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RESUMO

TOXICIDADE DO HgCl, EM RATAS WISTAR ANALISADAS 12 E 48 HORAS
APOS A EXPOSICAO: POSSIVEL EFEITO PREVENTIVO DO ZINCO

Autor: Mariana Mesquita Fonseca
Orientadora: Maria Ester Pereira

O mercurio € um metal sem qualquer funcao biologica. A exposicdo ao mercirio em qualquer uma de
suas diferentes formas quimicas pode induzir efeitos toxicos aos organismos vivos. Esta toxicidade é
comumente atribuida a alta afinidade que esse metal possui por grupamentos sulfidrilicos (-SH) e a
inducdo de estresse oxidativo. O zinco € um metal essencial importante em muitas funcdes
bioquimicas e celulares, e destaca-se dentre os compostos estudados, pela prevencdo dos danos
causados por metais toxicos como o merclrio. Recentemente verificamos a eficacia do pré-
tratamento com zinco contra os efeitos causados pelo mercirio em ratas sacrificadas 24 horas apés a
administracdo do metal téxico. Contudo, apesar do zinco prevenir algumas alteracdes, muitas
questdes permanecem. Assim, buscamos avaliar os efeitos téxicos do mercario em ratas analisados
12 e 48 horas ap0s a exposicdo, e o possivel efeito preventivo do zinco. Para isso, ratas Wistar foram
injetadas (s.c.) com NaCl 0,9% (salina) ou ZnCl, (27 mg/kg) e 24 horas mais tarde, com salina ou
HgCl, (5 mg/kg). Os animais foram mortos 12 ou 48 horas apds a administracdo de mercurio.
Avaliamos a atividade das enzimas &-aminolevulinato desidratase e alanina aminotransferase, assim
como niveis de tidis totais e ndo proteicos, niveis de acido ascoérbico, ureia e creatinina, além de
analisarmos o conteido de metal em figado, rins e sangue. O peso corporal e de 6rgdos também
foram avaliados. Nos animais mortos 12 horas apds o tratamento com mercurio verificou-se:
diminuicdo dos niveis de acido ascorbico e aumento do peso renal, assim como acimulo dos metais
mercurio e zinco em rins e figado. O pré-tratamento com zinco preveniu totalmente o efeito do
mercirio sobre o peso renal. Em 48 horas apds a exposicdo ao mercurio, os efeitos observados
foram: diminuicdo do ganho de peso e aumento do peso renal, aumento nos niveis de ureia e
creatinina, e diminuicdo da atividade da &-ALA-D e dos niveis de tidis totais renal. Ainda, o tratamento
com mercUrio aumentou os niveis desse metal em rins e figado. O zinco preveniu parcialmente as
alteragc6es no ganho de peso e nos niveis de creatinina. Em concluséo, estes resultados mostram que
0 mercurio provocou diferentes modificacdes nos dois periodos estudados e que o pré-tratamento
com zinco preveniu alguns dos parametros alterados pela exposicdo ao mercurio.

Palavras-chave: 3-aminolevulinato desidratase, mercurio, zinco, fémeas, nefrotoxicidade.



ABSTRACT

HgCl, TOXICITY IN FEMALE WISTAR RATS ANALYZED 12 AND 48 HOURS
AFTER EXPOSURE: POSSIBLE ZINC PREVENTIVE EFFECT

Author: Mariana Mesquita Fonseca
Advisor: Maria Ester Pereira

Mercury is a metal without any biological function. The exposure to mercury in any of different
chemical forms can induce toxic effects on living organisms. This toxicity is commonly attributed to the
high affinity that this metal has for sulfhydryl groups (SH) and oxidative stress induction. Zinc is an
essential metal important in many biochemical and cellular functions, and stands out among the
compounds studied for preventing the damage caused by toxic metals such as mercury. Recently we
verify the effectiveness of pre-treatment with zinc against the effects caused by mercury in rats
sacrificed 24 hours after administration of the toxic metal. However, despite the zinc to prevent some
alterations, many questions remain. Thus, we sought to evaluate the toxic effects of mercury in rats
analyzed 12 and 48 hours after exposure, and the possible preventive effect of zinc. For this, Wistar
rats were injected (s.c.) with 0.9% NacCl (saline) or ZnCl, (27 mg/kg) and 24 hours later, saline or
HgCl, (5 mg/kg). The animals were sacrificed 12 or 48 hours after administration of mercury. We
evaluated the activity of enzymes &- aminolevulinic acid dehydratase and alanine aminotransferase,
and levels of total and nonprotein thiols, ascorbic acid, urea and creatinine, besides analyze metal
content in liver, kidney and blood. Body and organs weight were also evaluated. In animals sacrificed
12 hours after treatment with mercury was verified: decrease of ascorbic acid levels and increase of
kidney weight, as well as accumulation of mercury and zinc in the kidneys and liver. The zinc
pretreatment prevented completely the mercury effect on renal weight of these animals. In 48 hours
after mercury exposure, these effects were observed: decrease of weight gain and increase of renal
weight, increase of urea and creatinine levels, and reduction of the 8-ALA-D activity and kidney total
thiols levels. Furthermore, the treatment with mercury increased levels of this metal in the kidneys and
liver. Zinc partially prevented the changes in gain weight and creatinine levels. In conclusion, these
results show that mercury caused different modifications in both periods studied and the zinc
pretreatment prevented some of the parameters altered by mercury exposure.

Keywords: &-aminolevulinate dehydratase, mercury, zinc, females, nephrotoxicity.
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APRESENTACAO

Esta dissertacdo estd descrita na seguinte forma: primeiramente s&o
apresentados a introducao e os objetivos. A seguir, 0os resultados e a discusséo séo
apresentados na forma de artigo, o qual se encontra no item artigo 1. O item
conclusédo encontrado no final desta dissertacdo, apresenta interpretagbes gerais
sobre 0 manuscrito contido neste trabalho. As referéncias bibliogréficas
apresentadas no final da dissertagéo referem-se somente as citagcdes que aparecem
no item introducdo. O item apéncide — conclusdes gerais, apresenta uma analise

geral relacionando os resultados deste trabalho com outros trabalhos.
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1 INTRODUCAO

1.1 MERCURIO

O mercurio € um metal bivalente pertencente a familia 12 da tabela periédica.
E conhecido pela peculiar caracteristica de, no estado de oxidacdo 0, apresentar-se
liguido em temperatura ambiente. Sem qualquer funcdo biolégica e sendo
considerado um poluente ambiental, este metal € frequentemente mencionado por
causar efeitos téxicos aos organismos vivos (MERGLER et al., 2007
SCHEUHAMMER et al., 2007).

Desastres ambientais envolvendo grandes concentracdes de mercurio sao
comumente exemplificados por dois principais eventos: Baia de Minamata — Japao,
entre as décadas de 50 e 70, e Iraque, nos anos de 1971 e 1972. No primeiro caso,
residuos industriais contendo mercurio foram despejados na baia, e uma vez no
ambiente, o metal acabou sendo incorporado na cadeia alimentar. Assim, através do
consumo de peixes contaminados, a populacdo foi exposta durante um longo
periodo ao mercurio (CLARKSON, 2002; EKINO et al., 2007). Diferentemente, no
Iraque a exposicao ocorreu de forma aguda, quando, motivados por um periodo de
escassez de alimentos, a populagéo recorreu a sementes previamente tratadas com
fungicidas contendo mercurio para fabricacdo de pao. O consumo foi suspenso logo
apos identificacdo da fonte do metal (AMIN-ZAKI et al., 1978; CLARKSON, 2002;).

Recentemente no Brasil, uma catastrofe ambiental chama a atencdo para
uma possivel contaminagdo com altos niveis de mercurio. No subdistrito de Bento
Rodrigues no municipio de Mariana — MG, uma barragem de rejeitos de producao de
minério de ferro pertencente a mineradora Samarco rompeu, lancando no ambiente
aproximadamente 50 milhdes de metros cubicos de rejeitos em forma de lama. Além
da devastacao da regido, o Rio Doce, principal fonte hidrica do estado, foi totalmente
contaminado. Laudos preliminares realizados pelo Servico Auténomo de Agua e
Esgoto (SAAE) de Baixo Guandu — ES, j& confirmam a presenca dentre outros
metais, de mercuario, arsénio, ferro e chumbo na agua do Rio Doce apoés a
contaminacgao.

A liberacdo do mercurio ao ambiente também ocorre de forma espontanea
através de atividades vulcanicas e erosdes da crosta terrestre. Além da liberagéo
natural e dos desastres ambientais com grandes despejos do metal, atividades

antropogénicas como a queima de combustiveis fosseis, mineracdo, processos
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industriais e descarte inadequado de materiais detentores de mercurio,
potencializam os niveis ambientais deste metal, tornando a exposi¢cao a ele quase
impossivel de ser evitada (MAGOS & CLARKSON, 2006; LI et al., 2009).

O mercurio pode ser encontrado em duas formas quimicas diferentes: a forma
organica, ou seja, um atomo de mercurio ligado a um ou mais atomos de carbono
(R-C-Hg), e a forma inorganica, englobando a forma elementar (metélica/valéncia
0/Hg") e suas formas oxidadas (Hg,**, Hg*") (KIM & ZOH 2012). Essas formas de
apresentacao do metal ndo séo inertes, podendo sofrer no ambiente interconversao
entre si, isto €, através de reacOes reversiveis de metilagdo/desmetilacdo e
oxidacao/reducdo, formas organicas do mercurio podem ser transformadas em
formas inorganicas e vice e versa (BISINOTI & JARDIM, 2004; KIM & ZOH, 2012).
Essas reacoes fazem parte do ciclo biogeoquimico do mercurio (FIGURA 1), onde o
Hg® emitido no ambiente pode precipitar inalterado ou ser oxidado a Hg,". Esse pode
entdo retornar ao ambiente ap6s uma volatilizacdo (Hg®) ou, pela acéo de bactérias
do solo ou &gua, ser convertido através de metilacdo a forma organica de
metilmercurio, sendo entdo incorporado a cadeia alimentar aquéatica (CLARKSON,
1997; RISHER et al., 2003; BISINOTI & JARDIM, 2004). Na cadeia alimentar ocorre
um processo chamado de bioacumulacgéo, isto é, quanto mais alto for o nivel tréfico
do organismo, maior serd a concentracdo de mercurio nele acumulado. Como
resultado disto, peixes normalmente consumidos pela populag¢do, por exemplo,
apresentam uma maior concentracdo do metal (BOENING, 2000).

Figura 1 - Ciclo biogeoquimico do mercurio
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Fonte: (http://people.uwec.edu/piercech/Hg/mercury_water/cycling.htm)

Cada forma quimica possui caracteristicas toxicocinéticas préprias, diferindo
quanto a suas vias de exposicao predominantes, assim como quanto aos 6rgaos
alvos e efeitos toxicos (SYVERSEN & KAUR, 2012). O mercurio em forma organica,
representado pelo metilmercurio (MeHg), tem na via gastrointestinal, através da
ingestdo de alimentos contaminados, sua principal via de exposi¢cdo. Altamente
lipofilicos, estes compostos organicos conhecidos como  compostos
organomercuriais, atravessam facilmente a barreira hemato-encefalica (OZUAH,
2000), exercendo sua toxicidade principalmente no sistema nervoso central (FARINA
et al.,, 2011; BISEN-HERSH et al., 2014). Também lipofilica, mas tendo sua
exposicdo por meio da inalacdo, o mercirio elementar (Hg®) atinge
predominantemente o sistema respiratorio, sendo facilmente absorvidos pelos
alvéolos, lesando especialmente os pulmdes (PARK & ZHENG, 2012). Ja as formas
oxidadas do merctrio inorganico (Hg,”* e particularmente o Hg?'), geralmente
encontradas como sais provenientes da ligacdo do mercurio a elementos como cloro,
enxofre e oxigénio, atingem a populacdo majoritariamente através do consumo de
agua contaminada. Hg,>* e Hg?* caracterizam-se por serem altamente nefrotéxicos
(ZALUPS, 2000; BRIDGES et al., 2014).
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Quanto a toxicidade do mercurio, ainda ha muito a ser elucidado no que diz
respeito aos mecanismos pelos quais esse metal interfere no organismo. Contudo,
estudos indicam uma relacdo de sua toxicidade a alta afinidade que esse metal
possui por grupamentos sulfidrilicos (-SH), o que leva a formacdo de complexos
estaveis com esses, induzindo mudancgas estruturais de enzimas sulfidrilicas e
inativacao dos sitios ativos das mesmas (ROONEY, 2007). Além disso, a ligacéo do
Hg com o grupamento—SH de antioxidantes tem como efeito a diminuicdo da
capacidade de neutralizacdo das espécies reativas. Essa reducdo da capacidade
antioxidante somada ao fato que a exposicdo ao Hg aumenta as espécies reativas
resulta em um desequilibrio no sistema pro-oxidante/antioxidante em favor do proé-
oxidante, levando a uma condicdo de estresse oxidativo, condicdo esta que faz com
gue o organismo tenha sua homeostase prejudicada através da oxidacdo de
proteinas, indugcdo da peroxidacgdo lipidica, disfun¢cdes mitocondriais e lesdes ao
DNA (FARINA et al., 2003; AGARWAL et al., 2010).

1.2 O CLORETO DE MERCURIO E SUA TOXICIDADE

O cloreto de mercurio (HgCl,) — objeto de estudo deste trabalho - é o principal
representante das formas oxidadas do mercuario inorganico, que embora afetem a
populacdo em menores niveis, a exposicao a ele ocorre extensivamente. Além disso,
fora as transformaces ja citadas que este metal sofre nho ambiente, conversdes
entre as formas do mercurio também acontecem em contato com o organismo: a
desmetilacdo de compostos organomercuriais e a oxidacdo do mercurio metalico,
leva a conversdo desses a forma inorganica Hg," (LORSCHEIDER et al., 1995;
SHAPIRO & CHAN, 2008), aumentando ainda mais a importancia de estudos sobre
essa forma do metal.

Ao contrario do mercirio em forma organica e do Hg® o HgCl, é uma
molécula pouco lipofilica (ZALUPS, 2000). Seu transporte e absorcédo sdo auxiliados
por varias moléculas tidlicas, como a cisteina e a glutationa (ZALUPS & LASH,
2006). Estas facilitam sua entrada nas células via mimetismo molecular, fazendo
com que se formem complexos estruturalmente homélogos a outras biomoléculas
endogenas, conseguindo assim transpor mais facilmente as membranas celulares
(BRIDGES et al. 2007). Altamente perfundidos, os rins sdo Orgaos particularmente
expostos a altos niveis de xenobidticos (AU, 2004), e uma vez que 0 mercurio

inorganico € absorvido, sdo esses 0s alvos primarios no que diz respeito ao acumulo
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e expressdo da toxicidade do metal (CLARKSON et al., 2003; CARRANZA-
ROSALES et al., 2005).

A acdo do mercurio inorganico nos rins ocorre de forma rapida: momentos
apos a exposicao, cerca de 50% do metal localiza-se nesse 6rgdo (BERLIN et al.,
2007) e em menos de 24 horas, jA podem ser observados sintomas de
nefrotoxicidade (ZALUPS, 2000). A faléncia renal observada caracteriza-se por
variacfes na taxa de filtracdo glomerular, alteracdes funcionais no fluxo plasmatico
renal e lesdes nos tubulos proximais que sdo associadas a peroxidacao lipidica e ao
estresse oxidativo (GIRARDI & ELIAS, 1991). De fato, o acimulo dos ions de
mercurio acontece em sua grande maioria nas células ao longo dos segmentos S1,
S2 e S3 dos tubulos proximais. Os mecanismos de toxicidade desse metal séo
relacionados a sua capacidade de ligar-se aos grupamentos tiélicos na membrana
plasmatica ou no meio intracelular, causando inativacdo de enzimas e proteinas
fundamentais para um funcionamento renal adequado. Além disso, a ligacdo do
metal com grupamentos sulfidrilicos reflete em uma diminuicdo intracelular desse
grupamento, predispondo o metabolismo celular a alteracdes e promovendo eventos
como o estresse oxidativo, peroxidacdo lipidica, apoptose e necrose celular e
disfuncBes mitocondriais (ZALUPS, 2000; DIEGUEZACUNA et al., 2004;
CARRANZA-ROSALES et al., 2005; STACCHIOTTI et al., 2006).

Em estudos de toxicidade renal causada pela exposicdo ao mercurio, 0
aumento dos niveis séricos de ureia e creatinina sdo relacionados aos danos
causados pelo metal, tanto em ratos jovens (PEIXOTO & PEREIRA, 2007;
FRANSCISCATO et al., 2011) como em adultos (AGARWAL et al., 2010, OLIVEIRA
et al., 2014). Sendo ambos metabdlitos excretados pelos rins (a ureia produto do
catabolismo proteico e mecanismo de excrecdo da amoénia, e a creatinina formada
pela degradacdo da fosfocreatina no metabolismo normal da musculatura), falhas
renais estdo diretamente ligadas ao aumento sanguineo desses compostos (RAVEL,
1997). Estes marcadores sdo amplamente utilizados na clinica, importantes para o
diagnostico e avaliacdo do dano renal agudo (EDELSTEIN, 2008). Ainda sobre
marcadores de efeito toxico, a atividade da O-ALA-D (também chamada de
porfobilinogénio sintase), enzima catalizadora da condensacéo de dois 8-ALA para a
formacao do porfobilinogénio, tem sido muito utilizada (JAFFE, 1995). Varios estudos

mostram alteracdo da atividade da enzima em ratos jovens e adultos quando
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intoxicados com mercurio inorganico (PEIXOTO et al., 2003; FRANCISCATO et al.,
2011; OLIVEIRA et al., 2014).

Apesar do figado ndo ser o alvo priméario do Hg,", alteragdes na atividade de
enzimas hepaticas, como da ALT, tem sido relatadas em animais expostos ao metal
(BRIDGES & ZALUPS, 2005; MORAES-SILVA et al., 2012; OLIVEIRA et al., 2014).
Esses estudos possibilitam o uso dessa enzima como marcador da toxicidade
hepatica. Somado a esses efeitos, modificacdes histopatolégicas como vacuolizacéo
e degeneracdo citoplasmatica, nucleo picnotico e necrose centrolobular também
foram observadas (KUMAR et al., 2005; AGARWAL et al., 2010). O mecanismo da
hepatotoxicidade causada pelo HgCl, ainda ndo € completamente elucidado.

A biodisponibilidade do mercuario depende, além da forma quimica do metal,
da forma e da duracdo da exposicdo. Em roedores, a absorcdo do mercurio
inorgénico via oral € aproximadamente de 15%, enquanto que em seres humanos
proximo de 7% (GOLDWATER & NICOLAU, 1966). Uma vez no organismo, a
excrecdo ocorre principalmente pela acdo de substancias quelantes como as
metalotioneinas, tendo a eliminacdo efetiva na urina e nas fezes. Assim, a meia vida
biolégica do HgCl, chega a 90 dias em ratos e 40 dias em humanos (BERLIN et al.,
2007). Entretanto, mesmo havendo a eliminacdo de boa parte do mercurio, seus
efeitos tdxicos podem ser observados em diferentes sistemas devido a sua
acumulacédo via interacdo intracelular (CLARKSON, 1997).

A toxicidade do mercurio inorganico acontece em muitos outros 0Orgaos e
células. AlteragBes comportamentais (PEIXOTO et al., 2007; FRANCISCATO et al.,
2009), no sistema reprodutor (HEATH et al., 2009), cardiovascular (ZHANG et al.,
2013) e endocrino (ZHU et al., 2000) sédo relacionadas a exposicdo ao metal.
ModificagcBes em estruturas proteicas (SUTTON et al., 2002), danos a integridade
das membranas celulares e ao DNA (SCHURZ et al., 2000; BASKIN et al., 2003),
desencadeamento de processos apoptéticos (TCHOUNWOU, 2003), e interferéncias
na atividade mitocondrial (SHENKER et al., 2000) sdo alguns dos efeitos
relacionados a intoxicacdo pelo Hg2".

1.3 0 SISTEMA ANTIOXIDANTE NO ESTRESSE OXIDATIVO

Radicais livres sdo atomos ou moléculas que apresentam um nuamero impar
de elétrons em sua ultima camada eletrénica (HALLIWELL & GUTTERIDGE, 2000).
S&do instaveis, extremamente reativos quimicamente, e possuem uma meia vida

muito curta. As espécies reativas produzidas em baixas concentracdes sdo parte
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integrante do metabolismo, e realizam um papel importante na regulagcdo das
fungdes celulares (HALLIWELL & GUTTERIDGE, 2000; RAY et al., 2012); contudo,
uma vez havendo superproducao, lesam lipidios, proteinas e DNA, além de estarem
envolvidas no declinio do sistema imune e envelhecimento (ROSENFELDT et al.,
2012)

A definicdo de antioxidante se d& a toda molécula que em baixas
concentracbes, quando comparada ao substrato oxidavel, consegue prevenir ou
retardar a oxidacdo do mesmo ou regenera-lo (HALLIWELL et al., 1995; BIANCHI;
ANTUNES, 1999). Nesse contexto, para combate dos efeitos oxidativos danosos, o
organismo conta com um complexo sistema de defesa antioxidante atuante em duas
linhas: enzimatico e ndo enziméatico (JORDAO et al., 2004). O fato de o merctrio
aumentar a peroxidacao lipidica (DE FREITAS et al., 2009) e provocar a deplecéo
desses sistemas (FARINA et al., 2003; AGARWAL et al., 2010; PAL & GOSH, 2012),
liga a toxicidade do metal a sua acao oxidativa.

O sistema antioxidante enzimatico € composto basicamente pela catalase,
superéxido dismutase e glutationa peroxidase (FERREIRA & MATSUBARA, 1997) e
atua de forma que o produto gerado por uma enzima € o substrato de outra. Assim,
0 sistema age interligado até que ocorra a neutralizacdo do radical livre (YAO &
KESHAVAN, 2011). No que se refere aos sistemas antioxidantes ndo enziméticos,
esses atuam neutralizando as espécies reativas através de interacfes diretas,
bloqueando as reacdes prejudiciais por meio de uma troca de elétrons (Yao et al.,
2011). Os principais representantes dessa linha sdo os tiois totais, o 4cido ascoérbico
[antioxidante solivel em agua de rapida acédo (JIRAUNGKOOSKUL & SAHAPHONG,
2007) e a glutationa reduzida (GSH) [tiol celular de baixa massa molecular possuidor
de um importante papel na defesa contra danos oxidativos (CARSOL et al., 1997)].
Quando por algum motivo esses sistemas nao sao suficientes, a condicdo de
estresse oxidativo é instaurada.

Além dos sistemas presentes no organismo, moléculas antioxidantes também
podem ser consumidas na dieta alimentar normal ou através de suplementacao
(SOUSA et al., 2007). Compostos como carotendides (GUTTERIDGE, 2000) e
flavonoides (PROCHAZKOVA et al., 2011), vitaminas C (acido ascoérbico) e E (a-
tocoferol) (AKSOY et al., 2005; AGARWAL et al., 2010), o acido graxo omega-3
(KARAPEHLIVAN et al., 2014) e minerais como o selénio (JIHEN et al., 2009) e o
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zinco (JEMAI et al., 2007), demonstram efeitos relevantes na implementacdo da
atividade antioxidante e protecao contra o dano oxidativo.
1.4 ZINCO

Assim como o mercurio, 0 Zn também é um metal bivalente pertencente a
familia 12 da tabela periédica. E essencial em diversas funcées bioquimicas e
celulares (FANG et al., 2002), estando envolvido em fun¢des regulatorias, estruturais
e cataliticas (MARET, 2005; MATHIE et al., 2006). Este metal é fundamental para a
proliferacdo e diferenciagdo celular, além de ser cofator e elemento estrutural de
uma série de proteinas, de participar da estabilizacdo de membranas biologicas, da
replicacdo e transcricdo do DNA e da sinalizacdo intracelular (STEHBENS, 2003;
SANDSTEAD & AU, 2007; SHAH, 2011). Além disso, o Zn € um potente indutor da
sintese de GSH (BHASIN et al., 2012) e da sintese de proteinas detoxificantes como
as metalotioneinas (PEIXOTO et al., 2003; PEIXOTO et al., 2007b).

Apesar da grande importancia do zinco para o metabolismo celular, e de sua
deficiéncia causar reacfes danosas como a inducdo da peroxidacdo lipidica
(YOUSEEF et al., 2002), uma concentragédo excessiva deste metal pode desencadear
efeitos citotdéxicos (CHOI & KOH, 1998). Sendo assim, a manutencdo de
concentracfes adequadas desse metal € de grande importancia. Sua homeostase é
feita através de proteinas transportadoras de membrana, que regulam a entrada e
saida do zinco celular (CHIMIENTI et al., 2003), e de metaloproteinas, envolvidas no
transporte do Zn entre as organelas, mantendo o metal disponivel dentro de uma
variacdo adequada (MARET, 2005). O Zn é absorvido majoritariamente no intestino
delgado, e sua excrecao ocorre principalmente pelas fezes (SAPER & RASH, 2009).
Sua presenca no organismo € bastante variada: o0 soro contém concentracdes
aproximadas de 15 uM e os tecidos — exemplo, figado — pode conter de 168 a 442
ug/g de tecido seco (MATHIE et al., 2006; RODRIGUEZ-MORENO et al., 1997).

Estudos demonstram uma efetividade consideravel do Zn na prevengédo de
alteracdes bioquimicas induzidas pelo Hg inorgéanico em ratos (PEIXOTO et al.,
2007b; FRANCISCATO et al., 2009, 2011; MORAES-SILVA et al., 2012; FAVERO et
al., 2014; OLIVEIRA et al., 2014;). Recentemente, Oliveira et al. (2014) mostraram a
eficiéncia do pré tratamento com Zn contra a intoxicacdo aguda ao cloreto de
mercurio em ratas fémeas sacrificadas 24 horas ap0s a administracdo de Hg.
Contudo, apesar do zinco prevenir as alteragdes causadas pelo Hg em figado e rins,

muitas questdes permanecem, como por exemplo, quando aparecem os efeitos do
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mercurio e se os efeitos protetores do zinco sdo notaveis poucas horas apés a

exposicdo ao mercurio, assim como se este efeito prolonga-se a um periodo maior.
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2 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

Investigar os efeitos da exposicdo de ratas Wistar ao cloreto de mercurio,
assim como o possivel efeito preventivo do Zn em parametros bioquimicos em dois
diferentes periodos (12 e 48 horas) ap0s a exposi¢do ao HgCl..
2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Este trabalho visou avaliar em ratas sacrificadas 12 e 48 horas apos a
exposicao ao mercurio:

= A atividade da enzima &-aminolevulinato desidratase em rins, figado e
sangue, como marcador de exposicao;

» Os niveis séricos de ureia e creatinina, como parametro de nefrotoxicidade;

» A atividade da enzima alanina aminotransferase (ALT) hepatica e sérica,
como parametro de hepatotoxicidade;

= Os niveis de tidis totais e ndo proteicos, e de acidos ascorbico em rins e
figado, como parametros antioxidantes ndo enzimaticos;

= O conteudo de Hg e Zn em rins, figado e sangue, como indicativo de
distribuicdo e deposicao do metal,

» O possivel efeito preventivo do zinco sobre altera¢des causadas pelo mercurio

nos itens anteriormente citados.
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3 MANUSCRITO
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ABSTRACT

This work investigated the toxicity of inorganic mercury and zinc preventive effects in female rats sacrificed
12 or 48 h after HgCl, exposure. Female Wistar rats were subcutaneously injected with ZnCl, (27 mg/kg) or
saline (0.9 %), and 24 h later they were exposed to HgCl, (5 mg/kg) or saline (0.9 %). Rats sacrificed 12
hours after Hg administration presented an increase in kidney weight and a decrease in renal ascorbic acid
levels. Zinc pre- treatment prevented the renal weight increase. Rats sacrificed 48 h after Hg exposure
presented a decrease in body weight gain, an increase in renal weight, a decrease in renal d-aminolevulinic
acid dehydratase activity, an increase in serum creatinine and urea levels, and a decrease in kidney total thiol
levels. Zinc pretreatment partly prevented the decrease in body weight gain and increase in creatinine levels,
in addition to totally preventing re- nal 3-aminolevulinic acid dehydratase inhibition. Mercury accumulation
in the kidney and liver in both periods was observed after Hg administration. These results show the different
Hg effects along the time of intoxication, and a considerably preventive effect of zinc against Hg toxicity.

Key words: Females, nephrotoxicity, acute, mercury,

zinc

INTRODUCTION

Mercury (Hg) is a metal without
biological function and an environmental
pollutant frequently mentioned for causing
toxic effects in living organisms (Mergler
et al.,2007; Scheuhammer et al., 2007). Its
release can occur through natural sources
such as volcanic activities or anthropogenic
activities such as industrial processes,
agriculture and mining (Li et al., 2009;
Magos and Clarkson, 2006), consequently

making human exposure to Hg almost
impossible to avoid. Mercury is the third
most dangerous metal, right after arsenic
and lead according to the Agency for Toxic
Substance and Disease Registry (ATSDR)
(Emsley, 2001). Mercury can be found in
two different chemical forms: the organic
form, which corresponds to a mercury atom
bonded to a carbon atom, and the inorganic
form, which includes the elemental form
(valence 0) and its oxidized forms (Kim and

24


mailto:pereirame@yahoo.com.br
http://dx.doi.org/10.17179/
http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/

Zoh, 2012). Elemental merc and the Hg
organic form affect primarily the central
nervous system (Farina et al., 2011).

Mercury chloride (inorganic form),
which is the object of this study, is known
as a ne- phrotoxic agent (Zalups, 2000). It
has been reported to cause disorders in the
liver (Ber- lin et al., 2007; Moraes-Silva et
al., 2012) as well as in the reproductive and
cardiovascular systems (Heath et al., 2009;
Zhang et al.,2013), coupled with causing
behavioral alterations (Peixoto et al.,
2007a; Franciscato et al., 2009b). Mercury
toxicity is associated to its high affinity for
sulfhydryl groups (-SH), forming stable
complexes and causing several alterations,
such as structural changes of sulfhydryl
enzymes and the inactivation of their active
sites (Rooney, 2007). Thus, the binding of
mercury to —SH groups of antioxidants,
for instance glutathione (GSH), reduces the
capacity of reactive species (RS)
neutralization. The reduction in antioxidant
defenses added to the fact that mercury
exposure can increase RS levels results in
an imbalance in the pro-oxidant/antioxidant
system, generating a condition of oxidative
stress (Farina et al., 2003; Agarwal et al.,
2010). In addition, several studies have
shown that inorganic mercury exposure
causes changes in body and organ weight,
decrease in renal d- aminolevulinic acid
dehydratase (5-ALA-D) activity, increase in
serum urea and creati- nine levels, as well
as renal histopathological damages (Favero
et al., 2014; Franciscato et al., 2011;
Oliveira et al., 2014b; Peixoto and Pereira,
2007). Furthermore, although the liver is not
the preferential target organ, alterations in
hepatic enzymes have been observed
(Moraes-Silva et al., 2012; Oliveira et al.,
2014b; Peixoto and Pereira, 2007).

Among the compounds researched to
prevent the damage caused by mercury,
natu- ral substances such as vitamin E and
omega-3 fat acid have shown beneficial
effects (Al- Attar, 2011; Karapehlivan et al.,
2014). Reports from our research group
have revealed promising effects of ZnClI2 in
the prevention of biochemical changes
induced by mercury chloride in the liver
and kidneys of rats (Favero et al., 2014,

Franciscato et al.,2009b; Moraes-Silva et
al., 2012; Oliveira et al., 2014b; Peixoto
and Pereira, 2007). Zinc is an essential
metal, which plays an important role in
several biochemical and cellular functions
(Fang et al., 2002), and it is a cofactor and
structural element of several proteins,
participating in the stabilization of
biological membranes, replication and tran-
scription of DNA and intercellular
signaling. (Sandstead et al., 2007; Shah,
2011; Stehbens, 2003). Furthermore, zinc is
an inductor of detoxificant proteins
synthesis, such as metallothioneins
(Peixoto et al.,2003; Peixoto et al.,2007b).

Most of the studies with experimental
animals are conducted with male adult
rats or pups exposed for short periods of
time to mercury (Favero et al., 2014;
Moraes-Silva et al., 2012; Oliveira et al.,
2014a). However, few studies using acute
treatments and females have been carried
out. Female mercury intoxication is an
important field of study, taking into
consideration the possible  hormonal
influence (Ekstrand et al., 2010; Thomas et
al., 1982). Recently, Oliveira et al.
(2014b) showed the effectiveness of zinc
pretreatment facing acute mercury chloride
intoxication in female rats sacrificed 24 h
af- ter the administration of the toxic metal.
However, in spite the fact that zinc prevents
Hg alterations in the liver and kidneys,
some questions still remain. For example,
can zinc pretreatment act as a protector few
hours after mercury exposure? How long
can the toxic effects be visualized? In this
context, the purpose of this study was to
investigate the toxic effects of mercury in
two different in- tervals after exposure, 12
and 48 hours, as well as the possible zinc
protective effect.

MATERIALS AND METHODS

Chemicals

Reagents were obtained from Sigma
Chemical Co. (St. Louis, MO) and standard
commercial suppliers. Commercial kits for
biochemical dosages were obtained from
Kovalent do Brasil Ltda (Sdo Gongalo/
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RJ Brazil) or Labtest Diagndstica S.A.
(LagoaSanta/ MG/ Brazil).

Animals

Adult female Wistar rats (200 £ 20 Q)
ob- tained from the Animal House of the
Federal University of Santa Maria were
transferred to our breeding colony and
maintained at a 12 h light/dark cycle and
controlled temperature (22 + 2 °C). Animals
had free access to water and commercial food
(GUABI, RS, Brazil) and were handled
according to the guidelines of the Committee
on Care and Use of Experimental Animal
Resources, Federal University of Santa
Maria, Brazil (096/2011).

Exposure to metals

Female Wistar rats were distributed on
a random basis into four exposure groups (12
animals per group): Sal-Sal, Sal-Hg, Zn-Sal
and Zn—Hg. Animals were weighed and sub-
cutaneously (s.c.) injected with 0.9 % NaCl
(saline solution) or ZnCl2 (27 mg/kg).
After 24 h, the animals received saline or
HgClI2 (5 mg/kg) (s.c.). Half of the animals
per group (n = 6) were sacrificed 12 h after
HgCl2 exposure, and the other half 48 h
later (Figure 1). Metals were dissolved in
saline solution and injected at a volume of 1
mL/kg body weight (b.w.). The doses of
ZnCl2 and HgCl2 were selected according
to previous studies performed by Oliveira et
al. (2014b). It has been reported that ZnClI2
in the same dose used in this study caused no
damage to the animals (Franciscato et al.,

2009a).
Metals ex-
posure
i 24 h | 12h | 36h |
12h] I | | -
ZnClor sa-  HgCla or 48 h
line saline . . : f
Biochemical Biochemical
determinations determinations
(N=6/group) (N=6/group)

Figure 1: Protocol of exposure: Metals were
administered at doses of 27 mg/kg ZnCl,
(s.c.) and 5 mg/kg HgCl, (s.c.). Animals were
sacri- ficed 12 h (N = 6) or 48 h (N = 6) after
HgCl, ex- posure for biochemical
determinations.

Tissue preparation
Twelve or forty-eight hours after the
last administration of saline or HgCl2,

animals were weighed and sacrificed by
decapitation. Blood samples were collected
in tubes with- out anticoagulant and
centrifuged at 1,050 g for 10 min to obtain
the serum, which was used for
determination of urea and creatinine levels
and alanine aminotransferase  (ALT)
activity. A portion of the liver was removed
and homogenized in a Tris-HCI buffer (10
mM, pH 7.4) containing 1 mM MgSO4
for the determination of hepatic ALT
activity. For the 8-ALA-D activity assay,
blood was collected in tubes with heparin
and hemo- lyzed in distilled water 1:4 (v/v)
by agitation in ice bath for 10 min. For the
8-ALA-D ac- tivity of tissues and oxidative
parameter de- termination, the kidneys and
liver were quickly removed, placed in ice,
and homog- enized in 5 and 7 volumes of
Tris-HCI buffer (10 mM, pH 7.4) with 10
up-and-down strokes at ~1,200 rpm in a
Teflon-glass ho- mogenizer, respectively.
The homogenate was centrifuged at 3000 g
for 20 min at 4 °C and the supernatant
fraction (S1) was wused for analysis.
Furthermore, a portion of the kidney, liver
and blood was used for determination of
mercury and zinc levels.

Biochemical determinations

0-ALA-D activity

The enzymatic activity was assayed ac-
cording to the method of Sassa, (1982), by
measuring the rate of product (porphobilino-
gen - PBG) formation, as previously de-
scribed (Peixoto et al., 2003). Incubation
was started by adding 200 pL of S1 or
hemolyzed blood and carried out for 30, 60
and 120 min for the kidney, liver and blood,
respectively, at 39 °C. The reaction was
stopped by the addition of trichloroacetic
acid (TCA) 10 % containing HgCl2 0.05
M; PBG was measured with Ehrlich’s
reagent, using the molar absorption
coefficient of 6.1 x 10% for Ehrlich-PBG
salt. The specific enzymatic activity was
expressed as nmol of PBG formed per hour
per mg protein.

26



Determination of total thiol (TSH) and
non- protein thiol (NPSH) levels

Thiol levels from the kidney and liver
were determined as previously described by
Ellman (1959). For non-protein thiol
(NPSH) determination, the protein fraction
of 200 uL S1 was precipitated with 200 puL
of 4 % TCA (viv) followed by
centrifugation (1,050 g, 10 min) and the
supernatant used for analysis. The
colorimetric test was carried out in a 1M
phosphate buffer, pH 7.4. A curve using
glutathione as standard was constructed in
order to calculate the SH in the tissue sam-
pless. TSH and NPSH levels were
expressed as mmol SH per g tissue.

Ascorbic acid levels

Ascorbic acid (AA) determination was
performed as described Roe (1954) with
some modifications. S1 from the kidney and
liver were precipitated in 10 volumes of
cold 4 % TCA solution and centrifuged
(1,050 g, 10 min). An aliquot of the sample
in a final volume of 500 pL of the solution
was incubated for 3 h at 37 °C; afterwards,
500 pL of H2SO4 65 % (v/v) was added
into the medium. The reaction product was
determined using color reagent containing
4.5 mg/mL dini- trophenyl hydrazine and
CuSO4 (0.075 mg/mL). Ascorbic acid
levels were ex- pressed as pg of AA per g
tissue.
Alanine aminotransferase activity

Enzymatic activity was determined by
the Thomas (1998) method, using a
commercial kit in a medium containing
Tris-HCI buffer 55.8 mM pH 7.15, L-
alanine 500 mM,2-Oxoglutarate 15 mM
and NADH 0.18 mM, with 50 pL of serum
or tissue. The spe- cific enzymatic activity
was expressed in se- rum as U per L and in
the liver as U per mg protein.

Creatinine

The estimation of serum creatinine
levels was performed by measuring the
formed  product, creatinine  picrate.
Creatinine was used as standard, utilizing a
Labtest com- mercial kit. The reaction was
conducted in a medium containing picric
acid 20.2 mM and NaOH 145.4 mM at 37
°C with 50 pL of serum. Levels were
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expressed as mg of creatinine per dL of
serum.

Urea

Incubation at 37 °C for 5 min was started
by adding 10 pL of serum sample to a medi-
um containing phosphate buffer 19.34 mM
pH 6.9, sodium salicylate 58.84 mM, sodium
nitroprusside 3.17 mM, and urease (> 12.63
UKIJ/L), using a Labtest commercial kit. The
reaction was stopped by adding oxidant
solution (final concentrations: NaOH 0.07 M
and sodium hypochlorite 3.01 mM), and the
mixture was incubated for 5 min to achieve
color development. Levels were expressed
as mg of urea per dL of serum.

Protein determination

Protein concentrations were determined
by the Coomassie blue method using bovine
serum albumin as standard (Bradford, 1976).

Determination of metal levels

Mercury and zinc levels were determined
by ICP OES using an axial view configura-
tion spectrometer (Spectro Ciros CCD, Spec-
tro Analytical Instruments, Kleve, Germa-
ny). The samples of wet tissue (about 0.25 g
of the kidney and liver and 0.5 mL of blood)
were placed in vials and frozen at -18 °C un-
til analysis. Samples were digested with con-
centrated HNO3 in a water bath (100 °C) for
6 h. After digestion, samples were diluted
with deionized water to 20 mL and metals
were determined by ICP OES. The spectral
lines monitored were 194.227 nm and
184.950 nm for Hg and Zn, respectively.

Statistical analysis

Results were analyzed by one-way analy-
sis of variance (ANOVA) followed by Dun-
can’s multiple range test when necessary.
Results were considered significant when
p <0.05.

RESULTS

Body and tissue weight

Body weight gain and organ weights
are shown in Table 1. One-way ANOVA re-
vealed significant alterations in kidney
weight [F(3,20) = 4.854; p < 0.011], but
not in liver weight and body weight gain of
rats sacrificed 12 h after the intoxication.
Hg- exposed rats presented increase in
kidney weight, which was prevented by



zinc pretreatment. For rats sacrificed 48 h
after mercury exposure, one-way ANOVA
revealed alterations in body weight gain
[F(3,20) = 3,213; p < 0.045] and in
kidney  weight [F(3,20) = 9.054; p <
0.001]. Mercury administration decreased
the body weight gain and increased the
kidney weight. Zinc pre- treatment partially
prevented alterations in body weight gain,
but not in Kidney weight.

o0-ALA-D activity

Figure 2 shows the 3-ALA-D activity
from the kidney (A), liver (B) and blood
(C). Only renal enzyme activity of rats
sacrificed 48 h after intoxication was
significantly al- tered by  treatments
[F(3,20) =  4.624; p < 0.013]; 8-ALA-D
inhibition induced by Hg was prevented by
zinc pre-treatment.

Creatinine and urea levels

Serum creatinine and urea levels are
shown in Table 2. No alterations were ob-
served in urea and creatinine levels when
rats were sacrificed 12 h after mercury
admin- istration. However, after 48 h of Hg
intoxica- tion, a significant increase in
creatinine [F(3,20) = 15.659; p <0.001]
and urea [F(3,20) = 15.069; p < 0.001]
levels was observed. Zinc pre-treatment
partially prevented the Hg effect on
creatinine levels.

Alanine aminotransferase (ALT) activity
Serum and hepatic ALT activities are
shown in Table 2. Only hepatic ALT
activity was altered by treatment in rats
sacrificed 48 h after intoxication
[F(3,20) = 6.375; p < 0.003]. Although
mercury per se did not cause any effects,
hepatic ALT activity was significantly
increased in both groups ex- posed to zinc.
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Figure 2: 6-ALA-D activity from the kidney
(A), liver (B) and blood (C) of rats treated
as de- scribed in the Table 1 legend. Results
were ana- lyzed by one-way analysis of
variance (ANOVA) followed by Duncan’s
post-hoc test: groups fol- lowed by different
letters are statistically different (p < 0.05) and
groups followed by the same let- ters are
statistically equal (p < 0.05). Data are
presented as mean £ S.E.M. (N = 6)
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table 1: Body weight gain and liver and kidney weights of female adult rats treated (s.c.) with
one dose of saline or ZnCl, (27 mg/kg) followed by one dose of saline or HgCl, (5 mg/kg) 24 h
later, and killed 12 or 48 h after HgCl, administration

12h | 48h
Groups ) i ) . . . . .
Weight gain (g)| Kidney (g)| Liver (9) |We|ght gain (9) | Kidney (g) | Liver (9)
Sal-Sal 2.33+3.80 |[1.45+0.05%|6.60+0.302| 5.16+2.54* |1.64+0.08"| 8.39+0.40
Sal-Hg 0.66+252 |[1.73+0.04°|6.43+0.222| -13.16+7.11° [1.93+0.05" | 7.71 + 0.33
Zn-Sal 3.66+270 |[1.45+0.06%|7.78+0.28°| 0.00+3.78% |1.50+0.04*| 8.26 £ 0.55
Zn-Hg 450+1.87 |1.51+0.07°|7.72+0.40°| -1.83+2.88" |1.83+0.05"| 7.43+0.28

Weight gain was calculated using the differences between the body weight in the time of death and in the moment of
mercury treatment. Results were analyzed by one-way analysis of variance (ANOVA) followed by Duncan’s post-hoc
test: groups followed by different letters are statistically different (p < 0.05) and groups followed by the same letters are
statistically equal (p < 0.05). Data are presented as mean + S.E.M. (N = 6).

Table 2: Serum creatinine and urea levels, and serum and hepatic ALT activity of female rats
treated as described in the Table 1 legend.

Creatinine Urea ALT Liver
Groups (mgldL) (mg/dL) ALT Serum (UL) | (yymg protein)
12h
Sal-sal 0.77+0.13 50.00 + 6.31 30.65 + 5.05 248.36 + 36.29
Sal-Hg 1.03 + 0.39 70.32 + 8.33 31.56 + 3.10 322.13 + 39.48
Zn-sal 1.16 + 0.24 81.07 + 12.64 42.23 +7.04 297.67 + 18.48
Zn-Hg 1.32 +0.37 55.28 + 4.70 56.62 + 10.76 370.27 + 47.37
48h
sal-sal 0.51 + 0.06° 43.64 + 4.76° 37.87 + 6.49 135.22 + 18.45°
Sal-Hg 3.90 + 0.54° 178.31  23.54° 28.41 + 7.29 96.72 + 18.36°
Zn-sal 0.40 + 0.04° 48.76 + 4.45° 6179+ 17.82 | 222.14+3487°
Zn-Hg 234+ 0.63° 140.48 + 24.56° | 53.86+2226 | 209.44+19.01°

Results were analyzed by one-way analysis of variance (ANOVA) followed by Duncan’s post-hoc test: groups followed
by different letters are statistically different (p < 0.05) and groups followed by the same letters are statistically equal (p

<0.05). Data are presented as mean + S.E.M. (N = 6).

Ascorbic acid levels

Figure 3 shows the kidney (A) and liver
(B) ascorbic acid levels. Only the renal
ascorbic acid levels from rats sacrificed 12 h
after intoxication presented significant treat-
ment effect [F(3,20) =3.230; p <0.044].
Mercury exposure caused a decrease in renal
ascorbic acid levels; however, zinc pretreat-
ment did not protect this alteration caused by
Hg.

Total thiol (TSH) and non-protein thiol
(NPSH) levels

Total and non-protein SH levels from the
kidney (A, C) and liver (B, D) are shown in
Figure 4. One-way ANOVA exhibited a sig-
nificant treatment effect in total thiol levels

in the Kkidney (A) [F(3,20) = 8.950;
p <0.001] of rats sacrificed 48 h after the
end of HgCl2 exposure. The treatment with
mercury caused a decrease in kidney total
thiol levels, and the zinc pre-treatment did
not prevent this alteration. No alteration was
verified 12 h after mercury exposure.

Kidney, liver and blood mercury and zinc
levels

Mercury and zinc levels are presented in
Table 3. One-way ANOVA revealed a signi-
ficant treatment effect in Hg levels in the
kidney [12 h F(3,8) = 6.812; p <0.014; 48 h
F(3,8) = 12.960; p <0.002] and liver [12 h
F(3,8) =4.672; p<0.036; 48 h F(3,8)
=27.394; p < 0.001]. Animals expo
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Figure 3: Ascorbic acid levels in the kidney (A) and liver (B) of female rats treated as described in
the Table 1 legend. Results were analyzed by one-way analysis of variance (ANOVA) followed by
Dun- can’s post-hoc test: groups followed by different letters are statistically different (p < 0.05)
and groups followed by the same letters are statistically equal (p < 0.05). Data are presented as
mean + S.E.M. (N = 6).
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Figure 4: Total and non-protein SH levels in the kidney (A-C) and liver (B-D) of female rats treated
as described in the Table 1 legend. Results were analyzed by one-way analysis of variance (ANOVA)
fol- lowed by Duncan’s post-hoc test: groups followed by different letters are statistically
different (p < 0.05) and groups followed by the same letters are statistically equal (p < 0.05). Data
are present- ed as mean * S.E.M. (N = 6)
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Table 3: Levels of mercury and zinc in the kidney, liver and blood of female rats treated as
described in the Table 1 legend

Mercury levels | Zinc levels
Groups ) ) ) ]
Kidney (ug/g) | Liver (ug/g) | Blood (ug/g) | Kidney (ug/g) | Liver (ug/g) | Blood (ug/g)
12h
Sal-Sal 0.09 + 0.06% 0.11 +£0.112 | 0.00 £0.00 1755+358 | 37.16 +3.60 | 5.12+0.22
Sal-Hg 96.04 + 18.33"| 3.04 + 0.79" 1.30 £ 0.20 21.48+3.89 | 30.30+1.01| 5.65+0.87
Zn-Sal 1.69 + 0.54° 0.02+0.022 | 0.00+£0.00 | 29.02+3.20 | 39.01+3.37 | 6.33+£0.29
Zn-Hg | 62.31 % 31.21° | 4.94+2.06° 2.08+1.21 17.24 £ 5.07 (60.53+13.48| 7.14+0.12
48h
Sal-Sal 0.09 + 0.06% 0.11 +0.11* | 0.00 + 0.00 1755+358 | 37.16 +3.60 | 5.12+0.22
Sal-Hg | 51.82 10.35" | 12.31 +1.24° 1.15+0.29 29.68 +559 | 43.67+£0.27 | 4.45+1.20
Zn-Sal 0.34 + 0.15°% 0.00 £ 0.00% | 0.00+0.00 25.29+354 | 27.02+3.39 | 485+0.18
Zn-Hg | 46.98 = 11.94° | 9.29 + 2.07" 0.72 £ 0.07 31.32+9.24 | 45.23+491 | 3.72+0.40

For the representation of the control group (Sal-Sal), the same analysis was used in both periods (12 and 48 h). Results
were analyzed by one-way analysis of variance (ANOVA) followed by Duncan’s post-hoc test: groups followed by different

letters are statistically different (p < 0.05) and groups followed by the same letters are statistically equal (p < 0.05). Data are
S.EM. (N =

presented as

mean

+

6).

mercury presented an increase in kidney and
liver Hg levels when compared to the
control group in both periods after exposure.
Zinc pre-exposure did not alter Hg or zinc
levels.

DISCUSSION

The purpose of this research was to
investigate the appearance of the Hg toxic
effect in two intervals (12 and 48 h) after
mercury  exposition.  Moreover,  we
evaluated the preventive effect of zinc
chloride against mercury intoxication.

Mercury treatment caused alterations
in renal weight of female rats both times
after Hg exposure. The precise mechanism
in- volved in this effect is yet unclear.
However, it is known that at a short
period Hg can cause several modifications
in the kidney, such as cellular pathologies in
proximal straight tubules (Homma-
Takeda et al.,1999; Zalups, 2000), which
could be related to the increase of renal
weight (Peixoto et al.,2003). Zinc pre-
treatment prevented renal weight increase
in rats sacrificed 12 h after Hg exposure;
however, at 48 h, the zinc preventive effect
was not statistically significant.

Mercury has high affinity to sulfhydryl

groups, which is an important factor of its
toxicity (Rooney, 2007). Among the Hg

targets, 6-ALA-D is an enzyme that has wide
distribution in organisms (Jaffe, 1995). 6-
ALA-D has sulfhydryl residues susceptible to
binding with Hg (Peixoto et al., 2003; Roza et
al., 2005), thereby, 6-ALA-D is an important
bioindicator of heavy metal exposure
(Oskarsson and Fowler, 1985). In fact, the
renal enzyme was inhibited 48 h after
exposure, probably because kidneys are the
primary target of inorganic mercury
accumulation (Zalups, 2000). Twelve hours
after intoxication, we verified a light decrease
in this enzyme activity induced by Hg.
Although renal uptake and accumulation of
Hg occurs quickly (Zalups, 2000) and 12 h
after Hg exposure the renal levels are high,
the action of Hg on kidneys was not sufficient
to cause a significant inhibition in 6-ALA-D
activity. However, this alteration caused by
Hg becomes visible in 24 h (Oliveira et al.,
2014b) along with this inhibition persisting
for 48 h after exposure. Notably, zinc
preexposure prevented J-ALA-D activity
inhibition. Previously, we had demonstrated
the protection by zinc in young and adult rats
exposed to mercury (Favero et al., 2014;
Franciscato et al., 2011; Oliveira et al.,
2014b; Peixoto and Pereira, 2007). The
preventive effect of Zinc seems to be
associated with its ability to induce
metallothionein syntheses (Peixoto et al.,
2003, 2007b), which are detoxification



proteins able to sequester toxic metals
(Romero-Isart and Vasak, 2002).

Creatinine and urea are the main indica-
tors of acute renal damage (Edelstein, 2008),
revealing increased levels in the blood in cir-
cumstances of renal function damage (Ravel,
1997). Serum creatinine levels are common-
ly accepted to measure renal function in clin-
ical practice, concerning the glomerular fil-
tration rate (Stevens and Levey, 2005). In
regards to these renal markers of toxicity,
our study showed an increase in creatinine
(around 7.6 times) and urea (4 times) levels
in serum of rats sacrificed 48 h after Hg ex-
posure. This result agrees with previous
studies of our research group (Franciscato et
al., 2011; Oliveira et al., 2014b; Peixoto and
Pereira, 2007) reinforcing inorganic mercury
as a nephrotoxic agent. Zinc pre-exposure
prevented partially the increase in creatinine
levels, appointing better renal condition
when compared to the mercury group.

The determination of ALT activity is a
biochemical parameter commonly used as a
marker of hepatic damage (Liu et al., 2008).
In this study, we verified that the activity of
this enzyme in the serum and liver was not
altered in either period analyzed after expo-
sure. This result suggests the absence of
hepatotoxicity and agrees with other studies
that presented similar results using another
model of Hg exposure (Oliveira et al.,
2014b; Peixoto and Pereira, 2007). However,
other parameters are required in order to dis-
card this possibility. The pre-treatment with
zinc caused an increase in hepatic ALT ac-
tivity in rats sacrificed 48 h after Hg intoxi-
cation. Nonetheless, this alteration does not
define a condition of hepatotoxicity, given
that serum levels remain unchanged.

Considering the high affinity of Hg by
sulthydryl groups and the effects that it
causes in several components of the antioxi-
dant system (Clarkson, 1997; Farina et al.,
2003), in addition to excessive formation of
free radicals (Pal and Gosh, 2012), some
studies have associated the toxic effects of
this metal to stress oxidative (Boujbihaa et
al., 2009; Agarwal et al., 2010). Regarding
the endogenous non-enzymatic antioxidant
system, it is important to highlight the ascor-
bic acid, which is a water-soluble antioxidant
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of fast action (Jiraungkooskul and Sa-
haphong, 2007), as well as non-protein thiols
(Apel and Hirt, 2004). In the present study,
we verified a decrease in renal ascorbic acid
levels caused by Hg exposure in rats sacri-
ficed 12 h after intoxication. When these
levels are analyzed in a longer period after Hg
exposure, such as 24 h (Oliveira et al., 2014b)
or 48 h, no alteration is found. On the other
hand, kidney total thiol levels are decreased
48 h after intoxication in animals that
received mercury. Thus, the decrease of
ascorbic acid levels may be related with the
consumption of this antioxidant in the first
moment of intoxication, headlining a change
in the antioxidant profile consumed after-
wards.

As for mercury deposition, rats exposed
to Hg presented an accumulation in the
kidneys and liver, and zinc pre-exposure did
not alter this accumulation. It is known that
zinc  induces metallothionein  synthesis
(Peixoto et al., 2003, 2007b), and this protein
binds to mercury, reducing its availability and
effects (Dabrio et al., 2002). Thus, we suggest
that despite the high Hg levels found in the
kidney, the metal may be partially in inactive
forms, due to binding to metallothioneins.
Furthermore, the level of Hg found in the
liver was not enough to cause hepatic damage
considering the parameters analyzed.

CONCLUSION

In conclusion, these results show that
mercury causes different alterations in the
two periods studied. Rats sacrificed 12 h after
mercury exposure did not present significant
alterations in most of the parameters
analyzed. However, in a longer period after
exposure, 48 h, mercury caused changes in
almost all parameters analyzed. The zinc
pre-treatment showed altered by mercury
exposure
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CONCLUSOES

Podemos concluir que apos a exposicdo ao mercurio alteragdes mais brandas

séo vistas 12 horas apds a exposi¢cdo e alteracbes mais acentuadas periodo maior,

48 horas; e o pré-tratamento com Zn evitou varios dos danos causados:

O aumento do peso renal foi verificado em ambos os periodos analisados
e o0 ganho de peso foi diminuido apenas 48 horas apds a exposi¢do ao Hg.
A prevencéo pelo zinco foi total sobre o efeito causado nos rins 12 horas, e

parcialmente sobre o ganho de peso 48 apos a exposi¢ao ao Hg.

InibicAo da atividade da &-ALA-D renal foi verificada apenas 48 horas

apos a exposicao ao Hg;

Aumentos dos niveis séricos de ureia e creatinina foram verificados
apenas 48 horas apés a exposicdo ao Hg. O zinco preveniu parcialmente a

alteracdo sobre os niveis de creatinina;

Os niveis de acido ascorbico renal foram diminuidos pela exposicdo ao
mercurio apenas nas ratas analisadas apds 12 horas, e os niveis de tiois

totais diminuiram apdés 48 horas;

Os niveis de mercurio ficaram aumentados no figado e rins dos animais
analisados em ambos os periodos apds a exposicdo ao Hg. O zinco néo

alterou esses niveis nem os niveis de zinco dos tecidos.
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6. APENDICE — CONSIDERACOES GERAIS

Para melhor visualizacdo da discussdo, estdo reunidos nessa tabela os
resultados do presente trabalho juntamente com os relatados anteriormente por
Oliveira et al. (2014).

Tabela 1: Efeito da administracdo de uma dose de ZnCl, (27mg/Kg) ou salina,
sucedida apds 24 horas por uma dose de HgCl, (5mg/kg) ou salina em ratas Wistar
mortas 12, 24 ou 48 horas apés a administracdo de Hg sobre diferentes para@metros

analisados.

Parametro 12 horas 24 horas 48 horas
Hg Zn Zn/Hg Hg Zn Zn/Hg Hg Zn Zn/Hg

Pesos

Ganho de peso - - - - - - l P P
Rim 1 - - - - - i - i
Figado - 1 1 . - . - - -

Atividade da
8-ALA-D

Rim [ - - - ! - lp ! - -
Figado - - - ! - - - - -
Sangue - - - - - - - - -

Creatinina

Sérica [ - - R - T 1 1 - P

Ureia

Sérica | - - - [ 1 3 T | 1 - :

ALT

Sérica - - - - - - -
Hepatica - - - - - - - 1 1

Acido Ascorbico

Rim ! - ! - - - - - -
Figado - - - - - - - - -

Ti6is Totais

Rim - - - - - - i - i
Figado - - - - - - - -

Tiois ndo
Proteicos

Rm | - - - - - - - - -
Figado - - - - 1 - - - -

Niveis de metal
Hg

Rim 1 - 1 nd nd nd 1 - 1
Figado 1 - 1 nd nd nd 1 - 1
Sangue - - - nd nd nd - -

Zn

Rim - - - nd nd nd - - -
Figado - - - nd nd nd - - -
Sangue - - - nd nd nd - - -

Simbologias: - ndo houve alteracdo, 1 aumento da atividade/niveis comparado aos
niveis do controle, | reducdo da atividade/niveis comparado aos niveis do controle,

p alterag&o parcial comparado aos niveis do controle, nd ndo dosado.
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Tomando os resultados em conjunto como mostrados na tabela 1 temos uma
espécie de curva de tempo, onde podemos analisar os efeitos da exposicao de ratas
Wistar ao cloreto de mercurio, assim como o possivel efeito preventivo do zinco em
parametros analisados nos periodos de 12, 24 e 48 horas apds a exposicdo ao
HgCl..

O tratamento com mercurio induz no ganho de peso, ainda que nao
significativo. Observa-se uma ligeira queda a 12 horas, a qual aumenta a 24 horas
apos a exposicdo ao Hg e apresenta-se acentuada no maior periodo (48 horas).
Essa diminuicdo do ganho de peso pode indicar uma debilidade dos animais ja& em
um primeiro momento apols a intoxicacdo. Nesse parametro, o pré-tratamento com
zinco previne parcialmente essa diminuicdo no ganho de peso, especialmente
guando analisado 48 horas apoés a intoxicacdo com Hg, podendo ser relacionado a
uma melhora na condi¢cdo geral do animal. Quanto as alteracdes referentes aos
pesos teciduais, ha um aumento efetivo do peso renal quando analisado 12 horas
apos a exposicdo ao Hg, seguindo tendéncia no periodo intermediario, mantendo-se
até 48 horas. O rim é o alvo primario da intoxicacéo por este metal. Além de ser um
orgdo altamente perfundido e exposto a xenobidticos (AU, 2004), a nefrotoxicidade
causada pelo mercurio deve-se, em parte, ao fato de que sua excrecdo € realizada
principalmente via urina (FOWLER, 1992). Mesmo em um curto periodo de tempo,
sabe-se que o mercurio pode induzir varias modificagcbes danosas aos rins, como
patologias celulares nos tubulos proximais (ZALUPS, 2000), as quais podem levar a
infiltracdes no tecido, elevando assim o peso do 6rgdo. Provavelmente por uma acao
mais curta do Hg, consequentemente com danos mais leves, somente no periodo de
12 horas a administracdo prévia de zinco previne esse efeito. Apesar do mercurio
nao ter alterado o peso do figado dos animais, a administracdo de zinco, per se ou
seguida de Hg, eleva o peso do 6rgdo nos animais mortos no periodo de 12 horas.

Mesmo em um rapido intervalo de acdo do mercurio, provavelmente por
serem 0s alvos primarios no que diz respeito ao acumulo e expressao da toxicidade,
os rins j& indicam uma inibicdo da atividade da 8-ALA-D quando analisada 12 horas
apos a intoxicacdo por esse metal, vindo a ser significativa em ambos periodos
posteriores (24 e 48 horas). O zinco previne esta alteracao ja no tempo de 24 horas,
chegando aos niveis do controle quando observado 48 horas apds a exposi¢cdo ao
Hg. A enzima &-ALA-D é uma proteina octamérica quem contém em sua estrutura
oito grupamentos sulfidrilicos (DESSYPRIS, 1998; TSUKAMOTO, et al., 1980). Esta
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composicdo confere a enzima uma alta afinidade com metais divalentes
(SCHEUHAMMER, 1987), sendo amplamente utilizada como marcador de
exposicdo a estes. Tais metais quando ligados aos grupos —SH enzimaticos,
influenciam diretamente a ativacéo [a exemplo do zinco (BERNARD & LAUWERYS,
1987; NELSON, 1981)] ou inibicdo [chumbo, cobre, cadmio, mercurio (RENDON-
RAMIREZ et al., 2007; GIODA et al., 2007; PEIXOTO et al., 2004; FRANCISCATO
et al., 2011; PEIXOTO et al., 2003; 2007) da atividade catalitica. Apesar do papel do
zinco na estabilidade da enzima ndo ser totalmente entendido, sabe-se que esta
possui um sitio de ligacdo para o zinco de fundamental importdncia para a
manutencdo de sua estrutura (DENT et al.,, 1990). Uma vez que o mercurio &
administrado e encontra-se nos rins, este pode deslocar os atomos de zinco desses
sitios, ligando-se entdo a eles, consequentemente modificando sua estrutura e
inativando a enzima. Uma suplementacdo de zinco via administracdo prévia de
ZnCl,, aumentaria a disponibilidade deste metal, competindo com o Hg e evitando
este deslocamento, justificando assim a prevencéo apresentada pelos animais pré-
tratados.

O HgCl, é conhecido como um potente agente nefrotoxico que induz
variacdes na taxa de filtracdo glomerular, alterac6es funcionais no fluxo plasmatico
renal e lesBes nos tlbulos proximais (GIRARDI & ELIAS, 1991). Seu efeito no
aumento dos niveis seéricos de ureia e creatinina verificados anteriormente em
diversos trabalhos do nosso grupo de pesquisa (PEIXOTO & PEREIRA, 2007;
FRANSCISCATO et al.,, 2011) se confirmam nos resultados aqui apresentados,
afirmando a acdo toxica deste metal sobre os rins também para este modelo
experimental. De fato, a exposicdo ao mercurio eleva os niveis séricos de ureia e
creatinina quando analisados 24 e 48 horas apds a exposicdo, confirmando uma
tendéncia mostrada desde o primeiro momento. Tanto a ureia quanto a creatinina
sdo metabdlitos naturalmente excretados pelos rins. Assim, 0 aumento desses
marcadores no sangue dos animais esta diretamente relacionado a falhas renais
(RAVEL, 1997), provocadas aqui pela exposi¢cdo ao Hg. O pré-tratamento com zinco
previne parcialmente apenas o aumento dos niveis de creatinina verificados nos
animais analisados no periodo de 48 horas, indicando uma amenizacéo da condicéo
renal.

Em relac@o a possivel hepatotoxicidade do mercurio, avaliada neste trabalho

através da dosagem da atividade sérica e hepatica da enzima ALT, esta nao €
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confirmada, uma vez que a administracdo do metal ndo provoca alteracées em
nenhum dos periodos analisados. Por outro lado, quando analisado 48 horas apoés a
exposicdo ao Hg, o tratamento com zinco, per se ou seguido de Hg, mostra uma
elevacdo da atividade hepatica desta enzima. Este resultado ndo era esperado, uma
vez que trabalhos anteriores do grupo ndo mostram uma inibicdo da enzima por
esse metal (OLIVEIRA et al., 2014; PEIXOTO & PEREIRA, 2007). Além disso, testes
in vitro revelam que mesmo altas concentragcdes do metal (100uM) levam a uma
inibicdo enzimatica (MORAES SILVA et al., 2012), conflitando ainda mais com o
resultado deste estudo. Apesar deste comportamento, esta alteracdo nao define
uma condicdo de hepatotoxicidade, dado que 0s niveis séricos permanecem
inalterados.

Acido ascorbico, tidis totais e n#do proteicos fazem parte do sistema
antioxidante endégeno ndo enzimatico. Estes atuam na tentativa de neutralizar as
espécies reativas através de interagbes diretas, bloqueando reacdes prejudiciais
(YAO et al.,, 2011). Nos presentes resultados, o mercario provoca uma inibicdo
apenas nos niveis de acido ascorbico dos rins dos animais analisados 12 horas apos
a exposicdo ao Hg. Por outro lado, os niveis de tidis totais apresentam-se
diminuidos por este metal somente no maior periodo de acdo do Hg (48 horas),
apesar de ja se mostrar ligeiramente menores nos tempos mais curtos. Sabe-se que
o acido ascérbico € um antioxidante amplamente distribuido, solavel em agua, e de
rapida acdo (JIRAUNGKOOSKUL & SAHAPHONG, 2007). Os niveis diminuidos de
acido ascérbico apresentados no tempo de 12 horas podem ser justificados com um
primeiro consumo deste. Em um periodo mais longo, o retorno aos niveis normais
pode estar relacionado a um mecanismo de compensacao. Quanto aos tidis totais,
esse resultado, além de confirmar a alta afinidade do Hg com os grupamentos —SH,
pode-se supor uma mudanca de perfil antioxidante, onde em um primeiro momento
(12 horas) a inibicdo pelo mercurio ocorre nos niveis de acidos ascorbico enquanto
que num periodo mais longo a inibicAo ocorre no conteado de tiois, com
consequente recuperacao do primeiro parametro.

Quanto aos niveis de mercurio e zinco, apenas os niveis de Hg mostraram-se
elevados apods a exposicdo ao mesmo. Em ambos os periodos analisados (apenas
12 e 48 horas apds a exposi¢do ao Hg) verificou-se um acumulo de mercario nos
rins e figado. Além disso, apesar de ndo significativo estatisticamente, todos os

animais que receberam mercurio mostraram niveis do metal no sangue, indicando
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uma quantidade circulante de Hg. O pré-tratamento com zinco nao alterou o
acumulo de mercurio em ambos os tecidos. Apesar disso, sabe-se que 0 zinco € um
potente indutor da sintese de metalotioneinas (PEIXOTO et al., 2003; PEIXOTO et
al.,, 2007). Estas sdo proteinas detoxificantes, que agem na eliminacdo e
neutralizagdo de metais, ligando-se a eles, reduzindo a disponibilidade e assim seus
efeitos toxicos (CHAN et al., 2002; DABRIO et al., 2002). Quando realizamos a
dosagem dos niveis de metal, analisa-se num todo, ndo levando em conta a forma
em gue este se encontra. Assim, sugere-se que, apesar dos niveis elevados de Hg
encontrados nos rins e figado, o metal pode estar parcialmente em formas inativas
devido a acdo quelante das metalotioneinas. Estas séo proteinas detoxificantes, que
agem na eliminacdo e neutralizacdo de metais, ligando-se a eles, reduzindo a
disponibilidade e assim seus efeitos toxicos (CHAN et al., 2002; DABRIO et al.,
2002). E, além disso, o zinco é um potente indutor da sintese de metalotioneinas
(PEIXOTO et al., 2003; PEIXOTO et al., 2007). Isso pode ser relacionado ao fato de
gue mesmo em niveis semelhantes, os animais que receberam mercurio, mas foram
pré tratados com zinco, apresentam menores alteracdes nos parametros analisados

do que aqueles que receberam apenas mercurio.
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