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Resumo: O mercurio, principalmente em sua forma de metil mercirio (MeHg), é um metal pesado de alta relevancia
ambiental e toxicoldgica, pois pode comprometer a fisiologia dos organismos e gerar diversas patologias nos animais.
Mesmo com varios efeitos toxicos conhecidos em animais, os estudos de toxicidade em humanos continuam sendo os
mais restritos entre os mamiferos, possivelmente devido a barreiras éticas. Apesar das semelhancas anatOmicas e
fisiolégicas entre modelos experimentais ¢ humanos, divergéncias podem ocorrer, em nivel molecular, sobre os padrdes de
interacdo entre agentes toxicos e proteinas-alvo. Assim, simulagdes em ambiente computacional, por meio de docking
molecular utilizando proteinas exclusivamente humanas, apresenta-se como uma vantagem experimental, trazendo: precisio
de resultados, economia de tempo e recursos financeiros, além de contribuir para a reducdo do uso de animais em
pesquisas. O objetivo deste estudo foi rastrear a toxicidade do mercurio através de proteinas relacionadas aos sistemas
fisiol6gicos humanos usando a metodologia de docking molecnlar com o AutoDock Vina. As energias de ligacdo, residuos de
aminoacidos e numero de residuos foram semelhantes em todas as proteinas analisadas, demonstrando a possivel
toxicidade sistémica do Mercurio, devido a possibilidade de comprometer a fungio de proteinas relacionadas aos sistemas
nervoso, digestivo, excretor, respiratério e reprodutor.

Palavras-chave: Metais. Toxicidade. Organismo. Ambiental.

Abstract: Mercury, mainly in its form of methyl mercury (MeHg), is a heavy metal of high environmental and toxicological
relevance, as it can compromise the physiology of organisms and generate various pathologies in animals. Even with
several toxic effects known in animals, studies of toxicity in humans remain the most restricted among mammals, possibly
due to ethical barriers. Despite the anatomical and physiological similarities between experimental and human models,
divergences may occur, at the molecular level, about the patterns of interaction between toxic agents and target proteins.
Thus, simulations in the computational environment, through molecular docking using exclusively human proteins,
presents itself as an experimental advantage, bringing: precision of results, saving time and financial resources, in addition
to contributing to the reduction of the use of animals in research. The aim of this study was to screen mercury toxicity
through proteins related to human physiological systems using molecular docking methodology with AutoDock Vina. The
binding energies, amino acid residues and number of residues were similar in all analyzed proteins, demonstrating the
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possible systemic toxicity of Mercury, due to the possibility of compromising the function of proteins related to the
nervous, digestive, excretory, respiratory, and reproductive systems.

Keywords: Metals. Toxicity. Organism. Environmental.

Resumen: El mercurio, principalmente en su forma de metilmercurio (MeHg), es un metal pesado de alta relevancia
ambiental y toxicolégica, ya que puede comprometer la fisiologia de los organismos y generar diversas patologias en los
animales. Incluso con varios efectos toxicos conocidos en animales, los estudios de toxicidad en humanos siguen siendo
los mas restringidos entre los mamiferos, posiblemente debido a barreras éticas. A pesar de las similitudes anatémicas y
fisiologicas entre los modelos experimentales y humanos, pueden ocurrir divergencias, a nivel molecular, sobre los
patrones de interaccién entre los agentes toxicos y las proteinas diana. Asi, las simulaciones en ambiente computacional, a
través del acoplamiento molecular utilizando exclusivamente proteinas humanas, se presenta como una ventaja
experimental, trayendo: precisién de resultados, ahorro de tiempo y recursos financieros, ademas de contribuir a la
reduccion del uso de animales en investigacién. El objetivo de este estudio fue evaluar la toxicidad del mercurio a través de
proteinas relacionadas con los sistemas fisiolégicos humanos utilizando la metodologia de acoplamiento molecular con
AutoDock Vina. Las energfas de union, los residuos de aminoacidos y el nimero de residuos fueron similares en todas las
proteinas analizadas, lo que demuestra la posible toxicidad sistémica del Mercurio, debido a la posibilidad de comprometer
la funcién de las proteinas relacionadas con los sistemas nervioso, digestivo, excretor, respiratorio y reproductivo.

Palabras-clave: Rieles. Toxicidad. Organismo. Ambiental..

1 INTRODUCION

Os metais pesados podem ser facilmente encontrados no meio ambiente, introduzindo-se nas cadeias
alimentares e causando danos irreversiveis aos organismos (Chen ef al, 2016). Dentre os metais pesados, o
mercario (Hg) é um poluente toxico, que vem aumentando sua concentracio nos compartimentos ambientais,
Ze., 4gua, ar, solo e sedimento, devido a urbanizagao e industrializacio decorrentes da acao antrépica (Veiga ef al.,
1999).

A agua, os sedimentos e os solos sao vulneraveis a contamina¢ao por mercurio, que pode afetar
negativamente a saide humana e os seres dos reinos vegetal e animal (Kogularasu e al., 2018; Jeromiyas ef al.,
2019; Govindasamy ez al., 2020). A exposi¢io de animais e humanos ao mercurio ocorre principalmente por
meio do metilmercario (MeHg), que possui alta relevancia toxicolégica devido a sua capacidade de
bioacumula¢ao e biomagnifica¢ao ao longo da cadeia alimentar (Chan, 2019). Neste contexto, a biomagnificagao
se refere a capacidade dos organismos vivos de acumular certos produtos quimicos em uma concentra¢ao maior
do que a que a natural, ou seja, no caso dos animais, se este se alimentar com algo contaminado, ele ira acumular
N0 seu organismo o contaminante que estava no alimento (Freedman, 2021).

Cada 60 - 120 mg de mercurio descartados inadequadamente podem poluir pelo menos trés m? de agua,
o que causara danos significativos ao solo, a atmosfera e ao corpo humano (Guo e# a/., 2013; Pant & Singh 2014).

Segundo o IBAMA (2021), o mercurio presente nas lampadas fluorescentes apresenta-se em duas formas
quimicas: mercurio elementar na forma de vapor e mercurio bivalente adsorvido no pé de fésforo presente no
tubo nas extremidades da lampada ou nos demais componentes presentes. A quantidade minima de vapor de
mercurio para energizar a lampada é de 50 microgramas, aproximadamente 0,5 a 2,5% do total de mercurio
colocado no tubo. Apds a quebra de uma lampada fluorescente, o vapor de mercurio pode continuar a ser
liberado por semanas (EPA, 2010). A liberagao de 1 mg de Hg em um local de 500 m?® e sem ventilagao pode ser

excedida em até 10 vezes o limite de exposi¢ao recomendado (Johnson ez a/., 2008).
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Em formas naturais, o mercurio inorganico pode induzir nos seres vivos estresse oxidativo (Jahan ez al.,
2019), resposta imune (Sun ez al., 2018) e alteragoes na producio de energia (Lavoie & Summers, 2018), levando
a neurotoxicidade (Tan e a/., 2018), nefrotoxicidade (Li e# a/l., 2020) e hepatotoxicidade (Brandao ez a/., 2015).

Na literatura sio relatados varios procedimentos e técnicas analiticas para a sua determinagao do MeHg,
e.g., processos baseados na lixiviagio acida, cromatograficagdo gasosa, técnicas voltamétricas (Suvarapu ez al,
2013), contudo, o desenvolvimento destes métodos para quantificagio de MeHg em amostras biologicas nao é
tdo simples, envolvendo varias etapas analitica (Farias ez al, 2009). O docking molecular é uma técnica
computacional emergente na toxicologia preditiva (Trisciuzzi et al, 2018). Entre as indmeras vantagens da
abordagem de docking molecular, esta técnica pode ajudar a reduzir o uso de animais em testes toxicologicos, o
tempo experimental e a utilizacdo de recursos financeiros em pesquisas.

Estudos recentes demonstram a capacidade do docking molecular em contribuir para estudos em
toxicologia, entre eles Liu ez a/., (2018) afirma que o docking molecular tem sido empregado com sucesso para
estudar o mecanismo de biodegradacdo na remediagio ambiental nos ultimos anos e Jeong ef al (2019)
demonstra que este método tem potencial para ser aplicado para descobrir eventos de iniciagao molecular
(MIEs) na estrutura Adverse Outcome Pathway. Portanto, esta pesquisa visa verificar a toxicidade do mercurio

usando proteinas relacionadas a sistemas fisiolégicos em humanos através do docking molecular.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Selegdo da proteina

Utilizou-se como alvos para o MeHg algumas das principais proteinas que fazem parte de alguns
sistemas do organismo humano. Primeiramente, realizou-se uma pesquisa bibliografica para verificar algumas
das proteinas do sistema fisiolégico citadas em estudos relacionados a toxicologia do Mercurio para humanos.
Em seguida, a selecao dos alvos ocorreu através do Banco de Dados de Proteinas utilizando o filtro para a

espécie Homo sapiens.

Tabela 1: Proteinas nos sistemas humano.

PDB ID Sistema Nome Importiancia Referéncia

Digestivo O componente E2 (E2p) do complexo
Dominio lipoil ~ ulienzimatico  PDH ¢ o principal

. autoantigeno, reconhecido por anticorpos em
interno do complexo

pacientes com cirrose biliar primaria. Sitios Howard et al.,

1FYC de piruvato . . .
oep imunodominantes em E2p foram localizados no 1998.
desidrogenase (PDH) . . . f
interior dos dois dominios lipoil, onde o cofator
humana . L. . , .
essencial  acido  lipdico esta  ligado
covalentemente.

Proteina 1 de ligagao Participa do metabolismo de 4acidos graxos no

2F fcid . . Kursula et al., a
& aacldos graxos citoplasma, facilita o transpotte, armazenamento

ser publicado.
(FABP1) e utilizacio de 4cidos graxos e seus derivados
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acil-CoA e pode exercer um efeito protetor
contra a lipotoxicidade, facilitando sua oxidagao
ou incorpora¢io em TGs e ligando-se a acidos
graxos livres de citotoxicos.

Glutationa peroxidase
7 (GPX7)

Glutationa redutase

Cobre-zinco
superoxido dismutase
complexado

A familia da glutationa peroxidase constitui um
mecanismo importante na protecio contra o
estresse oxidativo, eliminando e inativando
peréxidos de hidrogénio e lipidios em 4gua ou
hidroxilas lipidicas em uma rea¢do redutora
dependente de glutationa. Até o momento, o
GPX7 nio foi amplamente caracterizado, mas é
relatado como citoplasmatico e amplamente
expresso.

A glutationa redutase catalisa a reducio do
dissulfeto de glutationa a forma sulfidrila GSH,
que ¢ um importante antioxidante celular.

Sua fungio primaria é catalisar a dismutagdo do
superoxido em O(2) e H(2)O(2), também reage
com H(2)O(), levando a formacio de uma forte
espécie oxidante ligada ao cobre que pode
inativa a enzima ou oxida outros substratos.

Kavanagh;
Oppermann, a
ser publicado.

Karplus;
Schulz, 1987.

Strange et al.,
2012.

Excretor,
Reprodutivo e
Respiratorio
2P31
3GRS
4B3E
Nervoso
5YHU
6A9P

Dominio de ligagao
20 DNA do fator
regulador do gene da
mielina humana

(MYRF)

Dominio 1B da
proteina 4cida fibrilar
glial humana

O MYRF ¢é um fator de transcricio ligado a
membrana, responsivel pela diferenciacio de
oligodendrocitos e mielinizagio do  sistema
nervoso central. Seguido por uma autoclivagem
pelo  dominio de autoprocessamento de
chaperona intramolecular, o dominio de ligagao
ao DNA de MYRF ¢ liberado do reticulo
endoplasmatico e foi entdo translocado para o
nucleo para regular a expressiao génica.

A proteina acida fibrilar glial ¢ um filamento
intermediario (FI) que desempenha papéis
essenciais na  migracdo  celular, mitose,
desenvolvimento e sinalizagdo em astrocitos e
um tipo especifico de células gliais. Sua
superexpressio e mutagdes genéticas levam a
redes IF anormais e acumulo de fibras de
Rosenthal, o que resulta no distarbio
neurodegenerativo fatal, doenca de Alexander.

Chen et al.,
2018.

Kim et al,,
2018.

Abreviaturas: PDH: piruvato desidrogenase humana; E2p: componente E2; (ACE2): carboxipeptidase relacionada a enzima conversora
de angiotensina humana nativa; GPX7: Glutationa peroxidase 7; MYRF: fator regulador do gene da mielina; IF: filamento

intermediario. Fonte: Autores

2.2 Ancoragem Molecular

As estruturas de proteinas (receptores) foram obtidas do Protein Data Bank PDB (PDB ID na Tabela 1)
(Berman et al., 2000), e a estrutura MeHg (ligante) foi obtida do PubChem (PubChem ID: 6860) (Bolton e¢f al.,

2008). Como as estruturas disponiveis para o fichario eram de formato 2D, o software OpenBabel (O'Boyle e#

al., 2011) foi usado para gerar as coordenadas 3D. Através do software Avogadro (Hanwell e al, 2012), foi
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realizada a minimiza¢do energética da estrutura em 3D. Finalmente, preparou-se os receptores (ou seja,
removemos heteroatomos, ligantes e moléculas de agua cristalograficas, adicionamos atomos de hidrogénio
polares, cargas de Kollman) e adicionou-se ligantes (cargas de Gasteiger e estabeleceu-se TORSDOF —
TORSDOY, o numero de graus de liberdade de tor¢io no ligante e é independente do numero de ligacGes
rotativas) usando o soffware AutoDockTools 4 para AutoDockVina (Trott & Olson 2010). Os arquivos foram
salvos no formato PDBQT (que armazena as coordenadas atomicas, cargas parciais e tipos de atomos
AutoDock) (Mortis ez al., 2009).

Foi realizada uma estratégia de “docking cego”, que é quando o algoritmo de docking nao é capaz de “ver” o
local de ligacdo, mas ainda pode encontra-lo (Hetényi & Spoel 2002). Para realizar as simula¢bes de docking, as
caixas de grade (suficientes para cobrir toda a proteina) e a exaustividade foram configuradas de acordo com a
Tabela 2. As simula¢des de docking molecular foram realizadas com o Autodock Vina (Trott & Olson 2010). Em
seguida, a Energia Livre de Ligacio (ELL) do ligante-receptor docked foi estimada em Kcal/mol. O ELL mais
negativo indica maior estabilidade do complexo ligante-receptor. A analise visual dos resultados do encaixe foi
realizada com PyMol (disponivel para download https://pymol.org/2/). A anilise das interacdes entre proteina-

ligante foi realizada por LigPlot+ (Laskowski & Swindells 2011).

Tabela 2 - Resumo dos parametros do Auto Dock Vina:

PDBID Tamanho do Grid  Coordenadas centrais Grid Exaustio
box box
1FYC x: 52; y: 40; z: 50 x: 7.343; y: 0.140; z: -2.815 500
2F73 x: 110; y: 40; z: 126 x: 18.247; y: -1.610; z: -48.419 500
2P31 x: 40; y: 40; z: 76 x: -8.239; y: -0.651; z: -23.636 500
3GRS x: 68; y: 52; z: 60 x: 70.396; y: 54.000; z: 18.736 500
4B3E x: 108; y: 126; z: 40 x: 157.867; y: 94.569; z: 52.191 500
5YHU x: 40; y: 70; z: 74 x: 7.979; y: 34.210; z: 73.860 500
G9AP x: 58;y: 126; z: 114 x:-4.539; y: -270.977; z: 795.941 500

Fonte: Autores

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

O docking molecular é um método 7z silico amplamente aplicado em programas de descoberta de
farmacos para prever o modo de ligacao de uma determinada molécula interagindo com um alvo biolégico
especifico (Trisciuzzi ez al., 2018).

Além disso, essa técnica computacional esta surgindo em estudos de toxicologia preditiva, sendo aplicada
com sucesso para desenvolver modelos de predi¢io para avaliar o potencial do produto quimico como
desreguladores endocrinos (Trisciuzzi ef al., 2018). Um dos objetivos dos testes em animais e ensaios clinicos é

avaliar a toxicidade e os efeitos colaterais de um medicamento. Esses ensaios clinicos consomem uma grande
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porcentagem do tempo e dinheiro gastos no desenvolvimento de medicamentos. Este cenario leva a esforgos no
sentido de desenvolver técnicas experimentais para analise molecular e triagem de alto rendimento de efeitos
toxicolégicos como uma ferramenta de avaliagao precoce.

Diferentes softwares foram desenvolvidos para prever toxicidade e metabolismo usando relagdes
estrutura-toxicidade/metabolismo derivadas estatisticamente (Chen & Ung, 2001). Os organismos sio expostos
ao Hg principalmente através da sua dieta na forma de metilmercurio (MeHg) porque o MeHg bioacumula e
biomagnifica, se acumulando ao longo da cadeia alimentar (Chan, 2019).

Evidéncias mostram que a neurotoxicidade induzida por MeHg estd envolvida em varios processos e
fungdes celulares criticas, por exemplo, estresse oxidativo, repressao da traducao de proteinas, interrupgao da
homeostase do cilcio e energia mitocondrial e modifica¢ao pos-traducional de proteinas (Martins ez a/., 2021).

Uma vez que o MeHg ¢ absorvido, ele entra na corrente sanguinea e ¢ distribuido rapidamente, pois se
liga a cisteina em fluidos que mimetizam a metionina, o que o torna prontamente transportado através das
membranas celulares por transportadores de aminoacidos (Clarkson, 1993). Primeiro, o MeHg ¢ distribuido para
o figado, rim e baco e depois para o musculo e o cérebro (Ribeiro ef al, 1999). O MeHg ¢ lentamente
metabolizado em Hg inorganico, acumulando-se em varios tecidos e 6rgaos (Bridges & Zalups, 2010).

Neste trabalho foram selecionadas proteinas presentes em diferentes sistemas fisiologicos humanos, o
que ajuda a compreender a toxicidade do mercuirio nesta espécie (Fig. 1). No entanto, a maioria das pesquisas
publicadas até agora determinou a toxicidade do mercirio em outros mamiferos, como ratos, e apesar das
semelhangas anatomicas e fisioldgicas entre humanos e modelos experimentais especificos, algumas divergéncias

podem ocorrer (Datta e al., 2020).

Figura 1: Proteinas relacionadas a varios sistemas fisiologicos humanos interagindo com o metilmercurio (MeHg): Dentro
de um circulo vermelho as duas bolas em cinza escuro representam o MeHg e os bastdes vermelhos representam alguns
dos aminoacidos em cada proteina diretamente envolvida na ligacio do MeHg. A: Dominio lipoil interno do complexo de
piruvato desidrogenase humana (PDH) na cor rosa; B: Proteina 1 de ligacdo a acidos graxos (FABP1) na cor bege; C:
Glutationa peroxidase 7 (GPX7) na cor cinza; D: Glutationa redutase na cor azul; E: Cobre-zinco superéxido dismutase
complexado na cor marrom-rosada; F: dominio de ligagdo ao DNA do fator regulador do gene da mielina humana
(MYREF) na cor laranja; G: Dominio 1B da proteina 4cida fibrilar glial humana em cor verde.
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A simulagdo de docking demonstrou que as energias de ligacio do complexo MeHg-proteinas eram
muito semelhantes, portanto o efeito toxico deve ser significativo para todos os sistemas fisiolégicos humanos
(Tabela 3). Lohren e al (2015) afirmam que as espécies organicas de mercurio exercem sua toxicidade

principalmente no sistema nervoso central.

Tabela 3: Energia de ligacio livre (ELL/Kcal/mol) do complexo (proteina-MeHg) e aminoacidos (AA) de proteinas
envolvidas na ligacdo de proteinas de sistemas humanos:

Proteina ELL AA
Dominio lipoil interno do complexo de -1.7 4: Gly 54; Ile 53; Glu 45; Thr 52
piruvato desidrogenase (PDH) humana
Proteina 1 de ligacdo a acidos graxos -1.9 5: Leu 28; Ser 506; 1le 29; Phe 15; Gly 32
(FABP1)
Glutationa peroxidase 7 (GPX7) -1.6 5: Phe 103 (A and B chains); Thr 107; Ser

102; Arg 106

Glutationa redutase -1.8 7: Lys 348; Ser 360; Leu 349; Arg 352; Lys
361; Phe 318; Gln 319

Cobre-zinco superdxido dismutase -1.8 7: Val 7; Val 148 (A and F chains); Cys 6;
complexado Asn 53; Asp 52; Gly 51
Dominio de ligagao ao DNA do fator -1.9 8: Gln 388; Phe 393; Phe 472; His 471,
regulador do gene da mielina humana Asn 391; Cys 387; Lys 390; Lys 389
(MYRE)
Dominio 1B da proteina acida fibrilar glial -1.8 6: Arg 173; Ala 176 (G and H chains); Tyr
humana 172 (G and H chais); Glu 175

Abreviaturas: Gly: Glicina; Ile: Isoleucina; Glu: 4dcido glutimico; Thr: Treonina; Leu: Leucina; Ser: Serina; Phe: Fenilalanina; His:
Histidina; Cys: Cistefna; Gln: Glutamina; Arg: Arginina; Lys: Lisina; Val: Valina; Asn: Asparagina; Asp: acido aspartico; Ala: Alanina;
Tyr: Tirosina. Fonte: Autores

Estudos recentes sugerem que a exposi¢ao cronica, mesmo a niveis baixos de concentragao de mercurio,
pode causar toxicidade cardiovascular, reprodutiva e de desenvolvimento, neurotoxicidade, nefrotoxicidade,

imunotoxicidade e carcinogenicidade (Zahir ez al., 2005; Genchi et al., 2017).
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Proteinas que apresentaram ELL mais negativa podem ter sua funcdo mais comprometida. A FABP1 e
MYRF apresentaram um ELL mais negativo entre as proteinas estudadas. O FABP1 ¢ fundamental para a
fisiologia do sistema digestivo pois participa do metabolismo dos acidos graxos no citoplasma, facilita o
transporte, armazenamento e utilizagdo dos acidos graxos e o MYRF é essencial para a fisiologia do sistema
nervoso, pois é um fatores de transcricdo, que ¢é responsavel pela diferenciacio de oligodendrocitos e
mielinizagao do sistema nervoso central. Assim, é provavel que os sistemas mais afetados por Mercurio sejam os
sistemas digestivo e nervoso, sendo os candidatos mais urgentes para uma investigacio mais aprofundada.
Portanto, o docking molecular foi uma ferramenta util para direcionar os estudos de toxicologia do Mercurio,

pois induz uma sele¢ao mais especifica de protefnas-alvo.

4 CONCLUSAO

Nesse artigo, foram avaliadas proteinas relacionadas a diversos sistemas do corpo humano e sua possivel
interacdo com o Mercurio. A simulacdo de docking demonstrou que as energias de ligagdo do complexo MeHg-
proteinas eram muito semelhantes, entio o efeito toxico pode afetar todos os sistemas fisiologicos humanos.

Logo, o docking molecular provou ser uma ferramenta tutil para auxiliar em estudos toxicolégicos em humanos.
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