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Sumario

O mercurio (H§") é téxico devido a ligacdo covalente que estabetetn os grupos
tiol das varias enzimas nos microssomas e mito@ndissa ligacdo tem como
consequéncia a interrupcdo do metabolismo e dadduroglular. Existem varios
mecanismos de destoxificacdo, entre os quais iselai reducdo do Hg i6nico (Fpa
Hg’. Este processo é realizado por um conjunto demewicodificadas pelo operdo
mer: a MerB que substitui os grupos metilo do metiledeo por tiolatos, a MerA que
reduz o HG" a HJ' e MerC, MerF e MerE que assumem um papel no toatesge HG"

do periplasma para o citoplasma. Neste trabalheégdeum estudo computacional do
mecanismo reaccional de MerB. Concluiu-se que edaddo primeiro tiolato € um
passo limitado por difuséo, e que a entrada do tiolaio néo é possivel a velocidades
compativeis com as observadas na enzima. Portam@acgdo deve ocorrer com a

adicao de um tiolato e um tiol ao Hg e ndo com tolatos.

Abstract

Mercury (Hg") is toxic because it establishes covalent bondh ttie thiol groups
prseent in enzymes from microssomes and mitochand@hiese covalent bonds lead to
loss of function and interruption of metabolism amell function. Severeral
detoxification mechanisms exist, such as the réoluctf ionic Hg to H§. This process

is catalyzed by a set of proteins encoded bymé&reoperon: MerB replaces the methyl
groups in methylmercury by thiolates, MerA thenuees H§" to Hg(0) and MerC,
MerF and MerE play roles in Hgtransport from the periplasm to the cytoplasm. In
this work a computational study of the reaction hagism of MerB was performed. It
can be concluded that addition of the first thielest a diffusion-controled step, and that
the addition of a secon thiolate is not possibleatds compatible to those observed in
the enzyme. The reaction must therefore proceedigir the addition of a thiolate and a

thiol to Hg, rather than two thiolates.
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) Introducéo

O mercurio (Hg) € o unico metal encontrado na foligpaida em condicdes de
temperatura e pressao normais, formando vaporekies e inodoros. (Boening, 2000)
A poluicdo do mercurio suscita uma grande preodpdevido aos efeitos que provoca
na saude decorrentes da exposi¢cdo ao mercuricadeehcontrado na agua e alimentos
aquaticos. (Linet tal., 1999)

O mercurio esta presente no ambiente devido as/éaaores. Existem as fontes
artificiais e naturais. As fontes artificiais saaim diversificadas: estas incluem a
entrada do mercurio para a atmosfera através demgude combustiveis fosseis,
incineragdo ou eliminacdo de outros produtos,caiso baterias, restauracdes dentarias
e os eléctrodos utilizados no processo de cloraidklectrolise do cloreto de s6dio em
solucéo aquosa). (Bark&yal., 2003) Alguns compostos de mercurio sdo usado® com
fungicidas na agricultura e numa variedade de agpdes no exército, pilhas,
odontologia e medicina. Na sua forma natural o tr@surge da degradacéo da crosta
terrestre a partir de vulcées e provavelmente pekporacdo a partir de oceanos.
(Boening, 2000)

No estado liquido o Hg € muito pouco absorvido pgedsto gastrointestinal,
portanto ndo é considerado nocivo se ingerido, embm estado gasoso possa
facilmente atravessar a membrana alveolar atéimtingirculacdo sanguinea. (WHO,

2003)

O mecanismo de toxicidade do mercurio baseia-seneisgmente na ligacao
covalente entre o mercurio e 0s grupos tiol dams&@nzimas nos microssomas e na
mitocondria. Essa ligacdo tem como consequéncmearupcdo do metabolismo e da
funcdo celular. As proteinas que tém grupos tioltataexistem nas membranas
extracelulares como nas intracelulares. Através altesacfes no estado dos tiois
intracelulares, o mercuario pode induzir a peroxéealipidica, disfungcdo mitocondrial e
mudancgas no metabolismo do grupo heme. (Marete#b,, 2005)



Mecanismos de destoxificagcdo do dimetilmercurio

Ha varios mecanismos de toxicidade do mercurio cioiactivar varias enzimas,
proteinas estruturais ou processos de transportiemcdo da permeabilidade da
membrana celular pela formacdo de mercaptides. &argentar mais a toxicidade do
mercurio, embora com menor afinidade pode-se dgargrupos amida, amina, fosforilo

e carboxilo das enzimas. (Guzatial., 2008)

Existe uma variedade de altera¢Bes induzidas petoirio que podem ocorrer
individualmente ou em conjunto, como: inibicdo dalirperizacdo e formacgao de
microtubulos, aumento da permeabilidade da barheraatoencefélica, interrupcéo da
sintese de proteinas, defeito na transmissdo magparagem da replicacdo do DNA,
interferéncia na actividade da DNA polimerase, mesfdrilacdo-desfosforilagéo,
desrregulacdo do sistema imunitario e mudanca debstase do calcio. (Zahet al.,
2005) O mercurio origina uma deplecao dos nivéisugeroxido dismutase, glutationa,
catalase e glutationa peroxidade, o que confere met@r proteccdo das células em

relacdo ao fendmeno de stress oxidativo. (Zahal,., 2005)

A exposigcdo cronica a baixas concentragfes de snptsados, incluindo o
mercurio, resulta em disfungdes imunologicas, qodem desencadear deficiéncias
imunorregulatérias. O mercurio pode ser capaz derdmdear doencas imunoldgicas,
como a doenga auto-imune, ou promover infeccaoicadrestudos indicam que a
apoptose de linfécitos e mondcitos induzida pelocdrg tem um papel importante na
disfuncéo imune causada por este metal. (Ben-@zalr, 2000) (Shenkekt al., 2000)

O mercurio possui efeitos teratogénicos e na reg@as O metilmercurio da
mae passa para o feto através da placenta. O neencdrganico, como tem menor
capacidade de atravessar a barreira placentacanga-se em maior quantidade no
liquido amnidtico, e € também transportado pelte Ienaterno. Os compostos de
mercurio, principalmente os organicos, causam darueros no desenvolvimento do

feto, sobretudo a nivel neuroldgico. (Schuurs, 1999
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A exposicao pré-natal a compostos de mercurionicgéconduz a defeitos no
desenvolvimento cerebral. Estes sdo tanto maisisoge quanto maior a exposicao.
(Schuurs, 1999)

Na reproducdo o mercurio pode influenciar o stdtosmonal, causando um
ciclo menstrual irregular e menos ovulacdes (Gerharal., 1992). Outros autores
ponderam que o mercurio afecta as glandulas adreaasando um disturbio no ciclo

menstrual. (Schuurs, 1999)

O mercurio induz citotoxicidade que leva a redudl@o funcdo das células
linféides. Linfécitos e mondcitos tratados com niei@ tanto organico como
inorganico, apresentam sinais funcionais e morfot®y de morte celular, como
exemplo hd um profundo decréscimo na producado deirzal alteragdo na sintese de
fosfolipidos e aumento dos ides calcio. Com esliesagbes as células manifestam
mudancas nucleares e membranares. Estas mudaogamssiéleradas caracteristicas de
uma célula em processo de morte celular programaaidanto as células linféides
morrem por apoptose devido a serem tratadas corun@r(Guo.et al., 1998)

A genotoxicidade é outra consequéncia do mercilrstudos efectuados em
plantas e animais comprovaram que o mercurio iaifermacédo do fuso mitético,
conduzindo a uma distribuicdo anormal dos cromoasoenpoliploidia. A inibicdo é
possivel devido a forte afinidade do mercurio peagos sulfidrilo que se encontram
nas proteinas do fuso, e esta é considerada a a@8adipica dos compostos mercurio

a nivel genético. (Buciat al., 1999)
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Figura 1 - O ciclo biogeoquimico do mercurio

(Adaptado de Barkasgt al., 2003)

O mercurio sofre metilacdo pela accdo de microesgaws (bactérias) e da
origem a formas muito toxicas, o metilmercuario @metilmercario. (Boening, 2000) A
metilacdo do mercurio, embora este se encontranieate em formas inorganicas, é
feita através dos processos naturais bidticos étiets que podem sintetizar o
metilmercurio e este acumula-se devido a ser mdegsadado por outros processos
tanto bidticos como abidticos. A descoberta da leggto do mercuario através de
microorganismos em sedimentos anaerdbicos levoonélusdo que metilcorrindides
(Vitamina By;) eram os agentes mais provaveis com capacidacdetizansferir CH
para H§". A investigacdo sobre os produtores de corrindateserébicos, incluindo
metanogénios, seguiu-se a descoberta de que rhaitssias podem metilar o Hgem
culturas de laboratério. Foram feitas experiénc@s sedimentos anaerdbicos usando

inibidores metabdlicos especificos e substratodicando bactérias redutoras de sulfato
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(BRS) como os principais metiladores em sediment@gurais anaerobicos.
Combinando espécies quimicas de Hg com medicoésxdade metilagdo mostrou-se
que HgS neutra é o substrato para a metilacdo B&. Estudos feitos a metilacao
através de extracto celular bruto desulfovibrio desulfuricans mostrou que qualquer
grupo metilo originado pelo L£da serina ou pela via acetil-CoA, via &£H
tetrahidrofolato (MeTHF) para metilcobalamina, gusdo pela metilagdo enzimatica do
mercurio. A nocdo de que o mecanismo de sintesmlbidéna de MeHg é através de
catalise enzimatica em vez de uma transferéncianéspea de Cia partir da
metilcobalamina, foi reforcada por um resultado itpas na correlacdo da
transformacéo dependente de?’Hde MeTHF para THF no solo e em extractos de
sedimentos com concentracdesitu de MeHg. A producgéo de dimetilmercurio através
do monometilmercdrio em ambientes ricos ens Hhode ser o mecanismo realizado
pelas BRS do dimetilmercurio durante o crescimenitfidogénico. Ainda existem
bastantes incégnitas quanto a dependéncia derdlteis de dimetilmercurio em fluxos
gasosos a partir dos locais de afloramento e na t@reestre para a formacdo do
dimetilmercurio. (Mason, 1999) A contribuicdo datihagdo abidtica para a producdo
de metilmercurio é uma questéo que é contestamaaeidos humicos e fulvicos, acidos
carboxilicos e compostos alquilados de estanhizadibs na agricultura mostraram-se
agentes responsaveis pela metilagdo abiotica do(Ekgyrati, 1992) (Barkayt al.,
2003)

Ha varios mecanismos para a destoxificacdo do mmetillrio e
dimetilmercdrio, tal como sofrerem uma determinadtaracdo para diminuir a sua
toxicidade. A desmetilacdo do metilmercurio podercer devido a degradacéo redutiva
de MeHg a Chle HJ (Oremlandgt al., 1991), que ocorre devido & accéo de proteinas
codificadas por operdeser. Quando se encontra sob certas condi¢des de dies@et
oxidativa, a degradacdo do MeHg a L£®©uma pequena quantidade de,CQidorre
possivelmente como subproduto co-metabdlico do loétano metilotrofico
(Oremlandet al., 1991). A desmetilacdo oxidativa tal como a raefib € mediada por
bactérias anaerdbias. O mecanismo de desmetilggdésarade ndo ser totalmente
conhecido pode ser analogo a degradacdo da motenmiei por metanogénios ou a

oxidagao de acetato pelas BRS (Marvin-Diapsquehkd,, 1998).
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E importante a degradacdo do metilmercurio, tgmip oxidagcdo como por
reducdo em sedimentos anaerobios. A reducdo, gmaesdiado pelo operaoer,
resulta na remocdo de Hg do sedimento como vamwnegitar monoatomico. Em
contrapartida, Hg, o provavel produto da desmetilacdo oxidativa,séilostrato para a
remetilacdo dentro da colonia de sedimentos, porfaara haver um ciclo metilacao-
desmetilacdo ndo é necessario existir o processbadue pelo operdaner. Varios
estudos ambientais sugerem que o op@négo redutor da desmetilagdo domina em
ambientes mais aerobios com altas concentracdddgded desmetilacdo oxidativa
domina em ambientes mais anaerébios com baixaecoacdes de Hg. Este padrdo
pode surgir a partir do efeito do oxigénio na irflugla expressdo do operdmer,
devido a manifestacdo do operéwr de amplo espectro de um desnitrificador,
Pseudomonas stutzeri OX. Este foi induzido em concentracdes mais infes de HE
durante um crescimentos aerobio do que duranterescimento anaerobio. Portanto a
inducao condicionada pelo oper@er pode afectar seriamente a producéo de MeHg em
ambientes contaminados com Hg. A degradacdo abidédVieHg, pode ser efectuada
pela luz solar, especificamente UV-A e UV-B, abemip um comprimento de onda
entre 280-400 nm, e este processo € inibido pontagesequestrantes de oxigénio.
Incubacdes no escuro, na dgua do lago, tinham omezentracdo de MeHg 350 vezes
maior do que uma incubac¢ao com luz. Foi relataddSpolaet al (Sudaset al., 1993) a
producéo de Hg inorganico a partir de MeHg duranfetodegradacéo, e que Huoi
identificado como o principal produto da fotodegmg@b em zonas humidas. Em
ambientes expostos a luz, tais como pantanos es,lagaspecialmente em baixas
concentracoes de Hg total, a fotodegradacdo pade geincipal mecanismo para a
degradacdo de metilmercurio. Nos sedimentos e aguas profundas, onde o
metilmercurio se acumula apos metilacdo, a fotabgao pode ter pouco impacto
sobre a desmetilacao, e 0s processos microbiadores ou oxidativos vao ser os que
dominam. (Barkayt al., 2003)

Outro mecanismo de destoxificacdo é a reducéo doime idnico, H§*, a Hd.
Esta reducdo ocorre em ambientes de aguas nawirass solos, que resulta na
volatilizacdo do HY pois devido ao seu coeficiente de particdo 8 éimuito volatil e
pouco soluvel na 4gua. O principal meio para asteduicdo de Hg pelo ambiente é

através da chuva e neve, em grande parte sob a fonica sendo altamente disponivel
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para a reducdo. A reducdo do®Hglepositado a Hgtransporta de novo Hg para a
atmosfera e assim impede a sua precipitacdo egafixde sedimentos profundos onde
este pode ser metilado. Portanto a reducao bi@dagiotribui muito para o fluxo de Hg
das aguas naturais para a atmosfera. No oceandic®agierto da ressurgéncia
equatorial, onde ha agua rica em nutrientes, had somersaturacdo de HgA
concentracéo de Haestas aguas foi positivamente correlacionadaacpnodutividade
biolégica (Kim, et al., 1986). A volatilizagcdo do Hg das &guas natuéaisibida por
filtracdo ou autoclavacdo, o que indica que é uwcgsso bidtico. Os ambientes
altamente contaminados com #igprovocam o enriquecimento de populacdes de
bactérias resistentes e induzem a reducdo medildaoperdomer. No entanto, as
concentracdes de Hg na maioria dos ambientes mtureluindo aqueles onde ocorre
bioacumulacdo de metilmercurio, estdo dentro deniato 10° a 10*%. Apesar de em
condicbes oligotroficas, a expressdo de fusdessdramonais mer-lux poder ser
induzida com concentracdes de “Hepbaixo de 1% é possivel que esta seja
ineficiente. (Barkawt al., 2003)

Além das reductases de Hidpacterianas, algumas algas reduzerfi’ idger por
processos dependentes da luz ou independentes Aleédtama transformacao pode ser
mediada por metabolitos extracelulares em vez deastividade enzimética especifica
(Devars, et al., 2000). Quanto ao processo abiético,>Hgode ser reduzido por
transformacdes fotoquimicas ou reaccdes no esbtloogue toca a fotorreducdo de
Hg?*, esta ocorre devido a radicais livres organicasiyzidos por fotélise do carbono
organico dissolvido, oxigénio dissolvido, complextgscarbono orgéanico, e compostos
organicos de P& de coordenacdo Acida. As reaccdes no escuro dueera o H§'
podem ocorrer devido a presenca de acidos fulvecbsimicos associados a radicais
livres. HJ esta em equilibro com Hg (1) e Hge o estado Hg (1) é favorecido a menos

que haja ligantes que favorecam fortemente o es$tgtio (Barkayet al., 2003)

A oxidacdo de HYé a etapa menos explorada no ciclo biogeoquimio d
merctrio. Smithet al demonstraram a oxidacdo de °Hgor hidroperoxidases
bacterianas, KatG e em menor grau KatE, Eensoli. (Smith, et al., 1998). O duplo
mutante, sem as duas enzimas, manteve um nivel Bairxidacdo de Hgsugerindo a

existéncia de outras oxidases bacteriands Mg bactérias aerébias do solo, como por

7
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exemplo bacilos, tinham altos niveis de actividadilativa de HE sugerindo um
papel importante para a oxidagdo microbiana n@ clelHg no ambiente. E importante
ter atencdo que em todos os casos, a taxa de asidacH{ nestas estirpes sensiveis a
Hg?*, é pelo menos dez vezes inferior & taxa de reddeddd* mediada pela MerA,
portanto a oxidacdo mediada pela hidroperoxidasegaéa um ciclo futil dentro de uma
célula HgR (Hg resistente). Também foi demonstrada relacdo entre a actividade da
oxidase H8, medida pela acumulacdo de’@pds incubacéo de extractos proteicos da
biomassa microbiana do lago com &agua saturada fee Hgtaxa de acumulacdo de
mercurio gasoso, principalmente Hga agua do lago. A oxidacado abidtica d& ptaya
Hg?* ocorre na atmosfera, nas aguas naturais e nos €lBdg" i6nico é rapidamente
absorvido pela chuva, neve e nas particulas de&\ avxidacdo de HYyaumenta a
deposicdo de Hg na atmosfera. Este processo desid@paesultou na definicdo de
diversos caminhos para a oxidacao fotoquimica. Esamismos de oxidacdo de®Hgn
agua naturais e solos ndo tem sido muito invesiigadhs este processo pode afectar
criticamente a producdo de MeHg por aumentar a erdragdo de Hg. A
fotooxidacdo de Hyé mediada pelo £ na presenca em excesso de cloreto, por
peroxido de hidrogénio, ozono, compostos sulfideilor os radicais livres BrOe, Bre e
Cle. Também é mediada por UV-B na presenca deeCbmpostos fotoreactivos como
benzoquinona. Um vez que as mesmas biotransformagde constituem o ciclo
biogeoquimico de Hg podem ter lugar dentro do ctwgmano devido a exposi¢cdo nao
ocupacional, a compreensao dessas transformacteaasxe processos de transporte

serdo uma ajuda no controlo da intoxicagdo pormdgemanos. (Barkast al., 2003

Com uma excepcdo todos o0s processos bioticos gnsfadrmam mercurio sao
reaccOes colaterais acidentais de reducdo e né&etila@ fisiologia normal. Essa
excepcdo é o fenomeno amplamente distribuido deciispcdes de resisténcia e

transformacéo de compostos de mercurio com o opemédBarkayet al., 2003
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Figura 2 - Fun¢Bes das Mer

(Adaptado de Barkast al., 2003)

Na regulacgéo, transporte e resisténcia do merdidivarios intervenientes que

tornam possivel a destoxificacdo do dimetilmercixa regulacéo intervém a proteina
metal reactiva MerR que se liga a uma regido deetsian dupla chamada MerO
(operador), logo acima do gene MerT. MerO situatgee 0s sitios de reconhecimento
— 10 e — 35 de RNA polimerase para o promotor @og estruturais (Pt). O promotor
de MerR (Pr) Ié divergéncias do Pt e sobrepfe-seale tdo amplamente que quando
MerR ocupa o lugar de MerO, impede a RNS polimedastranscrever o gene MerR,
portanto MerR é um auto regulador negativo. MerRiiah RNA polimerase ao
promotor Pt mesmo na auséncia de indutor de i6dglious e também dobra o

promotor DNA longe da polimerase. Quando &'Hepta presente, este liga-se a MerR

9



Mecanismos de destoxificagcdo do dimetilmercurio

provocando uma alteracao alostérica na proteina guepagada para o DNA da regido
do operador. Como consequéncia ha uma melhoriaeksa da RNA polimerase para o
inicio da transcricdo. MerD, é uma proteina quebim intervém devido a ser um
antagonista da funcéo de MerR, podendo substitaclacupar o lugar de MerO. No
transporte actua a MerP, que é uma proteina guofumcomo um mondmero e liga
um Gnico i&o HY' através dos seus dois residuos de cisteina ngdgmd4 e 17. MerP
ndo é essencial para Hgpois como captacdo MerT é suficiente, visto querTvié
outro transportador central de Higanto em bactérias Gram-negativas como Gram-
positivas. MerC é uma proteina que esta ligada enbrama com quatro hélices
transmembranares, o que a torna a maior, tambéstineiki a MerF e MerE, todas
assumindo um papel no transporte dé"Hdo periplasma para o citoplasma. (Barkay
al., 2003

Por fim existem duas enzimas no mecanismo de éesistdo mercurio, MerA e
MerB, ambas muito importantes no ciclo no mercivlerA € uma enzima que catalisa
a conversdo de Hfa HJ, para tal utiliza como fonte de electrdes, o NADPH
abundante no citoplasma. A MerA tem propriedadegqbimicas semelhantes & familia
oxidoreductases de dissulfureto e nucleétidos dmiginas (Fox,et al., 1982). Essas
semelhancas sdo sequéncias peptidicas confirmagelas ppesenca de um local
homologo altamente activo, que juntamente com disasinas formam um par redox-
activo dissulfido/ditiol caracteristico. Alguns meeros da familia usam este par de
cisteinas para catélise e sdo inibidos quandd Kdg liga a eles, jA4 MerA tem
caracteristicas estruturais adicionais que ajudawitar essa inibi¢cdo, tal como uma

curta extensdo C-terminal e uma longa extensaarhifial. (Barkayet al., 2003

A MerB tal como a MerA situa-se no citoplasma e tema tolerancia de
substrato muito ampla, tanto a manipulacdo alqoin@ mercuriais arila, tendo
preferéncia para os ultimos, e como MerB € um isat#br o pH 6ptimo é superior a 9.
Foram feitas analises que declaram MerB como urzananunica, sem homologos
conhecidos, e com uma evolucdo em varios grupdstds. Na estrutura de MerB
constam trés cisteinas nas posicdes 96, 117 eDEyo a sua alta exigéncia de tidis,

esta é uma enzima citosolica sem ligacdes dissuRira exercer o papel catalitico sdo
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essenciais as Cys96 e Cysl159, enquanto a Cysllrnerpapel estrutural. MerB

funciona igualmente com tidis fisiolégicos (glutata e cisteina). (Barkag al., 2003

e — . e Ty
SH RSHaSR SH .
117 % 117 /SR
Ha Ar__Hz_ SR HS . -
R
S < £ HSR
HS 5H a3 ol
o e i
HSR 1 155 160 [ 156 160
S '
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HS { _~Ar | : HS By
% |
S SH \ s SH
159 160 B 159 160

Figura 3 - Mecanismo de MerB

(Adaptado de Barkast al., 2003)

Na figura acima esta descrito 0 mecanismo de ME@Betapa 1 uma cisteina
(inicialmente identificada como a Cysl159) da enzito@lmente reduzida, ataca o
MeHgSR, libertando um tiol e constituindo uma dsiial bi-coordenada com o arilo
mercurial (molécula organomercurial composta, comoacetato defenilmercurio
acetato) (intermediario 2). Um protdo pode ser dgaata esta estrutura bi-coordenada
pela Cys96 ou por outros residuos protonados d8Memo a Tyr93, que € altamente
conservada. MerB fica entdo ligada ao*H¢ptapa 3) até dois monotiois poderem
remové-lo (etapa 4). Este mecanismo foi ja estudatd ao passo 3) por Parks e

colaboradores. (Parkst al., 2009) O estudo que estes autores realizaramctave
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objectivo comparar dois mecanismos principais apxotonolise de Hg-C catalisada
pela liase organomercurial (MerB). Os célculos sug® que a formacao inicial do
aducto metilmercurio quer com a Cys96 ou Cysl5Meérgeticamente viavel. Os
resultados determinam que a coordenacdo do Rt duas cistéinas é necessaria e
suficiente para activar a ligacdo Hg-C para a praise. Estes resultados demonstram
que a MerB baixa a energia de activacao da prasmblg-C através de redistribuicdo
de carga em direccdo ao grupo abandonantg@Hpara longe do protdo catalitico.
(Barkayet al., 2003

A MerB é inibida pelo ditiotreitol (TDT), provaveknte devido a formacdo um
complexo tri-coordenado estavel com o produté'léguma das cisteinas da MerB. Esta
inibicdo pode ser lentamente revertida por umaeiciatou glutationa. (Barkast al.,
2003

Neste trabalho estudaram-se por métodos computasian fases seguintes do
mecanismo, i.e., a remocdo do?Hgla enzima por tidis provenientes do ambiente

celular.
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[I) Material e métodos

O mecanismo dos passos finais da reaccado catlipath MerB foram
estudados com o funcional de densidade B3PW91 3et893 e Perdew, 1991),
usando o potencial efectivo de cerne SDD para m@te Hg e a base de funcbes 6-
31G(d). A superficie de potencial foi explorada coonveniente caracterizacdo de
todos os intermediérios, estados de transicdodutms. O modelo usado inclui cadeias
das cisteinas 96 e 159, aspartato 99 ldgima molécula de 4gua. A cisteina 117 ndo é
essencial para a actividade, portanto nao é irelnédmodelo (Parkst al., 2009). As
cisteinas foram simuladas por €HH,SH (etanotiol), o aspartato foi representado por
CH,COQO (acetato) e o tiolato ambiental como $SHmetano tiolato). Foram utilizadas
coordenadas deslocalizadas autogeradas para aszegtes da geometria (Baket,
al., 1996).

As energias mais precisas das geometrias optiaszadam calculadas com um
conjunto de funcdes de base 6-311+G(d) para toslédsomos excepto o mercurio, para
o qual foi utilizado o potencial efectivo de cei®BD. (Andrae, 1990). A energia do
ponto zero e os efeitos térmicos (T = 298.15 K elar) foram avaliados utilizando
um factor de escala de 0,9804 para as frequénalesladas. (Silvaet al., 2008). As
energias mencionadas no texto foram calculadasgpdileacdo do modelo PCM=4)
em geometrias optimizadas em fase gasosa. Efe@odigpersdo e repulsdo foram
avaliados como descrito por Amovilli e Mennucci.nfgvilli, et al., 1997) Cargas
atomicas e distribuicbes de densidade spin fordoulealas com base numa analise
populacional de Mulliken (Mulliken, 1995), em okog simetricamente
ortogonalizados. (Léwdin, 1970) Todos os célculmsr realizados com o software
Firefly (Alex Granovsky, Universidade Estatal de $dovo).

A partir das energias de activacdo é possivel leal@ constante cinética da

reaccaok) utilizando a equacgao de Eyring:

kT -AGYRT
- i €
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comk (constante de Bolzmann), T (temperatura absolat@pnstante de Planck}dG*
(energia de activacdo) e R (constante dos gasésitpg). Geralmente as reaccdes
enziméaticas tém energias de activagao inferio@s kcal/mol.
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[Il) Resultados

No estado inicial (Reagente) o Hg encontra-sedtigas cisteina 96 e 159 a
mesma distancia (2.54 A). O tiolato encontra-se98 A do Hg, enquanto as distancias

a agua e ao oxigénio do aspartato s&o 2.33 e 2.4%pPectivamente. (Figura 4)

Figura 4 - Estrutura do Reagente
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O TS1 néo é detectado devido a ndo existir baresiesgética para a adicdo do
tiolato ao mercurio. No intermediario 1 o tiolatocentra-se ligado ao Hg (2.56 A),
mantendo-se quase inalteraveis as distanciaseines®6 (2.60 A), 159 (2.62 A) e ao
oxigénio do aspartato (2.52 A). Com a ligacéo diatd ha um afastamento da agua que
passa a distar 4.41 A do Hg. Este intermediarimm®ina-se 8.8 kcal.mdlabaixo do
reagente em solucédo e 8.0 kcal.’hem fase gasosa, o que nos indica que a reaccéo é
espontanea. Neste intermediario a carga formaliolatd é 0,5 cargas electrénicas
(C.E.) superior a do reagente. Simultaneamentdicsgese que, quer o Hg quer o

oxigénio da agua, possuem uma carga 0,2 C.E.onf@ieriginal. (Figura 5)

Figura 5 - Estrutura do Intermediario 1
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Existem duas possibilidades no seguimento da #eac;Hg pode-se desligar
primeiro da Cys96 ou da Cys159. No TS2 detecta-ssaida da Cys96. Como
consequéncia ha um afastamento do enxofre destéga@®.97 A). As distancias a
Cys159 (2.53 A), ao enxofre do tiolato (2.49 Ajgua (3.40 A) e ao aspartato (2.38 A)
ndo sofrem alteracdo significativa. Este estadtratesicdo encontra-se 17.2 kcal.thol
acima do intermediario 1 em solucdo e 17.1 kcal'moh fase gasosa. Como se
encontra abaixo das 25 kcal.mMasta barreira ndo é demasiado elevada. Nesteestad

de transicéo a carga desloca-se principalmentegdoalrh a Cys96. (Figura 6)

Figura 6 - Estrutura do TS2
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No intermediario 2 evidencia-se o afastamento dg96ypassando a distar 4.68
A do Hg. As distancias da Cys159 e do tiolato aopdgnanecem quase inalteradas,
2.48 A e 2.50 A, respectivamente. Ha4 uma diminuii@alistancia do Hg a agua (2.77
A), enquanto o aspartato se mantém a uma distan@ma da anterior (2.45 A). Este
intermediario encontra-se 14.4 kcal.fha@cima do intermediario 1 quer em solucédo
guer em fase gasosa. A reac¢do ndo € espontarsta.iftermediario a distribuicao de
cargas € bastante semelhante a do TS2, o que mica TS2 ocorre numa fase tardia
da reaccdao. (Figura 7)

Figura 7 - Estrutura do intermediario 2

No TS3 quando outro tiolato ataca o mercurio ficdistar do mesmo 4.21 A.
Com a aproximacao deste tiolato ao mercurio ha fastaanento evidente da Cys96
(6.23 A) e uma aproximacéo expressiva da Cys1%8 (R). As distancias ao tiolato j&
existente (2.58 A), a 4gua (4.58 A) e ao aspat@® A) mantém-se muito proximas

das anteriores. Este estado de transicdo encant@8s75 kcal.mol acima do
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intermediario 2, em solucdo, e 95.85 kcal.meim fase gasosa, o que demonstra
claramente que ndo é uma reaccédo rapida, pelcadontrievido a possuir uma barreira
energética muito elevada g5kcal.mol?). Verifica-se que a barreira energética é muito
superior em fase gasosa, devido a existir uma aotestlieléctrica superior em solucéo,
portanto as interaccdes electrostaticas entrergasaegativas presentes na Cys96 e no
tiolato sdo menos desfavoraveis em solugcédo. O atdgwm tiolato ao mercurio ja foi
avaliado quando passamos do reagente para o inlidnoel e foi uma reaccdo
espontanea, enquanto neste passo 0 mesmo ataquentetparreira energética muito
elevada. Esta diferenca nas reaccdes deve-se téneidsda Cys96 livre (com carga
negativa). O tiolato que ataca também tem cargativeg o que leva a uma maior
dificuldade na aproximacao do tiolato ao mercugwido a repulsdo que existe entre as

cargas negativas. (Figura 8)

Figura 8 - Estrutura do TS3
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No intermediario 3 o novo tiolato liga-se ao Hg5@.A) enquanto a Cys96
mantém o afastamento ao Hg (6.53 A). A agua apradendo Hg (3.82 A). As
distancias da Cys159 (2.66 A), do tiolato ja existg2.64 A) e do aspartato (2.48 A)
ao Hg nado variam significativamente. Este interiedi encontra-se 26.4 kcal.rol
acima do intermediario 2 em solucéo e 86.8 kcal'neah fase gasosa. A reaccdo ndo é

espontanea. (Figura 9)

Figura 9 - Estrutura do intermediario 3
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primeira a desligar-se

Energia final . Energia do Energia total | Energia total
Energia em| ponto zero ~
em . (fase gasosa) (em solucéo)
Passo Solvente e Energia 1 1
fase gasosa 1 . : (kcal.mol™) | (kcal.mol™)
(kcal.mol™) | vibracional
(hartree) 1, | VS. reagenteg vs. reagentes
(kcal.mol™)
Reagente -1890.351904 -1186329.45132.223 0 0
TS1 indetectado indetectadd
'”termled'a”c -1890.366115 -1186339.18 133.1 -8.04 -8.853
TS2 -1890.342345% -1186324.21 135.315 9.09 8.332
'”tem;ed'a”c -1890.346409 -1186326.83 135.155 6.38 5.552
TS3 -2328.301388 -1461257.51 151.211 102.23 44.30
'”tem;ed'a”c -2328.320627 -1461272.86 154.205 93.16 31.94

Como foi referido anteriormente existem duas pdgs$soles no seguimento da
reaccdo apos o intermediario 1. O TS2a é a segposksibilidade em que o Hg se
desliga primeiro da Cys159. Neste estado de t@ans¢Cys159 afasta-se do Hg (5.12
A). Distam do Hg a Cys96 (2.47 A), a agua (4.84 d\}iolato (2.47 A) e o aspartato
(2.33 A). Em relacéio ao intermediario 1, o TS2apatra-se acima 20.1 kcal.nfoem
solucdo e 19.0 kcal.mblem fase gasosa. Comparando o TS2a com o TS2randiée
evidente é o afastamento da Cys96 no caso no T&2,&ys159 no TS2a. A barreira
energética no TS2a é ligeiramente superior a do, ®2tanto a reaccdo do
intermediario 1 para o TS2 parece ser mais rapdgue para o TS2a. (Figura 10)
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Figura 10 - Estrutura do TS2a

No intermediario 2a evidencia-se o afastamento yil &9 do Hg (7.45 A). Os
restantes: Cys96 (2.44 A), tiolato (2.45 A), aga®¢ A) e aspartato (2.36 A), néo
alteram significativamente a sua distancia ao Hgy elacdo ao TS2a. Este
intermediario encontra-se 11.9 kcal.fh@cima do intermediario 1 em solucéo e 9.9
kcal.mol* em fase gasosa. Esta reaccdo ndo é espontanepar@ndo o intermediario
2a com o intermediario 2 uma das diferencas magsaito afastamento da Cys96 no

caso do intermediario 2 e da Cys159 no intermexi#ai (Figura 11)
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Tabela 2 - Energias calculadas para todas as esp@térvenientes no processo em que a Cysl59 é a

Figura 11 - Estrutura do intermediéario 2a

primeira a desligar-se

Energia final E . Energia do Energia total | Energia total
nergia em| ponto zero ~
p em . (fase gasosa) (em solugéo
asso fase gasosa | ,Solvente | e Energia (kcal.mol™) | (kcal.mol™)
9 (kcal.mol™) | vibracional ' '
(hartree) 1, | VS. reagenteg vs. reagenteq
(kcal.mol™)
Reagente -1890.351904 -1186329.45132.223 0 0
TS1 indetectado indetectad
'”termled'a”c -1890.366115| -1186339.18 133.1 -8.04 -8.853
TS2a -1890.340733 -1186322.14 136.17 10.96 11.257
'”te”ggd'a”c -1890.352476| -1186328.64 134.462 1.88 3.049

N&o se calculou o passo Int3dS3a—Int.3a pois ja sabemos pelo calculo
Int.2—>TS3—Int.3 que a entrada do tiolato possui uma elevexésbarreira energética,
devido a aproximacéo de duas cargas negativaat(tiel Cys159). Por insuficiéncia de
tempo ndo foi possivel continuar o estudo do meoamie avaliar o desempenho deste

na presenca de um tiol externo em substituicdedorslo tiolato.
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Analisando a localizacdo das orbitais ocupadasaerrenergia, verifica-se que
no reagente estas se distribuem no tiolato e na.aGom a passagem para O
intermediariol, o tiolato liga-se ao Hg e os elsedr passam a distribuir-se pelas
ligacdes ao Hg. Quando se passa do intermedigpardl o estado de transicéao 2 (TS2),
verifica-se que os electrdes que estavam na ligagdblg passam a ficar retidos na

cisteina 96, sendo que esta se afasta do Hg

Reagente ——> Intl ——p TS2

Cys139

Tiolato

Cys96

Aspartato

Figura 12 - Variacéo da orbital ocupada de maiseaiergia do Reagente até ao TS2

Do TS2 até ao Int3 ndo ha alteracdo na distribuilgioelectrbes, sendo que se
mantém retidos na Cys96.

Em relacéo a passagem para o TS2a, em que o Hglsgadorimeiro da Cys159
também ha alteracdo significativa no deslocaments drbitais. Tal como
anteriormente, do reagente para o Intl os elecppdssam a distribuir-se nas ligagdes
ao Hg. Na passagem do Intl para o TS2a, em quenhdfastamento da Cys159, os

electrbes passam a ficar retidos na Cys159.
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Reagente > Intl > TS2a

Cysl39

Tiolato

Cys96

Aspartato

Figura 13 - Variacdo da orbital ocupada de maseaiergia do Reagente até ao TS2a

Do TS2a para o Int2a ndao ha alteracdo na distdbuilps electrbes, sendo que

se mantém retidos na Cys159.
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IV) Discusséao

Segundo Clarksoet al., (2006), a biometilacéo de Figoor bactérias anaerébias
redutoras de sulfato em sedimentos marinhos, éxam@o de um processo bidtico,
em que o catido metilmercurio é formado. O metiteo entra na cadeia alimentar
através de plancton e a bioacumulacédo extremaaemncentracdes até 4 ppm, sendo
encontrado no final da cadeia alimentar, por exerapt tubardes. O risco para a saude
humana ocorre principalmente devido ao consumcedep de agua salgada. Devido a
esta preocupacao Barkatyal., (2003), evidenciaram a importancia da desmebtlaigh
metilmercurio para a saude global. Essa desmatilegéolve a accdo da MerA e MerB

gue foi estudada neste trabalho.

Véarios estudos quimicos em modelos sintéticos peam ja obter dados
essenciais para a compreensdo do mecanismo erndatiMerB. Melnick e Parkin,
(2007), usaram o ligando tridentado tris(1-terikiB-diodroimidazol-2-tion-1-il)
hidridoborato e sintetizaram os complexos de mac@lquila [(Tni®)HgMe],
[(Tm®YYHgEL] e [(Tn*Y)HgCH,CN], este Gltimo é um dos poucos complexos alquil
mercurio pseudotetraédrico conhecidos. Estes complgintéticos catalisam a remocéo
de grupos alquilo ligados a mercurio, e segundoryH&trasdeit, (2008), podem ser
considerados um grande avan¢co na busca de modetmsoriais de MerB. Os
complexos descritos podem também ser usados conuelosoestruturais. Outras
pesquisas mostraram conclusivamente que o aumentmiero de coordenagfes ao
mercurio € um principio geral para a activacdo lkiigacdes alquil-mercurio para
protondlise (Niet al., 2006), que se torna progressivamente mais fagbgwnedida
que se adicionam grupos tiol ao Hg. Na enzima, gapel importante é atribuido aos

grupos cisteina, ou seja, a tidis (Paatkal., 2009).

A estrutura tridimensional da MerB foi determinagan solugdo por
espectroscopia de RMN, tendo-se observado quegéseseflexiveis no centro activo
sdo bastante hidrofébicas, o que poderia acomodeacado de hidrocarbonetos do
substrato. (Lelloet al., 2004). Estes autores referiram também que é pebwpue o
dador de protdes na reaccdo catalisada pela Mej®8 wwa cadeia lateral de

aminoacidos no centro activo da enzima. Patlksd., (2009), estudaram a variacdo de
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energias quanto a saida de um grupo metilo do lgaGorma de metano através da
accao da MerB. Analisaram dois mecanismos, com vargascoes em cada mecanismo
(Mecanismo I-a e I-b e mecanismo lI-a e ll-b). Necanismo |-a a Cys96 encontra-se
ligada ao Hg, e a Cys159 tal como o Aspartato @Plig@r-se ao Hg o que provoca a
saida do CHl que remove um Hda Cys 159, saindo assim em forma de metanq)(CH
Este passo necessita de uma energia livre de @@tivde 20.1 kcal.mol (valor
calculado usando a teoria do estado de transib@oecanismo I-b (em que os papéis
de Cys 96 e Cys 159 se encontram trocados) a andmgiactivacdo era de 36.0
kcal.mol', demasiado alta e incompativel com os dados ewpatais. No segundo
mecanismo ll-a existem duas etapas: na primeinaeta Cys96 doa um protdo ao
Aspartato formando um intermediério, de seguidays96 coordena com R-Hg(ll) e o
Aspartato transfere umHpara o grupo metilo que esta a abandonar o merdéarido
origem a metano, tendo como energia de activacabk@l.mot*. No mecanismo II-b

a Cys159 doa um protdo ao Aspartato 99 antes digaeao Hg(ll), de seguida o
Aspartato liga-se ao Hg e o grupo metilo juntameot®a o protdo doado ao Aspartato
sai em forma de metano, e a energia de activac@®.4 kcal.mof. Estes autores
concluem que a formacdo de um metilmercurio iniqaér por Cys96 ou Cys159 e
energeticamente viavel. A coordenacdo do R-Hg@l) q¢uas cisteinas e um tiolato é
suficiente para a activacdo da quebra da ligacd® Hglém disso mostram que a
coordenacéao bis do R-Hg(ll) induz a redistribuidacdensidade de electrées em Hg(ll)
em direccdo ao grupo abandonante e para longead@opcatalisador proveniente do

Aspartato 99.

No estudo referido em Parksal., (2009), verifica-se que para remover 0 grupo
metilo do Hg sao suficientes as duas cisteinasagpartato. No presente trabalho em
que o objectivo é remover um tiolato da proteings@® ou Cys159) com um tiolato
novo (Intl- TS2 ou Int1-TS2a), a barreira energétia saida do tiolato (17.1 kcal.mol
e 19 kcal.mot, respectivamente) é sempre inferior & observadsafti do metilo por
Parkset al.. Em ambos os estudos se verifica que o ataquedysi6 tem uma barreira
energética inferior ao ataque realizado pela CysAS9%levadas barreiras observadas
para o0 atague do segundo tiolato sugerem fortentprdeesse ataque seja feito pela
forma neutra (tiol). Estes resultados podem explicalevado pH 6ptimo de actuacao

da enzima (pH=9). De facto uma investigacao rec@mdwidgeet al., 2010) revelou
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que na MerA (a enzima responsavel por remover aumerda MerB) esta funcao é
desempenhada por duas cisteinas com pKa de 604 A®pH 6ptimo de actuagédo da
enzima apenas uma delas esta de facto protonade, @sta de acordo com as previsdes

deste estudo.
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V) Concluséao
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Figura 14 - Perfil de superficie de energia potrain solucéo

Na investigacdo computacional realizada para os tipps de mecanismo
possiveis, pode-se concluir que o passo Reagéntel, onde se adicionou um tiolato,
€ limitado por difusdo, isto €, se 0s reagentesvezstm proximos esta ocorre
instantaneamente, sem barreiras energéticas dewdatistorcdo molecular. Os
resultados no passo Intslint.2 e Int.1»Int.2a ndo permitem concluir qual dos ataques
nucleofilicos (por Cys 96 ou Cys 159) é o maisafijadevido a margem de erro do
nivel de teoria utilizado (2 a 3 kcal/mol). No pas$o Int.2-Int.3 obteve-se uma
barreira energética muito elevada, através daspiabnclui que a entrada do segundo
tiolato ndo € possivel a velocidades compativeis @® observadas na enzima. Portanto
a remocao do Hg néo pode ser efectuada por ddasosp o que leva a crer que esta
ocorra através da intervencdo de um tiolato e o HEstes dados concordam com o
perfil de actividade da enzima em funcdo do pHpm @studos recentes na proteina
responséavel pela remoc¢éo do Hg da MerB.
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