxR — uso de quelantes

TIPO DE
; ENSAIOS
MERCURIO
S EtHg 200
35 EtHg 200 nM EtHg 200
O nM + [15]anoN4S | EtHg 200 nM + EtHg 200 nM + | EtHg 200 nM + DMSA
o EtHg 200 nM + [15]anoN4S nM + BAL
L [15]anoN.S 40 uM BAL 1 uM DMSA 1 pM DMSA 40 uM 40 uM
= 1uM 40 uM
= 40 uM
L
L T HgCl2 50
o 0 a HgCLso M+ | 0 HgCl2 50
O x < nM + [15]anoNsS | HgCI2 50 nM + HgCl2 50 nM + | HgCl2 50 nM + DMSA
o3 Z | HgCl250 nM [15]anoN4S nM + BAL
X & o?® [15]anoN4S 40 pM BAL 250 nM DMSA 250 nM | DMSA 40 pM 40 pM
O W 3 g 250 nM 40 uM
= = 5= 40 yM
O g N
o°
Q
@
o
S
S
0 =
o MeHg 200
) MeHg 200 nM MeHg 200
g MeHg 200 nM nM + [15]anoN4S MeHg 200 nM MeHg 200 nM | MeHg 200 nM + | DMSA
] + [15]anoN4S nM + BAL
s [15]anoNsS 40 pM + BAL 1 pM +DMSA1puM | DMSA 40 uM 40 pM
| 1uM 40 uM
— 40 uM
L
=
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3.3 Determinacgao da Atividade do Sistema da tiorredoxina pelo ensaio
de reducéao da Insulina

3.3.1. Principio do ensaio

Determinou-se a atividade do sistema Tiorredoxina/ Tiorredoxina Redutase para 0s ensaios com
o metilmercurio pelo ensaio da redugéo da insulina.

Este método aumenta o grau de complexidade face ao método do DTNB, uma vez que, para além
da TrxR, esta presente na reacado o seu principal substrato, a Trx, sendo por isso um ensaio mais
proximo da reacao que ocorre nas células.

Este ensaio baseia-se em duas propriedades funcionais que caracterizam o sistema tiorredoxina:
a Trx reduzida com um grupo ditiol no local ativo (Trx- (SH)2) reduz os grupos dissulfeto de
proteinas, neste caso da insulina (Eq. 2); oxidando-se; a Trx oxidada com um dissulfeto no centro
ativo (Trx-Sz) é reduzida pela TrxR, que adquire eletrdes do NADPH (Eg. 3) (90).

Trx—(SH).+ proteina—S.[] Trx—S.+ proteina—(SH). (Eq. 2)
NADPH +H* +Trx—S.— ™% 5> NADP* +Trx—(SH).  (Eq. 3)

3.3.2. Metodologia do Ensaio

Os ensaios foram realizados numa placa de 96 pocos para um volume total de 100 uL. Utilizou-se
TrxR1 recombinante de rato 20 nM, Trx1 humana 3 UM e NADPH 100 pM (concentra¢des finais),
as placas foram pré-incubadas a 37°C por 5 min. em Tris 50 mM, pH 7,5 com MeHg 200 nM e
duas concentracgfes diferentes de [15]anoN4S, BAL ou DMSA, 1 e 40 uM. Em seguida, adicionou-
se aos pocos uma mistura contendo insulina e NADPH com concentracdes finais de 160 e 200
MM, respetivamente. Foi lida a absorvancia num leitor de placas a 340 nm. A variacdo da
absorvéancia indica o consumo de NADPH. A atividade foi calculada com base nos valores de
absorvancia durante os 5 minutos da leitura. Um minimo de 3 replicados independentes foi
realizado para cada condi¢do experimental.

3.4 Cultura Celular

Na segunda fase do trabalho, os ensaios com células foram realizados com coexposi¢do apenas
com metilmercario e os trés quelantes individualmente. A atividade da enzima foi determinada
apoés coexposicao de 24h. Paralelamente foi estudada a viabilidade celular por exposicéo a cada
um dos quelantes em diferentes concentragbes. Verificou-se ainda se os quelantes néo
interfeririam na expressdo genética da enzima.

Os ensaios foram realizados com células de neuroblastoma humano SH-SY5Y adquiridas a
ATCC® (Figura. 3.1).
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As células foram mantidas em meio de cultura DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium) e de
meio F-12, na proporcdo de 1:1 de meio suplementado com 10% de soro fetal bovino e 1% de
uma mistura de penicilina/estreptomicina. As células foram incubadas num incubador humidificado
a 37°C e 5% de CO:a.

‘/ "

o s - 9 y v .
Low Density Scale Bar = 100um High Density Scale Bar = 100pm

Figura 3.1 —Imagem de células de neuroblastoma humano SH-SY5Y aderidas a alta e baixa densidade
(https://www.lgcstandards-atcc.org/~/media/BD0339F70429411C80D5A27FC4FDE1DC.ashx 08/03/2020).

3.5 Ensaios de viabilidade celular

Determinou-se a viabilidade de células expostas aos trés quelantes, [15]anoNsS, BAL e DMSA,
num gradiente de concentragfes (20, 40, 80, 100 e 120 uM), pelo método do MTT (brometo de 3-
(4,5-dimetil-2-tiazolil) -2,5-difenil-2H-tetrazdlio). Este ensaio é baseado na capacidade que as
células tém, por via das desidrogenases, de reduzirem os sais tetrazoélicos, formando-se formazan,
um cristal de cor arroxeada (91).

As células foram sedimentadas em placas de 96 pogcos com uma concentracdo de 1x10* células
por po¢o. Apos 24h de cultura foram adicionadas as vérias concentra¢des dos agentes quelantes
(20, 40, 80, 100 e 120 pM), em pocos por condi¢cdo experimental, tendo-se realizado um minimo
de trés ensaios independentes por cada tempo de exposi¢do. A viabilidade celular foi determinada
apo6s 3h e 24 h de exposicdo a cada composto.

O MTT foi adicionado as placas na concentracéo final de 400 mg/ mL, seguido de incubacao a
37°C por 2 h. Apos a incubacao, o meio foi removido e os cristais de formazan foram dissolvidos
num tampéo de DMSO/ glicina na propor¢éo 4:1 a pH 10,5, com agitagéo por 15 min a temperatura
ambiente. A viabilidade celular foi entdo avaliada medindo a absor¢éo de formazan a 550 nm num

leitor de microplacas (92).
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Foram realizados controles para os solventes PBS e etanol 0,4% (solvente da solugdo mée de
DMSA), e para a reducéo espontanea de MTT pelos quelantes (Figura 3.2.).

Figura 3.2 — Placa ensaio 24h

Com base nos resultados de viabilidade obtidos as concentracdes para as experiéncias
subsequentes foram estabelecidas em 40 pM para todos os agentes quelantes. A concentracdo

de MeHg utilizada foi de 2,5 uM, com base em resultados anteriores com células SH-SY5Y (69).

3.6. Preparacdao de lisados celulares

As células foram plaqueadas em caixas de cultura de 100mm de diametro, na concentragéo de
1x10° células/placa. Cresceram até ter uma confluéncia de 70% a 80%. Com o meio fresco e com
o volume por placa de 8 mL, adicionou-se MeHg, de forma a que a concentracéo na placa fosse
2,5uM, e em simultdneo os agentes guelantes numa concentracgéo final por placa 40 pM.
Por ensaio foram utilizadas 8 placas com as seguintes condi¢des:

- Controlo (placa sem qualquer adi¢c&o)

- Placa com MeHg

- Placa com MeHg + [15]anoN4S

- Placa com [15]anoN4S

- Placa com MeHg + BAL

- Placa com BAL

- Placa com MeHg + DMSA

- Placa com DMSA
Incubaram-se as células durante 24h, apos o que as mesmas foram recolhidas por tripsinizacéo,
lavadas duas vezes com PBS a pH=7,4 e centrifugadas a 600 x g durante 5 min. O pellet final foi
ressuspendido em tampé&o de lise (Tris— Cl 25 mM a pH 7,5; NaCl 100 mM; EDTA 2,5 mM; EGTA
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2.5 mM; NaF 20 mM, NazVOas 1 mM, NasP207 20 mM; C3sH7Na20sP 20 mM; TritonX-100 a 0,5% e
cocktail de inibidores de protéases (1 comprimido por 10 mL)). As amostras foram congeladas a -
20°C até andlise posterior.

3.7 Quantificacdo do Total de proteinas soltveis

Apos desongelacédo, os lisados celulares foram centrifugados a 12.000 x g a 4°C por 5 min. A
proteina sollvel total e as atividades enzimaticas foram determinadas no sobrenadante.

A proteina total foi quantificada pelo método de Bradford, um ensaio colorimétrico baseado na
mudanca de absorvancia do corante Coomassie Brilliant Blue G-250. O corante Coomassie existe
em trés formas: a anidnica com coloracao azul, a neutra com coloracao verde e a catidnica com
coloracdo vermelha. A forma do corante ligada a proteina tem a cor azul e um maximo de
absorvancia a 595 nm. Um aumento da absorvancia a 595 nm é proporcional a quantidade de
proteina presente na amostra (93). O reagente de Bradford (5x concentrado) foi preparado na
concentracdo 0,5g/L de Coomassie em 24% de metanol e 50% de acido fosforico 85%.

Para quantificagdo da proteina nas amostras recorreu-se a uma curva de calibragdo utilizando a
albumina de soro bovino (BSA) como proteina padrao, o tracado da curva foi realizado no intervalo
0-16 pg proteina/ pL.

Cada amostra e solucéo padrdo foi misturada com o reagente de Bradford diluido 1:5 em placas
de 96 pocos, seguido da medicdo da absorvancia a 595 nm num leitor de microplacas.

Depois de determinado teor de proteina de cada amostra, calculou-se o volume necessério da

mesma para que 0s ensaios subsequentes tivessem 30 ug de proteina.

3.8 Determinacéo da actividade da TrxR e Trx em lisados celulares

A determinacéo da atividade das enzimas TrxR e Trx foi realizada pelo método Insulin end-point,
este protocolo tem por base o método de reducéo da insulina ja referido anteriormente, estando
adaptado a amostras bioldgicas complexas. No ensaio da Insulin end-point, 0 nimero de tidis
formados na insulina reduzida, resultante da atividade do sistema Trx/ TrxR, é determinado com
recurso ao DTNB, a reacgéo é interrompida pelo cloridrato de guanidina e o DTNB € reduzido pela

insulina reduzida existente no meio (Eq. 4 € 5) (90).

NADPH +H"* + Insulina—S.— 2™ 5 NADP* + Insulina—(SH).  (Eq. 4)

Insulina—(SH), + DTNB—— Insulina—S, +2TNB (Eq. 5)

Para medir a atividade da TrxR, as amostras (30 pug de proteina) foram incubadas em placas de
96 pocos, para um volume total de 50 pL, com insulina (0,3 mM), NADPH (660 puM), EDTA (2 mM)
e Trx 2 uM, em tampédo HEPES 85 mM a pH 7,6, a 37° C durante 20 min. A Trx usada foi
previamente reduzida com ditiotreitol (DTT) e dessalinizada numa coluna NAP-5.

Em paralelo foram preparados os po¢os de controlo que continham 0s mesmos reagentes a

excecdo da adicdo de Trx. Apos o periodo de incubacdo, foram adicionados 250 pL de uma
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solugdo de DTNB 1 mM em cloridrato de guanidina 6 M (pH 8,0), a cada poco. A absorbéancia foi
medida num leitor de microplacas a 412 nm.

A atividade da TrxR € nos dada pela diferenca na absorbancia entre o pogo contendo Trx € 0 pogo
controlo.

A determinacao da atividade de Trx seguiu 0 mesmo procedimento usado para TrxR, mas com as
amostras sendo incubadas com TrxR de rato recombinante 100 nM.

3.9. Avaliacéo da expressao proteica da TrxR e Trx

Recorreu-se a técnica de Western Blot para determinar se o metilmercurio e os quelantes tinham
alguma influéncia na expressao proteica das enzimas TrxR e Trx.

As amostras, num volume correspondente a 40 pg de proteina, foram separadas em condicdes
redutoras num gel SDS-PAGE com gradiente de Bis-Tris de 4% a 12%, utilizando-se como tampéo
de corrida MES (tampéo de 2- (4-morfolino) etanossulfonico).

De seguida procedeu-se a transferéncia (2h a 30 V, 4°C) das proteinas para uma membrana de
nitrocelulose, usando tamp&o Tris-glicina com 20% de metanol. A membrana foi corada com
Ponceau S para avaliagao da eficacia de transferéncia. Posteriormente cortou-se a membrana em
3 partes, de acordo com os pesos moleculares das enzimas, TrxR, Trx e Gliceraldeido-3-fosfato
desidrogenase (GAPDH), esta Ultima usada para controlo de loading (Figura 3.3).

As trés membranas foram depois lavadas com PBS-T e blogueadas com solug&o de leite magro a

5% durante 1h a temperatura ambiente.

Figura 3.3 — Membrana corada com Ponceau S; MeHg + N - MeHg com coexposigao ao - [15]anoN4S; N -
[15]anoNsS.
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Cada membrana foi em seguida lavada e incubada com o anticorpo primario respectivo: 1gG
policlonal de coelho anti-TrxR1 e -Trx1 na diluigéo 1:1000 e IgG policlonal de coelho anti-GAPDH
na diluicdo 1:500, a 4°C com agitacédo durante a noite.

No dia seguinte as membranas foram lavadas com PBS, incubadas com o anticorpo secundario
anti-coelho (1:2000) diluido em leite magro a 5%, com agitacdo durante 3h a temperatura
ambiente.

Foram de imediato reveladas com o reagente Immobilon Western e o sinal de quimioluminiscéncia
foi detetado no equipamento ChemiDoc (Biorad).

A intensidade de cada banda foi quantificada usando o QuantityOne Software (Biorad).

3.4 Tratamento Estatistico dos Resultados

Os resultados séo apresentados como a média + o desvio padréo da média (SEM) de, no minimo,
trés experiéncias independentes. Cada experiéncia tem trés replicados.

Devido ao nimero de experiéncias ser inferior a 30 e desconhecer-se a forma de distribuigdo dos
dados, aplicou-se o teste ndo paramétrico de Mann-Whitney considerando que existe uma
diferenca nos resultados estatisticamente significativa para p <0,05 e muito significativa para p
<0,01. Os resultados do teste foram obtidos com recurso ao software STATISTICA.
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4. RESULTADOS

4.1 Determinagao da Atividade da TrxR pelo ensaio de redugao do
DTNB

4.1.1 Curvas de inibicdo da TrxR pelos compostos de Hg

Os resultados do ensaio do DTNB relativos a inibicdo da atividade da TrxR pelos compostos de
Hg mostram que todos produzem uma inibi¢do forte da atividade com Hg?*>>EtHg~MeHg (Figura
4.1). Com efeito, 0 Hg?* foi o composto que inibiu a TrxR a menor concentragdo, com um ICso de
cerca de 10 nM e um ICgo de 50 nM. Para o EtHg e MeHg, os valores de inibicdo foram muito
semelhantes, com um ICso de 100 nM e um ICso de 200 nM.

Com base nestes resultados, nos ensaios de avaliacdo da recuperacao da atividade utilizaram-se

as concentrac¢des de 50nM e 200 nM para HgCl2 e EtHg/MeHg respectivamente.
4.1.2 Recuperacéao da actividade da TrxR pelos compostos quelantes

Os resultados do ensaio de recuperacao da atividade da TrxR recombinante de rato com os trés
guelantes, expressos na Figura 4.2, mostram que de um modo geral, a capacidade de reverter a
inibicdo da TrxR foi modesta. No caso da inibicdo por Hg?*, o BAL e 0 DMSA conseguem uma
recuperacao ligeira (45% e 35%) da atividade mas o [15]anoNsS nao (Figura 4.2a). De igual modo,
nas concentracdes usadas, a capacidade dos quelantes reverterem a inibicdo da TrxR pelo EtHg
foi limitada, tendo neste caso o [15]anoN4S, na concentracdo 5x superior a concentracdo do EtHg,
levado a uma recuperacao de cerca de 20% da atividade (Figura 4.2b).

Analisando os resultados da atividade da enzima na presenca de MeHg (Figura 14.2c) e na
concentracdo de 40uM de quelante, observa-se uma recuperacdo da atividade de cerca de 30%
na presenca de [15]anoN4S e DMSA.

De assinalar que durante a exposi¢édo da TrxR aos guelantes na concentracéo 40uM observou-se
uma perda de atividade de 10 a 25%, no caso do BAL e DMSA, sendo que o [15]anoN4S néo teve

impacto sobre a atividade.
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Figura 4.1 — Gréfico da atividade TrxR versus concentragdo de cloreto de mercurio (a) etilmercurio (b) e

metilmercurio (c). * * Diferencga estatisticamente muito significativa para o grupo controlo (p<0,01).
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Figura 4.2 — Recuperacio da atividade TrxR exposta a Hg?* (a), EtHg (b) e MeHg (c), em fungao dos quelantes
em estudo. * Diferenca estatisticamente significativa para o grupo controlo (p<0,05); * * diferenca
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para o grupo EtHg/MeHg (p<0,05)

4.2 Determinacgao da Atividade do Sistema da tiorredoxina pelo ensaio

de reducao da Insulina

Face aos resultados obtidos para a atividade da TrxR com o ensaio do DTNB, realizou-se um outro
teste de determinacéo da atividade do sistema da tiorredoxina. Este ensaio, o0 ensaio de reducéo
da insulina,conjuga-se na mesma experiéncia TrxR, Trx e NADPH, sendo mais proximo da
realidade celular, onde o sistema funciona como um todo.

Neste ensaio, cujos resultados estdo expressos na Figura 4.3, a incubacdo das enzimas do
sistema tiorredoxina com MeHg (200 nM) resultou huma perda de atividade para cerca de 48% do
nivel dos controlos. A semelhanca do observado com o ensaio do DTNB, os agentes quelantes
per si ndo alteraram os niveis de reducdo de insulina significativamente. Nas concentracfes de
teste, os agentes quelantes recuperaram a atividade do sistema Trx para niveis entre 70% e 90%

da atividade de controle com uma maior eficacia para BAL> DMSA> [15] anoNsS.
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Figura 4.3 — Recuperagéo da atividade da TrxR pelo método do DTNB (a) e do sistema da tiorredoxina pelo
método da insulina (b) quando expostas a MeHg. * Diferenca estatisticamente significativa para o controlo
(p<0,05); # diferenca estatisticamente significativa para o MeHg (p<0,05).
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4.3 Ensaios de viabilidade celular

O efeito dos quelantes na viabilidade das células SH-SY5Y foi avaliado pelo ensaio do MTT e os
resultados estdo expressos na Figura 4.4.

Ambos os quelantes [15]anoN4S e DMSA néo afetaram negativamente a viabilidade celular.
Porém, o BAL causou uma reducdo de cerca de 20% na capacidade das células SH-SY5Y de
reduzirem o MTT apoés a exposi¢do a 120 uM por 3h e 24 h.
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Figura 4.4 - Alteraces na capacidade de reducéo do MTT por células SH-SY5Y apds exposicao por 3h (a) e
24 horas (b) a diferentes concentracdes de agentes quelantes. * Diferencga estatisticamente significativa para
o controlo (p<0,05); * * diferenca estatisticamente muito significativa para o controlo (p<0,01).
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4.4 Determinacéo da actividade da TrxR e Trx em lisados celulares

Dada a relevancia em termos de exposi¢cdo humana do MeHg e o facto de o [15]anoN4S ter
mostrado maior eficacia de recuperagéo relativamente a este composto nos ensaios com enzimas
recombinantes, os ensaios com células centraram-se na analise dos efeitos dos quelantes sobre
a toxicidade deste composto mercurial.

A exposicao de células SH-SY5Y a 2,5 uM de MeHg por 24 h resultou numa diminuicdo da
atividade de TrxR para cerca de 33% do nivel do controlo. A exposicdo das células a 40 uM de
[15]anoN4S e BAL néo diminuiu a atividade de TrxR, enquanto o DMSA causou uma diminui¢cao
de cerca de 20% (Figura 4.5a). O mais relevante contudo, é o facto dos trés agentes quelantes
ndo terem sido capazes de prevenir a inibicdo de TrxR por MeHg.

A atividade da tiorredoxina foi menos afetada pela exposi¢cdo de SH-SY5Y a MeHg com uma queda
para 47% do controlo (p<0,05; Figura 4.5b). Como observado com a TrxR, 0s agentes quelantes
ndo afetaram significativamente a atividade de Trx. No entanto, tanto [15]anoNs4S como o BAL
foram capazes de prevenir completamente a da inibicdo de Trx por MeHg (p<0,05), enquanto o
DMSA néo mostrou qualquer capacidade protetora (p>0,05) (Figura 4.5b).
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Figura 4.5 — Recuperacéo da atividade da TrxR (a) e da Trx (b) em células SH-SY5Y, apds 24h de exposicao
ao MeHg. * * Diferenca estatisticamente significativa para o controlo (p<0,01); # diferenca estatisticamente
significativa para a exposicéo ao MeHg (p<0,05).
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4.5. Avaliacdo da expressao proteica da TrxR e Trx

Em relacao ao efeito de cada tratamento na expressao de TrxR e Trx (Figura 4.6), é de notar que
nenhum dos agentes quelantes alterou a expressédo de TrxR. Por outro lado, a expresséo de Trx
foi regulada negativamente pelo DMSA, o que esta de acordo com os resultados relativos a

atividade de Trx.
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Figura 4.6 - Expresséo de TrxR e Trx em células SH-SY5Y expostas a MeHg e/ ou agentes quelantes por 24
h. As imagens de Western blot sdo representativas de trés experiéncias independentes (a). A intensidade da
banda para TrxR (b) e Trx (c) foi quantificada em todas as repeti¢es, normalizada para a expresséo de
GAPDH. * Diferencga estatisticamente significativa para o controlo (p <0,05). [C - Controle; M - MeHg; M+N -
MeHg com coexposicdo a [15]anoN4S; N - [15]anoN4S; M+B - MeHg com coexposi¢do ao BAL; B - BAL; M+D
- MeHg com coexposicdo a DMSA; D — DMSA.
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5. DISCUSSAO

Os compostos de mercurio sao eletrofilos soft que reagem ativamente com grupos tidis e selendis
presentes em residuos de aminoacidos como a Cys e Sec, respectivamente (62) (94). Os selendis,
por apresentarem um pKa baixo (5,4) a pH fisiologico, encontram-se desprotonados e por isso séo
alvos preferenciais para compostos de Hg. Na realidade, a TrxR est& estabelecida como um alvo
celular do MeHg, sendo a sua inibicdo um evento precoce no desenvolvimento dos processos de
morte celular, o qual envolve a oxidagao da Trx e iniciagdo da cascata apoptotica (69). Estes alvos
moleculares sdo por isso extremamente relevantes para a avaliagcdo da eficacia dos agentes
guelantes utilizados na prevencdo da toxicidade dos compostos de Hg. Trabalhos anteriores
realizados com este sistema enzimético que avaliaram a eficiéncia de agentes quelantes (BAL,
DMSA e DMPS) em TrxR inibido por compostos de mercurio, confirmaram as observacgdes
clinicas, ou seja, que os agentes quelantes sdo mais eficazes no tratamento da exposi¢éo ao Hg?*
em relagcdo ao MeHg (84).

Neste trabalho pretendemos avaliar se um promissor agente quelante, o macrociclico [15]anoN4S,
apresenta um melhor desempenho do que os antidotos clinicos tradicionais na mitigacdo da
toxicidade dos compostos de mercirio com énfase no MeHg, uma vez que é o composto com
maior significado em termos de exposi¢cdo humana. (20)

A semelhanca do observado em trabalhos anteriores (63,84), os resultados com TrxR
recombinante de rato revelaram que todos os compostos de Hg (Hg?*; EtHg; MeHg) produziram
uma forte inibicdo da atividade de TrxR, diminuindo significativamente a sua capacidade de reduzir
o DTNB (Figura.4.2). De igual modo, no ensaio de reducéo de insulina verificou-se que a inibicdo
da atividade do sistema tioredoxina (Figura.4.3b) por compostos de Hg foi menos significativa do
gue a observada com o ensaio DTNB (Figura. 4.3a) (63).

Deve assinalar-se que o ensaio de reduc¢édo de insulina envolve uma organiza¢cdo mais complexa
do que o ensaio do DTNB e mimetiza mais proximamente 0s processos que ocorrem a nivel celular
onde Trx esta em excesso em relacéo a TrxR. Por isso, uma redistribuicdo dos compostos de Hg
da TrxR para a Trx ou mesmo insulina pode justificar as diferencas observadas entre os dois
ensaios.

No entanto, em ambos 0s ensaios todos 0s agentes quelantes tiveram capacidade para regenerar
a atividade da TrxR (ensaio DTNB) e/ ou do sistema Trx (ensaio de reducdo de insulina) em
extensdo semelhante, o que é concordante com estudos anteriores usando BAL, DMSA e DMPS
(84).

Nestes ensaios, 0s agentes quelantes estavam em excesso molar significativo relativamente aos
compostos de mercario (>200 vezes) e as enzimas do sistema Trx (13 vezes sobre a Trx),
refletindo o que é expectavel apés uma dosagem terapéutica.

Uma vez que a eficiéncia de um agente quelante estd diretamente relacionada com a sua
capacidade de formar complexos estaveis com os catifes metalicos (76), o facto da capacidade
de recuperagdo ndo ser tdo eficiente no teste do DTNB, onde apenas TrxR estid presente,

provavelmente significa que a ligacdo de todos os trés agentes quelantes aos compostos de
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mercurio é mais labil quando comparada a ligagdo destes com o selenol no centro ativo do TrxR.
Tal pode estar relacionado com o facto de a pH fisiologico (7,4) o selenol estar sob a forma
desprotonada, isto €, na forma de selenolato (Se”) sendo portanto muito mais reativo com
eletrofilos (61).

Esta hipotese foi reforcada pelos resultados obtidos nos ensaios em linhas celulares onde se
procedeu a coexposicdo a agentes quelantes e a uma concentracdo mais elevada e
fisiologicamente relevante de MeHg (2,5 puM). Nestas condigbes nenhum efeito protetor foi
observado sobre a atividade do TrxR para qualquer dos agentes quelantes (Figura. 4.5a). Uma
vez que nenhuma alteracdo significativa foi observada na expressdo do TrxR (Figura. 4.6), a
inibicdo observada esta provavelmente associada com a interagdo do MeHg com o centro ativo da
enzima.

Contudo a atividade da Trx foi totalmente preservada da inibicdo pelo MeHg durante a coexposi¢céo
aos quelantes [15]anoNsS e BAL (Figura.4.5b). Este efeito protetor é toxicologicamente relevante,
pois permite que o sistema Trx assegure fun¢des essenciais para a sobrevivéncia celular, como a
regulacdo antiapoptotica da ASK-1 e a reducdo da ribonucleotideo redutase, uma enzima
essencial para a sintese de DNA. De facto, embora a TrxR tenha sido inibida pelo MeHg, mesmo
no co-tratamento com os agentes quelantes, sabe-se que a atividade da Trx é assegurada por
outros mecanismos de backup que mantém o seu turnover do estado oxidado para o reduzido
(69).

No entanto, o BAL embora apresente capacidade de protecdo eficaz da Trx celular relativamente
ao MeHg, apresentou efeitos negativos sobre a viabilidade celular ao fim de 24h de exposicdo
(Figura.4.4b). Tal esta de acordo com o anteriormente descrito sobre a toxicidade e indice
terapéutico limitado deste composto (76). In vivo 0 BAL aumenta a deposi¢ao cerebral de MeHg o
gue limita 0 seu uso a longo prazo. Pelo contrario o agente quelante [15]anoN4S ndo apresentou
citotoxicidade significativa na gama de concentracéo testada (Figura.4.4b).

De realcar ainda o facto de o DMSA, um agente quelante usado como padréo no envenenamento
por compostos organicos de mercurio (77), ndo ter conseguido prevenir a inibicdo de Trx em
células expostas ao MeHg. Na realidade constatou-se que este composto levou a uma diminuicao
na expressao de Trx (Figura 4.6). Este € um resultado interessante, pois 0 DMSA normalmente
apresenta uma capacidade limitada de atravessar as membranas celulares (90). Tal facto,
associado ao efeito inibitério sobre a atividade do TrxR celular (Figura 4.5a), indica que o DMSA,
além de ser ineficaz na ligacdo do MeHg pode mesmo ter efeitos prejudiciais sobre o sistema de

tiorredoxina (92).
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6. CONCLUSAO

Neste estudo foi avaliada a eficacia de um quelante macrociclico na prevengédo da toxicidade de
MeHg, EtHg e Hg?*, por comparagdo com agentes quelantes clinicos padrdo, BAL e DMSA.

O quelante [15]anoN4S apresentou capacidade comparavel a do BAL e do DMSA na protegéo da
atividade de suspensdes purificadas do sistema tiorredoxina, excepto para o Hg?*.

Nas células, o [15]anoN4S provou ser menos téxico do que o BAL e muito mais eficaz do que o
DMSA na reversdo dos efeitos do MeHg sobre o sistema de tioredoxina. De fato, embora as
experiéncias com células tenham revelado que nenhum dos agentes quelantes foi capaz de
proteger a atividade da TrxR do MeHg, tanto o [15]anoNsS e o BAL protegeram a atividade da Trx.
Uma vez que o sistema tiorredoxina € um alvo altamente relevante no desenvolvimento da
toxicidade do MeHg, este resultado € promissor e abre a porta a outros ensaios sobre a capacidade
antidoto do [15]anoN4S, nomeadamente estudos in vivo. Isto é especialmente relevante uma vez
gue o agente quelante [15]anoN4S apresentou in vitro um melhor compromisso entre eficacia e
toxicidade quando comparado com dois outros antidotos clinicamente relevantes.

Numa perspetiva futura de prossecucédo deste trabalho, seria interessante realizar ensaios in vivo,
nomeadamente em pequenos roedores, para avaliar eficacia e seguranca do novo quelante
comparativamente aos outros; avaliar a capacidade de alterar a toxicocinética do MeHg, i,e
aumentar a excrecao e diminuir a acumulacéo nos érgaos-alvo, e a alteracdo da interacdo com
alvos-moleculares relevantes (sistema da Trx e glutationa) avaliando também alteracBes a nivel

histopatolégico.
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