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RESUMO

A contaminag¢do por metais potencialmente toxicos, como o mercurio (Hg) e seus
derivados representam um sério risco a saude humana e ao meio ambiente. O
mercuario pode causar distarbios neurologicos, comprometimento do sistema
imunoldgico e doencas cardiovasculares. O fenilmercario (PM), € um composto
organico derivado de mercurio usado em fungicidas e pesticidas. Os eritrécitos (Ery)
séo ceélulas sanguineas ricas em hemoglobina, uma proteina que se liga ao oxigénio
e promove sua entrega aos tecidos e a remocéo de didxido de carbono. A exposicao
ao Hg e seus derivados, podem provocar aumento na geragao de espécies reativas
de oxigénio (EROs), causar danos em proteinas, lipidios e DNA, contribuindo assim
para o surgimento de diversas patologias. A literatura cientifica apresenta uma
lacuna significativa sobre os impactos da exposicdo ao PM em células e modelos
experimentais como um todo. Diante disso, este estudo visa investigar possiveis
alteracdes estruturais, funcionais e redox do PM em trés sistemas distintos no que
concerne a complexidade dos modelos experimentais: hemoglobina (proteina),
eritrécitos humanos (célula) e Zebrafish (Danio rerio) (animal). Os estudos tedricos
indicam que o PM tende a interagir com o grupo heme ou aos residuos de cisteina
da hemoglobina (Hb), o que pode impactar na funcionalidade da proteina. A hipotese
da ligacao/interacdo com Hb foi evidenciada por meio dos estudos biofisicos, que
demonstraram valor de constante de ligacéo (Kb) de 1.47(x 0.22) x10* M1, inferindo
gue a formag&o do complexo Hb-PM é significativa e favoravel. Experimentalmente
a exposicdo ao PM resultou em ligagdo com os residuos de cisteina (ensaio de
Ellman), alteragBes estruturais no grupo heme da Hb pura, evidenciado pela analise
da banda de Soret, e reducdo da mobilidade eletroforética em funcdo da formacéo
de complexo supramolecular Hb-PM. Em eritrocitos humanos de voluntérios, a
exposicdo ao PM (0,125 — 1,0 uM) provocou uma diminuicdo de até 34% na
captacdo de oxigénio. A geracdo de EROS e espécies reativas de nitrogénio (ERNS)
foram verificadas por meio de sondas fluorescentes apropriadas, sendo observado
um aumento de 2,2 vezes na geracdo de espécies reativas globais. Ademais,
notamos que a producdo de H202 aumentou 11%, enquanto a producdo de NO,
aumentou 90%. Na avaliagdo das enzimas antioxidantes houve diminuigdo na
atividade da catalase e glutationa peroxidase em 25 e 49%, respectivamente,
enquanto a atividade da superoxido dismutase aumentou 13%. A andlise de
marcadores secundarios de estresse oxidativo revelou uma redugcéo de 34% na
raz8o GSH/GSSG e uma diminuicdo nos grupos sulfidrila livres totais em 44%,
sugerindo deplecdo dos mecanismos de defesa antioxidante. Salientamos, também,
que nao foram detectadas diferengas significativas na peroxidagéo lipidica, mas
houve um aumento de 2,2 vezes nos niveis de proteinas carboniladas, refletindo
oxidagdo de proteinas. No ensaio de fragilidade da membrana, observamos
mudancas estruturais em Ery expostos a PM, indicando dano a membrana. Nessa
linha, a analise por microscopia de forca atdmica revelou alteracdes na morfologia
dessas células, bem como na elasticidade membrana. Por fim, os ensaios de
toxicidade, demonstraram que o PM tem efeito teratogénico nos embrides de
zebrafish, como também provoca danos cardiacos (nUmero de batimentos) nos
animais. Diante do nosso conjunto de resultados, concluimos que a exposi¢cao ao
PM prejudica a estrutura, funcionalidade, e a morfologia dos Ery, devido a sua
interacdo com a hemoglobina, causando altera¢do no sistema redox de tais células,
e apresentando efeito teratogénico em modelo animal.

Palavras-chave: Hemoglobina; Eritrécitos; Fenilmercurio; Estresse Oxidativo.
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ABSTRACT

Contamination by potentially toxic metals such as mercury (Hg) and its
derivatives poses a serious risk to human health and the environment. Mercury
can cause neurological disorders, immune system impairment, and
cardiovascular disease. Phenylmercury (PM) is an organic compound derived
from mercury used in fungicides and pesticides. Erythrocytes (Ery) are blood cells
rich in hemoglobin, a protein that binds to oxygen and promotes its delivery to
tissues and the removal of carbon dioxide. Exposure to Hg and its derivatives can
cause an increase in the generation of reactive oxygen species (ROS), causing
damage to proteins, lipids, and DNA, thus contributing to the emergence of
several pathologies. The scientific literature presents a significant gap on the
impacts of PM exposure on cells and experimental models as a whole. Therefore,
this study aims to investigate possible structural, functional and redox alterations
of PM in three distinct systems regarding the complexity of the experimental
models: hemoglobin (protein), human erythrocytes (cell) and Zebrafish (Danio
rerio) (animal). Theoretical studies indicate that PM tends to interact with the
heme group or with the cysteine residues of hemoglobin (Hb), which may impact
the functionality of the protein. The hypothesis of binding/interaction with Hb was
evidenced through biophysical studies, which demonstrated a binding constant
(Kb) value of 1.47 (+ 0.22) x 10* M, inferring that the formation of the Hb-PM
complex is significant and favorable. Experimentally, exposure to PM resulted in
binding with cysteine residues (Ellman assay), structural alterations in the heme
group of pure Hb, evidenced by the analysis of the Soret band, and reduction of
electrophoretic mobility due to the formation of the Hb-PM supramolecular
complex. In human erythrocytes from volunteers, exposure to PM (0.125-1.0 puM)
caused a decrease of up to 34% in oxygen uptake. The generation of ROS and
reactive nitrogen species (RNS) were verified by means of appropriate
fluorescent probes, and a 2.2-fold increase in the generation of global reactive
species was observed. Furthermore, we noted that H202 production increased by
11%, while NO production increased by 90%. In the evaluation of antioxidant
enzymes, there was a decrease in catalase and glutathione peroxidase activity
by 25 and 49%, respectively, while superoxide dismutase activity increased by
13%. Analysis of secondary markers of oxidative stress revealed a 34% reduction
in the GSH/GSSG ratio and a decrease in total free sulfhydryl groups by 44%,
suggesting depletion of antioxidant defense mechanisms. We also emphasize
that no significant differences were detected in lipid peroxidation, but there was
a 2.2-fold increase in the levels of carbonyl proteins, reflecting protein oxidation.
In the membrane fragility assay, we observed structural changes in Ery exposed
to PM, indicating membrane damage. In this line, the analysis by atomic force
microscopy revealed changes in the morphology of these cells as well as in
membrane elasticity. Finally, the toxicity tests demonstrated that PM has a
teratogenic effect on zebrafish embryos, as well as causing cardiac damage
(number of heartbeats) in the animals. Given our set of results, we conclude that
exposure to PM impairs the structure, functionality, and morphology of Ery, due
to its interaction with hemoglobin, causing changes in the redox system of these
cells, and presenting a teratogenic effect in an animal model.

Keywords: Hemoglobin; Erythrocytes; Phenylmercury; Oxidative Stress.
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1. INTRODUCAO

A exposicdo a metais potencialmente téxicos tem se tornando uma
preocupacado global devido aos riscos substanciais que esses elementos
representam contra a saude humana. Tanto a exposi¢cao aguda quanto a crénica
desses metais tidos toxicos podem causar sérios danos. O sistema nervoso
central, em particular, é extremamente vulneravel a tais efeitos. E sabido que os
metais potencialmente toxicos tém a capacidade de causar danos mesmo em
niveis baixos de concentracdo (TCHOUNWOU et al., 2014). Essa toxicidade
pode resultar em uma ampla variedade de disturbios neurologicos, afetando
funcdes cognitivas, motoras e comportamentais. A exposicao crbnica a esses
elementos esta associada a um risco maior no desenvolvimento de doencas
neurodegenerativas, como Alzheimer e Parkinson, além de aumentar a
incidéncia de doencas cardiovasculares e o risco de cancer (CAITO et al., 2015).
Além disso, ha uma correlacao direta com o aumento na prevaléncia de doencas
metabdlicas e renais, 0 que destaca o0 impacto abrangente da exposicdo
prolongada desses elementos sobre a saide humana (EOM et al; 2014).

O mercurio, um metal toxico, esta presente no meio ambiente devido a
eventos naturais e fontes antropogénicas, que inclui agricultura, descarga de
aguas residuais, mineracdo, entre outros (JAN et al. 2015). Existem varias
formas de mercurio, incluindo mercurio elementar (Hg®, vapor), inorganico e na
forma de espécies organicas. Estudos indicam que o mercurio e suas diferentes
formas podem interagir com uma ampla gama de biomoléculas, incluindo
aminoéacidos, peptideos, proteinas, acidos nucleicos e lipidios, além de
compostos contendo grupos tiol, como a glutationa. Essas interagcbes podem
comprometer a fungdo celular e conduzir a producao de espécies reativas de
oxigénio (EROs), levando a danos oxidativos e a disfuncdo de sistemas
biolégicos essenciais (KEUNEN et al. 2011).

As EROs séo definidas como um termo coletivo que inclui radicais de
oxigénio e certos nado radicais, possuindo caracteristicas oxidantes e/ou sao
facilmente convertidos em radicais. As EROS incluem espécies como a radical
hidroxila, anion superoxido e perdxido de hidrogénio. As espécies radicalares

sdo altamente reativas devido a presenca de um ou mais elétrons
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desemparelhados, tornando-os instaveis e propensos a reagir com outras
moléculas (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007).

Essas espécies podem ser geradas por diversas vias, sendo a principal fonte a
mitocondria. Durante o funcionamento da cadeia transportadora de elétrons na
mitocondria, ocorre a transferéncia de elétrons para o oxigénio, formando o &nion
radical superoxido (O27), que pode ocorrer com mais predominancia no
complexo | (NADH desidrogenase), complexo Il (succinato desidrogenase) e no
complexo Il (Coenzima Q). Estima-se que cerca de 2 a 5% dos elétrons
transportados acabam formando radicais superéxidos (BOVERIS; OSHINO;
CHANCE, 1972).

A producdo de EROs é um processo que ocorre por multiplas vias
celulares e esta associado tanto a homeostasia quanto a estados patolégicos. A
regulacdo e o controle dessas espécies reativas sdo fundamentais para a
manutencdo fisioldgica celular e a prevencdo de danos oxidativos, entre as
moléculas afetadas, se tem a hemoglobina (GASCHLER; STOCKWELL, 2017).

A hemoglobina (Hb), é a proteina mais abundante nos eritrocitos, que tem
sido amplamente estudada devido as suas interagdes com mercurio e derivados
de mercurio (HOGEBACK et al., 2016). Esta proteina desempenha um papel
crucial no transporte de oxigénio para os tecidos. Sua estrutura inclui quatro
grupos prostéticos heme e seis residuos de cisteina livres, que possuem a
capacidade de interagir com acidos moles de Pearson, como espécies de
mercurio. O mercurio interage fortemente com grupos tiol (-SH) presentes em
moléculas bioldgicas como a cisteina, devido a sua afinidade quimica com o
enxofre (NELSON & COX, 2022). Essa interacdo pode desencadear uma série
de efeitos adversos, afetando ndo apenas a funcdo de transporte de oxigénio da
Hb, mas também influenciando processos fisioldgicos mais amplos.

A conscientizacdo crescente sobre os impactos ambientais e a saude
humana levou a uma regulamentacdo mais rigorosa e a proibicdo do uso de
mercario em muitos produtos e processos industriais (ANVISA, 2019).
Atualmente, a busca por alternativas menos tdxicas e mais sustentaveis € um
foco importante na pesquisa e no desenvolvimento de produtos agricolas e
industriais (DRISCOLL et al., 2013). Neste sentido, destacam-se o0s esfor¢cos

internacionais, como a Convencao de Minamata sobre Mercurio, visam reduzir a
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emisséo e a liberacdo de mercurio no ambiente, promovendo praticas mais
seguras e sustentaveis (PNUMA, 2013).

Estudos realizados demostraram que o timerosal (composto organico de
Hg, usando como conservante de vacinas) apresenta potencial toxico para
sistemas biolégicos, afetando a estrutura da Hb, o que resulta em uma
diminuicdo na sua funcionalidade, ou seja, diminuicdo na capacidade de ligacéo
de oxigénio (MAGALHAES et al., 2020). O fenilmerctrio (PM) é um derivado de
mercurio utilizado como herbicida e fungicida na area agricola. Estudos
demonstraram que ratos expostos ao PM na agua de beber, apresentaram
diminuicdo na contagem de globulos vermelhos (SOLECKI et al., 1991). Este
trabalho visou avaliar os efeitos toxicolégicos do PM em trés modelos de
complexidade experimental, na Hb pura comercial (proteina), em eritrocitos
(célula) e em modelo animal (Zebrafish), avaliando alteracdes estruturais,
funcionais, morfolégicas e no estado redox. Assim, € importante ressaltar que
existem poucos achados na literatura sobre esse especifico composto de
mercurio, destacando a necessidade de investigacdo detalhada de seus

impactos no contexto biologico.

1. REFERENCIAL TEORICO

2.1 Contaminacdo de metais potencialmente toxicos

A exposicdo a metais potencialmente toxicos (Pb, Hg, Cd e Cr) se tornou,
nos ultimos anos, um tema de grande preocupacdo global devido aos seus
efeitos deletérios a salde humana. Dados levantados pela Organizagdo Mundial
da Saude (OMS) e a Agéncia Internacional de Pesquisa sobre o Cancer (IARC),
demostraram que esses metais, mesmo em concentracbes baixas, estdo
associados a varias doencas cardiacas e a um elevado risco de desenvolvimento
de cancer de bexiga, rim, figado, pulméo e pele (CHOWDHURY, et al., 2018).
De acordo com a OMS, o mercurio esta dentre os 10 produtos quimicos de
grande preocupacado para a saude publica, podendo causar diversos efeitos no

meio bioldgico e na saude humana exposta a tal contaminante (OMS, 2020).



22

O uso recorrente desses metais em diversas areas, como agricultura,
residéncias, industrias e tecnologias, proporcionou um aumento significativo a
exposicdo humana. Entre todas as fontes de poluicéo, 98, 92, 80, 76 e 80% da
poluigéo por mercurio, cadmio, arsénico, chumbo e cromio, respetivamente, tém
origem em fontes de 4gua, como via de contaminacdo humana (DONG, et al.,
2024). Diversos estudos na literatura documentam que a exposi¢cédo de mercurio
leva a um aumento na producdo EROs, induzindo ao estresse oxidativo, que
pode provocar oxidacéo de diversas biomoléculas como também o esgotamento
de sistemas que neutralizam as EROs (FARKHONDEH et al., 2020 & GRUTA et
al., 2010).

A contaminacdo ambiental por metais potencialmente toxicos tem
aumentado desde a Segunda Guerra Mundial. Segundo a OMS, em 2015,
aproximadamente 8 milhdes de mortes foram atribuidas ao cancer, muitas delas
associadas a exposi¢do a metais como Pb, Hg, Cd, As e Cr, cuja presenca em
niveis elevados além dos limites permitidos causa toxicidade em células vivas
(OMS, 2017). Esses metais tém sido associados a danos antioxidantes, inibicao
enzimatica, inducédo de apoptose e disfuncao proteica, que pode levar a danos
nas membranas e peroxidacao lipidica (ASTDR, 2017).

Relatérios mais recentes da Organizacdo das Nacfes Unidas (ONU)
destacam que a contaminacdo por metais continua sendo uma preocupacao
global, com impactos significativos na saude publica e no meio ambiente (ONU,
2020). Estudos indicam que a exposi¢ao crénica a esses metais esta associada
ndo apenas a doencas cancerigenas, mas também a problemas neuroldgicos,
cardiovasculares e renais, ampliando a urgéncia de politicas eficazes de controle

e mitigacdo desses contaminantes.

2.2 Mercurio e sua toxicidade

O mercurio e seus compostos, historicamente foram e sdo ainda bastante
utilizados em uma variedade de processos industriais e produtos, como agentes
farmacéuticos, conservantes de vacinas, explosivos, dentre outros. As
discussbes e estudos sobre os altos indices de toxicidade do mercurio para o

homem e animais vem sendo discutidas ha bastante tempo (NEATHERY &
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MILLER, 1975). Vérios estudos apontam que a toxicidade de mercurio, mesmo
gue seja em concentracfes baixas, ocasionam distirbios neuronais,
imunotoxicidade e danos renais (CLARKSON et al, 2003), doencas
cardiovasculares (DCVs), incluindo aterosclerose (HOUSTON, 2007; VIRTANEN
et al; 2007), isso devido a sua alta capacidade de acumulo nos 6rgdos. A
acumulacdo de mercurio nos 6rgdos pode causar danos severos, incluindo
disfuncdo renal, problemas neurolégicos, danos hepaticos, doencas
cardiovasculares e disturbios no sistema imunoldgico.

O mercurio pode ser encontrado na forma elementar (Hg®, na forma
organica, o ion mercurico esta ligado covalentemente a um radical organico,
como exemplo, temos o metilmercurio (CHsHg™"), o dimetilmercurio ((CHz)2Hg) e
o etilmercurio (Cz2HsHg*). Por outro lado, na forma inorganica, pode ser
encontrado, o ion mercuroso (Hg2%*) e o ion mercurico (Hg?*) (MESQUITA et al.,
2010).

A concentracdo do mercurio € influenciada por diversos fatores, incluindo
a natureza quimica, a dose, a duracdo da exposicdo e a via de entrada no
organismo. Esses elementos determinam seus efeitos prejudiciais nos tecidos
humanos. De acordo com a teoria de acidos e bases duros e moles (HSAB) de
Ralph Pearson, o mercurio € classificado como uma espécie mole devido a alta
polarizabilidade dos elétrons em sua camada externa. Essa propriedade confere
ao mercurio uma forte afinidade por ligantes contendo doadores moles, como
atomos de enxofre (S), selénio (Se) e fosforo (P) (WU et al., 2014).

O mercurio na forma elementar é bastante utilizado em processos
industriais e de fabricacdo, bem como mineragéo, também é usado em objetos
domeésticos, médicos e elétricos (como termdmetros, termostatos, amalgas
dentarias). A exposicdo e consequentemente a intoxicacdo por mercurio
elementar na forma de vapor, pode levar a intoxica¢do, uma vez que o mercurio
é facilmente absorvido pelos pulmdes, passa para a corrente sanguinea e
alcanca o cérebro. Isso resulta em uma variedade de alteracdes neuroldgicas e
nao neurologicas, como também pode provocar danos renais, alteracées no
sistema cardiovascular, efeitos imunologicos adversos (CICEK-SENTURK et al.,
2014).
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A intoxicac@o por mercurio orgéanico, principalmente metilmercurio, onde
as pessoas sado mais expostas, pode ocorrer via trato gastrointestinal. Cerca de
95% sao absorvidos pelos peixes e ingeridos pelos seres humanos ao
consumirem peixes e frutos do mar que contém esse composto, que é
direcionado na corrente sanguinea € distribuido em todos os tecidos.
Ocasionando efeitos toxicos para o sistema nervoso central e periférico. Vale
ressaltar que em mulheres gravidas, o metilmercario possui mecanismos que
atravessa a placenta e pode afetar o feto em desenvolvimento (OLIVER, 2012).

O timerosal (TM) é um derivado organomercurial do etilmercurio que é
usado como conservantes em vacinas e produtos farmacéuticos em diversos
paises. O etilmercurio € decomposto pelo corpo rapidamente e ndo se acumula
(OMS, 2020). De certa forma, a intoxicacdo por mercurio inorganico ocorre via
trato gastrointestinal, em que cerca de 7 a 15% é ingerido e absorvido. Ainda,
vale ressaltar que os compostos de mercurio ndo conseguem atravessar
facilmente a barreira hematoencefélica.

Tendo em vista que o mercurio e suas espécies estdo presentes na
natureza, podendo ser encontrada no solo, ar e nas aguas, é de extrema
importancia entender o ciclo geoquimico natural do mercurio, este €
caracterizado pelas rotas que este composto pode seguir no ambiente,
proveniente das emissfes geradas em atividades vulcanicas, processos
geotérmicos e até volatizacdo dos oceanos (BISINOTI et al.,, 2004),
(WASSERMAN et al., 2001).
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Figura 1: Ciclo geoquimico do mercurio em ambientes naturais.
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Fonte: Sousa & Barbosa, 2000.

Sabe-se que em torno de 85% de mercurio que contamina as aguas doces
se encontra na sua forma organica, preferencialmente como metilmercurio. A
Figura 1, apresenta um esquema demostrando o ciclo do Hg na natureza,
esquematizando as reacfes essenciais que podem ocorrer no sedimento ou
solo, 4gua ou atmosfera, ressaltando que essas reacfes sofrem a influéncia de
bactérias e da luz solar contribuindo para transformacdes. Temos uma maior
predominancia de mercurio elementar Hg® na atmosfera. Esse pode sofrer
reacOes de oxidacdo sendo convertido em Hg?* e em ambientes aquéaticos por
ter uma reatividade maior, sendo capaz de interagir com bactérias e ser
convertido em espécies organicas como metilmercurio (CHsHg*) (BISINOTI et.
al., 2004; WASSERMAN et. al., 2001).

Além disso, 0 mercurio e seus respectivos compostos organomercuriais
possuem uma alta afinidade por grupos sulfidricos de proteinas e outras
biomoléculas, tais como enzimas (como a glutationa peroxidase, por exemplo),
hemoglobina, albumina, queratina, entre outras proteinas. Além disso, também

podem interagir com aminoacidos contendo grupos tiol, como a cisteina,
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presente em varias proteinas estruturais e enzimdticas, o mercurio se liga
covalentemente a grupos tidis (-SH) de residuos Cys de proteinas e forma adutos
provocando alteragcdes na conformacédo da proteina, consequentemente sua
funcionalidade também sofre alteracdo. Como também pode se ligar a glutationa
reduzida intracelular (GSH) e diminuir os estoques de GSH, resultando em um
aumento de espécies reativas de oxigénio (VALKO et al., 2005).

A geracdo de EROs pela exposicdo ao mercurio ocorre principalmente
devido a sua capacidade de interagir com biomoléculas contendo grupos
sulfidricos, como a glutationa reduzida (GSH). O mercurio e seus derivados
podem ligar-se diretamente a GSH, reduzindo seus estoques intracelulares. A
GSH desempenha um papel crucial como antioxidante, neutralizando EROs e

mantendo o equilibrio redox celular. Com a diminuicdo dos niveis de GSH, ha

um aumento na concentracdo de EROs, como o radical superéxido (O2) e

peroxido de hidrogénio (H202), que sdo produtos da reacdo de autoxidagéo ou
de enzimas como a NADPH oxidase e xantina oxidase. Essas EROs podem
causar danos oxidativos a lipidios, proteinas e DNA, comprometendo a
integridade celular e contribuindo para o desenvolvimento de varias condicbes
patolégicas (MOOD et al. 2021).

2.3 Acetato de fenilmercurio

O acetato de fenilmercurio (PM) é um composto organomercurial
caracterizado como um po inodoro higroscopico branco, que possui formula
molecular de CgHsHgO: (Figura 2). Tal derivado do mercurio tem sido utilizado
como herbicida, antisséptico, catalisador, fungicida e conservante para tintas
latex (TONAMURA et al., 1968; LYNN, 2024). Apesar de poucos estudos e
experimentos sobre os efeitos toxicologicos do PM em modelos bioldgicos,
alguns desses estudos realizados em modelos animais (ratos), demonstram que
o fenilmercurio pode causar, ap6s uma administracdo aguda, um alto grau de
necrose epitelial no cortex renal (SOLECKI et al., 1985).

Estudos indicam que o PM sofre decomposi¢cdo para liberar mercurio

inorganico e benzeno. Notavelmente, o benzeno gerado pode passar por uma
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rapida conversdo, para formar fenol. Essa série de rea¢des quimicas € crucial
para compreender 0s processos de degradacao do PM em meio aquoso e seus
potenciais impactos ambientais e de saude (DANIEL et al., 1972; LYNN, 2024).

Figura 2: Estrutura quimica do acetato de fenilmercurio.

Hg

O

Fonte: Autores, 2024

VArios organomercuriais possuem mecanismos para atravessar a barreira
hematoencefalica e causar efeitos nocivos no cérebro, diminuicdo de neurbnios
causados pelo aumento da citotoxicidade e apoptose (OLCZAK et al., 2009),
(TEIXEIRA et al., 2018). Apesar de poucos estudos na literatura sobre a
exposicdo do PM em células sanguineas, experimentos em modelos animais
mostraram reducdes nas contagens da Hb em ratos, hematdcrito e glébulos
vermelhos com uma dose de 3,7 mg Hg/kg/ dia de PM (SOLECKI et al; 1991).
Em estudos de duracdo cronica, a exposicdo ao PM em doses de 0,37 mg
Hg/kg/dia resultou em uma diminuicdo de aproximadamente 10% no peso
corporal final em ratos machos (SOLECKI et al; 1991).

O mercurio pode reagir com grupos tidis (R-SH) e selendis (R-Se) em
proteinas (CAROCCI et al., 2014). Isto permite que o mercurio se ligue e
modifique a estrutura e atividade dessas enzimas, transportadores e outras
proteinas cuja atividade depende de grupos funcionais tiol ou selenol, estas

incluem um conjunto diversificado de transportadores e enzimas importantes que
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participar na regulagdo da estrutura e funcdo celular, como ATPases;
hemoglobina e mioglobina; oxidoredutases, transferases, hidrolases e
isomerases; e selenoenzimas (KHAN & WANG, 2009; NAGAHARA, 2011).

2.4 Sangue

O sangue € uma composicao fluida complexa e vital para o funcionamento
do organismo humano, constituido por varias células e elementos essenciais.
Ele é composto por plasma, que representa 55,3% de seu volume, hemacias que
correspondem a 45%, e globulos brancos, ou leucdcitos, que junto com as
plaquetas somam aproximadamente 1%. O sangue desempenha um papel
crucial na defesa imunoldgica e na manutencdo das condi¢Bes fisioldgicas do
corpo. Sua composicao é constantemente renovada através da entrada e saida
de diversas substancias, garantindo a estabilidade necessaria para o
funcionamento adequado das células (eritrdcitos, leucdcitos) (HOFFBRAND;
MOSS, 2013).

O plasma, a fragédo liquida e acelular do sangue, € uma matriz fluida
composta majoritariamente por agua (92%), enquanto proteinas representam
7% e 1% é constituido por moléculas organicas dissolvidas, como aminoacidos,
glicose, lipidios, ions (Na*, K*, CI7, H*, Ca?*, e HCO3"), além de gases como
diéxido de carbono (CO,) e oxigénio dissolvido (O,) (SILVERTHORN, 2017). A
porcédo celular do sangue inclui trés tipos principais de células em suspensao no
plasma: glébulos vermelhos ou hemacias, glébulos brancos ou leucdcitos, e
plaguetas ou trombdcitos. As hemacias sdo responsaveis pelo transporte de
oxigénio e dioxido de carbono, os leucdcitos sdo fundamentais para a defesa do
organismo contra infecgcdes, e as plaquetas desempenham um papel essencial
na coagulacao do sangue, ajudando a prevenir a perda excessiva de sangue em

casos de lesao.

2.4.1 Eritrécitos

As hemacias, conhecidas como glébulos vermelhos ou eritrécitos (RBCs),
desempenha papel essencial no transporte de gases para os tecidos corporais,

atendendo as demandas metabdlicas, entre esses gases, temos 0 oxigénio,
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diéxido de carbono e o mondxido de carbono. Elas possuem formato de disco
bicbncavo, medindo em torno de 7 uym de didmetro, tendo tempo de vida de 120
dias (BEU et al., 2017). Essas células sédo produtos de um processo de
maturacdo complexo que se inicia na medula 6ssea conhecido como
eritropoiese, o qual envolve a diferenciacdo sequencial de células-tronco
hematopoiéticas até a formacdo de eritrécitos maduros, prontos para
desempenhar suas funcdes no sistema circulatério (PANDEY & RIZVI, 2011).

A eritropoiese € o processo de formacéo dos eritrgcitos, tendo inicio com
as células-tronco hematopoiéticas na medula 6ssea. Essas células-tronco tém a
capacidade de se diferenciar em varias linhagens celulares, iniciando assim a
producdo de eritrcitos. Inicialmente, as células-tronco hematopoiéticas se
diferenciam em proeritroblastos, como observado na Figura 3 que sdo 0s
primeiros precursores na linhagem dos eritrécitos. Em seguida, o0s
proeritroblastos evoluem para eritroblastos iniciais, células maiores que exibem
uma intensa coloracdo devido a abundancia de RNA ribossomal (HOFFBRAND;
MOSS, 2013).

Os eritroblastos iniciais se transformam em eritroblastos intermediarios
(policrométicos), que séo caracterizados por uma alta atividade de sintese Hb e
acumulo de ferro. Essa fase é crucial para a preparacdo da célula para suas
funcbes de transporte de oxigénio. Posteriormente, o0s eritroblastos
intermediarios se diferenciam em eritroblastos desenvolvidos (ou picnoticos).
Durante este estagio, ha uma condensacao significativa do nacleo e um aumento
na concentracdo de Hb. O nucleo é progressivamente reduzido e finalmente
expulso da célula, marcando a transi¢éo para a fase seguinte (YAWATA, 2003).

Apoés a extrusdo do nucleo, a célula progenitora se torna um reticulécito
(Figura 3). Durante essa fase, os reticulocitos ainda contém residuos de
organelas, como reticulo endoplasmatico e mitocondrias. Esses residuos sé&o
gradualmente eliminados conforme o reticul6cito amadurece. Esse processo de
perda das organelas ocorre enquanto os reticulécitos circulam no sangue,
completando sua maturacdo em eritrocitos maduros. Ao final dessa maturacéo,
os eritrécitos maduros ficam caracterizados pela auséncia de nudcleo e

organelas, possuindo alta concentragcdao de Hb, essencial para o transporte
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eficiente de oxigénio dos pulmdes para os tecidos do corpo (PANDEY & RIZVI,
2011).

Figura 3: Representacao do processo de eritropoiese.
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Fonte: HOFFBRAND; MOSS, 2013.

Os eritrdcitos, ou globulos vermelhos, dependem exclusivamente da
degradacgdo anaerobica da glicose como fonte de energia. Este processo ocorre
principalmente através da via glicolitica, que resulta na producéo de adenosina
trifosfato (ATP), nicotinamida adenina dinucleotideo reduzida (NADH) e piruvato.
O piruvato é entdo convertido em lactato pela acdo da enzima lactato
desidrogenase (DAVIDSON WD, 1972).

Aproximadamente 70 a 90% da glicose metabolizada nos eritrécitos
segue a via glicolitica para gerar ATP, que é essencial para manter a integridade
e funcionalidade da membrana celular e das proteinas intracelulares (VAN
ZWIETEN et al., 2014). Este ATP é crucial para processos como a manutengao
do gradiente ibnico através da bomba de sodio-potassio (Na*/K*-ATPase).

Além da via glicolitica, uma porcdo menor da glicose € desviada para a
via das pentoses fosfato, que é fundamental para a producdo de NADPH. O
NADPH é vital para a manutencdo do potencial redox da célula, protegendo os
eritrocitos contra o estresse oxidativo ao manter a GSH. As enzimas

antioxidantes superéxido dismutase (SOD), catalase e glutationa reduzida
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desempenham um papel crucial na neutralizacdo de EROs, prevenindo danos
oxidativos as proteinas e lipidios da membrana celular (BEUTLER, 1971). A via
das pentoses fosfato também é importante para a producao de ribose-5-fosfato,
um componente essencial para a sintese de nucleotideos e acidos nucleicos.
Embora os eritrocitos maduros ndo tenham ndcleo e, portanto, ndo realizem
sintese de DNA ou RNA, a atividade desta via é importante durante as fases de
desenvolvimento dos precursores eritroides na medula 6ssea (SUN et al., 2017).

Em resumo, a glicose nos eritrocitos € metabolizada principalmente
através da via glicolitica para a producédo de ATP, enquanto uma fragdo menor
€ utilizada na via das pentoses fosfato para gerar NADPH, essencial para a
defesa antioxidante. Estes processos garantem que 0s eritrocitos possam
cumprir eficazmente suas funcdes de transporte de oxigénio e manutencao da
homeostase redox (SUN et al., 2017).

A membrana eritrocitaria € composta por 19,5% (peso/peso) de agua,
39,5% de proteinas, 35,1% de lipidios e 5,8% de carboidratos (MURADOR &
DEFFUNE, 2007; YAWATA, 2006). Os lipidios sdo constituidos por 60% de
fosfolipidios, incluindo fosfatidilcolina, fosfatidiletanolamina, esfingomielina e
fosfatidilserina, além de outros fosfolipidios em menor grau. O colesterol ndo
esterificado representa cerca de 30% da composicéo lipidica, enquanto os 10%
restantes sao glicolipidios. A fluidez da membrana € crucial para sua funcéo e
depende de diversas caracteristicas, como a classe de fosfolipidios, grau de
saturacdo, comprimento das cadeias e a quantidade de colesterol livre
(MURADOR & DEFFUNE, 2007; RODRIGUES & RIBEIRO, 2021; SALES
NETO, 2012; YAWATA, 2006).

2.4.2 Proteinas

As proteinas sao definidas com macromoléculas biolégicas mais
abundantes compostas de aminoacidos unidas por meio de ligacdes peptidicas.
Sao formadas a partir de um carbono quiral ligado a um grupo amino, um grupo
carboxila e um grupo R, que pode ser uma cadeia carbénica ou um hidrogénio
(NELSON & COX, 2022). As proteinas podem ser descritas em quatros niveis

estruturais (Figura 4), sendo eles, estrutura primaria, que se caracterizar pela
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sequéncia de residuos de aminoacidos, que estdo ligados por ligacdes
peptidicas, essa estrutura determina como a proteina se dobra em sua estrutura
tridimensional Unica, que é crucial para determinar a funcdo da proteina
(STOLLAR; SMITH, 2021).

Em seguida se tem a estrutura secundéaria, que se refere ao arranjo
estavel dos residuos de aminoacidos, sem considerar a posi¢éo de suas cadeias
laterais ou em relacdo a outros segmentos. A estrutura secundaria se refere a
gualquer segmento de uma cadeia polipeptidica e descreve o arranjo espacial
de seus &tomos na cadeia principal, como as hélices alfa (a) e as folhas beta (B).
A ligacdo recorrente que estabiliza essas estruturas € a ligacdo de hidrogénio
(STOLLAR; SMITH, 2021).

Existem alguns tipos de estruturas secundarias que sao particularmente
estaveis e ocorrem extensamente em proteinas. Sendo as mais conhecidas
como a-hélice, folha-B e a volta 8. Nas a-hélice o esqueleto polipeptidico é
enrolado em torno de um eixo imaginario desenhado da hélice. As folha- € uma
conformacédo mais estendidas das cadeias polipeptidicas e apresenta em forma
de zigue-zague, ao invés de uma estrutura helicoidal, nessa conformagao as
ligagbes de hidrogénio sdo formadas entre os segmentos adjacentes da cadeia
polipeptidica. Na estrutura secundaria ndo ha participacdo de grupo R na
descricéo da estrutura (NELSON & COX, 2022).

A estrutura terciaria descrever o enovelamento tridimensional total de um
polipeptidio. E caracterizado por possui uma Gnica cadeia polipeptidica sendo
estabilizada por ligacbes de hidrogénio, pontes dissulfeto, interacdes
eletrostaticas e forgas de van der Waals. Por fim, tem a estrutura quaternaria,
gue é caracterizada pela associacdo de duas ou mais cadeias polipeptidicas,
formando uma proteina funcional. E mantida geralmente por ligagdes n&o
covalentes entre as subunidades, dos mesmos tipos que mantém as estruturas
terciarias. A molécula de Hb, por exemplo, € formada por quatro cadeias

polipeptidicas.
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Figura 4: Niveis estruturais das proteinas.
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Fonte: Principios de Bioguimica de Lehninger, 82 edicao, 2022.

As proteinas podem ser constituidas de uma Unica cadeia polipeptidica
ou de varias cadeias polipeptidicas, ou seja, possuem dois ou mais polipeptidios
associados. Além disso, essas cadeias podem ser iguais, recebendo o nome de
oligomérica, ou individuais, recebendo o nome de protdmeros. Como exemplo
temos a hemoglobina, que possui quatro cadeias alfas idénticas e duas cadeias
betas idénticas, essas subunidades sdo mantidas por ligacbes ndo covalentes
(NELSON & COX, 2022).

As proteinas em principio podem ser enovelar-se em uma variedade de
formas, devido a flexibilidade de suas cadeias. A estrutura de uma cadeia
enovelada é mantida por uma série de interacdes covalentes fracas, que séo
formadas entre os aminoacidos. As ligacdes ndo covalentes que ajudam a
manter a forma das proteinas incluem as pontes de hidrogénio, as interacées
eletrostaticas e as interagfes de van der Waals.

Além disso, as proteinas podem ser classificadas em dois grandes
grupos, as proteinas globulares, que se caracterizam como cadeias
polipeptidicas dobradas em uma forma esférica ou globular, temos a mioglobina
como exemplo, tendo funcionalidade de estocagem de oxigénio para facilitar a

difusdo de oxigénio nos tecidos musculares e na contracdo. As proteinas
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fibrosas, com as cadeias polipeptidicas arranjadas em longos filamentos ou
folhas, como exemplo, tem-se a a-queratina, o coldgeno e a fibroina,
apresentando propriedades de suporte, forma e protecdo externa (NELSON &
COX; 2022).

Os dois grupos séo distintos estruturalmente, as proteinas fibrosas sao
formadas por um Unico tipo de estrutura secundaria e a estrutura terciaria é bem
simples, por outro lado as proteinas globulares possuem diversas estruturas
secundarias. Além disso, se diferenciam funcionalmente, as estruturas que
garantem suportem, forma e protecdo séo as fibrosas, e as globulares estéo
relacionadas a regulacgéo e atividade enzimética (DEVLIN, 2011).

As proteinas desempenham funcdes essenciais para 0 h0SSo organismo,
devido a capacidade de adotar muitas conformacfes, estas podem promover
suporte mecanico para células e tecidos (proteinas estruturais), transporte de
substancias pelo corpo é ions (proteinas de transporte), armazenamento de
moléculas e ions (proteinas de armazenamentos), entre tantas outras funcdes
(ALBERTS, 2010).

2.4.3 Hemoglobina

A Hb (com massa molecular de 64.500 Daltons) € uma proteina situada
no interior dos glébulos vermelhos (também conhecidos como eritrocitos ou
hemacias), sendo uma das primeiras proteinas a ter sua estrutura tridimensional
analisada e esclarecida (Figura 5). Consiste em quatro cadeias polipeptidicas,
cada uma associada a quatro grupos prostéticos de heme, nos quais os atomos
de ferro se encontram no estado ferroso (Fe?*). Duas dessas cadeias séo do tipo
a, compostas por 141 residuos de aminoacidos cada, enquanto as outras duas
sdo do tipo B, compostas por 146 residuos de aminoacidos cada. A hemoglobina
€ de configuracao esférica e é considerada uma proteina tetramérica. Sua funcéo
primordial reside no transporte de gases aos tecidos corporais (NELSON & COX,
2022).
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Figura 5: Estrutura molecular da hemoglobina humana adulta (HbA) presente
nos eritrocitos.

Fonte: BRINGAS, M. et. al. 2017.

O heme presente na molécula de hemoglobina é uma estrutura orgéanica
complexa, constituida por um anel porfirinico (Figura 6). Este ion de ferro, por
sua vez, forma um complexo com um nimero de coordenacdo igual a seis,
estabelecendo quatro ligacdes de coordenacdo com atomos de nitrogénio
pertencentes ao sistema plano do anel porfirinico e duas ligacdes
perpendiculares a este. Além de estar presente em diversas proteinas
transportadoras de oxigénio, 0 heme também é encontrado em proteinas que
participam de reacdes de oxirreducéo, como é o caso dos citocromos (HAUSER,;
GUNNER, 2004).

As moléculas de heme livres, ou seja, sem ligacdo a uma proteina, deixam
o ferro (Fe?*) com duas ligacGes de coordenagéo disponiveis. Quando o oxigénio
(O2) se liga a duas moléculas de heme livres, o Fe?* pode ser convertido para
Fe3*, em que essa reacéo é considerada irreversivel. No entanto, nas proteinas
gue contém heme, essa conversao é evitada porque o heme é confinado no
interior da estrutura proteica, restringindo o acesso as ligacdes de coordenacao

disponiveis.
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Figura 6: Representacao do grupo heme presente na hemoglobina.
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Fonte: Principios de Bioquimica de Lehninger, 82 edi¢éo, 2022.

Uma dessas ligacbes é ocupada pelo nitrogénio de uma histidina na
cadeia lateral, enquanto a outra é o local de ligacdo para o oxigénio molecular
(O2). Quando o O:2 se liga, as propriedades eletrbnicas do ferro mudam,
resultando na alteracdo da cor do sangue de roxo-escuro (venoso pobre em
oxigénio) para vermelho-brilhante (arterial rico em oxigénio). Algumas moléculas
pequenas, como monodxido de carbono (CO) e oOxido nitrico (NO), tém uma
afinidade maior pelo ferro do heme do que o O2. Quando o CO se liga ao heme,
0 O2 é excluido, tornando o CO altamente toxico para organismos aerobios. As
proteinas de ligacdo ao oxigénio regulam o acesso do CO e de outras moléculas
pequenas ao ferro do heme, protegendo contra sua toxicidade (SCHECHTER,
2008).

Estudos realizados por meio de raios X, mostraram que duas
conformacdes principais da Hb, o estado R e o estado T. O oxigénio tem mais
afinidade pela Hb no estado R. Quando ndo h& a presenca do oxigénio o estado
T é mais estavel, tendo a predominancia da conformacéo da desoxiemoglobina.
Estado R significa relaxado, enquanto o estado T significa tenso. Quando a Hb
estd no estado R, ela tende a ter uma maior afinidade pelo oxigénio, ou seja,

esta mais propensa a se ligar ao oxigénio. Por outro lado, quando esta no estado
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T, sua afinidade pelo oxigénio tende a ser menor, ou seja, ela libera o oxigénio
gue estd carregando, tornando-se o estado T o0 mais estavel, sendo a
conformacédo predominante da desoxiemoglobina. Esse processo € conhecido
como efeito cooperativo, sendo crucial para a funcdo da Hb em realizar o
transporte de oxigénio (PATEL; MOHIUDDIN, 2023)

A transicdo do estado T para o estado R é iniciada por alteracdes nas
posicdes das cadeias laterais de aminoacidos especificos que cercam o heme.
No estado T, a estrutura da porfirina apresenta uma leve distor¢do, resultando
na projecao do ferro do heme ligeiramente para o lado da histidina proximal.
Quando o oxigénio se liga, o heme se torna mais plano, 0 que provoca 0
deslocamento da histidina proximal e, consequentemente, da hélice F que esta
conectada a ela. Um outro fator que afeta a ligacdo cooperativa da hemoglobina
€ o pH. Nos tecidos que estdo metabolicamente ativos, a producdo de didxido
de carbono é elevada, o que leva a uma queda no pH. Essa mudanca faz com
gue a Hb reduza sua afinidade pelo oxigénio (SCHECHTER, 2008).

Figura 7: A transicdo T — R da Hb, em que a transi¢cdo do estado T para o
estado R altera de modo consideravel os pares de subunidades, afetando
determinados pares i6nicos.
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Fonte: Principios de Bioquimica de Lehninger, 82 edigdo, 2022.
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2.5 Espécies reativas de oxigénio e estresse oxidativo

Danos oxidativos nos eritrocitos podem levar a perda da funcionalidade
da Hb. Quando a presséo de oxigénio diminui nos eritrocitos pode ocorrer um
aumento de uma provavel ligacdo da Hb na membrana dos eritrécitos, facilitando
a producéo de EROs, desencadeando estresse oxidativo (RIFKIND et al., 2012;
REMIGANTE et al.,, 2021). As EROs sao definidas como espécies quimicas
altamente reativas que possuem um elétron desemparelhado originado do
oxigénio molecular. As EROs resistem por um periodo muito curto (da ordem de
10 a 10719 s) antes de colidirem com outra molécula e subtrair ou doar um
elétron para alcancar estabilidade (HALLIWELL & GUTTERIDGE, 2007).

E importante destacar que concentracbes apropriadas de EROs s&o
utilizadas na sinalizacdo celular; no entanto, aumentos excessivos na sua
producdo podem desencadear reacBes em cadeia com proteinas, lipideos e
DNA, resultando em estresse oxidativo e alteracdes em diversas biomoléculas,
levando a danos celulares que podem ser tornar irreversiveis e causar a morte
celular (apoptose) ou necrose (SLIMEN et al., 2014).

Diversos estudos na literatura destacam que a mitocondria € a principal
fonte enddégena de geracdo de EROs. Isso se deve ao seu papel crucial na
producéo de energia através da fosforilagdo oxidativa, onde o oxigénio molecular
€ reduzido a 4gua na cadeia transportadora de elétrons (HAJAM et al., 2022). As
EROs séo geradas, atraves do vazamento de elétrons na cadeia transportadora
de elétrons, preferencialmente da coenzima Q. Entdo, esses elétrons que
escapam reagem como O oxigénio para formar a primeira EROs, o radical
superoxido. Vale ressaltar que, este radical pode ser convertido
espontaneamente ou enzimaticamente em outras espécies reativas, como
peréxido de hidrogénio e a radical hidroxila (PALMA et al. 2024).

Porém, é necessério destacar que além das mitocondrias, as espécies
reativas de oxigénio também sao geradas por oxidases, em que estas oxidam
carboidratos, aldeidos, aminoacidos, entre outras biomoléculas. Também
merece destaque que a Xantina oxidase e NADPH oxidase, essa enzima tem
sido bastante estudada, pois acredita-se que em condi¢des hipoxicas, possam
ser também produtora de espécies reativas de oxigénio (VOLODYMYR, 2014).
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Figura 8: Geracao de espécies reativas de oxigénio pela cadeia transportadora
de elétrons.
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Fonte: Adaptado de Facundo et al., 2007.

Dessa forma, constatamos que a producdo exacerbada de EROs e a
neutralizagcdo de antioxidantes resulta no estresse oxidativo, que
consequentemente ird desencadear diferentes alteragdes nas células, ou seja, 0
estresse oxidativo, que é defendido como um desequilibrio entre as EROs e
antioxidantes enzimaticos e ndo enzimaticos. Para manter o equilibrio e inibir as
alteracdes que as EROs podem ocasionar no n0sso organismo, existe sistemas
antioxidantes que sao responsaveis pela inibicdo e reducéo de lesbes causadas
pelos radicais. Essas substancias podem ser divididas em dois sistemas, o
enzimatico, que sdo compostas por enzimas produzidas no organismo, € 0 ndo
enzimatico, sendo composta por vitaminas, flavonoides, licopeno, entre outas
substancias (BARBOSA, 2010).

Para proteger-se, a célula possui um sistema que pode atuar) como
detoxificadora do agente que esta ocasionando a lesdo, sendo constituida por
algumas enzimas, como SOD, GSH, CAT e GSH-Px. Os métodos mais utilizados
para afericdo indireta das EROs e, consequentemente, das lesbes oxidativas,
séo os eletroquimicos e espectrofluorimétricos (ZHAO et al. 2021).
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Como mencionado anteriormente, a primeira espécie reativa de oxigénio
formada é o anion radical superoxido, este sofre acdo de uma enzima
antioxidante, a SOD. Essa enzima foi descoberta em 1969, pelos pesquisadores
Joe M. McCord e Irwin Fridovich (MCCORD et.al., 1969). Nesta reacédo ocorre
uma dismutacdo, com constante de velocidade de aproximadamente, 10° M
s™%, onde o anion radical superéxido é convertido em peréxido de hidrogénio
(uma espécie de oxigénio ndo radicalar) e agua (equacao 1) (DESIDERI et al.,
2003). Vale ressaltar que a SOD possui trés isoformas, sendo a SOD 1, que &
citosolica dependente de cobre e zinco (Cu/Zn-SOD1), a SOD 2, que é
mitocondrial, em que esta é dependente de manganés (Mn-SOD2) e, por fim a
SOD 3, que é extracelular e dependente de cobre e zinco como a SOD 1 (Cu/Zn-
SOD3) (HALLIWELL & GUTTERIDGE, 2007).

O2"(aq) + 2H"(aq) = H202(aq) equacao (1)

Logo apos ocorre a formacdo do perdxido de hidrogénio, que €
considerado uma espécie de oxigénio nao radicalar, a qual pode reagir com ferro
por meio da reacao de Fenton. O ferro é extremamente toxico e pode catalisar a
formacédo do radical hidroxil (HO) que é altamente reativo, podendo oxidar
macromoléculas e causar lesdo tecidual (equagdo 2) (HALLIWELL &
GUTTERIDGE, 2007).

F62+(aq) + H202 (aq) — Fe3+(aq) + HO@q) + HO(ag) equacao (2)

O peroéxido de hidrogénio pode ainda sofrer acdo de duas enzimas, sendo
reduzida a agua e oxigénio. Essa reacéo de decomposicdo pode ser catalisada
pela enzima CAT e pela GPx. A CAT é considerada uma hemoproteina, podendo
atuar como peroxidase, que possui quatro grupamentos heme em sua estrutura
com pesos moleculares entre 200 e 340 kDa. A CAT foi cristalizada a partir de
figado bovino pela primeira vez em 1937 pelos pesquisadores James B. Sumner
e Alexandre L.Dounce (SUMNER et al., 1937). Dessa forma, essa enzima
catalisa a clivagem heterolitica da ligacdo O-O do H202 em agua e oxigénio,
prevenindo a formacao de EROs e garantindo a homeostase celular (GLORIEUX
et al., 2017).
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H202 (aq) > H20 )+ O2(g) equacao (3)

A enzima antioxidante, GPx também catalisa a reacédo de conversao de
perdxido de hidrogénio em agua. Tal enzima foi descoberta pela primeira vez em
1951. Possui em torno de oito isoformas (GPx1-GPx8) encontradas em
humanos. A GPx mais conhecida e abundante € a GPx1, sendo encontrada no
citoplasma. Sua estrutura é tetramérica, possuindo quatro subunidades
idénticas, onde cada subunidade possui um aminoacido selenocisteina
proteinogénico (HANDY et al., 2022 & LUBOS et al., 2011).

2GSH (ag + 2H202 agy — 2GSSG (59 + 2H20 equacao (4)

A GPx utiliza o tripepitideo GSH em sua reacdo, como funcdo para
decompor o peroxido de hidrogénio em dgua como observado na reacédo [4].
Ademais essa enzima ainda tem o auxilio da GR, que via NADPH, recomp&em
0 GSH que é oxidado a GSSG na reacédo (FLOHE et al., 1972).

Figura 9: Vias de formacdo de EROs e mecanismos de defesas
antioxidantes.
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Além da formacdo de EROs, pode ocorrer a formacdo de espécies
reativas de nitrogénio (ERNSs), sendo o mais conhecido 6xido nitrico (NO). Essa
molécula é produzida a partir da reacdo catalisada pela enzima 6xido nitrico
sintase (Nos), da L-arginina, liberando NO e citrulina. O NO possui diversas
funcdes entre elas, neurotransmissao, tonus vasculares, regula a transcricéo
genética e a traducdo do mRNA (AHMAD & MAHMOOD, 2019).

A NOs possui trés isoformas importantes, sendo elas, a éxido nitrico
sintase neuronal (nNOS), esta relacionada a sinalizacdo no sistema nervosos
central, um neurotransmissor; a NOS endotelial (eNOS), que esta relacionada a
vasodilatacdo e regulacdo vascular; e por fim, a 6xido nitrico sintase indutivel,
que possui uma variedade de funcgdes, ou seja, induzida em alguns tecidos por
algum agente pro-inflamatoério (SAAD, 2021). Vale salientar que o NO pode
reagir com o anion radical superéxido formando o peroxinitrito (NO3z~), podendo
ocasionar danos oxidativos, nitracdo de biomoléculas, como proteinas, lipideos
e DNA (FORSTERMANN et al., 2012) & (SAAD, 2021).

O estresse oxidativo tem sido amplamente estudado em diversos modelos
de organismos, incluindo vertebrados e invertebrados. Dentre esses modelos, o
Zebrafish destaca-se como uma ferramenta promissora para a investigacdo do
estresse oxidativo, devido as suas inimeras vantagens, como desenvolvimento
rapido, baixo custo, alta similaridade genética com o genoma humano e ampla
aplicacao em diferentes areas de pesquisa (CHOWDHURY & SAIKIA).

Devido ao seu pequeno tamanho e a transparéncia Optica das larvas de
Zebrafish, esse modelo experimental permite a obtencdo de imagens de alta
resolucdo em tempo real. Essa caracteristica possibilita a observacéo detalhada
de processos biolégicos, como o desenvolvimento embrionario, a circulacéo
sanguinea e a resposta a substancias toxicas, sem a necessidade de técnicas
invasivas.

Estudos demonstraram a toxicidade induzida pelo aluminio em embrides
de Zebrafish, expostos a 50, 100 e 200 uM de AICI; por 72 horas a partir de 6
hpf. Os resultados indicaram que o aluminio comprometeu significativamente o
desenvolvimento dos embrides, levando a alteracdes morfolégicas e morte
celular. Além disso, observou-se uma alteracdo no estado oxidativo das larvas,

com reducéo na formacao de espécies reativas de oxigénio (ROS e na atividade
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de algumas enzimas antioxidantes na maior concentracao testada (CAPRIELLO
et al., 2021).

Outro estudo realizado com Zebrafish expbs embrides-larvas a diferentes
concentragdes de cloreto de mercurio (0, 1, 4 e 16 pg/L) no intervalo de 2 hpf a
168 hpf. Os resultados indicaram que o aumento da concentracdo e do tempo
de exposi¢édo ao Hg?* levou a um acumulo significativo do metal nos organismos,
resultando em efeitos adversos no desenvolvimento. Dentre os danos
observados, destacam-se o aumento da taxa de mortalidade, malformacoes,

reducdo do comprimento corporal e atraso no periodo de eclosédo (ZHANG et al;
2016).



44

3. JUSTIFICATIVA

Na literatura, € bem documentado que o mercurio e seus derivados sao
amplamente conhecidos por seus efeitos toxicos em seres humanos e no meio
ambiente. Esses efeitos podem causar graves alteracées no sistema nervoso
central, incluindo distdrbios comportamentais e neuroldgicos, além de problemas
cardiovasculares e comprometimento renal. Esses danos frequentemente estéo
relacionados ao aumento na producao de EROs e ainda interacbes com outras
biomoléculas, causando perda de func¢do, dentre outros efeitos indesejaveis.

Dentro desse contexto podemos nos basear em trabalhos do grupo, como
os estudos realizados por Magalhées et al. (2020) e Sales et al. (2022), os quais
mostraram o potencial téxico do timerosal (um derivado do mercurio), tendo
como alvo biologico a Hb. Nessas analises, observou-se mudancgas na estrutura
da proteina, resultando em perda de sua funcdo, ou seja, uma reducdo na
capacidade de ligacdo do oxigénio, deformacdo em sua estrutura, alteracdo da
membrana dos eritrocitos e de algumas biomoléculas presente em tal
membrana.

Além disso, trabalhos do nosso grupo de pesquisa mostraram que o
mercario inorganico agrava o desenvolvimento da aterosclerose em
camundongos knockout para o receptor de LDL hipercolesterolémico. A
exposicdo ao contaminante piora a hipercolesterolemia, compromete a
bioenergética mitocondrial, a funcdo redox, e afeta os perfis de globulos
vermelhos e brancos, além de alterar diversas caracteristicas morfologicas e
funcionais do tecido.

Considerando esses efeitos téxicos j& documentados e avaliados no
Nosso grupo de pesquisa, o presente trabalho propde avaliar o impacto do PM
(outro derivado organico de mercurio) em trés modelos distintosde
complexidade: (1) na hemoglobina (proteina pura), (2) em eritrocitos humanos
(célula), e (3) em um modelo animal, o Zebrafish (Danio rerio).

Dada a toxicidade j& observada para outros derivados de Hg, assim como
os efeitos do TM sobre a Hb e os eritrécitos, torna-se relevante investigar se o
PM apresenta efeitos semelhantes sobre esses modelos de complexidade

experimental. E importante destacar que ha poucos estudos sobre esse
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composto de mercurio, especialmente em relacéo aos eritrocitos e Hb, gerando
uma lacuna significativa quanto aos reais efeitos e mecanismos desse derivado

do mercurio para a saude humana.
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4. OBJETIVO GERAL

Investigar os impactos da exposi¢cdo da Hb pura, eritrocitos humanos e do

Zebrafish (Danio rerio) ao PM, considerando aspectos funcionais, estado redox,

bem como, alteracfes estruturais e morfoldégicas dos modelos de complexidade

estudados.

L X4

2
°o

Objetivos Especificos

Analisar alteracfes na estrutura da Hb por meio da banda de Soret;
Avaliar o perfil de migracao eletroforética da Hb exposta ao PM;
Compreender como ocorre 0 mecanismo de interacdo entre a proteina Hb
e 0 PM usando simulagéo de docking molecular;

Determinar, por meio de ensaios biofisicos, as constantes de dissociacao
(Ka) e de ligacao (Kb) da interacao entre o PM e a Hb;

Avaliar altera¢des na funcionalidade dos eritrocitos expostos ao PM;
Mensurar a producédo de EROs e ERNs nos eritrocitos expostos ao PM,;
Analisar as possiveis alteracdes na membrana dos eritrécitos expostos ao
PM pela fragilidade osmatica;

Determinar a atividade de enzimas antioxidantes nos eritrocitos: SOD,
catalase CAT e glutationa peroxidase GPx mediante a exposi¢céo ao PM,;
Avaliar marcadores secundarios do estresse oxidativo nos eritrocitos
humanos, tais como GSH, GSSG a razdo GSH/GSSG, grupos sulfidrilas
livres, lipidios oxidados, e proteinas carboniladas frente a exposicao do
PM,;

Avaliar as modificagcbes morfologicas na estrutura dos eritrécitos
expostos ao PM, comparativamente ao grupo controle;

Analisar alteracbes no processo de teratogénese de embrides de

Zebrafish (Danio rerio).
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5. MATERIAIS E METODOS
5.1 Reagentes e solucdes

Todos o0s produtos quimicos e reagentes foram adquiridos
comercialmente da Sigma-Aldrich, com pureza acima de 95%, sem necessidade
de etapas posteriores de purificacdo. Nos experimentos, foi utilizado tampéo
fosfato a 10 mM, contendo NaCl a 100 mM, com pH ajustado para 7,40 £ 0,05.
A solucéo estoque PM foi preparada a 10 mM, diluindo o sélido diretamente em
etanol, enquanto as solugdes de trabalho foram diluidas em &gua para obter as
concentracdes desejadas. As concentracdes de 0,125; 0,25; 0,5e 1,0 uM de PM

foram utilizadas para a realizacao dos experimentos com eritrécitos humanos.

5.2 Experimentos usando a Hb humana comercial como modelo (proteina

pura)
5.2.1 Simulagao por docking molecular da interagdo entre Hb e PM

As simulagcdes de docking molecular foram iniciadas usando as
coordenadas da proteina ovoalbumina derivadas de uma estrutura cristalina
disponivel no Protein Data Bank (PDB) com uma resolucdo de 2,70 A sob o
identificador 1LFL. As coordenadas atémicas do PM foram preparadas por meio
da otimizacdo da geometria com base em calculos da teoria funcional da
densidade (DFT), empregando a funcional de correlagdo de troca B3LYP
aumentada por corre¢des de dispersao por meio do esquema D3 de Grimme. Os
célculos usaram o conjunto de base 6-31G(d) para os ligantes e o potencial
central efetivo LANL2TZ para os elétrons internos dos atomos de mercurio,
pareados com um conjunto de base de valéncia explicito. Todas as otimizacfes
e analises de frequéncia vibracional foram executadas com o software Gaussian
09 (verséo C.01).

Estudos de docking foram conduzidos usando os pacotes Autodock4 e
AutoDockTools, incorporando cargas parciais atbmicas derivadas pelo método
Gasteiger. O protocolo foi projetado seguindo abordagens estabelecidas
relatadas na literatura. As simulacdes de docking do complexo proteina-

piceatannol 1LFL empregaram mapas de grade com dimensdes de 129 x 129 x
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129 pontos, com espacamento de grade de 0,25 A. O algoritmo genético
lamarckiano foi utilizado, configurado com um tamanho populacional inicial de
150 individuos, permitindo até 2,5 x 10° avaliagbes de energia e 2,7 x 10*
geracdes. As probabilidades de mutacdo e cruzamento de genes foram fixadas
em 0,02 e 0,8, respectivamente, com uma probabilidade de busca local de 0,06
e um maximo de 300 iteracdes para otimizacfes individuais. As conformacdes
resultantes foram agrupadas em clusters com base em um corte de desvio
quadratico médio (RMSD) de 2,0 A, priorizando as conformaces de menor

energia para analise.

5.2.2 Avaliagdo da formacgao de complexo entre Hb-PM e Banda de Soret

com Hb humana

Os espectros de absorcdo da proteina livre e ligada ao PM, foram
registrados de 200 a 600 nm, em tampao fosfato 10 mM a pH 7,4 (contendo NacCl
a 100 mM). Para avaliar possiveis alteracdes na estrutura da Hb (no anel
porfirinico) na presenca do PM, a banda de Soret foi monitorada empregando-
se diferentes concentracdes de PM (1,0 10 e 25 uM) e com concentragao fixa de
Hb (15,4 pM). Os espectros de absorcdo foram registrados em um
espectrofotdbmetro Shimadzu (UV-1900i), apés um periodo de 3 min de

incubacao.

5.2.3 Determinacdo da concentracdo de grupos tiois livres totais Hb

humana e eritrocitos

A mensuracdo dos grupos sulfidrilas livres totais (expressos em termos
de equivalente de cisteina) nas amostras de Hb (15,4 uM) e eritrocitos expostas
por 3 min ao PM (0,125; 0,25; 0,5 e 1,0 yM)) foi realizada empregando o &cido
6,6'-ditiodinicotinico (DTNA) como reagente de derivatizacdo a 100 uM. O NEM
foi preparado em uma solucéo estoque de 2,5 mM, sendo empregado como um
controle (bloqueador de grupos sulfidrilas), requerendo uma incubacéo prévia de
5 h antes da andlise. A quantificacdo foi conduzida em um espectrofotdmetro

(Shimadzu (UV-1900i) a 344 nm. A cisteina (Cys) foi usada como como padrao
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na construcdo da curva analitica (1 a 20 uM, n = 3, possibilitando a determinacéo
do teor total de tiol livre (SALES et al., 2022).

5.2.4 Avaliacao do perfil de migracao eletroforética da Hb humana

A técnica de eletroforese foi utilizada para avaliar o efeito de migracéo
eletroforética da Hb (12 ug (L) na presenca e auséncia de PM nas proporc¢des
de (1:0,1:1,1:10, 1:25, 1:50, 1:100). Os experimentos foram realizados conforme
Magalhées, (2020, com adaptacdes). As amostras foram aplicadas em um gel
de 15% m/m de poliacrilamida em condi¢gdes nado desnaturantes, com SDS e B-
mercaptoetanol no tampéao de corrida. Neste experimento, uma aliquota de 50
ML da amostra de Hb pura ou combinagdes com PM foi utilizada. A eletroforese
foi realizada com uma tensao de 100 V por cerca de 3 h. Em seguida, o gel foi
colocado em uma solucéo de coloracao (0,25 g de Coomassie blue R-250) para
cada 100 mL de metanol (50%) / 4cido acético (10%) por aproximadamente 5

min. Para descorar foi utilizado solu¢cao de metanol (50%) e &cido acético (10%).

5.2.5 Ensaios biofisicos com Hb humana

Para calcular o valor das constantes de ligacéo e dissociacao realizou-se
uma titulacéio espectrofotométrica na qual a macromolécula livre (Hb, 4 [M) foi
titulada com concentracdes crescentes de ligante (PM, 1 a 25 [M). Os sinais
analiticos foram registrados em espectrofotometro Shimadzu (UV-1900i) no
interno de 235-335 nm. Todas as solu¢des foram preparadas em tampéo fosfato
(10 mM, pH 7,4), e as medidas realizadas a temperatura ambiente (28 °C). A
formacédo do complexo entre a Hb e o PM foi realizada em espectrofotdmetro
Shimadzu (UV-1900i) no interno de 200-300 nm. Espectros de absorcao nas
condicdes: Hb (4 uM), PM (2 uM), complexo Hb + PM (1 uM), complexo Hb + PM
(2 uM) e complexo Hb + PM (4 uM) foram realizados. Condi¢éo: pH 7,4 (Fosfato
de s6dio 10 mM e 100 mM NacCl).

5.3 Experimentos usando eritrécitos como modelo (célula)

5.3.1 Coleta das amostras de sangue
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A coleta de sangue de voluntarios foi realizada por puncédo venosa (CAAE
02840318.2.0000.5013), utilizando tubos de coleta a vacuo da marca Olen
contendo EDTA-K3 (198 ug mL1) como anticoagulante. Para a separagéo dos
eritrocitos do plasma, o sangue foi centrifugado a 2345 g por 10 min a
temperatura ambiente (~ 28 °C). Posteriormente, os eritrocitos foram submetidos
a quantificacdo do teor total de proteinas pelo método de Bradford (1976), para

que todos os tragados 2.000 ug/mL de proteina uma solucao de Albumina sérica

bovina (BSA) (2 mg mL-") foi usada como padréo de proteina.

5.3.2 Ensaio de captacéo de oxigénio em eritrécitos humanos

A captacéo de oxigénio nos eritrocitos foi medida utilizando um oxigrafo
(Hansateh Instrument), & 28°C, em camera de vidro com 1,0 mL equipada com
um agitador magnético. A concentracao inicial de oxigénio no meio de reacéo foi
de 225 nmol O2 mL! (Robinson & Cooper, 1970). Em todos os experimentos, o
eletrodo de oxigénio foi calibrado (zero) com ditionito de sodio (Na2S204). Os
eritrocitos foram incubados com PM (0,125; 0,25; 0,5 e 1,0 uM) durante 3 min

para a realizacao do experimento.

5.3.3 Producao de EROs totais (DCF) em eritrocitos humanos

Para quantificar a producdo de EROs de forma nao especifica, utilizou-
se H:DCF-DA (5 pM). As analises foram realizadas utilizando um
espectrofluorimetro Shimadzu (RF 5301), empregando comprimento de onda de
excitacado e emissdo de 488 e 525 nm, respectivamente; e slit de 3 nm, como
descrito por Nunes et al. (2019). Os Ery foram incubados por 3 min com PM

(0,125; 0,25; 0,5 e 1,0 uM) para a realizagao do experimento.

5.3.4 Producdo de peréxido de hidrogénio (H202) em eritrécitos humanos

A producdo de H20: foi avaliada utilizando Amplex-red (10 pM), uma
sonda seletiva para essa EROs néo radicalar. Este experimento foi conduzido
na presenca da enzima peroxidase (HPR, 1 U mL?). As andlises foram

realizadas utilizando um espectrofluorimetro Shimadzu (RF 5301), com
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parametros de excitagcdo a 563 nm, emissdo a 587 nm e com slit de 3 nm,
conforme descrito por Nunes et al. (2019). Os eritrécitos foram incubados por 3

min com PM (1,0 uM) para a realizagdo dos experimentos (SALES et al., 2022).

5.3.5 Producdao de 6xido nitrico em eritrécitos humanos

A producdo de NO nos eritrocitos foi avaliada utilizando a sonda
fluorescente DAF-FM-DA a 5 uM, com excitagcdo e emissdo em 495 e 515 nm,
respectivamente, e slit de 2 nm usando espectrofluorimetro Shimadzu (RF 5301).
Posteriormente, foi adicionado 1 uM de CAT e 1 yM de SOD ao sistema para
minimizar as interferéncias do Oz e H202 que podem levar a geracdo de
peroxinitrito que interfere na quantidade de NO. Entdo, os eritrocitos foram
incubados por 3 min com PM (1,0 uM) para a realizagao dos experimentos (Leite
et al., 2010).

5.3.6 Fragilidade osmotica da membrana de eritrocitos humanos

A avaliagdo da fragilidade osmotica foi conduzida utilizando duas solucdes
de NaCl para representar um meio isotonico (0,9% m/v) e um sistema hipotdnico
(0,2% mlv). Os sinais analiticos foram registrados em um espectrofotémetro
Shimadzu (UV-1900i) por um periodo de 5 min, com intervalos de 15 s, a uma
temperatura de 28 °C a 540 nm, conforme descrito por Cavalcanti et al. 2003.
Os eritrocitos foram incubados com o PM nas concentracfes de 0,125; 0,25; 0,5

e 1,0 yM durante 3 minutos para a realizagdo do experimento.

5.3.7 Atividade da superéxido dismutase (SOD)

O homogenato de eritrécito previamente incubado com concentracdes de
0,125, 0,25, 0,5 e 1,0 uyM de PM foram utilizadas para a realizacdo do
experimento (80 ug de proteina), incubado em 50 mM de tampéao
carbonato/bicarbonato de sodio (NaCO3/NaHCOs, pH = 10,2 com 0,1 mM EDTA)
a 37°C. A atividade da enzima foi determinada mediante a reacao de adicao de
20 pL de epinefrina (150 mM) em &acido acético (0,5% v/v) para um volume final
de 1,0 mL. A absorbancia foi registrada a 480 nm em um espectrofotometro
Shimadzu (UV-1900i) durante 5 min. Uma unidade de SOD foi definida como a

guantidade de proteina capaz de inibir a auto-oxidagao de 1 ymol de epinefrina
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por minuto. Os resultados foram expressos em unidades (U) de atividade por

miligrama de proteina (U mg?), conforme descrito por (Misra et al. 1972).

5.3.8 Atividade da catalase (CAT)

O ensaio é fundamentado na avaliacdo da decomposi¢cdo do H202. Um
total de 40 ug de proteina (do homogeneizado de eritrécitos previamente
incubado com concentragdes de 0,125; 0,25; 0,5 e 1,0 uM de PM foram utilizadas
para a realizacdo do experimento), foi adicionado a tampéao fosfato 50 mM
(KH2PO4 + Na:HPO4, pH = 7,0) a 25°C. A reacao foi iniciada pela adicao de
H202 a 10 mM, resultando em um volume final de 1,0 mL. O decréscimo na
absorbancia foi monitorado a 240 nm em espectrofotdometro Shimadzu (UV-
1900i) por 2 min. Uma unidade de CAT foi estabelecida como a quantidade de
proteina necessaria para converter 1 ymol de H202 em H20 e Oz por minuto. Os
resultados foram expressos como unidades cataliticas por miligrama de proteina

(mg ! proteina), conforme descrito por Aebi (1984).

5.3.9 Atividade da glutationa peroxidase (GPx)

A atividade de GPx foi acompanhada pela reducdo na absorbancia de
NADPH a 340 nm utilizando um espectrofotdmetro Shimadzu (UV-1900i) por um
periodo de 3 min a 20°C. A mistura continha 80 (g (do sangue homogeneizado
e previamente incubado por PM nas concentracdes de 0,125; 0,25; 0,5 e 1,0 uM
de PM), 50 mM de NazHPO4 (pH = 7,0), 5 mM de EDTA, 84 uM de NADPH, 1,1
mM de azida de sédio, 1,5 MM de GSH, 0,1 U mL* de GR e 90 uyM de H202 em
um volume final de 1,0 mL. Uma unidade da enzima foi definida como a
quantidade necessaria para oxidar 1 pmol de NADPH por miligrama de proteina.
Os resultados foram expressos em unidade por miligrama (U mg™) conforme

descrito por Paglia et al. 1967.

5.3.10 Quantificacao do estado redox (relacdo GSH/GSSG)

A relacdo GSH/GSSG foi determinada por meio da quantificacdo do
contetdo de GSH e GSSG, conforma descrito por Hissin e Hilf (1976). Para a

reacdo de GSH e GSSG, foram utilizados homogenatos de eritrocitos
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previamente incubados e macerados por 3 min com PM (0,125; 0,25; 0,5 e 1,0
pMM), contendo 50 e 100 ug de proteina, respectivamente; juntamente como o-
ftaldeido (1 mg mL™%) como sonda fluorescente. Para o ensaio de GSH, foi usado
tampéao fosfato de sodio (pH = 8,0, 100 mM) contendo 5 mM de EDTA, enquanto
para o ensaio de GSSG, foi realizado em NaOH 100 mM, com adicdo NEM (0,04
mM) como inibidor de SH para prevenir a interferéncia do GSH. A fluorescéncia
foi medida utilizando um leitor de microplaca (Tecan Infinite 200 Pro) com
excitacdo em 350 nm e emissdao a 420 nm. Uma curva analitica usando
concentragcdes conhecidas de GSH e GSSG foi empregada para determinar as

concentracdes dessas biomoléculas nas amostras.

5.3.11 Peroxidacdo lipidica

Para determinar as substancias reativas tiobarbitiricas (TBARS), foi
empregada a técnica colorimétrica conforme descrita por Lucas et al. (2019).
Assim, 0,3 mL de homogenato de eritrocitos previamente incubados e
macerados por 3 min com PM (0,125; 0,25; 0,5 e 1,0 uM), foi misturada a 600 pL
de solugcdo de &acido tiobarbiturico (TBA) a 0,6% (m/v) e 600 uL de acido
tricloroacético (TCA) a 10% (v/v). AplOs isso, as amostras foram agitadas no
vortex, incubadas por 15 min a 95°C e resfriadas em banho de gelo por 5 min.
Em seguida, as amostras foram centrifugadas a 2.500xg por 5 min. O
sobrenadante resultante foi analisado utilizando um espectrofotometro
(Shimadzu (UV-1900i) a 540 nm. O conteudo de (TBARS) foi calculado utilizando
um coeficiente de extincdo molar de malonaldeido de 1,65x10° M cm? e

expresso como micro mol de TBARS por miligramas de proteina.

5.3.12 Produtos da oxidacéo de proteinas

A quantificacdo da formacao de grupos carbonilas, foi conduzida através
da reacdo 2,4-difenilhidrazona (DNPH) (Zanatta et al., 2013). Para a analise, as
amostras foram divididas em dois grupos, o grupo controle e o grupo de reacéo.
Para ambos os grupos, foram utilizados 100 uL de homogenato de eritrécitos
previamente incubados e macerados por 3 min com PM (0,125; 0,25; 0,5 e 1,0
MM). As diferencas entre 0os grupos residem no tratamento das amostras, onde
no grupo controle foram adicionados 400 pL de HCI 2,5 M, enguanto para o grupo
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de reacéo foram adicionados 400 pL de DNPH 10 mM, que foram dissolvidos
previamente em HCI| 2,5 M. Posteriormente, os tubos foram incubados a
temperatura ambiente por 1 h, sendo agitados a cada 15 min. Em seguida, foram
adicionados 500 pL de TCA 2 M para promover a precipitacdo das proteinas,
seguido de centrifugacao das proteinas centrifugadas em TCA a 10.000xg por
10 min a 4°C. As proteinas foram lavadas com uma mistura de etanol e acetato
de etila (1:1 v/v), ressuspensas em guanidina 6 M e centrifugadas novamente a
10.000xg por 10 min & 4 °C. O sobrenadante foi entéo recolhido para analise da

absorbancia a 370 nm utilizando um leitor de microplaca (Tecan Infinite 200 Pro),

e os resultados foram expressos em pmol mg-1 proteina (REZNICK & PACKER,

1994). Eritrocitos previamente incubados e macerados por 3 min com PM (0,125;
0,25; 0,5 e 1,0 uM),

5.3.13 Microscopia de Forca Atdmica

As imagens topograficas e as medicfes da curva forca foram realizadas
utilizando microscopia de forca atbmica (AFM) (Multiview 4000 TM e Multiview
1000 TM, Nanonics, Israel) acoplada a um microscopio 6ptico (BXFM, Olympus,
Toquio, Japdo). Essa combinagdo permitiu posicionamento preciso da ponta do
AFM sobre a célula, com precisdo micrométrica. Para minimizar o ruido
ambiental durante as medicdes, o sistema AFM foi acusticamente isolado. Além
disso, 0 equipamento foi montado em uma mesa de amortecimento ativa para
reduzir os ruidos mecéanicos. A topografia celular foi obtida em modo tapping pelo
sistema MV4000 com uma taxa de varredura de 0,2 Hz, a ponta de varredura
utilizada com um raio de curvatura tipico < 20 nm e uma frequéncia nominal de
35 kHz. As areas escaneadas foram de 80 um x 80 um e a morfologia de 50-65
células (uma média de 300 células por grupo) foi analisada em cada varredura.
As imagens obtidas foram tratadas no software WSxM 9.26. O experimento das
curvas de forca-distancia foi conduzido pelo sistema MV100 com uma sonda que
possui uma frequéncia de ressonancia de 13 KHz e uma constante de mola de
0,2 N m?. As medi¢des da curva forga-distancia foram realizadas movendo a
ponta do cantiléver em direcdo a amostra a uma velocidade de carga constante

de 5 um s*. Para cada grupo de células, eritrécitos, controle (n = 3) e expostas
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ao PM (1 uM por 3 min) (n = 3), foram adquiridas 50 curvas forga-distancia. Todo

0 experimento foi realizado com a mesma sonda.

5.4 Experimentos usando a Zebrafish como modelo animal

5.4.1 Manutencao dos animais Zebrafish e exposi¢cédo ao PM

Exemplares adultos do Zebrafish (Danio rerio) linhagem selvagem foram
mantidos em uma densidade de 5 animais L' em aquarios de 4 L com
recirculacdo continua de agua sob temperatura de 26 + 1 °C. Os parametros
fisico-quimicos da &gua (temperatura, pH, oxigénio dissolvido) foram
monitorados diariamente. O ciclo de 10 claro/14 escuro foi adotado e a
alimentacdo foi realizada duas vezes ao dia, com racdo seca ad libitum
(Tropical™) e artémia sp. Entdo, Zebrafish machos e fémeas foram mantidos em
aquérios separados com enriguecimento ambiental.

Para obtencdo dos embrides exemplares do Zebrafish foram separados
numa proporcdo de fémea e machos 1:2 e colocados em contato visual
compartilhando a mesma agua na tarde anterior a reproducéo. A reproducao dos
animais ocorreu nas primeiras horas do dia. Apés os eventos reprodutivos, 0s
embrides foram coletados e lavados exaustivamente para remocéao de sujidades
com o meio E3 (NaCl 15 mM, KCI 0,5 mM, MgS0O4.7H20 0,49 mM, KH2PO40,15
mM, Na2P0O4 0,042 mM, CaCl2 0,1 mM e NaHCO3 0,07 mM, a um pH 7.2). Em
seguida os embriées foram avaliados quanto a viabilidade com o auxilio de uma
lupa. Embrides nao fecundados ou coagulados foram descartados. Embrides
viaveis foram aleatoriamente distribuidos em grupos de 20 embrides em uma
placa de 24 pocos. O ensaio de teratogénese foi realizado nas concentracdes de
PM 10 - 0,01 [M. A 3,4-dicloroanilina (4 mg L%) foi utilizada como controle
positivo (OECD, 2013). A exposicédo foi realizada em um sistema semi-estético
com renovacao do meio apds 48 h. O monitoramento dos efeitos da exposicao
foi realizado com 24, 48 e 72 hpf (horas pos-fertilizacdo). Os desfechos
considerados foram ndo descolamento da cauda, auséncia na formacédo de
somitos, auséncia de batimento cardiaco, coagulacdo do embrido e taxa de
eclosdo. Também foi mensurada a frequéncia cardiaca a 72 hpf. Os embrides

foram fotografados com auxilio de um microscépio com camera acoplada (BEL
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— NIB100). Todos os procedimentos experimentais foram avaliados e aprovados
pela Comisséo de Etica no Uso de Animais — CEUA-UPE (Processo 008/2024).

5.5 Anélise de dados

Os resultados foram apresentados com média + erro (n = 3). Os dados
foram analisados utilizando teste t de Student para amostras independentes e
ANOVA one way, seguido pelo teste de comparacdes mdultiplas de Tukey para
identificar diferencas significativas entre os grupos a um nivel de confianca de
95% (p < 0,05). Foram utilizando os softwares Graph Pad Prism verséo 8.0.1,
OriginPro 9.0. Para os resultados de Zebrafish, os dados obtidos foram testados
guando a normalidade e homogeneidade das variancias com auxilio do teste de

Kolmogorov-Smirnov (K-S).
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6. RESULTADOS E DISCUSSOES

Para investigar de forma abrangente os efeitos do PM e suas interagcbes
biolégicas, utilizamos trés modelos experimentais com diferentes niveis de
complexidade. O primeiro modelo consistiu na Hb humana pura comercial,
permitindo a analise dos possiveis sitios de ligacdo entre a proteina e o ligante,
as alteracdes na estrutura do grupo heme e as mudancas conformacionais da
proteina. O segundo modelo experimental, com maior complexidade, envolveu
0s eritrocitos, células que possuem alta concentracao de Hb, e os experimentos
focaram na avaliacdo da funcionalidade dessas células, incluindo também a
producdo de EROs, a atividade de enzimas antioxidantes e marcadores
secundarios de estresse oxidativo. Por fim, o terceiro modelo foi um estudo em
Zebrafish, utilizando embribes para avaliar a toxicidade do PM no processo de

teratogénese.

6.1Simulagcdo de docking molecular

Para entender os possiveis sitios de ligacdo do PM com a Hb, foi utilizada
a simulacdo de docking molecular. O docking molecular € uma técnica
computacional amplamente utilizada para prever a interacdo entre
macromoléculas (proteinas, enzimas, peptideos, DNA, entre outros) e ligantes,
ajudando a identificar possiveis sitios de ligacdo e a caracterizar as forcas que
governam as principais interagdes (Li et al., 2019). Inicialmente, as simulagdes
realizadas, utilizaram grids centrados nas regides do grupo heme e da Cys-93
da Hb (Figura 10), pois essas areas foram inicialmente consideradas os sitios
potenciais de ligacdo do composto de mercurio de acordo com estudos

realizados de outros organomercuriais com proteinas (SALES et al., 2022)
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Figura 10 A e B: Docking molecular possivel sitio de ligacdo do PM com a Hb,
realizado pelo programa AutoDock. A Cys 93 é um provavel local de ligacdo do
PM. O processo de ligacdo € favoravel, sendo governado por interacdes
eletrostaticas e do tipo van der Waals.

Fonte: Elaborado pela autora, 2025.

Os estudos iniciais das simulacdes revelaram pontos importantes,
destacando que a regido proxima ao grupo heme da Hb (energia livre de Gibbs
de - 4,4 kcal/mol) e a Cys-93 (energia livre de Gibbs de - 4,6 kcal/mol) sdo dois
provaveis sitios de ligacdo para o composto de mercurio. Contudo, estudos
subsequentes mostraram que o PM tende a formar o complexo mais estavel com
a Hb ao interagir de maneira mais proeminente com o residuo Cys-93 (Figura
10 A).

Além disso, os resultados indicaram que o PM apresenta uma clara
preferéncia por se ligar as cadeias B e C da proteina, envolvendo-se em
interacbes nao covalentes significativas com os residuos LYS40, THR41,
PHE43, PRO44, LEU48, HIS97 e HIS146 (Figura 10 B). A maioria desses
residuos contribui para uma regido predominantemente hidrofébica, influenciada
pelos residuos PHE, PRO e LEU, destacando o papel crucial das interactes
hidrofébicas na estabilizacdo do complexo Hb —PM.

Os dados também mostraram que o PM se liga & Hb com uma energia
livre de ligacdo de aproximadamente - 5,0 kcal/mol. A constante de ligacdo

calculada, em condi¢cdes padrédo, estd em boa concordancia com o valor
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experimental da constante de ligacdo, K» (1,47 + 0,22)x10* M2
Termodinamicamente, o processo de ligacdo € favoravel, indicando que a
interacdo entre o composto de mercurio e a Hb é energeticamente viavel e
espontanea.

Estudos de Sales et al. (2022), utilizando abordagens tedricas de docking
molecular, mostraram que o TM interage diretamente com o Cys-93 livre
disponivel da Hb. Essa interacao resulta em alteracdes estruturais e funcionais
da proteina, evidenciando os potenciais efeitos toxicos desse organomercurial.
Embora as simulagbes sugiram a interacdo do PM com a Hb e indiquem
possiveis mudancas conformacionais na proteina, é importante ressaltar que as
simulagdes de docking molecular possuem limitacdes inerentes. Portanto, s&o
necessarios resultados experimentais para validar e complementar essas

descobertas, como observado adiante.

6.2Avaliacdo da formacéo de complexo entre Hb-PM e Banda de Soret com

Hb humana

Diversos estudos na literatura destacam os efeitos especificos das
espécies de mercurio sobre proteinas, como a Hb e a albumina sérica (BSA),
devido as alteracbes estruturais e funcionais que esses compostos podem
induzir. A pesquisa realizada por Magalhaes et al. (2020) evidenciou a toxicidade
do TM, nos sistemas envolvendo a Hb como alvo bioldgico.

Além disso, estudos conduzidos por Santos et al. (2018) demonstraram
gue a interacao entre o TM e a BSA provoca modificagOes estruturais na cadeia
polipeptidica da albumina, evidenciando o impacto dessas substancias na
conformacdo das proteinas. Tendo em vista essas elucidacdes, a
espectroscopia UV-vis foi empregada para confirmar a formacéo do complexo
Hb-PM monitorando as mudancas estruturais da proteina (Figura 11 A).

A Hb livre (4 uM) apresentou absorcao em torno de 400 nm, quando o PM
foi adicionado a Hb, ocorreu um efeito hipercromico seguido por um
deslocamento hipocréomico, indicando uma interagéao entre Hb e TM e a formacéo
do complexo supramolecular (Hb-PM) (SANTOS et al., 2018). Essa afirmacéo foi

baseada no espectro resultante da subtracédo dos espectros do sistema Hb-PM
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pelo ligante livre (PM) gerado em um espectro ndo sobreposto ao espectro de
Hb livre (Figura 11 A).

Figura 11 A: Resultados obtidos por espectroscopia no UV-vis. Formacgao do
complexo entre Hb-PM. Hb (4 (M), PM (4 [M), complexo Hb + PM (4 M),
Condicao: pH 7,4 (Fosfato de sodio 10 mM e 100 mM NacCl).
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Fonte: Elaborado pela autora, 2025.

Ademais, investigamos os impactos do PM na estrutura da Hb pura. Para
avaliar possiveis deformacdes no anel protoporfirinico do grupo heme da Hb na
presenca do PM, a andlise de banda de Soret foi monitorada empregando
concentragcbes de 1, 10 e 25 uM (Figura 11 B- C). A banda de Soret corresponde
a absorcdo na regido do visivel pelo grupo heme na Hb, essa estratégia €
utilizada para estudar a ligacdo do oxigénio e outras moléculas ao grupo heme

(SEKYONDA et al., 2024).
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Figura 11 B e C: Perfil espectral UV-Vis de amostras Hb a 15,4 puM incubadas
com concentracdes de 1 - 25 uM de PM. (B) Grafico representativo, as linhas
representam a Hb. (C) Quantificacdo da estrutura da hemoglobina. Média * EP,
n= 3, p < 0,05 usando ANOVA one-way e pés-teste de Tukey, respectivamente.
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Fonte: Elaborado pela autora, 2025.

A observacao de uma diminuicdo na intensidade da banda de Soret (350
— 550 nm) nas concentracdes de 10 e 25 uM, sugere que a ligacdo do PM
provoca alteragdes significativas na planaridade e na transi¢ao eletronica 1r-1*
do anel da porfirina, impactando a capacidade da Hb de se ligar ao oxigénio e
transporta-lo eficientemente para os tecidos.

Este efeito é consistente com estudos prévios de Chatterjee & Kumar
(2016), que demonstraram que a interacdo de diversas substancias com a Hb
humana pode modificar suas propriedades estruturais e funcionais,
comprometendo sua eficicia no transporte de oxigénio (SILVA, et al., 2020).
Considerando essas modificacbes, buscamos investigar o mecanismo de
interacdo da Hb e o PM, particularmente explorando os grupos tibis livres no
bloqueio dessa interagao.

Analisamos também por espectroscopia UV-vis alteracdes na
conformacdo da Hb. (Figura 12). A faixa de 200 a 250 nm estéd associada a

cadeia polipeptidica e a estrutura secundaria da Hb.
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Figura 12: Resultados obtidos por espectroscopia no UV-vis. Espectros de
absorcdo da hemoglobina (4 (M), PM (2 M), complexo Hb + PM (1 (M),
complexo Hb + PM (2 (M) e complexo Hb + PM (4 [M). Condicé&o: pH 7,4 (Fosfato
de s6dio 10 mM e 100 mM NacCl).
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Fonte: Elaborado pela autora, 2025.

Verificamos que ha uma diminuicdo na intensidade de absorbancia nos
sistemas Hb + PM (1, 2 e 4 uM), demonstrando alteragdo conformacional das
cadeias polipeptidicas na estrutura secundaria da Hb, podendo afetar diversas

funcdes, entre elas, especialmente a capacidade de transporte de oxigénio.

6.3 Determinacéao de grupos tiois livres na hemoglobina humana

Nesta abordagem, procuramos investigar a afinidade do PM na Hb por meio
dos residuos de cisteinas reduzidos (Figura 13), para isso utilizamos o ensaio
espectrofotométrico de Ellman, que se baseia-se na reagao entre 5,5- bis-
ditionitrobenzoico (DTNA) e o grupo tiol livre levando & formacdo do acido
tionitrobenzéico (412 nm). No entanto, para este ensaio verificou-se interferéncia
espectrais devido a absor¢do da banda de Soret da hemoglobina (406 nm).
Assim, de forma alternativa se empregou o acido 6,6 -ditiodinicotinico (DTNA)

como sonda espectrofotométrica (344 nm).
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No contexto desses experimentos, o N-etilmaleimida (NEM) foi utilizado
como um agente de controle, pois € um blogueador de grupo tiol. E importante
destacar que as amostras de Hb comercial tratadas com PM e com NEM, foram
incubadas por um periodo de 5 h. Posteriormente, o teor de grupos tibis livres foi
determinado tanto na presenca quanto na auséncia de adicdo de NEM e PM
(SALES et al., 2022).

Figura 13: Conteudo de tiol da Hb a na presenca de PM. Quantificacdo de
grupos tiol reduzidos da Hb incubados por 5 h com PM (0,125 — 1,0 uM), na
presenca e na auséncia de NEM, n = 3 respectivamente. Os experimentos foram
realizados em duplicata. Média + EP, usando ANOVA one-way e Tukey como
pos-teste, respectivamente.
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Fonte: Elaborado pela autora, 2025.

Como observado, o NEM reage com os grupos sulfidrila presentes na Hb
(Figura 13), formando ligagBes covalentes irreversiveis e, consequentemente,
blogueando esses grupos. Assim, quando a Hb foi tratada com NEM, houve uma
diminuicao do sinal analitico, indicando que néo estava ocorrendo rea¢cdo com o
DTNA (Figura 13). Esse efeito ocorre porque o DTNA depende da integridade
dos grupos sulfidrilas na Hb. A reagcdo com NEM bloqueia esses grupos tidis,
como confirmado experimentalmente. Em sistemas onde o bloqueador de tiol

(NEM) estava presente, as concentracdes médias foram reduzidas, similarmente
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ao observado nos sistemas Hb + PM onde observou-se uma maior diminuigéo

com o aumento da concentragéo do PM.
6.4 Avaliacdo do perfil de migracéao eletroforética da Hb

Com o objetivo de investigar possiveis alteracdes no perfil de migracéo
eletroforética da Hb na presenca de PM, realizamos a eletroforese utilizando gel
de poliacrilamida na forma nativa (Native-PAGE), conforme ilustrado na Figura

7

14. A técnica de eletroforese € amplamente utilizada para a separagdo de
moléculas com base em sua carga elétrica e tamanho, aproveitando a acdo de
um campo elétrico em um gel ou meio similar. Esse método é particularmente
popular na analise de proteinas, destacando-se por sua alta eficiéncia e pelo

baixo custo dos reagentes e amostras envolvidas (HAJBA; GUTTMAN, 2017).

Figura 14: Efeito da adicdo de incrementos crescentes de PM a hemoglobina
na mobilidade eletroforética por Native-PAGE.
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Fonte: Elaborado pela autora, 2025.

Conforme observado na Figura 14, ocorreu uma reducao na mobilidade

eletroforética da Hb com a adicdo de quantidades crescentes de PM, em
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comparagao com a Hb pura (controle). Essa diminuigdo na mobilidade pode ser
explicada pela interacdo do PM com a Hb, tornando a proteina mais anibnica e
aumentando sua massa molecular, devido a formacdo de um complexo
supramolecular. Como resultado, as bandas de HB apresentaram um
deslocamento mais lento no gel, indicando um possivel aumento no
tamanho/massa e carga da proteina devido a ligagdo com o PM. Esses
resultados sugerem que o PM consegue alterar significativamente as
propriedades da Hb, afetando seu comportamento eletroforético, o que contribui
para o comprometimento de sua funcionalidade.

Assim, os efeitos observados resultantes das alteracdes estruturais na
Hb, evidenciadas pela diminuicdo na intensidade da banda de Soret e nos
ensaios espectrofotométricos, indicam que o PM impacta diretamente na
conformacdo e mobilidade dessa proteina. Esses resultados confirmam as
observacbes anteriores de que a interacdo entre o PM e a Hb altera sua
estrutura, comprometendo suas funcdes. A partir disso, € necessario prosseguir

com investigacdes experimentais.
6.5 Ensaios biofisicos com Hb humana

Para os ensaios biofisicos com a Hb humana, realizamos inicialmente
titulacBes espectrofluorimétricas da Hb com o PM (com incubacéo prévia de 30
min), a fim de determinar os parametros de ligacdo e termodinamicos da

interacdo Hb-PM por espectrofotometria.
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Figura 15: Parametros de ligacdo e termodinamicos da interacdo Hb-PM por
espectrofotometria. (A) Curva de titulacdo da Hb com incrementos crescentes de
PM (1 - 25 uM); (B) Regressdo ndo linear para calcular a constante de
dissociacao. Condicao: pH 7,4 (Fosfato de s6dio 10 mM e 100 mM NaCl).
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Fonte: Elaborado pela autora, 2025.

Para avaliar a magnitude da interacdo macromolécula-ligante, a constante
de ligacéo (Kp) foi calculada (equacé&o 5) a partir da constante de dissociagcéo

(Kd). Kb determina a afinidade da ligacdo entre a Hb e 0 PM.

Equacdo 5: Constante para avaliar a interagdo entre o ligante (PM) e a proteina
(Hb). Ka: Constante de dissociacdo. Kp: Constante de ligacéo.

A, -A ) [Hb], +[PM], + K, - |/([Hb], + [PM], +K,)’ - 4x[Hb], x[PM],
A, -A, ) 2x[Hb],

1 Ke=68+11 M
K =|— Kp = 1, 47(% 0.22)x10* M
Kd

Fonte: Elaborado pela autora, 2025.

A Kp é fundamental para analisar a estabilidade do complexo formado e
sobre os mecanismos de interagcdo molecular. Esse parametro foi obtido a partir

das variacfes na intensidade de absorbancia durante as titulagdes (Figura 15
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A), utilizando os dados experimentais para construir uma curva de ligacdo e, a
partir dela, calcular o Kp. A interpretacao desse valor pode fornecer informacgdes
sobre a eficacia das interacdes entre a Hb e o PM. O valor de Ky indica uma alta
afinidade, uma interacéo forte entre a Hb e o PM, ou seja, a Hb tende a se ligar

com mais facilidade ao ligante formando o complexo.

6.6 Andlise da funcdo da hemoglobina presente nos eritrécitos humanos

Os experimentos realizados com Hb humana evidenciaram que o PM
provocou alteracbes significativas no anel porfirinico da proteina,
comprometendo possivelmente sua capacidade de transporte de oxigénio. Além
disso, a interacdo do PM com os grupos tidis das cisteinas, confirmada pelos
ensaios com DTNA, reforca o impacto quimico direto do composto na
estabilidade estrutural da proteina. As simulacdes de docking molecular
mostrando a Cys-93 como o provavel sitio de ligacéo, enquanto os ensaios de
eletroforese revelaram alteragdes no perfil de mobilidade da Hb, indicando
aumento na massa molecular e modificacdo de sua carga. Com base nesses
resultados, avancamos para experimentos nos eritrocitos, um modelo
experimental mais complexo que contém concentragdes elevadas de Hb em seu
interior, permitindo uma analise mais representativa e concreta dos efeitos do
PM no sistema biolégico.

Sendo assim, avaliamos a funcionalidade da Hb, ou seja, o transporte de
oxigénio. A captacao de oxigénio em eritrocitos foi medida utilizando um eletrodo
especifico para oxigénio. E possivel observar, neste experimento, que 0s grupos
expostos a concentracdes de 0,125 — 1,0 uM de PM tiveram uma diminui¢éo na
captacdo de oxigénio em relacdo ao grupo controle, esse comportamento é

dose-dependente da concentracdo como observado (Figura 16 A e B).
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Figura 16: Eritrocitos humanos expostos ao PM apresentam baixa capacidade
de captacdo de oxigénio. (A) Gréfico representativo da captacdo de oxigénio
pelos eritrécitos humanos (Ery). (B) Quantificacdo da captacdo de oxigénio
durante 10 s. Os experimentos foram realizados em duplicata. Média + erro
padrdo, n=6, p<0,05 usando ANOVA one-way e Tukey como pos-teste
respectivamente.
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Fonte: Elaborado pela autora, 2025.

Como observado na Figura 16 A e B, verifica-se uma diminuicdo de
captacdo de oxigénio de 34% na concentracdo de 0,125 uM, 39% na
concentracédo de 0,25 uM, 46% na concentracdo de 0,5 uM e 48% na
concentracéo de 1,0 uM quando comparado com o controle, demonstrando uma
diminuicao no transporte de oxigénio realizado pela Hb apds a exposicédo ao PM.

Os efeitos deletérios dos compostos de mercurio sdao amplamente
justificados pela sua notavel afinidade pelos grupos sulfidrilas ou tidis,
abundantemente presentes em diversas biomoléculas, tais como peptideos e
proteinas, incluindo a Hb. Essa afinidade resulta em modificacdes estruturais
significativas, as quais frequentemente desencadeiam alteracGes profundas na
atividade biolégica dessas moléculas, que sao fundamentais em diversos
processos no organismo. Essas perturbagdes moleculares podem impactar nao
apenas a funcdo especifica da Hb, mas também afetar vias de sinalizacdo
essenciais para a homeostase celular e a saide do organismo como um todo
(MAGALHAES et al., 2020; RALSTON et. al., 2018).

1,0
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Ao observar uma diminuicdo na funcionalidade dos eritrécitos humanos
expostos ao PM, seguimos analisando se esse organomercurial estaria

provocando estresse oxidativo por meio do aumento da producéo de EROs.

6.7 Producéao de espécies reativas globais

O mercurio e seus derivados podem aumentar a producdo EROs por meio
de varios mecanismos que envolvem interagdes com componentes celulares,
levando a um desequilibrio redox. Entre essas espécies estdo Oz , 0 H202 uma
espécie ndo radicalar entre outros, ambos podem gerar o radical hidroxila (HO ),
na presenca de ferro pela reacédo de Fenton, que é altamente reativo e apesar
de desempenhar fungbes fundamentais em concentracfes ditas fisioldgicas,
apresenta efeitos deletérios sobre o0s componentes celulares em altas
concentracfes (BARBOSA et al., 2010).

Estudos indicam que as espécies de mercurio podem aumentar a
producdo de EROs em sistemas biologicos (AHMAD et al.,, 2019). Para
guantificar a producdo EROs, de forma ndo especifica, utilizou-se H.DCF-DA,
na presenca de PM em concentracfes de 0,125 — 1,0 uM. Foi observado um
aumento de mais de 100% na produgcdo dos EROSs, principalmente na
concentragéo de 1,0 uM como observado (Figura 17 A e B).



Fluorescéncia (A.U)

70

Figura 17: A exposicdo de PM em eritrocitos humanos aumenta a producao
EROs, em concentracdes de 0,125 - 1,0 uM. (A) Grafico representativo da
geracdo de EROs usando o probe H2DCF-DA. (B) Quantificacdo da intensidade
de fluorescéncia de H2DCF-DA. Os experimentos foram realizados em duplicata.
Média £ erro padrdo, n=6, p<0,05 usando ANOVA one-way e Tukey como pos-
teste respectivamente.
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Fonte: Elaborado pela autora, 2025.

A sonda DCF é eficaz na identificacdo de EROs em estudos biolégicos e
guimicos. Entre as principais EROs detectadas por essa sonda estdo Oz™, H202,
OHe-. Essas espécies sao cruciais indicadores de estresse oxidativo celular. Esse
aumento nos EROs comprometem as defesas antioxidantes do nosso
organismo, resultando no estresse oxidativo e desequilibrio no sistema
antioxidante.

O estresse oxidativo € caracterizado pelo desequilibrio entre espécies
oxidantes e antioxidantes, causado pela producao excessiva de EROs e ERNs
(HALLIWELLAND & GUTTERIDGE, 2007). Esse desequilibrio pode levar a
oxidacao de biomoléculas, incluindo lipideos, proteinas e DNA, resultando na
perda de fungbes bioldgicas essenciais e no desequilibrio homeostético (ERCAL
et al., 2001 & RIBEIRO et al., 2015).

Dessa forma, com o objetivo de identificar as EROs geradas durante o
processo de estresse oxidativo, utilizamos sondas especificas para detectar e
guantificar essas moléculas.
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6.8 Geracao de Perdéxido de Hidrogénio

A geracgédo de peroxido de H20:2 foi observada pela sonda Amplex-Red.
Embora o aumento de 11% de H202 em relagdo ao controle na concentragéo de
1,0 yM PM n&o tenha diferenga estatistica, os dados surgerem uma tendéncia
na elevacdo das EROs (Figura 18). Isso esta de acordo com estudos que
indicam que os valores de mercurio, como o cloreto de mercurio, podem induzir
ao aumento de H202 em eritrocitos. O H202 gerado em excesso pode
comprometer a integridade celular, causando danos oxidativos e, em niveis
elevados, levando a protedlise nos eritrocitos, como também uma diminuicdo na
capacidade antioxidante.

Esse quadro pode ser observado também com o PM, indicando que o
aumento do H202, pode comprometer os componentes celulares, aumentando
sua fragilidade e comprometendo sua funcionalidade (GIULIVI & DAVIES, 2001).

Figura 18: A exposi¢do ao fenilmercurio aumenta a produgédo de peroxido de
hidrogénio em Ery humanos. (A) Grafico representativo da producédo de H20:.
(B) Quantificagdo da geragdo de H202. Média + EP, n= 4, p <0,05 usando teste
t de Student para amostras independentes.
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Fonte: Elaborado pela autora, 2025.
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O H202 em concentracbes adequadas tem como funcdo ser um
sinalizador celular, modulando a atividade de diversas proteinas e enzimas, por
outro lado quando se tem uma producado excessiva dessa molécula sinalizadora,
0 sistema antioxidante celular pode ser comprometido, levando ao estresse
oxidativo, que esta associado ao inicio e progressdo de diversas doencas
cardiovasculares, neurodegenerativas, inflamatorias, entre outras. (VEAL,
2017).

6.9 Producéo de Oxido Nitrico

Como foi observado que o PM ocasionou um aumento na producao global
de EROs pela sonda H2DCF-DA a qual se liga dentre outras espécies ao NOs'.
Notamos a necessidade de investigar a producéo da principal espécie reativa de
nitrogénio, o NO. Tal espécie foi determinada com o auxilio da sonda
fluorescente DAF-FM. A producdo desta espécie aumentou em 90% nos
eritrocitos expostos a concentracéo de 1,0 uM de PM (Figura 19 A e B).

Figura 19: A exposigao ao fenilmercuario em eritrocitos humanos gera a producao
aumentada de o6xido nitrico. (A) Gréfico representativo da geracdo de Oxido
nitrico. (B) Quantificacdo da intensidade de fluorescéncia da geracdo de NO.
Média + EP, n= 5, p < 0,05 usando teste t de Student para amostras
independentes.
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Fonte: Elaborado pela autora, 2024.
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O NO desempenha papel importante com neurotransmissor e como um
mediador de varios processos fisiologicos, incluindo a regulacdo do fluxo
sanguineo, a defesa imunoldgica e a comunicacao entre células. Dessa forma o
oxido nitrico € uma molécula essencial a manutencdo do sistema nervoso.
(AHMAD & MAHMOOD, 2019).

Nos eritrécitos pode haver tantas fontes de EROs como também ERNs. A
oxidacao do ion ferroso para a forma férrica, na conversdo da hemoglobina em
methemoglobina, libera um elétron que pode ser absorvido pelo oxigénio
molecular, originando os radicais superoxidos. Os radicais superéxidos podem
reagir com NO, formando o radical peroxinitrito (PRYOR & SQUADRITO, 1995)
ou podem ser convertidos em H20:..

Através das reacfGes de Haber-Weiss e Fenton, o H20: interage com
radicais livres de ferro ou superédxidos, gerando a radical hidroxila, que é
altamente reativo e prejudicial. Sua extrema reatividade causa danos severos
aos componentes celulares. O aumento na producdo de ERNs nas células
danifica os eritrocitos, resultando em uma diminuicdo na capacidade de
transporte de oxigénio para os tecidos (AHMAD & MAHMOOD, 2019).

O mercario um elemento que €é amplamente associado ao
desenvolvimento de diversas patologias. Estudos mostram que a exposi¢cao ao
cloreto de mercurio aumenta significativamente a geracdo de NO em modelos
animais, incluindo ratos espontaneamente hipertensos (SHRs). Altos niveis de
NO pode resultar em danos oxidativos a proteinas, lipidios e DNA. Além disso,
0 excesso de NO pode alterar a sinalizacao celular, prejudicar a funcéo endotelial
e contribuir para disfuncdes cardiovasculares, e o desenvolvimento de doencas
inflamatdrias (FARDIN et al; 2020).

6.10 Atividade das enzimas antioxidantes: superéxido dismutase (SOD),
catalase (CAT) e da glutationa peroxidase (GPx)

Para compreender como os eritrocitos respondem no sistema redox a
exposicao a contaminantes como o PM, investigamos a atividade das enzimas
antioxidantes: A SOD, CAT e a GPx. A SOD desempenha papel crucial ao

catalisar a conversao do radical superoxido em H20x.
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Enquanto a CAT é responsavel por converter o H202 em H20 e oxigénio
02, a GPx também catalisa a conversao de H202 H20. Essas enzimas séo
componentes fundamentais do sistema de defesa antioxidante, ajudando a
neutralizar os efeitos danosos dos radicais livres gerados durante a exposicao a
agentes toxicos, como o mercurio e seus derivados.

Ao avaliar a atividade da enzima SOD, foi observado um aumento
significativo em resposta a exposi¢cdo ao PM. Na concentracdo de 0,5 pM, a
atividade da SOD aumentou em 16%, enquanto na concentracdo de 1,0 uM o
aumento foi de 13% (Figura 20 A). A SOD é uma enzima indutivel, cuja atividade
tende a aumentar na presenca de niveis elevados de EROs, atuando como um
mecanismo adaptativo ao estresse oxidativo induzido pelo PM. Esse aumento
reflete uma resposta celular compensatéria para minimizar os danos causados
pelo acimulo de EROs (ERCAL et al., 2001; CALGAROTO et al., 2010).

Figura 20: Exposicao do PM em concentracdes de 0,125 — 1,0 uM modifica o
sistema antioxidante dos eritrocitos humanos expostos ao PM. (A) Atividade
de superéxido dismutase (SOD), (B) Atividade da catalase (CAT), (C) Atividade
da glutationa peroxidase (GPx). Os experimentos foram realizados em
duplicata. Média + Erro Padrdo, n=5 (controle) e n=5 (expostos), usando
ANOVA one-way e Tukey como p0Os-teste, respectivamente.
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Ao analisar a atividade das enzimas CAT e GPx, foi observada uma
diminuicdo significativa nos eritrocitos expostos ao PM (Figura 20 B e C). A
atividade da CAT apresentou uma reducao consistente de 25% em todas as
concentracdes avaliadas, o que pode ser atribuido ao aumento do peréxido de
hidrogénio como visto anteriormente. O excesso de H202 gera um ambiente
oxidativo que pode levar a alteracdo estrutural da catalase, prejudicando sua
funcdo. Ja a GPx mostrou um padrdao de reducdo mais acentuada, com
diminuicdes de 17% na concentracdo de 0,125 uM, 21% em 0,25 uM, 42% em
0,5 UM e 49% em 1,0 uM de PM em comparagao ao grupo controle.

Estudos na literatura mostraram, que tal resultado pode estar relacionado
a questédo de que o mercurio pode ser ligar ao selénio, em enzimas dependentes
do mesmo como a GPx, formando complexos que podem comprometer a
atividade destas enzimas. Além disso, o selénio pode competir com grupos tiol
pela ligacdo ao mercurio, neutralizando parcialmente seus efeitos téxicos. A
reducdo na atividade da GPx também pode estar associada a uma queda nos
niveis intracelulares de GSH, uma molécula essencial para a funcdo dessa
enzima (SPILLER, 2018 & BARCELOS et al., 2011 & GROTTO et al., 2009).

6.11 Determinac&o de grupos tiois livres totais nos eritrocitos humanos

Prosseguindo na investigacdo do efeito do PM nos eritrécitos,

investigamos a afinidade do PM nos eritrocitos humanos por meio dos residuos
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de cisteinas reduzidos (Figura 20). O mesmo ensaio foi empregado
anteriormente para Hb humana. As amostras de eritrocitos foram tratadas com
PM e com NEM, e foram incubadas por um periodo de 5 h. Posteriormente, o
teor de grupos tidis livres foi determinado tanto na presenca quanto na auséncia
de adicdo de NEM e PM (SALES et al., 2022).

Figura 21: Contetudo de tiol de eritrécitos humanos na presenca de PM.
Quantificagédo de grupos tiol reduzidos incubados por 5 horas com PM (0,125 —
1,0 yM), incubados na presenca e na auséncia de NEM, n=3 respectivamente.
Os experimentos foram realizados em duplicata. Média + Erro Padrao, usando
ANOVA one-way e Tukey como poOs-teste, respectivamente.
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Como visto anteriormente, o NEM reage com os grupos sulfidrila
presentes nos eritrécitos (Figura 21), formando ligacdes covalentes irreversiveis
e, consequentemente, bloqueando esses grupos. Assim, quando os eritrocitos
foram tratados com NEM, houve uma diminuicdo do sinal analitico, indicando
gue nao estava ocorrendo reacdo com o DTNA (Figura 21). Esse efeito ocorre
porque o DTNA depende da integridade dos grupos sulfidrilas. A reagdo com
NEM bloqueia esses grupos tiéis, como confirmado experimentalmente. Em
sistemas onde o bloqueador de tiol (NEM) estava presente, as concentracdes

médias foram reduzidas, similarmente ao observado nos sistemas eritrocitos +
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PM onde observou-se uma maior diminuicdo com o aumento da concetracao do
PM.

6.12 Quantificacédo da relacdo GSH/GSSG

E reconhecido que o sistema de glutationa desempenha um papel crucial
na defesa antioxidante, incluindo o tripéptido GSH, devido as suas propriedades
nucleofilicas (FARINA et al., 2011). Observou-se uma reducéo de 25% no teor
de GSH com a concentracdo de 1,0 uM de PM em comparag&o com o controle.
Essa diminuigao resultou em uma reducdo no estado redox celular, conforme
indicado pela quantificacdo do GSH (Figura 22 A).

Essa diminuicdo na relacdo GSH/GSSG (Figura 22 C) pode aumentar a
susceptibilidade ao dano oxidativo devido ao aumento EROs com diminuicéo de
um dos componentes redox. Além de atuar como antioxidante ndo enzimético, o
GSH também participa da atividade de varias enzimas antioxidantes.

A reatividade do GSH com o Hg € devido aos grupos SH provenientes do
residuo do aminoacido cisteina, no qual o mercurio se liga a esses grupos por
possuir alta afinidade, desta forma ocorre um desequilibrio em sua forma oxidada
e reduzida (GOGOI et al. 2018). O GSSG ¢ a forma oxidada da glutationa, e sua
relacdo com o GSH é essencial para manter o equilibrio redox intracelular.
Quando ha um desequilibrio nessa relacdo, como a diminuicdo de GSH que foi
observada, pode ocorrer um aumento no estresse oxidativo e a susceptibilidade
a danos celulares (AHAMED & SIDDIQUI, 2007, CHEN E OUTROS, 2005).
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Figura 22: Exposi¢do do PM em concentrac¢des de 0,125 — 1,0 puM modifica a
relacdo do sistema GSH/GSSG dos eritrocitos humanos expostos em
comparacao com o controle. (A) Atividade da Glutationa Reduzida (GSH), (B)
Atividade da Glutationa Oxidada e (C) Razdo entre GSH/GSSG. Os
experimentos foram realizados em duplicata. Média + Erro Padrdo, n=5
(controle) e n=5 (expostos), usando ANOVA one-way e Tukey como poés-teste,
respectivamente.
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Fonte: Elaborado pela autora, 2025.

6.13 Peroxidacéo Lipidica

O estresse oxidativo também pode ser avaliado pela quantificacdo de
marcadores de danos biomoleculares, como a peroxidacdo lipidica. Esse

processo é caracterizado como uma reagcdo em cadeia na qual um radical livre



79

retira um elétron de um lipidio, formando um radical de &cido graxo. Esse radical
reage com outros acidos graxos, gerando peréxidos lipidicos (MARTINS et al.,
2022).

Diante disso, investigamos também a formacgao de malondialdeido (MDA),
um dos principais produtos da peroxidagdo lipidica. O MDA é um aldeido
altamente reativo, formado durante esse processo, e sua quantificacdo é
amplamente utilizada como indicador do grau de dano oxidativo aos lipidios
celulares e as membranas. Niveis elevados de MDA estéo associados a diversas
condicdes patoldgicas, como doengas cardiovasculares, neurodegenerativas e
inflamatorias.

A exposicao de eritrocitos humanos ao PM em diferentes concentracfes
foi analisada para avaliar seu impacto no estresse oxidativo. Curiosamente, 0s
niveis de MDA, marcador classico de dano lipidico, ndo apresentaram alteracdes
significativas ap0s a exposicdo ao PM. Esses resultados indicam que, nas
condicbes experimentais empregadas, o PM nao foi capaz de induzir
peroxidacao lipidica detectavel nos eritrocitos (Figura 23).

Experimentos realizados em camundongos Swiss demonstraram que a
exposicdo ao cloreto de mercurio (160 mg/L) na agua de beber por um periodo
de 72 horas resultou em um aumento significativo nos niveis de MDA, um
marcador bem estabelecido de estresse oxidativo e peroxidacao lipidica. Esse
aumento indica que o mercurio induz danos oxidativos as membranas celulares,
promovendo a degradacado de lipidios e comprometendo a integridade celular
(ZHAO & COLS, 2021).
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Figura 23: Auséncia efeito na producdao de MDA em eritrécitos humanos
expostos a concentracdes de 0,125 — 1,0 uM PM. Teor de malondialdeido. Os
experimentos foram realizados em triplicata usando Média + Erro Padréo, n=5

(controle) e n=5 (expostos), usando ANOVA one-way e Tukey como poés-teste,
respectivamente.
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Fonte: Elaborado pela autora, 2025.

Pesquisas realizadas por Filho-Silva e colaboradores (2021)
demonstraram que a exposi¢do ao mercurio induz aumento na peroxidacéo
lipidica em pescadores expostos a mercurio, especificamente, o nivel MDA, um
marcador de estresse oxidativo e dano lipidico, apresentou um aumento superior
a 100% em comparagao ao grupo controle. Este aumento € indicativo de severos
danos as biomoléculas, refletindo a intensa atividade oxidativa desencadeada
pelo mercurio. Entretanto, nos nossos achados investigando o efeito do PM na

geracdo de MDA em eritrocitos humanos, ndo encontramos nenhuma diferenca.

6.14 Produtos da Oxidacado de Proteinas

Para investigar alteracOes induzidas pela exposicdo do PM em proteinas,
frente ao estresse oxidativo, realizamos o ensaio de proteinas carboniladas, que

pode ser desencadeada pelo aumento de EROs e ERNs, como visto nos
resultados anteriores.
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Como amplamente documentado na literatura cientifica, o estresse
oxidativo esta intimamente ligado a producdo de aldeidos lipidicos reativos, 0s
quais podem reagir de forma ndo enzimatica com proteinas em um processo
conhecido como carbonilacédo de proteinas. Esses aldeidos lipidicos podem ser

regulados por mecanismos de defesa antioxidantes (CURTIS, et al; 2012).

Figura 24: Geragéo de proteinas carboniladas em eritrécitos humanos expostos em
concentracdes de 0,125 — 1,0 uM de PM. Os experimentos foram realizados em
triplicata usando Média + Erro Padrdao, n=5 (controle) e n=5 (expostos), usando
ANOVA one-way e Tukey como poOs-teste, respectivamente.
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Em condicbes em que os mecanismos de defesa antioxidante estdo
comprometidos ou as condi¢cdes oxidativas sdo exacerbadas, observa-se um
aumento na carbonilagdo de proteinas, conforme ilustrado na (Figura 24). Os
resultados revelaram aumento de 42% na concentragdo de 0,12 pM, 89% em
0,25 uM, 90% em 0,5 uM e mais de 100% em 1,0 uM, em comparacao com o
grupo controle. Esse aumento expressivo na carbonilagdo de proteinas esta
associado a diversos estados metabdlicos, incluindo envelhecimento, perda

muscular e resisténcia a insulina.

6.15 Fragilidade de membrana dos eritrocitos na presenca do PM
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O ensaio de fragilidade osmoética é um indicador direto de estresse
oxidativo, este foi utilizado para testar a integridade da membrana dos eritrocitos
através de alteracGes na fragilidade relacionadas a mudancas na densidade
optica em 540 nm, usando duas concentragfes diferentes de cloreto de sodio
(NaCl): uma isotbnica (0,9%) e outra hipotbnica (0,2%) (Figura 25).

Para tal experimento, as células eritrocitarias foram previamente
incubadas com PM em concentragdes de 0,125 a 1,0 uM a temperatura ambiente
(28 °C). Cada condicao (0,2% e 0,9% m/v) foi analisada ao longo de 3 minutos.
Observou-se que a membrana dos eritrécitos foi comprometida pelo PM nas
condicdes testadas, sugerindo que o PM é capaz de atravessar a membrana dos

eritrécitos e causar danos.

Figura 25: Fragilidade na membrana dos eritrécitos humanos na presenca de
PM. (A) Meio hipoténico (NaCl 0,2% m/v, p = 0,0097), (B) Meio isotdnico (NaCl
0,9% m/v, p= 0,0024). Média + EP, n= 3, p < 0,05 usando ANOVA one-way e
Tukey como pés-teste, respectivamente.
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Quando os eritrécitos do grupo exposto ao PM foram incubados em meio
hipotonico (NaCl 0,2% m/v), foram observadas alterac6es na densidade Optica
(Figura 25 A), indicando uma reducdo na entrada de agua nas células. No
entanto, quando os eritrocitos do grupo exposto ao PM foram incubados em meio

isotonico (NaCl 0,9% m/v), observou-se um aumento significativo na densidade
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optica (>100%). Isso sugere que as membranas dos eritrécitos no meio isotdnico
na presenca do PM sdo mais frageis em relacdo ao grupo controle, visto que as
células incharam devido a maior entrada de agua (Figura 24 B).

Esses danos as membranas eritrocitarias pela exposicdo ao PM podem
resultar na fragilidade dessas células em decorréncia do estresse oxidativo.
Estudos realizados por Cheng e colaboradores (2018) evidenciaram que a
fragilidade osmotica dos eritrocitos de ratos tratados com AICIs resultou na
destruicdo da integridade celular. Esse efeito foi observado pela diminuicdo da
capacidade dos eritrocitos de se esticar e deformar, indicando comprometimento

na elasticidade e estabilidade das membranas celulares.

6.16 Microscopia de Forca Atdmica (AFM)

Para analisar os efeitos da exposicdo ao PM na morfologia dos eritrocitos
humanos, utilizou-se a microscopia de forca atbmica (AFM). Esta técnica é uma
ferramenta que permite a observacdo de caracteristicas nanométricas e a
avaliacdo das propriedades biomecénicas de amostras bioldégicas em alta
resolucdo (Bozna et al., 2011 & Shi et al., 2013). O AFM ¢é particularmente Util
para estudos morfolégicos e funcionais de células, pois fornece uma visualizacao
detalhada da topografia celular.

As imagens topograficas dos eritrocitos do grupo controle e expostos ao
PM foram realizadas para investigar as alteragdes estruturais das células em
resposta ao organomercurial (Figura 26 A e B). O didmetro e a altura das células
foram medidos usando regresséo linear (Figuras 26 A-D). Os valores médios do
didmetro dos eritrocitos dos grupos controle e PM, ndo mostraram diferenca

significativa, com médias de 8,81 + 1,25 um e 8,81 £+ 1,59 um, respectivamente.
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Figura 26: Experimento por microscopia de for¢ca atbmica (AFM). Imagens de AFM
dos eritrocitos (A) controle e (B) expostos ao PM (C) Distribuicdo das células em
relacdo aos parametros de didametro e altura. (D) Perfil das células mostrando a
relacdo entre didmetro e altura e (E) Diagrama de caixa dos médulos de Young dos
eritrocitos do grupo controle e do grupo exposto ao PM. Foi aplicado teste ANOVA
one-way e comparada pelo teste Tukey (p < 0,05).
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Em contrapartida, a altura das células apresentou uma diferenca
estatisticamente significativa, com uma média de 2,43 £ 0,75 um para 0 grupo
controle e 1,17 + 0,54 um para o grupo PM. Além disso, os histogramas de
frequéncia versus diametro e frequéncia versus altura demonstraram ajustes a
uma distribuicdo gaussiana (Figura 26 C). A analise morfoldgica indicou que a
altura dos eritrocitos diminuiu aproximadamente 51,85% apds a exposi¢cao ao
PM em comparac¢do com 0 grupo controle.

A andlise de rigidez dos eritrocitos revelou uma diferenca significativa
entre 0os grupos controle e PM. O mddulo elastico dos eritrocitos expostos PM
aumentou em comparagdo com o grupo controle. Os valores médios do modulo
elastico sédo 6,29 + 0,99 Mpa para o grupo controle e 6,59 + 0,93 Mpa para o

grupo PM (Figura 25 E). Esses achados sugerem que a exposicdo ao PM
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provoca alteragbes morfologicas e funcionais substanciais nos eritrocitos, que

podem comprometer sua integridade estrutural e fisiol6gica
6.17 Ensaio de toxicidade em Zebrafish (Teratogénese)

Para avaliar os efeitos toxicos do PM, conduzimos experimentos de
toxicidade utilizando Zebrafish (Danio rerio), um modelo amplamente empregado
em estudos toxicolégicos devido a sua alta sensibilidade a compostos quimicos
e a praticidade na observacao dos efeitos adversos (HE et al., 2014). A analise
de toxicidade incluiu a avaliacdo de possiveis efeitos teratogénicos em embrides
de Zebrafish expostos ao PM.

O ensaio de teratogénese seguiu os parametros de letalidade do FET-test
(do inglés Fish Embryo Acute Toxicity) fornecido pela OECD, 2013. As vantagens
deste teste incluem a (1) reducéo no uso de animais adultos. Aspecto que alinha-
se com os 3Rs na experimentacdo animal (Reduzir, refinar e substituir). (2)
celeridade nas triagens em toxicologia, (3) previsibiidade e adequada
sensibilidade e (4) aplicacdo regulamentada e validada, pois o teste é aprovado
pela OECD e por diversos agentes reguladores.

O controle positivo utilizado no teste, a 3,4 dicloroanilina, como esperado,
apresentou 100% de letalidade nas primeiras 24 horas de exposi¢ao. A letalidade
no teste foi registrada pela presenta de embribes coagulados como
exemplificado na (Tabela 1 A). Resultados similares foram observados para as
concentragées de 100 (M, 10 (M e 1 (M do PM (Tabela 1). Para o controle
negativo (meio E3) nenhuma observacao significativa foi registrada.

As concentragdes de 0,1 [M e 0,01 [M mostraram 10% de embrides
coagulados durante as primeiras 24h do teste. Apds 48h o percentual de
embrides coagulados na concentracdo de 0,1 [M subiu para 15%. Ao fim do
teste, o percentual de se manteve em 15% para concentracdo de 0,1 (M e 10%
para concentracéo de 0,01 [M (Tabela 1).

A auséncia na formacédo de somitos foi mantida em 10% para ambas as
concentracdes até o fim do teste. A auséncia na formacao de somitos apds 48h
representa letalidade. Portanto, o percentual de embriées mortos subiu para 25%

para concentracdo de 0,1 (M e 20% para 0,01 [M. O ndo descolamento da cauda
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durante das primeiras 24h foi de 40% para 0,1 (M e 30% para 0,01 [M como foi
demostrado. Esse percentual caiu para 10% durante 48h e ndo foi registrada

com 72h de exposicao.

24 hpf

Controle
negativo
(Meio E3)

Controle
positivo
(3,4
Dicloroanilina)

100 uM

10 pM

1uM

0,1 uM

Fonte: Elaborado pela autora, 2025.
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A auséncia de batimentos cardiacos foi observada em 25% dos embrifes
na concentracéo de 0,1 [M e 20% na concentracdo de 0,01 [M. A auséncia de
batimentos cardiacos também foi observada em 25% dos embrides na
concentracdo de 0,1 (M e 20% na concentracéo de 0,01 [M. Estes resultados
confirmam a letalidade destas concentracdes. A taxa de ecloséo ficou em 75%
para concentracdo de 0,1 (M e 80% para 0,01 (M. A frequéncia cardiaca teve

uma reducdo média de 28% para ambas as concentracdes (Tabela 2).

Tabela 1 B: Frequéncia cardiaca do zebrafish. O teste foi realizado em duplicata
com n= 4 embrides por poco. Resultados sdo expressos em bpm e sdo médias
+ DP. Resultados foram considerados estatisticamente diferentes * p = 0.001.

Frequéncia
ca?diaca %
Controle 90+4,1
0,1 (M 64 + 4,6* 1128,4
0,01 (M 65 + 4,8* 27,9

Fonte: Elaborado pela autora, 2025.

Estudos realizados por Andrade e colaboradores, 2004, demonstraram
reducdo da frequéncia cardiaca em embrides de Zebrafish expostos ao mercurio.
Neste estudo, os embrides foram submetidos a efluentes contendo mercdrio,
resultando em uma diminuicdo significativa nos batimentos cardiacos. Os
resultados indicam que a frequéncia cardiaca é um parametro sensivel para
detectar precocemente a toxicidade em embrides de Zebrafish.

Os resultados obtidos demonstram que o PM possui efeitos toxicos
significativos no desenvolvimento embrionario de zebrafish (Danio rerio), mesmo
em concentracfes menores. A toxicidade foi evidenciada por altas taxas de
letalidade, anormalidades no desenvolvimento embrionario, reducdo na
frequéncia cardiaca e comprometimento de processos vitais, como formacao de
somitos e descolamento da cauda.

As concentragbes mais altas (100 pM, 10 uM e 1 pM) apresentaram
letalidade total nas primeiras 24 horas de exposi¢cdo, enquanto concentracées

mais baixas (0,1 uM e 0,01 uM) induziram toxicidade progressiva ao longo de 72



89

horas, com aumento na letalidade e alterag6es no desenvolvimento embrionario.
Essas concentracdes também comprometeram a frequéncia cardiaca e
reduziram a taxa de ecloséo, confirmando o impacto toxico em mdaltiplos niveis
do desenvolvimento. Ademais, os resultados do controle positivo validaram a
metodologia do experimento, reforgando a confiabilidade dos dados obtidos. O
modelo zebrafish mostrou-se eficiente para avaliar os efeitos teratogénicos e
letais do PM (CHOWDHURY & SAIKIA, 2021).
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7. CONSIDERACOES FINAIS

Com base nos resultados obtidos neste estudo, é possivel inferir que o
PM exerce efeitos deletérios semelhantes, ou até mais prejudiciais, que o TM e
outros derivados de mercurio, conforme evidenciado pela complexidade dos
diferentes modelos experimentais utilizados. No primeiro nivel de complexidade,
com hemoglobina humana pura, observamos alteracées conformacionais na
proteina, blogueio de grupos tidis e retardamento na mobilidade eletroforética.
No segundo nivel, utilizando eritrécitos, identificamos comprometimento
funcional, aumento na producdo EROs e reducédo da atividade enzimética redox.
Por fim, no modelo animal, Danio rerio, confirmamos a toxicidade do PM por
meio da inducéo de teratogénese em embrides. Esses achados indicam que o
PM impacta significativamente a estrutura e funcdo de proteinas e células,
reforcando seu potencial toxico. Além disso, os resultados evidenciam a
relevancia de investigar os efeitos do PM em diferentes niveis de complexidade

bioldgica.
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8. PRESPECTIVAS

Realizaremos experimentos de microscopia de fluorescéncia com
deteccdo de EROs por meio do DCF e Mito-Sox em zebrafish (Danio rerio)
expostos ao PM. Também estamos realizando experimentos de cristalografia e
difracé@o de raios - X para identificar os reais sitios de ligacdo do PM com a Hb.
Este experimento fornecerd uma visdo detalhada da estrutura tridimensional da
Hb e dos locais exatos onde o PM se liga, complementando os dados de docking

molecular que indicaram os potenciais sitios de ligacéo na proteina.
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Apresentacdo do Projeto:

A exposicao de seres humanos a metais pesados como Hg, As, Se, Cd e Pb, podem levar
a diversas patologias como por exemplo: disfun¢des neuroldgicas, desenvolvimento de
cancer e ainda doencas cardiovasculares. Dentre tais metais pesados o Hg e seus derivados
exercem efeitos mais conhecidos e estudados por serem bioacumulados no organismo. A
contaminagdo por metais pesados, sendo por alimentacdo ou agua, bem como através do
consumo de produtos comercias, como cosméticos e vacinas, sdo de grande preocupacao
para a populacdo mundial. Estudos sobre contaminacdo por tais metais se fazem
necessarios principalmente identificando os niveis de acumulacdo no organismo, sendo
assim o uso de células pouco invasivas, como as contidas no nosso sangue sdo de grande
interesse como biomarcadoras. O nosso sangue compreende uma gama de células e
componentes que Sao essenciais para o transporte ndo apenas de oxigénio, mas de todos
0S nutrientes que sdo essenciais para

a sobrevivéncia do nosso organismo com um todo. O sangue é composto de células que
sdo divididas em dois grande grupos: as células vermelhas, que sdo os eritrocitos
(hemécias), e as células brancas, que sdo os linfécitos, monécitos, macréfagos, eosindfilos,
plaguetas dentre outras. Cada uma dessas células desempenha um papel especifico, dentro
desse universo complexo que compde o0 sangue, temos as hemacias como sendo uma das
células de grande importancia e interesse por ser a carreadora de oxigénio para nossas
células. As hemacias possuem a hemoglobina como proteina que é composta por quatro
subunidades.
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Cada uma dessas cadeias contém um heme. O heme é definido como sendo uma estrutura
composta por um anel porfirinico e que possui em seu interior um Fe3+ que € o responsavel
pela ligagdo com o O2. Por ser uma célula que carreia oxigénio, ela tem um metabolismo
diferente das demais células, ou seja, ela ndo faz fosforilagdo oxidativa por ndo conter
mitocondria. Esse é um artificio sofisticado que tem haver com a tensdo do oxigénio que é
carreada por ela. Contudo os eritrdcitos (hemacias) possuem um sistema redox poderoso, que
responde frente a diversas alteracdes no ambiente. Tal sistema redox compreende ndo apenas
as enzimas antioxidantes (SOD, Catalase e GPx) mas diversos grupos derivados de sulfidrilas
e que podem ser alterados por contaminacao por metais. Na linha de que compostos derivados
de Mercurio sdo potencialmente téxicos para nossos eritrocitos, vale destacar que alguns
desses compostos fazem parte de consumiveis do nosso dia-a-dia e que ndo tem nenhum tipo
de fiscalizacdo ou de normatizacdo por parte dos érgdos competentes no que confere niveis
confiaveis e ndo téxicos para a nossa salde. Dentre tais compostos vale destacar o Timerosal,
um composto usado como conservante, que em solucéo aquosa gera o etil-mercurio, este por
sua vez pode se ligar em grupos sulfidrilas livre e modificar suas fun¢des. Tais efeitos do
Timerosal foram recentemente comprovados na albumina, uma importante proteina do nosso
sistema sanguineo sendo carreadora de 4cidos graxos. Sendo assim nosso projeto se propdem
a avaliar de uma forma ampla, tanto nos eritrgcitos, quanto nas células linfomononucleares, de

voluntarios, os efeitos do Mercurio e seus derivados na sua fungéo e no sistema redox.

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Primario:

O objetivo do presente projeto é avaliar os possiveis efeitos de metais pesados, a exemplo
do Mercurio e seus derivados no sistema redox de células sanguineas bem como de seus
componentes.

Objetivo Secundério:

Avaliar os possiveis efeitos do Mercurio e seus derivados nos eritrocitos e células
linfomononucleares de humanos: A atividade dos eritrécitos em captar oxigénio; Producao
de espécies reativas de oxigénio; O estado redox a partir do contetdo de glutationa reduzida
(GSH) e glutationa oxidada (GSSG) e da razdo GSH/GSSG e grupos sufidrilas livres; A
atividade das enzimas antioxidantes superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e
glutationa peroxidase (GPx); Avaliacdo de marcadores secundarios do estresse oxidativo,
como lipides oxidados, carbonilas oxidadas, DNA oxidado.
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Avaliagao dos Riscos e Beneficios:

Riscos:

Os incébmodos e possiveis riscos a sua salde fisica e/ou mental sédo: Possivelmente durante
a coleta de sangue, na qual podem ocorrer dor; Hematomas, acidente com perfurocortantes;
Puncdo acidental de uma artéria; Se sentir desconfortavel psicologicamente por ter
participado do projeto. Este procedimento serd realizado por profissional da satde com
experiéncia e segundo as boas praticas individuais que seguem tal procedimento visando
eliminar tais riscos. E caso ocorra algum desses incomodos caberda ao profissional
responsavel pela coleta orientara o paciente das medidas a serem realizadas para sana-lo.
Se houver a necessidade de acompanhamento psicolégico tal paciente sera encaminhado
ao setor responsavel no Hospital Universitario da UFAL, onde o projeto serd realizado
Beneficios:

Os beneficios esperados com a sua participacdo no projeto de pesquisa, mesmo que nao
diretamente s&o:

Obtencao de conhecimento quanto a
existéncia ou ndo de toxicidade frente ao Timerosal e demais sub-produtos de Mercdrio.

Comentérios e Consideragdes sobre a Pesquisa:
Projeto busca avaliar através de experimentacéo "in vitro" efeitos de metais pesados como
0 mercurio no sistema redox de células sanguineas

Consideragdes sobre os Termos de apresentacdo obrigatoria:
Adequadamente apresentados

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:
Por estar de acordo cm as recomendacdes da resolucdo 466/12 sugerimos sua aprovacao

Consideragdes Finais a critério do CEP:
Protocolo Aprovado

Prezado (a) Pesquisador (a), lembre-se que, segundo a Res. CNS 466/12 e sua complementar
510/2016:

O participante da pesquisa tem a liberdade de recusar-se a participar ou de retirar seu
consentimento em qualquer fase da pesquisa, sem penalizagdo alguma e sem prejuizo ao
seu cuidado e deve receber cépia do TCLE, na integra, por ele assinado, a ndo ser em
estudo com autorizagdo de declinio; V.S2. deve desenvolver a pesquisa conforme delineada
no protocolo aprovado e descontinuar o
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estudo somente apés analise das razbes da descontinuidade por este CEP, exceto quando
perceber risco ou dano ndo previsto ao sujeito participante ou quando constatar a
superioridade de regime oferecido a um dos grupos da pesquisa que requeiram acdo
imediata;

O CEP deve ser imediatamente informado de todos os fatos relevantes que alterem o curso
normal do estudo. E responsabilidade do pesquisador assegurar medidas imediatas
adequadas a evento adverso ocorrido e enviar notificacdo a este CEP e, em casos
pertinentes, a ANVISA;

Eventuais modificacdes ou emendas ao protocolo devem ser apresentadas ao CEP de forma
clara e sucinta, identificando a parte do protocolo a ser modificada e suas justificativas. Em
caso de projetos do Grupo | ou Il apresentados anteriormente a ANVISA, o pesquisador ou
patrocinador deve envia-las também a mesma, junto com o parecer aprovatério do CEP,
para serem juntadas ao protocolo inicial;

Seus relatdrios parciais e final devem ser apresentados a este CEP, inicialmente ap6s o
prazo determinado no seu cronograma e ao término do estudo. A falta de envio de, pelo
menos, o relatorio final da pesquisa implicara em ndo recebimento de um préximo protocolo
de pesquisa de vossa autoria.

O cronograma previsto para a pesquisa sera executado caso o projeto seja APROVADO
pelo Sistema CEP/CONEP, conforme Carta Circular n®. 061/2012/CONEP/CNS/GB/MS

(Brasilia-DF, 04 de maio de 2012).

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacéo
Informacdes Béasicas| PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 30/10/2018 Aceito
do Projeto ROJETO_1168325.pdf 16:40:38
TCLE / Termos de | TCLE_completo_outubro.pdf 30/10/2018 | Ana Catarina Aceito
Assentimento / 16:39:41 | Rezende Leite
Justificativa de
Auséncia
Projeto Detalhado / | ProjetoEritrocitoscommetaispesados_verl 28/10/2018 | Ana Catarina Aceito
Brochura sao4.pdf 00:45:53 |[Rezende Leite
Investigador
Cronograma CronogramadeExecucaomodificado.pdf | 28/10/2018 | Ana Catarina Aceito
00:22:18 [Rezende Leite

Outros Questionarioprimeiraversaometais.pdf 12/07/2018 | Ana Catarina Aceito
00:20:57 |Rezende Leite

Declaracéo de anuenciaequipe.pdf 12/07/2018 | Ana Catarina Aceito




108

UNIVERSIDADE
FEDERAL DE ALAGOAS

Endereco: Av. Lourival Melo Mota, s/n - Campus A . C. Simdes,

Platafor
€ o:im

Bairro: Cidade Universitdria CEP: 57.072-900

UF: AL

Telefone:

Mumig@gio:

(82)3214-1041

E-mail: comitedeeticaufal@gmail.com

Manuseio Material | anuenciaequipe.pdf 00:13:47 |Rezende Leite Aceito

Bioldgico /

Biorepositorio /

Biobanco

Orcamento Orcamento.pdf 12/0/72018 | Ana Catarina Aceito
00:12:45 | Rezende Leite

Declaracéo de Termoanuencia.pdf 12/07/2018 | Ana Catarina Aceito

Instituicdo e 00:10:46 |[Rezende Leite

Infraestrutura

Declaracao de Anuenciamarcos.pdf 12/07/2018 | Ana Catarina Aceito

Pesquisadores 00:10:19 |[Rezende Leite

Declaracao de anuenciareginaldo.pdf 12/07/2018 | Ana Catarina Aceito

Pesquisadores 00:10:05 |[Rezende Leite

Declaracéo de anuenciajosue.pdf 12/07/2018 | Ana Catarina Aceito

Pesquisadores 00:09:53 [ Rezende Leite

Folha de Rosto FOLHADEROSTO.pdf 12/07/2018 | Ana Catarina Aceito
00:09:02 | Rezende Leite

Situacao do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciacdo da CONEP:

Nao

MACEIO, 21 de Dezembro de 2018

Assinado por:
Luciana Santana
(Coordenadora)




UNIVERSIDADE
FEDERAL DE ALAGOAS



