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Resumo

O mercurio (Hg) é un metal téxico empregado historicamente para diferentes propositos como
a mineria de metais preciosos, constituindo un contaminante ambiental a nivel mundial. As
sllas caracteristicas fisicoquimicas permitenlle experimentar unha serie de procesos
bioxeoquimicos a partir dos cales, mediante a participacion da microbiota acuatica,
producense diferentes especies derivadas, entre as cales destaca o metilmercurio (MeHg™).
Tratase dun potente neurotdxico que pode supofier un risco para aquela poboacion que se
vexa exposta a el mediante o consumo de especies maritimas contaminadas. O metilmercurio
pode exercer a sua toxicidade en diferentes partes do organismo, sen embargo, o sistema
nervioso central é particularmente sensible 6s seus efectos. A exposicidn neuroloxica a este
téxico conleva unha ampla coleccion de alteracions moleculares e celulares entre as que se
inclien estrés oxidativo, disfunciéon mitocondrial, dishomeostase de glutamato e Ca?*,
alteracions epixenéticas ou apoptose celular. Neste traballo de fin de grao realizarase unha
analise dos aspectos relativos 06 ciclo bioxeoquimico deste elemento, ademais do estudo dos
efectos a nivel celular e molecular do MeHg*, indicando os tipos celulares e os mecanismos

polos que se ven afectados.

Palabras clave: ciclo do mercurio, metilmercurio, neurotoxicidade, estrés oxidativo,
epixenética.



Abstract

Mercury (Hg) is a toxic heavy-metal element widely known for its different historical
applications such as the mining of precious metals, which also constitutes an environmental
pollutant worldwide. Its physicochemical properties allow it to experience a series of
biogeochemical processes from which, through the participation of aquatic microbiota, different
derived species are produced, among which methylmercury (MeHg") stands out. It is a potent
neurotoxicant that can pose a risk to those who expose themselves to it through the
consumption of contaminated marine species. Methylmercury can exert its toxicity in distinct
parts of the human being; however, the central nervous system is particularly susceptible to
its effects. A wide collection of molecular and cellular alterations such as oxidative stress,
mitochondrial dysfunction, glutamate and Ca?* dishomeostase, epigenetic alterations or cell
apoptosis are included among the main effects after neurological exposure to methylmercury.
In this thesis, both an analysis of the aspects related to the biogeochemical cycle of Hg and a
study of the cellular and molecular effects of MeHg*, indicating affected cell types and

prevalent cellular toxic mechanisms will be made.

Keywords: mercury cycle; methylmercury; neurotoxicity; oxidative stress; epigenetics.
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1 Introducion

O mercurio (Hg) € un contaminante ambiental ben cofiecido polo ser humano dende a
antiglidade, aparecendo na maioria de cadeas tréficas do planeta, sobre todo nas acuaticas.
A presencia deste elemento no medio-ambiente é debida, sobre todo, as actividades
humanas, as cales, dada & utilidade do cinabrio (mineral que contén Hg) para a mineria de
metais como a prata ou o ouro, liberaron mercurio ¢ aire, a terra e 6 auga a gran escala dende
o século XVI. O boom industrial posterior nos séculos XIX e XX condicionaron que as emisions
de mercurio foran continuas polas actividades mineiras, polas stas novas aplicacions na
tecnoloxia ou pola fabricacién de produtos quimicos e, dende os anos 60, pola queima de

carbéns e a industria metalurxica (1).

As consecuencias toxicas do metal tamén non so constitien unha preocupacion
actual, senén que no século XIX xa se usaban expresiébns como “estar tolo como un
sombreireiro”, debido a exposicion crénica as sales de mercurio no feltro dos sombreiros da
época. Durante anos, a toxicidade mercurial representou unha problematica eminentemente
industrial, que afectou a mineiros, fabricantes de barémetros e termémetros e traballadores
do ambito da odontoloxia. Por outra parte, o uso medicinal do mercurio tamén estivo presente
6 longo da historia. O Hg presentaba recofecidas propiedades antifunxicas e antibacterianas,
utilizandose como tratamento para a sifilis a finais do século XIX, baixo a cémica prescricion:
“unha noite con Venus, sete anos con mercurio”. De igual xeito, as suas propiedades sobre o
sistema xenitourinario condicionaron a entrada dos diuréticos mercuriais, empregados

durante mais de 3 décadas ata seren substituidos a principios do século XX (1) (2).

As alarmas internacionais sobre a toxicidade do Hg fixéronse efectivas tras os
dramaticos incidentes de intoxicacion por metilmercurio na bahia de Minamata (Xapén) e en
Iran nos anos 60 e 70 respectivamente. Investigacions posteriores 6s desastres cuantificaron
a extension global da contaminacién polo metal, en parte debido & sua dispersion atmosférica
na sua forma gasosa (HgP) de longa vida, pero tamén & metilacién microbiana xeralizada de
Hg en ambientes andxicos e a bioamplificacion de Hg nas redes troficas acuaticas. Estudos
epidemioléxicos paralelos nos anos 80 e 90 indicaron o risco de toxicidade para o
neurodesenvolvemento pola exposicién 6 metilmercurio a partir do consumo de marisco,
incluso a baixas doses. Debido & ameaza sanitaria global e os custos econémicos asociados,
impulsouse a accion internacional que comezou ca “Convenciéon de Minamata” de 2013, que
entrou en vigor en 2017 e que ten como principal obxectivo frear a liberacion de Hg 6 medio

ambiente, asi como a elaboracion de protocolos para o rastrexo do seu éxito (1).



O mercurio e 0s seus compostos soen clasificarse en tres grupos principais: “mercurio
elemental’ (Hg®), “mercurio inorganico” (Hg2** e Hg?*') e “mercurio organico” (derivados
monoorganometalicos e diorganometalicos de Hg?*). Inda que a intoxicacion por mercurio,
tanto elemental como inorganico, pode producir sintomas neuroléxicos, a neuropatoloxia non
esta ben descrita. Sen embargo, as caracteristicas neurotdxicas do mercurio organico

describense con alta frecuencia na literatura cientifica.

O “mercurio elemental’ ou metalico € o unico metal de toda a taboa peridédica que, a
temperatura ambiente e presién normal, se encontra en estado liquido e forma facilmente
amalgamas con outros metais. Debido a estas caracteristicas, utilizouse durante séculos para
refinar diversos tipos de metais, ademais de que a amalgama de mercurio empregouse para
o tratamento dental. O Hg® tamén se aplicou en instrumentos de medida como termémetros,
barémetros e tensiometros, asi como en aparellos eléctricos como equipos de iluminacion e
baterias secas, e na producién de sosa caustica por electrélise. A toxicidade do mercurio
elemental resulta principalmente da inhalacién de vapores e afecta principalmente 6s

pulmoéns.

As sales de “mercurio inorganico”, principalmente cloruros, derivan da interaccion do
elemento en estado metalico co medio ambiente e foron moi utilizados durante anos polo ser
humano en medicamentos, cremas faciais, xermicidas e pesticidas. Un dos propdsitos mais
relevantes deste tipo de mercurio coincide cunha das pegadas medioambientais mais
importantes a nivel histérico (antes do desastre de Minamata) e situan os focos sobre Espana,
concretamente sobre Almadén, Ciudad Real. Tratase da maior explotacién mineira de cinabrio
e da maior anomalia xeoldxica de mercurio a nivel mundial, cuxa relevancia vifia dada por ser

o maior arsenal amalgamante do planeta, destinado a extraccién de ouro (2) (3).

O “mercurio organico” existe en forma de arilo (fenilmercurico) ou con grupos alquilo
curtos ou longos, destacando os de cadea curta dimetilmercurio (CHs—Hg—CHj3) e catién
monometilmercurio (CHs—Hg"), contaminantes ambientais extremadamente téxicos e
perigosos. O dimetilmercurio é un liquido claro cun cheiro lixeiramente doce, € unha das
neurotoxinas mais potentes, cunha concentracion toxica inferior a 0,1 mL sendo capaz de
causar intoxicacion grave e incluso a morte. A sta natureza lipofilica permite que se absorba
rapidamente cando se inhala ou se aplica & pel. O composto pode penetrar nunha variedade
moi ampla de materiais, incluindo plasticos e compostos de caucho como luvas de latex (4).
A exposicion de Karen Wetterhahn (5) a simplemente unhas pingas de dimetilmercurio nun
accidente de traballo en 1996, provocou a aparicion insidiosa de sintomas neuroloxicos e

signos de intoxicacion mais de tres meses despois. A pesar da terapia quelante tan agresiva



que recibiu, 0 seu estado deteriorouse rapidamente e morreu 6s 48 anos de idade en xufio de
1997. Este incidente ben documentado conmocionou 0 mundo da investigacion clinica e
toxicoloxica e, na actualidade, o dimetilmercurio € usado so nun pequeno numero de
laboratorios quimicos como material de referencia na espectroscopia de resonancia
magnética nuclear (6).

A ilustracion 1 resume a historia, a aplicacion clinica, a farmacoloxia, a toxicoloxia e a

farmacocinética do mercurio e dos preparados que contefien mercurio na medicina tradicional.
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llustracion 1: Resumo das aplicacions histéricas do mercurio e das suas formas, asi como rasgos da
Sua farmacocinética e da sua toxicidade (3).

O metilmercurio, principal obxecto de estudo deste traballo, é a forma de mercurio de
maior preocupacion tanto para a salde humana como para a dos ecosistemas, debido
principalmente & sla capacidade de biomagnificar nas cadeas alimentarias acuaticas ata
niveis potencialmente toxicos en peixes e piscivoros consumidos polos seres humanos e a

vida salvaxe (4).

A intoxicacion denominada mercuriose pode producirse por calquera dos tres tipos de
mercurio; sen embargo, o toxico mais importante € o MeHg™*. A sintomatoloxia e gravidade
dos sintomas dependen en gran medida da magnitude da intoxicacion e da forma que entre
en contacto co organismo, podendo o ser humano intoxicarse por inhalaciéon do téxico en

forma de vapor ou por contacto ca dermes, ou por inxestion de peixes ou mamiferos marifios



contaminados (7). A Axencia Espafiola de Seguridade Alimentaria e Nutricién publicou en

2019 (8) novas recomendacions para o consumo de peixe sobre o0 seu contido en mercurio:

- Para a poboacién en xeral: recoméndase o consumo de ata 3-4 racions de peixe a

semana, procurando en todos 0s casos variar a especie entre o peixe branco e o azul.

- Para a poboacion vulnerable requirense recomendacions especificas mais estritas
para as 4 especies identificadas cun alto contido en mercurio: peixe
espada/emperador, atun vermello, lucio e quenlla.

- Os nenos de entre 10 e 14 anos deben limitar o consumo destas catro especies a 120

gramos 6 mes.

Unha vez incorporado ¢ organismo interaciona en gran medida con grupos —SH e
ligandos tioles, determinando asi unha distribucibn ampla cara os principais érganos
afectados: figado, riles e, sobre todo, cerebro (9). A capacidade de atravesar a barreira
hematoencefalica (BHE) e ser tan prexudicial para o sistema nervioso central (SNC) ven
determinada xustamente polas suas caracteristicas fisicoquimicas, as cales lle permiten
acceder facilmente & compartimento cerebral por pura liposolubilidade ou por outros
mecanismos complementarios como a formacién de complexos con L-cisteina, emulando asi
un dos aminoacidos que poden atravesar esta barreira liboremente: a L-metionina. As
consecuencias por este toxico poden oscilar entre alteracions do cortex visual e do cerebelo
en adultos e paralise cerebral e desenvolvemento psicomotor deficiente en fetos ou neonatos
(10), sendo estes os principais afectados pola intoxicacion tal e como se expofiera nos

seguintes apartados deste Traballo de Fin de Grao.



2 Obxectivos

- Revisar os procesos naturais, antropoxénicos e bioquimicos polos que o mercurio e

as suas formas mais toxicas se inclien nun ciclo perpetuo no medio ambiente.

- Estudar a relevancia do Hg e das suas formas como contaminante global, asi como a

sua perigosidade tanto para as cadeas tréficas como para o ser humano.

- Estudar as caracteristicas fisicoquimicas do metilmercurio que condicionan a sua

toxicocinética e toxicidade particular.

- Reconecer o papel fundamental ante a intoxicacion dos sistemas antioxidantes, asi

como a forma na que se ven afectados por ela e se desencadean os efectos toxicos.

- Utilizar os conecementos sobre as interaccions bioquimicas do metilmercurio para
comprender a sua particular neurotoxicidade e dar explicacidon asi 0s sintomas que

aparecen tras o contacto con esta especie.
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3 Metodoloxia

Esta revision bibliografica foi levada a cabo mediante a utilizacién principal de 3

motores de busqueda:

- Web of Science (WOS): https://www.webofscience.com/wos/woscc/basic-search

- PubMed: https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov

- Google Scholar: https://scholar.google.com

Arevision baseouse en duas busquedas bibliograficas na Web of Science, unha inicial
e unha posterior, baixo os temas “Mercury “and” Toxicity” e “Methylmercury “and”

Neurotoxicity”:

Web of Science

Topic “and” Topic Years Results Reviews
Mercury Toxicity 18-22 421 105
Methylmercury Neurotoxicity 18-23 276 62
Dimethylmercury No limit 306 10

Inicialmente seleccionaronse os artigos de revision que posuiran unha descricion
xeneralizada e completa dos mecanismos de neurotoxicidade do mercurio e as suas formas,
tanto a nivel celular como molecular, publicados nos ultimos cinco anos en revistas de alto

indice de impacto.

Posteriormente tamén se engadiron artigos, tanto de investigacion coma de revision,
referentes 6s procesos bioxeoquimicos responsables da aparicion das especies
organomercuriais, asi como aqueles que tratan os efectos e mecanismos fisioldxicos
involucrados na homeostase redox, susceptibles de ser alterados polo Hg. Nalguns casos
ampliaronse os anos da busqueda debido a importancia da investigacion de base nos

posteriores estudos de neurotoxicidade.
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4 Ciclo Bioxeoquimico do Hg

O mercurio € un contaminante ambiental presente na maioria de cadeas troficas do
planeta, sobre todo nas acuaticas. E un contaminante global persistente, bioacumulativo e
neurotoxico que se transporta a longas distancias a través da circulacion atmosférica e os
depdsitos na superficie terrestre, causando efectos adversos sobre os ecosistemas e a saude

humana.

Debido a particular volatilidade do Hg® (llustracion 2), unha vez este se libera 6 medio
ambiente pode permanecer circulando mais de 1000 anos (11). Antes do desenvolvemento
das actividades humanas, as fontes de mercurio mais importantes eran emitidas polas
erupcioéns volcanicas, por sedimentos enriquecidos deste elemento, por incendios forestais ou
por re-emision de depdsitos preformados. Unha vez os seres humanos comezaron as tarefas
de mineria de mercurio, e posteriormente a queima de combustibles fésiles, os niveis de Hg
incrementaronse drasticamente (12), calculandose que na actualidade se desbotan

aproximadamente 2000 toneladas 6 ano 6 medio ambiente (13) .

Atmospheric M: Methylation
Te'res ' transport D: Demethylation Certain to occur
Inpu:"‘” Hg®  Atmospheric | O: Oxidation Likely to occur
® ' deposition R: Reduction
-
-~ -~
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|
- o

o M Hydrothermal Vent

llustracion 2: Ciclo bioxeoquimico do mercurio. A caida de mercurio inorganico da atmosfera,
asi como o intercambio co solo ou a emision volcanica, permiten o intercambio entre todos 0s
tipos de mercurio no ambiente acuatico, dos cales o MeHg* incliese nun ciclo bioacumulativo
que é o que representa maior repercusion sanitaria para o ser humano (15).
As fontes xeoldxicas de emision de mercurio producen esencialmente Hg elemental, o
cal sofre o paso de Hg® - Hg?* debido 6 contacto co ambiente oxidativo da atmosfera. Esta
especie € moito mais soluble en auga, disolvéndose na humidade ambiental e caendo

posteriormente 6s mares e lagos ca choiva. No ambiente acuatico poden ocorrer varios tipos
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de reaccions quimicas que dependen de distintos factores moi variables, como materia
organica disoluta, salinidade, temperatura, pH ou presencia de vexetacién especifica (14), que
non trataremos en profundidade neste traballo. Sen embargo, debemos destacar o proceso
polo cal o Hg?* se convirte finalmente no toxico de maior importancia (MeHg*): o proceso de

metilacién (15).

Este evento quimico pode ocorrer de duas formas distintas: de forma bidtica ou
abiotica. A metilacién abidtica é relativamente pouco transcendente, mentres que a
biometilacion é o proceso mais prevalente dos dous. Nel, a intervencion é levada a cabo por
bacterias de distintas familias e xéneros; pero que presentan, todas en comun, a
particularidade de ser anaerobias e de posuir un o duplo xenético denominado “hgcAB”. En
concreto, autores expertos na materia destacan 4 tipos de bacterias capaces de biometilar o
mercurio: bacterias redutoras de sulfato (SRB), redutoras de ferro, metanoxénicas e bacterias
fermentativas ou acetoxénicas. A especie mais prevalente e estudada é Desulfovibrio
desulfuricans, pertencente 6 grupo Deltaproteobacteria e incluida dentro das SRB. En canto
a capacidade metilante destos microorganismos, podémoslla atribuir a accién do “hgcAB”,
uns xenes que codifican duas proteinas, HgcA e HgcB, unha similar a un corrinoide e outra
asociada a unha ferredoxina (llustracion 3) (16). Certos aspectos do proceso non se cofiecen
con exactitude, sen embargo existen varios mecanismos propostos para esta reaccion
(llustracion 4), sendo o mais aceptado o do traspaso do grupo metilo de HgcA procedente do

5-metil-tetrahidrofolato (5-CHs-THF) 6 mercurio. A funcion de HgcB parece estar relacionada
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llustracion 3: Estrutura 3D das proteinas

codificadas polo duplo xenético hgcAB (7).

llustracion 4: Posible mecanismo para a metilacion
de Hg por HgcA e HgcB (7)
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ca posterior reduccion da HgcA (llustracion 4), permitindolle ser metilada de novo polo 5-CHs-
THF (12) (17).

Descofiécese o motivo exacto da presencia deste tipo de mecanismos, ainda que se
cree que a metilacion protexe as bacterias dos efectos tdxicos do Hg?*, xa que o elemento
metilado resultalles mais facil excretalo; mentres que para outro tipo de bacterias non é
necesaria a metilacion, senén simplemente sistemas de excrecién ou transporte (como por
exemplo o transporte baseado no operén Mer) (18). Este operon comprende un sistema de
defensa bacteriano localizado en plasmidos, transposéns e ADN cromosomico bacteriano
presente en certas especies de bacterias Gram-negativas acuaticas. Componse por unha
serie de xenes esenciais para a regulacion, transporte, reduccion de Hg?* e MeHg* altamente
toxicos en mercurio elemental, o cal son capaces de eliminar por volatilizacion. Estas bacterias
son menos prevalentes que as productoras de mercurio, pero contriblen a fechar e perpetuar

o ciclo bioxeoquimico.

Probablemente a razén de maior peso na transcendencia do metilmercurio a nivel
mundial non sexa o potencial toxico que presenta, sendn a sua capacidade de permanecer
no medio ambiente e, sobre todo, de acumularse e de acceder 6s seres humanos facilmente:

0 _proceso _de biomagnificacion. A liberacién do MeHg* 6 ambiente acuatico tras a sua

metilacién precede a posterior inxestién por parte de especies marifias filtradoras, que seran
devoradas por distintos tipos de peixes e mamiferos marifios, incluindose asi nun ciclo tréfico
no que se poden chegar a acadar concentracions de 10.000 ata 100.000 veces maiores nos
animais que na auga que os rodea (15) (19). Como ¢é de esperar, a biomagnificacion faise
mais evidente en especies carnivoras, sendo menor en omnivoras e case inexistente en
herbivoras. A especie animal e a sua procedencia tamén inflie na magnitude da
contaminacion: os peixes grandes coma o atun mediterrdneo ou o peixe espada son mais
susceptibles de posuir maiores concentracions de toxico; mentres que a procedencia de
zonas con grandes acumulaciéns de metilmercurio (coma a bahia de Minamata ou a cunca
mediterranea) determinara que incluso peixes pequenos coma a anchoa ou a xarda

mediterrdnea poidan tamén provocar intoxicaciéons no ser humano (20).

A realizacién de estudos con mercurio en seres humanos para a determinacion dos
seus mecanismos exactos non é realizable por cuestions éticas obvias, o que provoca que a
maior parte dos avances realizados ata o momento ocorreran logo de procesos de intoxicaciéon
accidental. Sen embargo, grazas 6 desenvolvemento de novas ferramentas dixitais pédese
abrir unha nova brecha de estudo baseada na utilizacién de modelos preditivos cada vez mais

exactos e desenvoltos. Isto non so se observa no dia a dia da tarefa investigadora senén
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tamén incluso neste traballo, cuxa bibliografia inclie varios estudos realizados unicamente
con tecnoloxia intelixente, como por exemplo os calculos Solvent-Assisted Proton-Exchange
(SAPE) no estudo dos comportamentos fisicoquimicos (21) ou a secuenciacion metaxenémica

para o estudo da maquinaria biometilante (16).

Polo tanto, dado & importancia do elemento na contaminacion medioambiental, as
particulares propiedades fisicoquimicas que condicionan o seu dificil analise e as grandes
posibilidades que ofreceran futuros métodos in silico (gracias a, entre outros factores, 6
presente auxe do desenvolvemento da intelixencia artificial) xustificase non so a redaccion

deste traballo, senén a importancia da tematica no panorama socio-cientifico actual.

5 Toxicocinética

A forma principal pola cal o ser humano pode expofierse a fontes de metilmercurio é a
través da inxestion de peixes e mamiferos marifios contaminados (22). A vida media deste
toxico pode oscilar entre os 50-70 dias en adultos, mentres que en recén nacidos é moito

maior, debido a que a excrecion é menor que en adultos.

O MeHg" é un “acido blando” de Pearson, é dicir, unha especie de gran tamafio, carga
pequena e fortemente polarizable. Particularmente, esta especie € moi polarizable por dous
elementos presentes en diversas moléculas do organismo humano: xofre (S) e selenio (Se),
os principais afectados a nivel molecular polo téxico (23). Ambos elementos son “bases
blandas” de Pearson, bos axentes nucledfilos capaces de establecer fortes enlaces cas
especies organometalicas do mercurio, caracteristica que explica que os efectos toxicos do
metilmercurio sexan principalmente debidos a interacciéon con moléculas que contefien xofre

e selenio.

E interesante para comprender o comportamento toxicocinético do MeHg* o estudo da

reaccion de Rabbenstein, que describe que o intercambio de moléculas de metilmercurio con

nucledfilos coma o glutation (GSH) (cuxo punto de ancoraxe co téxico € un grupo sulfhidrilo)
posue unha cinética moi favorable (5 x 108 M~1s71), de forma que o traspaso prodlcese por

colisién entre moléculas:
R’'S—HgMe + RXH —> RX—HgMe + R’SH (X =S ou Se)

A reaccion de Rabbenstein producese tanto en sentido S — S como S — Se, mentres que

0 paso Se — S non é posible debido a maior afinidade do metilmercurio polo selenio fronte 6

15



sulfuro. Este feito explica moitos aspectos do comportamento do téxico, como a forma que

ten de atravesar as membranas bioléxicas ou a propia BHE (24).

O metilmercurio no peixe inxerido esta unido a residuos de cisteina (Cys) presentes nas

proteinas musculares (25). Unha vez chegan 6 estdmago, o pH e péptidos coma a pepsina

degradan este complexo e liberan o toxico.

Debido as propiedades fisicoquimicas do
elemento e das condiciéns de acidez do entorno
estomacal, € moi probable que se produza a
formacion de MeHgCl (95% do metilmercurio
cando pH = 2). A absorcion realizase a través dos
enterocitos do tracto gastrointestinal (TGlI)
(llustracion 5) e pédese explicar se atendemos 6s
criterios de liposolubilidade desta especie. O paso
a través da membrana tamén pode ocorrer por
mecanismos de Rabbenstein, producindose
intercambios entre grupos cisteinato presentes
tanto na parede interior estomacal coma no
interior das células enterogastricas e nas paredes
vasculares, accedendo asi finalmente 6 torrente
sanguineo. Tamén foron descritos mecanismos

de entrada nos enterocitos por transportadores de
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llustracion 5: Caracteristicas  ADME

anions organicos (OATPs), transportadores de Principais do MeHg* (7).

aminodacidos neutros (LATs) e incluso proteinas de resistencia a medicamentos (MRPs),

estando estos ultimos relacionados co movemento a través da membrana basolateral.

Unha vez na circulacién xeral, o MeHg"* enfréntase a un ambiente cargado de abundantes

grupos —SH 6s que unirse:

- Eritrocitos: O paso da membrana ocorre case de inmediato por transporte de Cys ou

por OAT. Unha vez no interior, 0 MeHg" unese a 3 principais candidatos: A hemoglobina

(a mais relevante debido a que é a proteina mais abundante no compartimento

sanguineo), o GSH libre ou as proteinas do ciclo glicolitico (como a hexokinasa ou a

lactato deshidroxenasa). A doses baixas so a hemoglobina (llustracion 6) e o GSH se

ven afectados, mentres que un incremento das cantidades de tdxico induce a
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llustracién 6: Estrutura 3D dunha molécula de llustracion 7: Estrutura 3D dunha molécula de
hemoglobina humana. Marcados en amarelo os Seroalbumina humana. Marcados en morado os
6 residuos de Cys 6s cales pode acceder e 17 residuos de Cys 0s cales o MeHg* se pode
unirse facilmente o MeHg*. Representado con ancorar, ainda que con impedimentos estéricos
Chimera 1.16 (PDB: 5KSI) lixeiramente maiores que a hemoglobina.
Representado con Chimera 1.16 (PDB: 1A06)

acumulacion de intermediarios de reaccion do ciclo glicolitico (o que denota inhibicién

enzimatica), podendo servir este feito como indicador de toxicidade xeral (26) (27).

- Albumina: A presencia de varios grupos cisteinato fai a albumina (llustracién 7) a
proteina plasmatica mais importante na distribucion de MeHg*, sen embargo non se

cofiece en profundidade os mecanismos exactos de union (28).

A pesar que a albumina é unha proteina moito mais abundante, as suas caracteristicas
estruturais non permiten unha tan adecuada aproximacién do téxico 6s seus puntos de

ancoraxe, mentres que a hemoglobina presenta estos puntos estéricamente mais accesibles.

Esta soltura que presenta o toxico de intercambiarse facilmente con grupos —SH e
—-SeH ¢é a que lle confire a capacidade de aumentar drasticamente a sua capacidade de

distribucion.

Non s6 as suas caracteristicas fisicoquimicas lle permiten acadar todos os recunchos do
organismo, senon que esta facilidade de unién a grupos -SH tamén lle posibilita a entrada 6
SNC, o drgano critico. O complexo L-Cys-MeHg posue unhas caracteristicas estruturais
practicamente iguais as da L-metionina (un aminoacido esencial para o desenvolvemento do
SNC), que presenta a capacidade de atravesar & vontade a BHE a través dos transportadores
LAT1 (L-Aminoacid Transporter 1) (29).

En canto a metabolizacién, simplemente recalcar que a maioria dos érganos son capaces

de provocar a demetilacion do metilmercurio, sendo o figado o mais importante (por gran
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presencia de grupos tiol antioxidantes), ainda que non son capaces de realizar este proceso
a velocidade suficiente como para evitar os efectos toxicos. A demetilacion provoca a
expulsion do téxico cas sales biliares cara o TGI, onde no ileo distal se reabsorbe, entrando
asi na circulacion enterohepatica. A principal via de excrecién é por feces, aparecendo en
forma de mercurio inorganico (ainda que tamén é posible encontrar excrecion urinaria) (30)
(31).

O mero paso a través desta membrana xa produce o seu primeiro efecto téxico, xa que 6
entrar en contacto cas células da BHE producese aumento de factores coma os factores de
crecemento endotelial vascular 1 e 2 (VEGF), que inducen vasodilatacion e
hiperpermeabilidade vascular, facilitando o paso de substancias tanto inocuas como toxicas 6
SNC. Isto ten un efecto moito mais intenso en fetos, onde a barreira hemato-encefalica ainda

non esta totalmente desenvolta.

Unha vez dentro, son 3 os tipos celulares os que se ven afectados: a microglia, os
astrocitos e as neuronas (32). Pero antes de proceder ca toxicidade celular debemos facer
converxer as caracteristicas fisicoquimicas cas moléculas caracteristicas do SNC, de xeito

que poidamos comprender en profundidade os efectos neurotéxicos 6 detalle.

6 Analise Toxicoloxica Molecular

A neurotoxicidade inducida polo MeHg* depende de varias condiciéns, incluidas a
idade de exposicion (fetal, infantil ou adulta), os niveis de exposicion e as diferenzas nas
caracteristicas dos tecidos e das células. A investigacion puxo de relevo a importancia do

estrés oxidativo na patoxénese da neurotoxicidade inducida por MeHg* (10).

O selenio é un dos elementos mais importantes para que un cerebro en pleno
desenvolvemento creza adecuadamente. Intervén en varias etapas da formacién neuroldxica
e tamén xoga un papel crucial na defensa antioxidante do organismo, sobre todo do SNC (33),
formando parte da enzima glutation peroxidasa (GPx), da cal o Se, en forma de selenocisteina

(Sec), representa o seu centro activo.

A predileccion do Se polo MeHg* non so ten unha explicacién fisicoquimica, senén que
tamén representa unha funcién protectora fronte a intoxicacion. Isto é debido a que a
formacion do complexo implica un descenso brusco da solubilidade da selenoproteina,
formando agregados insolubles e irreversibles, eliminando por completo a accion téxica do

MeHg* (34). Sen embargo, esta accion “pseudoquelante” so é efectiva cando os niveis de Se
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son altos previamente a exposicion 6 téxico, xa que se non hai unha concentracion suficiente
para neutralizar todos os cations MeHg* que acceden 6 organismo, este provocara bloqueo
parcial dos transportadores especificos que utiliza o Se para acceder 6s tecidos
(probablemente debido a presencia de grupos -SH no seu dominio transmembrana) (35). Isto
non so condiciona que as células reduzan significativamente a sta concentracion intracelular
de Se, sendn que tampouco seran capaces de eliminar o metilmercurio que xa foi asimilado.
Neste punto, o tratamento con Se xa é ineficaz, posto que de administralo non se conseguiria
mais que bloquear por completo o transportador por saturacién, negando calquera albisco de

recuperar o estado funcional da célula (35).

Isto supdn unha problematica maior a esperable, xa que é imposible previr a cantidade
de MeHg"* ca que se vai a producir a intoxicacion. Se ademais temos en conta que unha
administracion excesiva de Se antes da exposicion 6 téxico pode producir un aumento
significativo de estado oxidativo do organismo (36) faise imposible a utilizacién deste elemento

con fins profilacticos.

As defensas antioxidantes do SNC baséanse principalmente en 3 sistemas
fundamentais: glutation (GSH), glutation peroxidasa (GPx) e tiorredoxin reductasa (TrxR).
Ademais neste apartado tamén se estudaran os efectos sobre o sistema glutamato (Glu), cuxa

alteracion é responsable indirecto de estrés oxidativo.

O glutatién é un péptido formado por tres aminoécidos: y-glutamato-cisteina-glicina. E
unha molécula antioxidante e constitie un dos mecanismos de defensa antioxidante mais
importantes do organismo, ademais de representar o 90% dos tioles non proteicos do ser
humano. O seu principal cometido € a eliminacion de especies de osixeno reactivas (ROS),

mantendo a homeostase redox celular.

Esta molécula posue dous estados: reducido (GSH) e oxidado (GSSG). Por razéns
obvias, a molécula capaz de enfrontarse as ROS é o glutation reducido, xa que ten o potencial
redutor suficiente para eliminar a capacidade oxidante da maioria de ROS. Desta forma,
podemos analizar a proporcion GSH/GSSG para obter datos interesantes sobre o estado do
maior sistema antioxidante a baixo nivel oxidativo do organismo, tendo en conta que debe

estar sempre por riba da unidade (37).
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llustracion 8: Intervencion do MeHg* sobre os estados de oxidacion tanto GSH e do
Trx, podendo ver como se inclina a balanza dos sistemas homeostasicos cara as
formas oxidadas, as cales non son Utiles na defensa contra o toxico (7).

Debido a presencia na molécula dun grupo tiol reducido (Cys-SH) é un obxectivo ideal
para o MeHg* (llustracién 8), cuxa asociacién induce a formacion de agregados insolubles,
descendendo asi a concentracién de glutation reducido. A pesar de que este feito implica que
as concentracions de metilmercurio tamén descenden, varios estudos documentan que as
alteracions bioquimicas, producidas pola interaccion do toxico con compofientes tisulares ou

pola perda de potencial redutor, poden persistir indefinidamente (37).

A glutation peroxidasa (GPx) € unha enzima encargada da oxidacién do GSH a GSSG
utilizando o potencial redutor para producir desperoxidacion, mentres que a glutation
reductasa (GR) é outra enzima capaz de catalizar o proceso contrario, mediante o uso do
poder redutor do NADPH. En estudos con peixes cebra documéntase que o metilmercurio
produce regulacion a baixa da GPx1 nos embridons logo de 72 h de exposicién, mentres que
en estudos con embriéns de rata encontrouse que o sistema GSH/GPX vese perturbado por

completo en menos de 7 dias, diminuindo considerablemente a proporcién GSH/GSSG (38).

Todos estos efectos desprotexen 6 tecido cerebral completamente fronte a accién das
ROS, producindo principalmente acumulos de H>O- e peroxidacion lipidica, a principal marca

de estrés oxidativo.

O sistema tiorredoxina ¢é outra barreira antioxidante do corpo humano,
extremadamente importante a nivel do SNC e conformado pola propia tiorredoxina (Trx), a
tiorredoxin  redutasa (TrxR) e o NADPH. Presenta suma importancia no
neurodesenvolvemento, debido a que, entre outros factores, a isoforma Trx1 actua en
mamiferos como cofactor adxuvante no crecemento cerebral, principalmente inducindo a

liberacion do factor de crecemento nervioso (NGF: Nerve Growth Factor). Ambas as duas
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proteinas posuen Se, sendo ademais parte do centro catalitico da TrxR e posuir a importante
responsabilidade de ser a Unica enzima capaz de devolverlle a tiorredoxina o estado reducido
(de xeito que se evidencia de maneira bastante obvia a relacién entre o sistema tiorredoxina

e a intoxicacion por metilmercurio) (39) (40).

O sistema Trx e o GSH estan intimamente relacionados en canto 6s efectos
neurotdxicos na intoxicacion por MeHg™* (llustracion 8). Cando a magnitude da intoxicacion &
baixa, o sistema tiorredoxina vai a ser o principal afectado, producindose unha diminucion
substancial dos seus efectos protectores. Cando a concentracion de toxico no organismo se
eleva, é o glutatién o que sofre unha importante oxidacién. Esta inhibicién particular asociada
as doses de toxico explicanse en parte se atendemos as caracteristicas fisicoquimicas
anteriormente citadas neste traballo; de xeito que, se o metilmercurio posie unha maior
afinidade polas moléculas con grupos selenol, é de esperar que o sistema tiorredoxina se

vexa prexudicado antes de que o faga o sistema glutation.

A ausencia de moléculas suficientes de GSH non so prexudica a defensa antioxidante
mediada por este sistema en particular, senén que a enzima glutarredoxina (unha proteina
encargada de reducir a TrxR e que usa 6 glutatién como cofactor) tamén se ve neutralizada,

facendo caer en picado a proporcion Trx/Trx, (41).

O é&cido glutamico (Glu) € un aminoacido excitatorio que ten un papel importante en
diversos aspectos do neurodesenvolvemento, como na aprendizaxe, na memoria € no propio
crecemento cerebral. E unha molécula liberada tanto por neuronas como por células da glia,
e exerce a sUa accion mentres permaneza na fendedura sinaptica (llustraciéon 9). Sen
embargo, a Glu tamén ¢ liberada normalmente en situaciéns de estrés para forzar o organismo
a reaccionar 6 estimulo dafino, de forma que niveis altos poden actuar como unha toxina que
causa danos nerviosos e incluso a morte celular (42). Por este motivo debe ser eliminada case
de inmediato logo de ser liberada, papel que asume a glutamina sintetasa (GS). Esta enzima
€ capaz de degradar o acido glutdmico e convertelo en glutamina (GIn), molécula non
excitable, permitindo asi a relaxacion das células proximas a fendedura sinaptica. A GS so é
posible encontrala no citoplasma celular, polo que o Glu debe ser importado polos

transportadores especificos das células vecifias.

Un equilibrio tan importante como este tamén se ve afectado pola presencia de

metilmercurio, xa que a sua entrada nas células tanto induce a liberacion como inhibe a

21



recaptacion. Isto, provoca neurotoxicidade excitatoria entre as neuronas e células gliais

préximas (42).

Presynaptic

toerwinal Apoptosis
“MeHg ‘
P— caspase 93
Glu T
uptake
- ° ‘Pm' Cth
Glul . .‘:_'. ; . % ' ‘
\ . “ ; ‘ T Oxid
N xidative
B\, _V AYP— (ROSD) — jamage
Gin '
miDNAT - |
astrocyle 2 :
A
Mitochondria
dysfunction

llustracion 9: Consecuencias da intervencion do MeHg no ciclo
glutamatérxico en diversos tipos celulares (7).

Ainhibicién do metabolismo do Glu e do seu transportador produce acumulacién desta
substancia no entorno celular, provocando sobreactivacién dos receptores de N-metil-D-
aspartato (NMDAr), os cales incrementan o fluxo intracelular de Na* e Ca?* e cuxas altas
concentraciéns estan relacionadas con mecanismos de morte e apoptose neuronal e gliar
(43). Por outra parte, a formacién de ROS nas inmediacions das células gliares tamén afectan
a capacidade recaptativa dos transportadores de Glu, principalmente radicais superoxido,
peroxido de hidréxeno e peroxinitrito. Experimentos en cachorros lactantes describen que,
incluso ca lactancia, o metilmercurio reduce considerablemente a recaptacién de Glu en

diversas areas cerebrais, incrementando asi o estado oxidativo (44).

En canto a limitada terapéutica se refire, recentemente tense observado os efectos do
riluzol sobre a reduccion da interferencia do estrés oxidativo ca excitotoxicidade (45). Este
farmaco, tradicionalmente utilizado para o tratamento da esclerose lateral ammiotréfica, posue
un mecanismo de accién moi complexo que inclue a activacién do transportador de glutamato
(GLT-1) e do transportador de glutamato/aspartato (GLAST) nos astrocitos, o que incrementa
a recaptacion de glutamato e reduce a activacion de respostas mediadas por NMDAr (46).
Isto plantexa un posible futuro onde o riluzol poida actuar coma un coadxuvante no tratamento

da intoxicacion co fin de reducir a toxicidade no SNC.
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O Ca?* é o mensaxeiro intracelular por excelencia na neurofisioloxia e é
extremadamente importante, tanto no correcto funcionamento do sistema nervioso como nos

mecanismos de toxicidade de metilmercurio.

O aumento intracelular de Ca?" é un indicador prematuro de neurotoxicidade por
metilmercurio (relacionado ademais directamente ca excitotoxicidade). As neuronas
inmaduras son particularmente sensibles a este mecanismo de toxicidade (47). O aumento de

calcio intracelular por metilmercurio pode producirse por dous mecanismos principais:

- A peroxidacioén lipidica altera a permeabilidade das membranas celulares, tanto da
bicapa lipidica coma dos transportadores de Ca?*. Isto provoca principalmente a

liberacidon de calcio intracelular.

- As altas concentracions de Glu activan os NMDAr, aumentando a captaciéon de calcio

extracelular.

A dishomeostase calcica tamén induce a accién de caspasas, as cales son mediadoras

de mecanismos de morte celular (ver mais adiante).

Un dos lugares onde mais metilmercurio se acumula é nas mitocondrias, véndose
afectados principalmente a membrana interna e os transportadores de calcio. O tdxico
provoca que as mitocondrias experimenten unha entrada masiva destos ions, alterando
drasticamente o potencial de membrana que impide o transporte electrénico, o que 6 mesmo
tempo afecta 6 proceso de fosforilacion oxidativa (perturbando o aporte de ATP). Se sumamos
isto co aumento das ROS (que producen peroxidacioén lipidica), obtemos unha apertura na
membrana mitocondrial expofiéndoa a danos tales como mutaciéns na sua cadea de ADN (a
cal € moito mais sensible que a nuclear debido a falta de histonas, entre outros factores). A
ruptura da envoltura mitocondrial tamén implica unha liberacion de Ca?* 6 lumen intracelular,

agravando asi a disfuncion mitocondrial (48).

O ADN mitocondrial (ADNmi) é particularmente susceptible a danos por estrés
oxidativo, principalmente debido & sua forma circular e 6 seu empaquetamento exento de
histonas. O incremento da taxa de mutacion do ADNmi é caracteristico da toxicidade por
dishomeostase de calcio. Unha variacién na sua secuencia xenética pode aumentar na

maioria dos casos a expresidn de xenes involucrados no proceso de respiracion celular, o cal
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desencadearia un aumento da concentracion de ROS derivados do proceso, provocando

unha maior inestabilidade ainda no ADNmi (49).

Estas condiciéns celulares inducen a accion dunha serie de proteinas denominadas
caspasas, protein-kinasas relacionadas con diversos mecanismos de morte celular
programada. A sua activacion pode producirse por diversos motivos, entre os que destaca a
liberacion de Ca?* & espaceo intracelular, iniciando a formacion de granulos apoptéticos

previos 6 proceso de morte programada (48).

En outros estudos describese como, ainda varios dias despois do cese da exposicion
0 téxico, seguianse percibindo cantidades significativas de factores pro-apoptoticos e

caspasas no hipocampo, o que levou posteriormente a morte celular (50).

O metilmercurio pode provocar danos citotoxicos sobre todo no SNC, tanto en doses

baixas coma en altas. As areas cerebrais maiormente afectadas son:

- Lébulo occipital, encargado do procesamento da informacién visual, polo que a

toxicidade do metilmercurio pode producir alteracions no campo visual (51).

- Lébulo temporal, que presenta un papel importante nas tarefas visuais complexas

como o recofiecemento de rostros, ademais de estar encargado da audicién. Danos

citotdxicos por MeHg" provocan perda de agudeza visual e auditiva (51).

- Cerebelo, bulbo olfactorio e hipocampo onde entre outras localizaciéns encontramos

as células glutamatérxicas, células moi pequenas que intervefien directamente en
procesos como a memoria e o aprendizaxe motor. Danos nestas células provocan

ataxia, descordinacion locomotora e convulsiéns ténicas ocasionais (51).

Revisados os efectos toxicos do metilmercurio a nivel molecular, abordaremos neste
apartado a discusion sobre os efectos celulares que produce nos distintos tipos de células do

sistema nervioso central.

Son as principais células de defensa e de soporte das funcidons neuronais, os
equivalentes 6s macréfagos do SNC. Estas células encéntranse normalmente en repouso,
proveendo as neuronas de sustento e mantendo a homeostase, ata que se produce unha

perturbacion no entorno neuronal. A microglia nese momento responde con cambios
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morfoloxicos e procesos como a proliferacién, a activacion fagocitica e a secrecion pro-

inflamatoria e citoquinica.

Varios estudos demostran que o efecto neurotéxico que provoca o metilmercurio neste
tipo de células ¢é principalmente debido as funcions protectoras que exercen no SNC, sendo
as primeiras células do entorno cerebral afectadas logo da exposicidn a metilmercurio. A sta
viabilidade esta relacionada co metilmercurio de forma dose- e tempo-dependentes: dende
aumentos moderados na concentracion de ROS no interior e na periferia destas células na
primeira hora de contacto co toxico, ata a formacion de clusteres e granulos apoptéticos na

periferia neuronal tras unha intoxicacion cronica (52).

Paradoxicamente, unha concentracién baixa de metilmercurio (aproximadamente 2
ng/mL) é capaz de inducir un aumento na viabilidade e supervivencia das células microgliares,

evento que cesa en canto se aumenta a dose (52).

Con MeHgShOft
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llustracion 10: Avance dos cambios morfoléxicos de células gliares segundo a intensidade e
duracién da exposicion a MeHg*. Obsérvase claramente coma o numero de procesos e
ramificacions se ven diminuidos e como na exposiciéon de longa duraciéon se perde case por
completo a morfoloxia caracteristica das células gliares, adoptando unha mais redondeada e
disfuncional (54).

As células microgliares, en resposta a elevacion da concentracion de substancias toxicas
no ambiente cerebral, desenvolven cambios conformacionais nos que se incrementa o
numero de procesos e adquiren unha forma mais “astillada”, o que lle permite unha mellor
comunicacién co resto de células do entorno e unha maior capacidade de reaccidon ante o
toxico. Estos cambios morfoloxicos vefien dados pola sinalizacion ROCK (“Rho-associated
protein kinase”), unha protein-kinasa esencial na regulacion da forma e movemento das
células pola sua actuacién nas fibras de actina do citoesqueleto celular e na contractilidade
celular. A activacién da via de sinalizacién ROCK induce a modulacién do fenotipo microgliar,
mediando mecanismos neuroinflamatorios e estando asociado cunha motilidade mellorada,
asi como co incremento da produccion de ROS e da liberacién de citocinas pro-inflamatorias
(TNF-a, iNOS, IL-1 e sobre todo IL-6). Non so iso, sendn que esta via tamén esta relacionada

ca capacidade de fagocitacién e invaxinacion da membrana celular microgliar, desenvolvendo
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un papel fundamental no mantemento da homeostase cerebral (53). Esta ultima funcion
caracteristica débese principalmente a relacion que garda o sistema de sinalizacién ca
polarizacién dos dimeros de tubulina celulares. Diversos estudos documentan o cambio
fenotipico de células microgliares debido a sinalizacion ROCK, observando 6 mesmo tempo
que as variacions morfoléxicas son dependentes da intensidade e da duracion da intoxicacion.
En casos onde a exposicion a MeHg* foi moi prolongada, as células microgliares mostrabanse
completamente redondas e sen ningunha extension dos seus procesos (llustracion 10).
Tamén se puido observar como tras unha exposicion crénica produciase apoptose/morte

celular tanto de microglia como de células vecifas (54) (55).

Diferentes estudos indican que a morte gliar esta tamén mediada pola accién de caspasas,
en concreto a caspasa-3. A dishomeostase de calcio producida polos danos mitocondriais tras
o contacto con MeHg" induce o cambio de fenotipo da microglia, activandose os xenes
caspasa. Segundo se cree, a activacion da cascada ROCK (en concreto ROCK-1) seria
desencadeado pola fosforilacion por caspasa-3, o cal induce a formacion de granulos

apoptéticos previos a morte celular programada (56).

Ainhibicién da sinalizacion mediada por ROCK esta a orde do dia sobre todo como medida
terapéutica na enfermidade de Parkinson (EP) ou na esclerose lateral amiotrofica (ELA),
tamén estando presente como minimizador dos efectos neurotéxicos celulares da intoxicacion
por metilmercurio. En concreto, o fasudilo foi estudiado como un posible adxuvante no
tratamento da intoxicacién, que tradicionalmente se leva a cabo con quelantes como o DMSA
(4cido dimercaptosuccinico) ou o BAL (British Antilewisite ou dimercaprol). A inhibicion da
proteina Rho interrompe a sinalizacion por ROCK e reduce considerablemente a
neuroinflamacién nas vias dorsales da espifia dorsal, podendo ser este efecto beneficioso

para o tratamento da neuropatia periférica da enfermidade de Minamata (57).

Son o tipo celular mais prevalente entre as células gliais, participando en procesos tan
importantes como na formacion da BHE e na homeostase do balance i6nico. De xeito similar
6 que sucede na microglia, os astrocitos sofren cambios conformacionais e bioquimicos logo
de expofierse a estimulos estresantes, liberando 6 medio factores pro-inflamatorios que poden
provocar efectos tanto neuroprotectores coma lesivos, dependendo da duraciéon e da sua

concentracion (58).

Un dos marcadores bioquimicos mais importantes para a actividade astrocitica é a

proteina gliar fibrilar (GFAP), o cal actia como indicador de morfoloxia irregular, unha forma
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inchada e inflamada, onde se reduce tanto a lonxitude como o numero de procesos. Cando o
astrocito se expdn a situacions de estrés producese unha regulacion a alta da GFAP en
resposta a estos estimulos dafiinos, favorecendo procesos como a motilidade e migracion
astrocitica, a proliferacién, a sintese de transportadores de glutamato ou a mielinizacién
oligodendrocitica (59). Un dano oxidativo cronificado como o que provoca o MeHg* produce
unha sobreestimulacién da sintese de GFAP dando lugar a chamada astrogliose, unha

resposta inflamatoria que conduce a dano neuronal (58) (60).

A recuperacion do dano axonal indirecto por MeHg* non se fai efectiva se os niveis de
GFAP son demasiado altos, podendo levar a morte neuronal se a transcripcion do factor se

cronifica (61).

Outra funcion deste tipo celular esta directamente relacionada ca excitotoxicidade
mercurial, xa que os astrocitos son os encargados de eliminar o acido glutamico do espaceo
sinaptico a través de transportadores especificos como o transportador glial de glutamato
(GLT-1) e o simportador glutamato-aspartato (GLAST). Existe un equilibrio entre as neuronas
e os astrocitos respecto ¢ glutamato, de xeito que os astrocitos liberan glutamina que é
transformada en glutamato polas neuronas, para que logo sexa recaptado polos astrocitos e
se convirta en glutamina pola glutamina sintetasa. O metilmercurio provoca disfuncion desta
enzima, o que leva a dishomeostase glutamatérxica. Ademais, a unién de MeHg cos residuos
de Cys dos transportadores GLAST e GLT-1 non so induce efluxo de glutamato cara a
fendedura sinaptica, senén que tamén imposibilita a sua recaptacion e, por conseguinte, o
peche do ciclo glutamato/glutamina (62). Todos estos eventos dan paso a unha

sobreestimulacion dos NMDAr, cas consecuencias expostas en anteriores paragrafos.

O igual que noutras células, a producién de ROS vese incrementada nos astrocitos e
a actividade do sistema glutation vese alterada. De feito, estas células son especialmente
sensibles 6 estrés oxidativo, documentandose en diversos estudos que a actividade da GPx
descende nos primeiros momentos da intoxicacion ata o punto de observarse incrementos de

ata 12 veces a concentracion de GSSG ca exposicion a 1uM de MeHg* (63).

Os astrocitos parecen ser bastante propensos a desenvolver procesos
dishomeostasicos de Ca?* por metilmercurio. Tras o contacto co tdxico prodicese un influxo
de Ca?* que aumenta consecuentemente a sUa concentracion intracelular, producindo
disrupcién do potencial de membrana, asi como alteracions metabdlicas que non so
interrompen a maquinaria enerxética do astrocito, senén que tamén inducen a activacion de
mecanismos de morte. Nestas células tamén se detectaron alteracions da sinalizacion ROCK,

de modo que a activacién da ROCK-1 por caspasa-3 induce a formacion das membranas
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apoptéticas previas a morte programada da célula, tal e como se describiu no apartado

anterior (64).

O tipo neuronal mais importante dentro do SNC, polo tanto, tamén o mais estudado.
Son células extremadamente sensibles a estimulos de estrés coma os que provoca o
metilmercurio, razén pola que existen tantas células de apoio como os astrocitos e microglia

que interpofien diversos métodos de defensa para evitar a morte das neuronas.

O MeHg* produce efectos toxicos como alteracions citoesqueléticas, dano oxidativo,
cambios na concentracién de Ca?* intracelular e excitotoxicidade. Sen embargo, podemos
destacar en importancia nestas células en estado de desenvolvemento o descenso da
proliferacién e da viabilidade celular. O MeHg é capaz de alterar diversos puntos do ciclo
celular das NSC (Neural Stem Cells), células pluripotentes encargadas da diferenciacion
celular cara neuronas integradas no circuito neuronal ou cara células da glia. Alguns estudios
fan responsable 6 metilmercurio como interruptor nos puntos de control do ciclo celular, sobre
todo na fase S, de forma que diminuirian a viabilidade das NCS facéndoas caer nun estado
de senescencia celular (65). Particularmente, este cambio obsérvase en neuronas do
hipocampo, o que explicaria en parte que o toxico intervefia en defectos da aprendizaxe e do
desenvolvemento cognitivo nun cerebro en formacién. Créese que un dos principais efectos
é a liberacion masiva de factores neurotréficos dependentes de GFAP, o que provoca que as
NCS se diferencien cara células gliais e non a neuronas, diminuindo asi a viabilidade do

neurodesenvolvemento (64).

Tamén, a parte da transmision glutamatérxica, parece ser particularmente afectada a
transmisién dopaminérxica. As neuronas liberadoras de dopamina, ante unha exposicion a
MeHg®, ven os seus axdns desmielinizados parcialmente, sofren cambios na morfoloxia dos
axéns e dendritas e reducese substancialmente o tamafo do soma. A homeostase da
dopamina vese significativamente afectada de forma dose-dependente no putamen,

observandose un incremento da liberacién de dopamina nesta rexion especifica (66).

O cerebelo é unha rexién fundamental do encéfalo humano, onde se integra toda a
informacion recibida que se precisa para controlar e procesar correctamente as ordes que a
cortiza cerebral envia 6 resto do organismo. A cortiza cerebelar vese extremadamente
afectada polos efectos do MeHg* (en concreto as células granulares), o que da explicacion a

que a intoxicacién por esta substancia provoque sintomas tales como a imposibilidade de
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realizar movementos precisos, manter correctamente o equilibrio, adoptar posturas ergueitas

ou desenvolver un correcto aprendizaxe motor.

Descofiécense varios aspectos sobre os mecanismos especificos contra este tipo de
células, sendo da pouca informacion que se dispdn 6 respecto de caracter histoloxico. Estudos
inmunohistoquimicos realizados a través da reaccion en cadea da polimerasa (PCR) a tempo
real nos tipos celulares da cortiza cerebelar, documentan que as células granulosas posuen
ARNm codificante das principais enzimas antioxidantes (Mn-superoxido dismutase ou Mn-
SOD, GPx1 e TRxR1) cunha expresion in situ moitisimo menor que en tipos celulares
contiguos. Isto poderia constituir o por que da sensibilidade especial que posue este tipo

celular (llustracion 11) (67).

As células granulares parecen ser extremadamente susceptibles & toxicidade por
dishomeostase de calcio en comparacién con outros tipos cerebelares (como as células de
Purkinje), non so por mecanismos advertidos en paragrafos anteriores, sendn tamén pola
presencia dun tipo de sinalizacion mediada por receptores muscarinicos Ms. A interacciéon do
MeHg* con receptores deste tipo produce a saida de Ca?* dende o reticulo endoplasmatico
liso cara o lumen intracelular, incrementando asi a concentracion do ion e producindo os
efectos toxicos. Desta forma, aquelas células que tefian sobreexpresado este receptor (como
o tefen as células granulosas) seran mais susceptibles de padecer este tipo de toxicidade
(68).

MeHg

!
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Intracellular Ca?* regulation
Neurite outgrowth
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llustracion 11: Entornos celulares principais responsables da toxicidade do MeHg*. A
toxicidade do metilmercurio atafie tanto as células granulares cerebrais, como 0 sistema
nervioso aferente como a capa de neuronas corticais (10).
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7 Epixenética da Intoxicacion por MeHg"

Segundo o Instituto Nacional do Cancro estadounidense, a epixenética € o “estudo
dos cambios que activan ou inactivan os xenes sen cambiar a secuencia do DNA, a causa da
idade ou a exposicion a factores ambientais tales coma substancias quimicas” (69). Dentro
destos factores ambientais podemos incluir por suposto 6 MeHg", o cal pode impactar a nivel
da programacion epixenética e influenciar na variacion fenotipica dos individuos expostos, asi

como a sua proxenie (70).

Como xa se matizou en previos apartados deste TFG, os compostos de tipo MeHg-SR
son extremadamente lipofilos, non so o suficiente como para permitirlles atravesar a BHE,
sendén tamén como para facelo polas membranas celulares e nucleares podendo asi acceder
6 compartimento onde se alberga o ADN. Unha vez dentro, o téxico presenta a suficiente
labilidade como para verse atraido polas bases nitroxenadas e afectar directamente 6 material
xenético pouco tempo despois da intoxicacién, como se demostrou en estudos con cultivos
celulares knockout de HeLa S3 (71). A metilacion do ADN producese principalmente a nivel
da posicién 5 da citosina. De igual maneira, a presencia de proteinas con grupos tiol na
estrutura cromatinica ou mesmo nas propias histonas determina a capacidade para alterar o

empaquetamento do material xenético e, asi, provocar as alteracions epixenéticas (72).

Podemos dividir os efectos epixenéticos do MeHg* en 4 eventos principais:
hipometilacion do ADN, metilacion de histonas, alteraciéns na neuroxénese e perturbacion do

sistema de micro-ADN.

A hipometilacion do ADN € un biomarcador de exposicién téxica, probablemente como
un mecanismo de defensa temprano 6 contacto ca substancia, e pode ser observado en varios
tecidos. A exposicién a MeHg* produce alteracions na metilacion do ADN tanto in vitro coma
in vivo, producindo principalmente regulacion a baixa das ADN metiltransferasas (DNMTs),
enzimas que, como o0 seu nome indica, metilan o ADN. Unha inhibicién neste grupo de
proteinas resulta nunha sobreexpresién dos péptidos p16 e p21 provoca a detencion total do
ciclo celular na fase G1, o cal se traduce nun nivel de proliferacién diminuido e a inducion da

senescencia celular (65).

A metilacién das histonas esta intimamente relacionada cos cambios na neuroxénese,
tal e como se vera a continuacion. A neurotrofina BDNF (Neurotrophin brain-derived
neurotrophic factor) € un neuropéptido que promove a supervivencia, desenvolvemento e
plasticidade das neuronas. Os seus niveis vense expresados intensamente en zonas coma o

hipocampo, o cortex, o nucleo basal ou o xiro dentado, areas vitais no proceso de aprendizaxe,
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memoria e pensamento critico. A pesar de que a maioria do cerebro férmase antes de nacer,
este pode seguir formando novas neuronas e sinapses a partir de NCSs no cerebro adulto, a
través dun proceso denominado neuroxénese, cuxo control posuen neurotrofinas coma o
BDNF. Defectos na transcripcion deste péptido poden acarrear problemas de plasticidade
neuronal, favorecendo que se produza senescencia e inhibicion da diferenciacion, o cal en
adultos soe asociarse con sintomas depresivos entre outros e, en fetos ou neonatos con

deficiencias cognitivas e motoras.

A exposicion a MeHg" produce metilacion de histonas, en concreto da H3 e H4, asi
como o descenso da sua acetilacion. Obsérvase que pouco despois do contacto co toxico
producese a tri-metilacion dun residuo de lisina da histona 3 (H3K27) asi como a
desacetilacién da mesma histona na rexion promotora do xen BDNF (73). Este feito mantivose
no tempo e na proxenie a pesar da retirada do téxico do medio e esta relacionado co descenso
de ARNs mensaxeiros do xen BDNF no xiro dentado na idade adulta, demostrado noutros
estudos (74).

Estimated effects of HC-Hg" on epigenetic mechanisms

H3 acetylation (AcH3K14)
v H4 acetylation
4 H3 methylation (H3K27me3;
H3K4me3)
4 Histone deacetylase activity (HDAC4;
HDAC3, HDACSG)
+ DNA methyltransferase (DNMT) activity
+ DNA methyltransferase (DNMT) activity

llustracion 12: Resumo dos mecanismos de toxicidade epixenética que
presenta o MeHg* (70).
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8 Conclusioéns

- O Hg aparece de forma natural no medioambiente, sen embargo as concentracions
actuais derivan da intervencion humana, como a explotacion das minas de cinabrio

para posterior obtencion de Ag e Au, ou o desastre de Minamata.

- O mercurio elemental é facilmente evaporable e tende a acadar a atmosfera, onde se
oxida a Hg?" e cae ca chuvia de novo 6 medio acuatico. Aqui son as bacterias SRB as
encargadas de metilar o mercurio e formar a especie mais téxica, metilmercurio,
mentres que as bacterias posuidoras do operon mer encarganse do proceso contrario,

fechando o ciclo.

- O metilmercurio presenta unha fisicoquimica particular que lle permite transportarse
na sangue mediante a hemoglobina e a albumina pola presencia de grupos —SH e
acadar e atravesar facilmente a BHE, xa sexa por cuestions de liposolubilidade ou por
transporte a través de LAT1, exercendo a nivel cerebral gran parte dos seus efectos

toxicos.

- O MeHg" exerce a sua toxicidade molecular principalmente a través da producion de
ROS e do esgotamento da maquinaria antioxidante do SNC, intervindo nos ciclos
bioquimicos do sistema GSH, do sistema Trx e no sistema Glu/GIn asi como tamén

provoca toxicidade mitocondrial e altera a homeostase do Ca?*.

- As células afectadas polo MeHg* son as da microglia, os astrocitos, as neuronas da
cortiza cerebral e as células granulares do cerebelo, que ven mermadas as suas
defensas antioxidantes ou desencadean procesos apoptoéticos tras a activacion da

sinalizacion ROCK ou a dishomeostase de glutamato.

- O metilmercurio tamén provoca efectos sobre a descendencia celular mediante
cambios epixenéticos, tanto aumentando a metilacién do DNA e das histonas como
descendendo os niveis da acetilacion destas ultimas, asi como provocando
interferencias nos micro ARN mensaxeiros e descendendo a expresion de diferentes

neurotrofinas.
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