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EXTRATO DE SEMENTE DE SYZYGIUM CUMINI (L.) SKEELS REDUZ
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AGUDA AO METILMERCURIO EM RATOS NEONATOS
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O metilmercurio (MeHg) € um agente toxico potente tanto para o sistema nervoso
central como para o renal. Provoca danos nos seres humanos e em ratos,
particularmente durante o estagio de desenvolvimento. Neste estudo, ratos em
desenvolvimento (P2) receberam uma dose Unica de MeHg (10 mg/kg), por via oral
e/ou duas doses do extrato aquoso de sementes de Syzygium cumini (L.) Skeels
(Scc). Apos dois dias (P4), foram investigados os efeitos deste tratamento no cortex
cerebral, hipocampo, rim, figado e urina. Observamos que a atividade da N-acetil--
d-glicosaminidase (NAG) nos rins e na urina foi maior no grupo que recebeu MeHg,
quando comparado com o grupo controle. Da mesma forma, os niveis de
peroxidacao lipidica foram maiores no figado e rim e a atividade da adenosina
deaminase (ADA) encontrou-se elevada no hipocampo, rins e figado, nos ratos
tratados com MeHg. Estes resultados indicam que o aumento da atividade da NAG e
da ADA, bem como 0s niveis das espécies reativas ao acido tiobarbitlrico (TBARS),
desempenham um papel importante como marcadores de nefrotoxicidade causada
pelo MeHg. Assim, o achado mais relevante na nossa investigacao foi a de que o
tratamento agudo com MeHg em ratos neonatos pode provocar nefrotoxicidade e a
administracdo do Scc pode reverter estes efeitos provavelmente devido as
propriedades antioxidantes de Scc.

Palavra-chave: Metilmercario; Syzygium cumini; N-acetil-B-d-glucosaminidase;

ratos; Adenosina deaminase.
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Methylmercury (MeHg) is a potent neuro and nephrotoxicant in several animal
species including humans, particularly during their development. The purpose of this
study was to investigate the effects of aqueous seed extract of Syzygium cumini (L.)
Skeels (Scc) on the acute MeHg treatment in neonatal rats. Neonatal rats (P2)
received orally a single dose of MeHg (10 mg/kg) and also two doses of Scc. After
two days, the effects of this treatment were investigated in the cerebral cortex,
hippocampus, kidney, liver and urine samples of rats. We observed that N-Acetyl-3-
d-glucosaminidase (NAG) activity in the kidney and urine was higher in MeHg-group
when compared with the control group. Similarly, the lipid peroxidation levels were
higher in the liver and kidney as well as the Adenosine deaminase (ADA) activity
increased in the hippocampus, kidney and liver. These results indicate that increased
NAG and ADA activities, as well as thiobarbituric acid reactive species (TBARS)
levels may play a critical role in MeHg nephrotoxicity. The most relevant finding in our
investigation was that acute MeHg treatment in neonatal rats caused liver and renal
impairment and Scc was able to prevent such effects. It appears that mechanisms

related to scavenging activity of Scc could be involved with its protection effect.

Key words: Methylmercury; Syzygium cumini; N-Acetyl-B-d-glucosaminidase; rat;

adenosine deaminase
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APRESENTACAO

Os resultados que fazem parte desta dissertacao estao apresentados sob a
forma de artigo, o qual se encontra no item ARTIGO CIENTIFICO. As sec6es
Materiais e Métodos, Resultados, Discussdo dos Resultados e Referéncias
Bibliograficas, encontram-se no proprio artigo e representam a integra deste estudo.

Os itens DISCUSSAO E CONCLUSOES, encontrados no final desta
dissertacdo, apresentam interpretacdes e comentarios gerais sobre o artigo cientifico
contido neste trabalho.

As REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS referem-se somente as citacbes que
aparecem nos itens INTRODUCAO, REVISAO BIBLIOGRAFICA, DISCUSSAO e
CONCLUSOES desta dissertacao.



1. INTRODUCAO:

O mercurio (Hg) € um metal que em temperatura ambiente é liquido e
inodoro. O Hg apresenta trés formas diferentes: elementar (Hg®), inorganicos (Hg** e
Hg'®) e compostos organicos (metilmercurio, etiimercirio e fenilmercdrio)
(GOLDMAN E SHANNON, 2001). Dentre os compostos de mercuario organico, o
metilmercurio (MeHg) € o mais toxico, muito mais que a forma metalica, e é
responsavel pelos danos mais importantes a saude observados em humanos (AMIN-
ZAKI et al., 1974). E interessante observar que os efeitos toxicos da exposi¢do ao
MeHg s&o maiores nos organismo em desenvolvimento do que nos de adultos
(SAKAMOTO et al., 1993; 2004).

A adenosina deaminase (ADA) (E.C 3.5.4.4), enzima que catalisa a converséo
da adenosina a inosina, esta presente em quase todos os vertebrados, e no homem
€ encontrada principalmente nos linfécitos onde estd diretamente relacionada a
ativacdo dessas células. Possui um papel importante no sistema imune, alta
atividade nos linfécitos T e macrofagos (GORGUNER et al., 2000).

A N-Acetyl-B-d-glucosaminidase (NAG) (E.C. 3.2.1.30), é uma enzima
lisossomal, normalmente excretada em baixas quantidades na urina pelo processo
normal de exocitose (BAZZI et al., 2002; PRICE, 1992). A NAG esta presente em
altas concentracdes nas células tubulares proximais do rim (HORAK et al., 1981).
Desta forma, o aumento na excrec¢ao urindria de NAG € um dos mais sensiveis
marcadores de dano renal (BOSOMWORTH et al., 1999; NORDBERG et al., 2009)
sugerindo que a injuria celular encontra-se nos tubulos proximais, sendo assim esta
enzima é também considerada um bom pardmetro para determinar o inicio da
rejeicao de rins transplantados (BASTURK et al., 2006; HULTBERG et al., 1990).

O Syzygium cumini (L.) skeels [synonym: Eugenia jambolona (Myrtacea)]
(Scc) conhecido popularmente como jamboldo apresenta propriendades
hipoglicémicas, antiinflamatorias, antipiréticas e antioxidantes (MORESCO et al.,
2007).

Desse modo, considerando que o MeHg pode desencadear alteragcbes sobre
a ADA e a NAG e que Scc apresenta propriedades antioxidantes e antiinflamatorias,

este trabalho teve como objetivo estudar o efeito da administragdo do extrato aquoso
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de semente de Scc em animais tratados com MeHg sobre a atividade da NAG, ADA
e sobre 0s niveis de espécies reativas ao acido tiobarbittrico (TBARS).



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Mercurio

O mercurio (Hg) (é) considerado um poluente ambiental de alto risco a saude
humana, sendo, por isso, um dos metais mais bem estudados. Entre os metais, o Hg
€ 0 Unico que é encontrado no meio ambiente em varias formas fisicas e quimicas.
O Hg é um metal que na temperatura ambiente é liquido e inodoro, apresenta trés
formas diferentes: elementar (HgP), inorganicos (Hg** e Hg*?) e compostos organicos
(metilmercurio, etilmercurio e fenilmercurio) (GOLDMAN E SHANNON, 2001).

Os efeitos biolégicos deste metal e seus derivados sdo extremamente
variados. E um produto perigoso quando inalado, ingerido ou em contato, causando
irritacdo na pele, olhos e vias respiratérias. Descargas industriais, queima de carvao
e petréleo, mineracado, produtos quimicos, cosméticos e tintas, sdo fontes potenciais
de intoxicacdo por mercuriais (AUCOTT et al., 2003; BETSINGER et al., 2000). O
mercurio elementar € encontrado em termbémetros, termostatos, amalgamas
dentarias, tinta latex e eventualmente na atmosfera no estado de vapor. O mercurio
inorganico (sais de mercuario) é encontrado em cosmeéticos, laxantes, diuréticos e
anti-sépticos. Entretanto, a forma mais toxica e freqiente de exposicdo, se da pelos
compostos organicos, os quais podem ser encontrados em peixes contaminados,
pesticidas, fungicidas, inseticidas e timerosal (utilizado como conservante em
vacinas) (PATRICK, 2002).

A toxicidade dos mercuriais provoca danos em Varios sistemas tais como o
cardiaco, renal, gastrointestinal, imune e especialmente no sistema nervoso central
(SNC). Entre os sintomas apresentados ap0s a intoxicagdo por mercuriais estao:
tremores, depressédo, ansiedade, gosto de metal na boca, dentes moles com
inflamacdo e sangramento nas gengivas, ins6nia, falhas de memoria e fraqueza
muscular, nervosismo, mudancas de humor, agressividade, dificuldade de prestar
atencdo e até deméncia (AUCOTT et al., 2003). A absor¢cédo de sais de mercurio
pode ser fatal, por poder causar ulceracdo gastrointestinal e hemorragia, podendo
também ser acumulado nos rins levando a Sindrome Nefrotica. A exposicdo ao Hg

pode proporcionar o desenvolvimento de diversas doencgas neurodegenerativas, tais


http://pt.wikipedia.org/wiki/Depress%C3%A3o
http://pt.wikipedia.org/wiki/Dente
http://pt.wikipedia.org/wiki/Inflama%C3%A7%C3%A3o
http://pt.wikipedia.org/wiki/Gengiva
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como esclerose lateral amiotrofica, doenga de Alzheimer, esclerose multipla e
doenca de Parkinson (CHUU et al., 2007; ROONEY, 2007). Particularmente, o cortex
cerebral e cerebelo sdo vulneraveis a exposicao deste metal provocando necrose
focal e destruicdo das células gliais (COSTA et al., 2004).

No ar, o Hg encontra-se ligado a agua e deposita-se nos mananciais
aquaticos. Os microorganismos aquaticos e os sedimentos do oceano podem
converter mercurio elementar em compostos organicos de Hg (por exemplo, o
MeHg), que pode entdo acumular-se nos peixes entrando na cadeia alimentar
(GOLDMAN E SHANNON, 2001), conforme demonstrado na figura 1, o ciclo do Hg
no meio ambiente. Acredita-se que a quantidade global de Hg emitida no ambiente
devido a atividade humanas seja de 2.000 a 3.000 toneladas/ano conforme a
Organizacdo Mundial de Saude (MICARONI et al., 2000; WHO, 1991) e emissoes
mundiais de Hg na atmosfera foram estimados em 2.200 toneladas/ano (FERRARA
et al., 2000).

ApoOs a exposicdo ao metal, 0 mesmo € absorvido pelo trato gastrointestinal e
ao chegar a circulacdo sanguinea, o mercurio € oxidado formando compostos
sollaveis, 0s quais se combinam com proteinas do plasma e com os eritrocitos. Desta
forma, eles sédo distribuidos para os tecidos, depositando-se principalmente nos rins,
figado, sangue, cérebro, ossos e pulmdes (GOLDMAN E SHANNOM, 2001). O
MeHg liga-se aos grupos sulfidrilas existentes nas proteinas dos seres humanos
(MICARONI et al., 2000; OSA, 1994).
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Harmem
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Figure 1. Esquema do Ciclo de Intoxicacéo do Mercurio - disponivel em
http://www.areaseq.com/toxicos/mercurio.html;



http://www.areaseg.com/toxicos/mercurio.html
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Figura 2. Esquema do Ciclo de Intoxicacéo do Mercurio - disponivel em
http://gnesc.sbqg.org.br/online/gnesc12/v12a0l.pdf

Hg° — Mercurio elementar; Hg (Il) ou Hg+2 — Mercurio Inorgéanico; CHzHg — Metilmercurio; O, — Oxigénio
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2.2. Metilmercurio

O MeHg é a forma organica de mercurio mais conhecida, pois € a que
predomina no meio ambiente. Geralmente, o MeHg encontrado no ambiente é
formado através da acdo de microorganismos, os quais metilam o mercurio
elementar presente na 4gua, solo ou ar. O consumo de peixe é uma das principais
formas de exposicdo ao mercurio organico pelo homem (ASCHNER et al., 2007;
CARVALHO et al., 2008).

O primeiro caso relatado na literatura de intoxicagdo de MeHg ocorreu em
1950 na Baia de Minamata—Japédo, quando os dejetos de uma indudstria quimica
contaminou peixes que foram consumidos em grande parte pela populagéo local.
Houve 41 mortes, e pelo menos 30 casos de lesdo cerebral profunda em recém-
nascidos de maes que ingeriram peixes contaminados durante a gestacdo. Outro
caso relatado na literatura ocorreu na zona rural do Irague em 1970, onde
agricultores e seus familiares ingeriram pao caseiro feito a partir de sementes de
trigo contendo MeHg. Cerca de 6.000 pessoas foram hospitalizadas, porém, estima-
se que cerca de 40.000 individuos possam ter sido envenenados (CLARKSON,
2002; GOLDMAN E SHANNOM, 2001). Outros casos ocorreram nas llhas Faroé
(GRANDJEAN et al., 1997) e nas llhas Seychelles (MYERS et al., 2003), onde
mulheres gravidas consumiram peixe contaminado.

O MeHg atravessa facilmente a barreira hemato-encefélica e a placenta, além
de aparecer no leite materno e concentrar-se nos rins e SNC (SHANKER et al.,
2005; YIN et al., 2007).

2.2.1. Absorgao, Metabolismo e Excrecéo

A maioria dos compostos organicos de Hg é facilmente absorvida por
ingestédo, inalagcéo e através da pele. Em geral, compostos de mercuario organico séo
soltveis em lipidios, e cerca de 95 % do MeHg ingerido apartir do consumo de peixe
contaminado, por exemplo é absorvido no trato gastrointestinal, embora o local exato
de absorcdo nao seja conhecido. Uma vez no organismo, ele rapidamente se

converte em um complexo protéico, mantendo grande mobilidade através dos
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tecidos animais. Sua lipossolubilidade facilita a sua passagem através dos tecidos
(CERNICHIARI et al., 1995).

O MeHg é distribuido a todos os tecidos e este processo leva cerca de 30
horas. Cerca de 5% € encontrado na circulacdo sanguinea e 10%, no cérebro.
Noventa por cento do MeHg é excretado através das fezes. O MeHg esté presente
no corpo como um complexo solavel em &gua, ligado principalmente com os
grupamentos tidis do atomo de enxofre (CLARKSON et al., 2002), e atravessa a
barreira hemato-encefalica complexado com L-cisteina formando uma molécula
semelhante a metionina.

O MeHg é absorvido pela placenta e armazenado no cérebro fetal em
concentracfes que excedem 0s niveis sanguineo materno (0s niveis no cérebro fetal
sdo cerca de 5-7 vezes maior que os do sangue materno) (CLARKSON, 2002;
PATRICK, 2002). Apés o MeHg € liberado pelas células complexado com a
glutationa reduzida (BALLATORI E CLARKSON, 1985; OSAWA E MAGOS, 1974;
PATRICK, 2002), sendo degradado no ducto biliar em forma de complexo com uma
L-cisteina. Somente 10% do MeHg € eliminado através dos rins e o restante retorna
através da circulagcédo entero-hepatica ou é desmetilado pela microflora no intestino e
sistema imunolégico, sendo que a maior parte de MeHg é eliminado do corpo por
desmetilagcdo e através das fezes na forma inorganica (CLARKSON, 2002;
PATRICK, 2002).

O MeHg também se acumula no cabelo, onde a concentracdo € proporcional
as concentracfes encontradas no sangue, mas sao cerca de 250 vezes superior no
cabelo, e também sé&o proporcionais as concentracdes do tecido-alvo (SNC). Cabelo
e sangue sao utilizados como indicador biolégico para o MeHg no cérebro adulto e
fetal (neste caso, cabelo da mae ou sangue do corddao umbilical). A meia-vida do
MeHg varia de um tecido para o outro, mas geralmente é de 45-70 dias
(CLARKSON, 2002).

2.2.2. Toxicidade

A exposicdo aguda ao MeHg provoca incoordenacdo motora, parestesia,
ataxia, surdez, tremor muscular, coma e até morte (AMIN-ZAKI et al., 1974;
GODMAN E SHANNON, 2001).
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A Intoxicacdo crbnica por MeHg provoca disturbio da sensibilidade nas
extremidades, parestesia, ataxia, disartria, surdez, constricdo do campo visual,
fraqueza muscular (CHANG et al., 2008), irritabilidade, falta de memdria, ansiedade,
depressdo (OZUAH, 2000), disturbios de coordenacédo e equilibrio e sinais motores
que simula a esclerose lateral amiotréfica (CHUU et al., 2007; CLARKSON E
STRAIN, 2003) e também parece aumentar o risco para doencga cardiovascular. De
fato, filhos de maes contaminadas durante a gestacdo apresentaram um aumento na
presséao arterial (PATRICK, 2002).

O MeHg apresenta diferencas na toxicocinética e toxicodindmica no cérebro
em desenvolvimento, visto que acumula-se mais no cérebro fetal que no materno.
No cérebro em desenvolvimento, o MeHg é toxico para o cortex cerebral e o
cerebelo, devido a fatores intrinsecos do cérebro, causando necrose focal da
destruicdo de neurbnios e células gliais (DREIEM et al., 2005) e exibe diferentes
efeitos em relacdo ao SNC maduro. No cérebro adulto, a intoxicacdo por MeHg
danifica as chamadas zonas primarias do coOrtex cerebral, afeta o campo visual, vias
auditiva, sensoriais somaticas e cortex motor. Também atinge o hipocampo e o
cerebelo, causando uma intensa perda de neurdnios nestas regides do cérebro (DO
NASCIMENTO et al., 2008; STEUERWALD et al., 2000).

Varios mecanismos tém sido propostos para explicar os efeitos neurotdxicos
do MeHg. Entre eles incluem-se o dano mitocondrial, inducdo de estresse oxidativo,
interrupcdo da homeostase do célcio intracelular, interrupcdo da funcéo
neurotransmissora, inibicdo dos receptores do acido gama-aminobutirico (GABA), a
inibicdo da captacdo de glutamato e apoptose/necrose (ASCHNER et al., 2007,
BELLE et al., 2009; DO NASCIMENTO et al., 2008; FERRARO et al., 2009;
MORETTO et al.,, 2005; SHANKER et al., 2005; WAKABAYASHI et al., 1995). A
conversdo de MeHg em mercurio inorganico ocorre nas celulas fagocitarias do
figado ou nas células astrogliais do cérebro (CLARKSON, 2002). O mercurio
inorganico tem sido encontrado como o principal forma de Hg no tecido cerebral em
humanos fatalmente exposto a MeHg (PATRICK, 2002).

O figado é um 6rgao de grande importancia tendo em vista suas diferentes
funcdes: metabolismo, excrecdo, secrecdo, armazenamento, protecao, circulacao e
coagulacdo sanguinea. Dentre as funcgbes citadas, uma das mais relevantes
consiste na funcdo de desintoxicacdo, através do sistema microssomal de

biotransformagé&o de xenobidticos (sistema citocromo P-450 ou CYP) (MOTTA et al.,
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2002). Estudos tém demonstrado a exposicdo a diferentes metais pesados
causando danos ao tecido hepatico (BORGES et al., 2008; MISHRA E FLORA,
2008). O figado pode ser um 6rgdo alvo importante para a toxicidade do MeHg
(BRAGADIN et al., 2002; DIAZ et al., 2001). Um dos mecanismos propostos para
explicar a toxicidade do MeHg é devido ao estresse oxidativo, devido a sua alta
afinidade com os tidis enddégenos, resultando na deple¢cédo de glutationa (GSH), um
importante antioxidante intracelular (FRANCO et al., 2009). MeHg diminui os niveis
da GSH e glutationa peroxidase (GSHPx) no tecido hepatico, provocando
peroxidacgéo lipidica e morte celular (ASHOUR et al., 1993; LIN et al., 1996). O MeHg
inicia um processo de peroxidacdo lipidica, o qual pode produzir alteracdo nas
membranas celulares (FURST E RADDING, 1998).

Além disso, o MeHg induz a abertura do poro de transicdo da permeabilidade
na mitocondrias de figado de ratos e este fendmeno representa um importante
mecanismo molecular responsavel pela morte celular (BRAGADIN et al., 2002). Em
células hepaticas, o MeHg forma complexos sollveis com a cisteina e a glutationa,
gue sdo secretados na bile e reabsorvido no trato gastrointestinal (CLARKSON et
al., 2007).

Pouca evidéncia foi estabelecida a respeito dos efeitos de baixo nivel de
exposicdo ao MeHg na fungao renal em humanos, embora alguns estudos em
animais prova que o MeHg induz a toxicidade renal (ATSDR, 1999; NATIONAL
RESEARCH COUNCIL, 2000). Foram observadas em ratos e camundongos apos
exposicao em longo prazo ao MeHg: nefropatia crénica, degeneragcao epitelial dos
tubulos proximais e fibrose intersticial (MITSUMORI et al., 1990).

Vérios estudos reportam que quantidades significativas de Hg se acumulam
nos rins apos a exposi¢cao as formas organicas de mercurio (BRIDGES E ZALUPS
2005; MAGOS et al., 1985; MCNEIL et al., 1988; ZALUPS et al., 1992) sugerindo
gue o mercurio organico é oxidado a mercurio inorganico, antes e/ou apos a sua
entrada nas células epiteliais dos tubulos renais. No entanto, o nivel de acumulacao
€ muito menor do que a que ocorre apds a exposicdo a formas inorganicas ou
elementares do mercurio. Depdsitos de mercurio inorganico foram encontrados ao
longo do segmento dos tubulos proximais nos rins de ratos e camundongos tratados
com formas organicas de mercurio (MAGOS et al., 1985; RODIER et al., 1988).
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2.3. Adenosina deaminase

Adenosina deaminase (ADA, adenosina aminohidrolase, EC 3.5.4.4) é uma
enzima envolvida no metabolismo de nucleotideos de purina. A ADA catalisa a
desaminacdo hidrolitica irreversivel da adenosina (Ado) a inosina e 2'-
desoxiadenosina (dAdo) em 2'-desoxinosina (IBIS et al., 2007; IWAKI-EGAWA et al.,
2004; POSPISILOVA et al., 2007) (Figura 2 e 3). A ADA esta presente em plantas,
bactérias (LUPIDI et al., 1992), invertebrados (AIKAWA et al., 1977), vertebrados
(MA et al., 1968), mamiferos (LUPIDI et al., 1992), e humanos (DADDONA 1981).
Esta enzima estd presente em todos os tecidos humanos, altos niveis séo
encontrados no sistema linféide (linfonodos, bago e timo) (CHECHIK et al., 1981,
VAN DER WEYDEN E KELLEY, 1976). Nos linfocitos a ADA esta diretamente
relacionada a ativacdo dessas células (IBIS et al., 2007). Possui um papel
importante no sistema imune, alta atividade nos linfécitos T e macrofagos
(GORGUNER et al., 2000). A ADA tem sido objeto de consideravel interesse devido
ao seu papel na manutencao dos niveis de adenosina, intra e extracelular. Além de
sua localizacéo intracelular classica, a ADA também esta presente como uma ecto-
enzima (Ecto-ADA) na superficie de muitos tipos celulares incluindo linfocitos e
neurdnios (FRANCO et al., 1997).

A ADA estd presente em todos os tipos celulares, mas a quantidade de
enzima difere extensamente entre os tecidos. A ADA é essencial para a proliferacéo,
maturacdo e diferenciacdo de linfécitos (TURHAN E DERE, 2007). No cérebro a
ADA ocorre principalmente no citosol, podendo ser encontrada também em
neurdnios e sinaptossomas (FRANCO et al., 1998).

A adenosina € liberada durante os insultos metabolicos ou traumaticos nos
animais e humanos, exercendo no cérebro uma acdo neuroprotetora, atuando
através de quatro receptores (Al, A2A, A2B e A3), acoplados a uma glicoproteina.
(FREDHOLM et al., 2005).

A ADA também pode ser encontrada associada a superficie externa de
células do SNC, e a sua atividade no SNC é mais proeminente na glia, tendo sido
também encontrada em sinaptossomas e vesiculas sinapticas (RATHBONE et al.,
1999).
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Adenosine
deaminase

FIGURA 3. Estrutura tridimensional da ADA. As imagens sdo formadas apartir de dados reportados por WILSON et. al.
(1991). A imagem a direita apresenta o sitio ativo no centro da estrutura, e as cadeias laterais polares e ndo polares estédo
representadas em rosa e amarelo respectivamente (FRANCO et al., 1998).
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(FRANCO et al., 1998).
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2.3.1. Isoformas da ADA

Conhece-se duas isoenzimas distintas da ADA, ADAL1 e ADA2 (CRISTALLI et
al., 2001; VAN DER WEYDEN E KELLEY, 1976). A ADAL1 existe em duas formas
moleculares principais: um mondmero de peso molecular 33.000 KDa (forma
pequena) e um dimero-complexado com proteinas com peso molecular total de
280.000 KDa (forma grande) (CRISTALLI et al., 2001; IWAKI-EGAWA et al., 2004).
A isoenzima ADA1 é encontrada em todas as células, especialmente em linfocitos e
monaocitos, e 0s seus niveis de atividade sdo relativamente elevados no timo e
duodeno, ja no figado sua atividade foi de mais de 500 vezes menor (VAN DER
WEYDEN E KELLEY, 1976). Nos eritrécitos, encontra-se somente a forma menor da
isoenzima ADAL, e nos tecidos como figado, rins e intestino, encontra-se ambas as
forma da isoenzima ADAL e ADA2 (IWAKI-EGAWA et al., 2004).

ADA2 existe somente como um monémero com peso molecular de 100.000
(CRISTALLI et al., 2001). A isoenzima ADA2 esta presente principalmente em
monaocitos, macrofagos (GOURGUNER et al., 2000), e em pequenas quantidades
no soro (POSPISILOVA et al., 2007) e no plasma (CRISTALLI et al., 2001; IWAKI-
EGAWA et al., 2004; VAN DER WEYDEN E KELLEY, 1976).

A ADA ndo é apenas uma enzima citosolica, mas pode ser encontrado
também como um ecto-enzima (Ecto-ADA) (CIRUELA et al., 1996; FRANCO et al.,
1998). A ecto-ADA é responsavel por controlar os niveis de adenosina extracelulares
(FRANCO et al., 1997). Além disso, é relatado que a ADA liga-se a superficie de
células de linfécitos T através do complexo ADA-proteina (ADA-CP) (MORRISON et
al., 1993; NAGY et al., 1996), que também € conhecido como Dipeptidil Peptidase 1V
(DPPIV) ou CD26 (BLANCO et al.,, 1998). CD26 cliva peptideos com Prolina ou
Alanina na posicdo 2, incluindo diversos hormonios, neuropeptideos e citocinas
(HEGEN et al., 1990; ULMER et al., 1990).

Nos seres humanos, um defeito congénito da ADAl acarreta a sindrome
hereditaria de imunodeficiéncia combinada severa (SCID), que se caracteriza pela
auséncia de células T funcionais e de células B em individuos afetados (PACHECO
et al., 2005). Esta deficiéncia genética da ADA em humanos provoca uma grave
linfopenia, resultando em SCID durante a infancia (HERSHFIELD, 2000).

Outro papel importante desempenhado pela ADA relaciona-se ao fato de que

sua atividade encontra-se elevada em doencas caracterizada pela proliferacdo de
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linfcitos T e € um marcador inespecifico de ativagéo de células T (IBIS et al., 2007).
Alteracdo desta enzima também tem sido observada na sindrome da
imunodeficiéncia adquirida (AIDS), tuberculose, meningite bacteriana, leishmaniose,
pneumonia, hepatites virais, algumas leucemias, anemia hemolitica hereditéaria,
congénitas, anemia hipoplasica de Diamond e Blackfam, na artrite reumatoide,
esclerose mudltipla, miastenia grave, IUpus eritematoso sistémico, Sindrome de
Down, doenca de Parkinson e angina de peito (CRISTALLI et al., 2001).

A dosagem da atividade da ADA no liquido pleural (LP) e no liquido
cefalorraquidiano (LCR) é um método sensivel e especifico para o diagnéstico de
tuberculose, peritonite infecciosa, mononucleose infecciosa, febre tiféide, sinusite,
meningite e AIDS (TITARENKO et al.,, 2006) e seu uso rotineiro pode reduzir a
necessidade de realizacdo de biépsias pleural na abordagem inicial de um derrame
pleural (KAISEMANN et al., 2004).

2.4. N-Acetil-B-d-glucosaminidase

A N-Acetil-B-d-glucosaminidase (2-acetamido-2-deoxi-B-D-glucoside
acetamidodeoxiglucohidrolase, (NAG) EC 3.2.1.30), com massa molecular de 130
KDa, € normalmente excretada em baixas quantidades na urina pelo processo
normal de exocitose (BAZZI, et al., 2002; PRICE, 1992). A NAG esta presente em
altas concentracdes nas células tubulares proximais do rim (HORAK et al., 1981).
Devido ao seu peso molecular (130KDa), € uma molécula que nédo sofre o processo
de filtracdo glomerular. Desta forma, 0 aumento na excrecdo urinaria de NAG € um
dos mais sensitivos marcadores de dano renal (BOSOMWORTH et al., 1999;
NORDBERG et al., 2009), sugerindo que a injuria celular encontra-se nos tubulos
proximais, sendo assim um bom parametro para determinar o inicio da rejeicdo de
rins transplantados (BASTURK et al., 2006; HULTBERG, et al., 1990).

A NAG apresenta quatro isoenzimas, sendo as mais importantes as isoformas
A presente no compartimento intralisossomal e solavel na urina que € normalmente
secretada por exocitose (GIBEY et al., 1984) e B ligada a membrana lisossomal e
excretada na urina durante dano tubular (MANDIC" et al., 2005). Suas isoenzimas
representam um parametro muito importante na deteccdo de lesdes renais na

pratica clinica. As alteracdes na atividade da NAG urinarias sao indicadores do efeito
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de nefrotoxicidade de diversas substancias como: solventes organicos,
medicamentos (OBATOMI e PLUMMER, 1995), metais como o chumbo, manganés
(BAIRATI et al., 1997), cadmio (JIN et al., 1999), Hg (DJURDJIC" et al., 1992;
MANDIC” et al., 2005) e doencas glomerulares como a nefropatia diabética (PEREZ-
BLANCO, 1997).

Na exposicdo ao MeHg, a NAG urinaria é freqlientemente usada como
marcador de dano tubular renal, especialmente para a avaliacdo nefrotoxica da
exposicao ocupacional ao mercurio inorganico ou vapor de mercurio (ELLINGSEN et
al., 2000; LANGWORTH et al., 1992).

Em doencas glomerulares, a analise das isoenzimas da NAG demonstra que
0 aumento na excrecdo urinaria desta enzima € devido a um aumento na liberacdo
de células tubulares renais e ndo do aumento da filtracdo através da parede lesada
dos capilares glomerulares (BAZZI et al., 2002). A andlise da atividade da NAG
pode ser verificada com uma Unica amostra urinéria, pois h& (a) pouca excrecao da
NAG diurna (b) a variacdo da concentracdo urinaria pode ser minimizado com a
relacdo da atividade NAG urinaria com a concentracdo de creatinina na urina, (c)
atividade da NAG urinaria ndo aumenta em presenca de colbnias de bactérias na
urina e (d) a atividade da NAG é geralmente normal em individuos com proteinuria
postural (HORAK et al., 1981).

2.5. Espécies reativas

O balanco entre substancias pré-oxidantes e antioxidantes € crucial para a
sobrevivéncia e funcionamento dos organismos aerébicos. Um desequilibrio
favorecendo pro-oxidantes e/ou desfavorecendo antioxidantes € denominado
estresse oxidativo sendo potencialmente nocivo (SIES, 1986; THOMAS, 1994).

As espécies reativas de oxigénio (EROS) e as de nitrogénio (ERNS) estdo
envolvidas em importantes processos patologicos. As principais EROs distribuem-se
em dois grupos, as radicalares (BARATA et al., 2005) e as ndo-radicalares (SIES,
1997). Os passos intermediarios da reducao do oxigénio consistem na formacao do
radical anion superoéxido, peroxido de hidrogénio e radical hidroxila correspondendo
aos passos de reducao por um, dois e trés elétrons, respectivamente (HALLIWELL E
GUTTERIDGE, 1999) (Figura 4).
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Figura 5. Formacao de Espécies Reativas de Oxigénio através da reducdo do oxigénio (Adaptado de
NORDBERG E ARNER, 2001).

As EROs sdo produzidas durante a fungdo celular normal de células
aerObicas e, além disso, elas podem ser geradas como consequéncia do
metabolismo intracelular de compostos exdgenos. A excessiva producéo intracelular
desses oxigénios intermediarios interfere na integridade de varias biomoléculas
como as proteinas (STADTMAN, 2000), lipidios (YLA™-HERTTUALA, 1999) e DNA
(MARNETT, 2000) (Figura 5), modulando, assim, as vias de transducao de sinal, e
em geral, a funcdo celular normal (BRENNEISEN et al., 2005). Devido a isso, 0
estresse oxidativo tem sido implicado em véarias doencas como doencas
cardiovasculares, neurodegenerativas, cancer, bem como no processo de
envelhecimento (KOVACIC E JACINTHO, 2001; VALKO et al., 2007), por induzir
danos no DNA mitocondrial e por outros mecanismos (CADENAS E DAVIES, 2000;
FINKEL E HOLBROOK, 2000; NORDBERG E ARNER, 2001).

Mercurio € conhecido por induzir a formagédo de ROS, morte celular e danos
ao DNA (ASCHNER et al., 2007; GROTTO et al., 2009). Ha uma série de estudos
sobre estresse oxidativo e o papel protetor de enzimas antioxidantes contra
neurotoxicidade do MeHg. Em fatias de cortex cerebral de ratos exposto ao MeHg
houve um aumento da formacédo de ROS (ROOS et al. 2009). Além disso o MeHg

também pode induzir a geracdo de peréxido de hidrogénio e diminuir viabilidade
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mitocondrial em mitocondrias isoladas de cérebro de camundongos
(FRANCO et al. 2007).

Dentre os lipidios, os acidos graxos poliinsaturados sao 0s mais sensiveis ao
ataque das EROs (LUSHCHAK E BAGNYUKOVA, 2006). O processo de
peroxidagdo lipidica influencia na fluidez da membrana e na integridade das
biomoléculas associadas com a membrana (ALMROTH et al., 2005). A intensidade
da peroxidacdo lipidica pode ser avaliada de acordo com o0s niveis dos produtos
primarios ou ainda com os produtos finais da peroxidacdo, como por exemplo, as
substancias reativas ao acido tiobarbitarico (TBARS) (ESTERBAUER, 1993;
HALLIWELL E GUTTERIDGE, 1999; RICE-EVANS et al., 1991).
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2.6 Syzygium cumini (L.) Skeels:

As plantas medicinais sdo importantes fontes de drogas potencialmente
terapéuticas (COX E BALICK, 1994). O Syzygium cumini (L.) Skeels (Scc) (sin.
Eugenia jambolana Lam. Syzygium jambolanum DC) é uma planta originaria da
india, conhecida popularmente como Jambol&o, e pode ser encontrado em diversos
estados do Brasil, incluindo Minas Gerais, Rio de Janeiro, Rio Grande do Sul e S&o
Paulo (BRAGANCA, 1996) (Figura 6). A planta possui em seus constituintes 0s
flavonodides, as saponinas, os acidos graxos, o tanino, o eugenol, a antimielina e os
triterpenos. Todas as partes da planta sé&o utilizadas para fins medicinais e tem
grande tradicdo na medicina alternativa (SIANI et al., 2000). Apresenta propriedades
hipoglicémicas (OLIVEIRA et al, 2005), antiinflamatorias, antipiréticas,
hipolipidémicas e antioxidantes (STANLEY et al., 2003). Diferentes componentes
como sementes, casca, fruta e o chi preparado com as folhas, tém sido utilizados
em diversos paises (TEIXEIRA et al., 2006). O extrato de sementes de Scc € usado
para tratar tosse, frio, febre e problemas de pele tais como erupc¢fes cutaneas e da
boca, garganta, intestinos e Ulceras do trato geniturinario (infectados por Candida
albicans) (CHANDRASEKARAN E VENKATESALU, 2004).

Muita atencao tem sido voltada a atividade de antioxidante naturais presente
em frutas e vegetais, pois estes componentes podem reduzir o nivel de estresse
oxidativo (HASSIMOTTO et al.,, 2005). Prince et al. (2003) constataram que a
administracdo oral do extrato aquoso das sementes de jamboldo por seis semanas

causou a diminuicdo significativa dos lipidios e TBARS no cérebro de ratos

diabéticos.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Chandrasekaran%20M%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstract
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Figura 7 - Syzygium cumini (L.) Skeels (Scc) (sin. Eugenia jambolana Lam. Syzygium jambolanum

DC) disponivel em http://www.medicinaisplantas.com/2009/10/plantas-medicinais-oliva-azeitona.html



http://www.medicinaisplantas.com/2009/10/plantas-medicinais-oliva-azeitona.html

3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

Tendo em vista que o metilmercurio afeta o rim, o figado e o SNC, e o
Syzygium cumini (L.) skeels pode afetar os efeitos provocados pelo o metilmercurio,
este trabalho teve como objetivo investigar o0s efeitos do extrato aquoso de
sementes de Syzygium cumini (L.) skeels sobre a atividade da NAG, ADA e a

lipoperoxidacdo em ratos neonatos apés a exposi¢cao ao MeHg.
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3.2. Objetivos especificos

Em ratos neonatos:

e Determinar a atividade da ADA em cortex cerebral, hipocampo, figado e rim.

e Avaliar a atividade da NAG urinéria e renal.

¢ Investigar o indice de lipoperoxidacédo, através da determinacdo de TBARS no
tecido hepético, renal, cortex cerebral e hipocampo.

¢ Investigar o efeito de extrato aquoso de sementes de Scc sobre a atividade da
NAG, ADA e a lipoperoxidacao.



4. METODOS E RESULTADOS

Os resultados que fazem parte desta dissertacdo estdo apresentados sob a
forma de manuscrito, o qual se encontra aqui organizado. Os itens Materiais e
Métodos, Resultados, Discussdo dos Resultados e Referéncias Bibliograficas
encontram-se no proprio artigo. O artigo esta disposto da mesma forma que esta

sendo submetido para publicacdo na Revista Toxicological Sciences.
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Abstract:

Methylmercury (MeHg) is a potent neuro and nephrotoxicant in several animal species
including humans, particularly during their development. The purpose of this study was to
investigate the effects of aqueous seed extract of Syzygium cumini (L.) Skeels (Scc) on the
acute MeHg treatment in neonatal rats. Neonatal rats (P2) received orally a single dose of
MeHg (10 mg/kg) and also two doses of Scc. After two days, the effects of this treatment
were investigated in the cerebral cortex, hippocampus, kidney, liver and urine samples of rats.
We observed that N-Acetyl-B-d-glucosaminidase (NAG) activity in the kidney and urine was
higher in MeHg-group when compared with the control group. Similarly, the lipid
peroxidation levels were higher in the liver and kidney as well as the Adenosine deaminase
(ADA) activity increased in the hippocampus, Kidney and liver. These results indicate that
increased NAG and ADA activities, as well as thiobarbituric acid reactive species (TBARS)
levels may play a critical role in MeHg nephrotoxicity. The most relevant finding in our
investigation was that acute MeHg treatment in neonatal rats caused liver and renal
impairment and Scc was able to prevent such effects. It appears that mechanisms related to

scavenging activity of Scc could be involved with its protection effect.

Key words:

Methylmercury; Syzygium cumini; N-Acetyl-p-d-glucosaminidase; rat; adenosine deaminase.
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1. Introduction

Methylmercury (MeHg) is a ubiquitous, environmentally hazardous chemical, which is
bioaccumulated through the food chain which also increases human risk of poisoning
(Castoldi et al., 2008; Costa et al., 2004; Clarkson, 1997). MeHg may be ingested through
gastrointestine and distributed around the body, but its preferential target is the central
nervous system (CNS), especially during the developing stage (Clarkson, 1997). Of special
importance, is the fact that the infants are more susceptible to MeHg as they would be more
easily exposed to MeHg through the consumption of human milk (Bjornberg et al., 2005) and
their nervous systems are still under development (Aschner et al., 2009; Costa et al., 2004;
Rice and Barone, 2000; Sakamoto et al., 1998).

The MeHg-exposed individuals exhibit severe forms of neurological disease which
include a collection of cognitive, sensory, and motor disturbances (Clarkson and Strain, 2003;
Takeuchi et al., 1979). Furthermore, nephrotoxicity and gastrointestinal toxicological effects
have been reported. Following exposure to MeHg, significant accumulation of mercuric ions
occurs along renal proximal tubules. Thus, when the burden of mercury exceeds the capacity
of proximal tubular epithelial cells to cope, cellular degeneration and necrosis ensues (Zalups
and Bridges, 2009). Consequently, toxicological studies have focused on the mechanism
responsible for the effects of MeHg. In fact, MeHg induces the glutamate uptake inhibition
(Liu et al., 2009; Moretto et al., 2005), the increase the influx of intracellular Ca2+ and also
the production of reactive oxygen species (ROS) (Liu et al., 2009; Mori et al., 2007; Stringari
et al., 2008). Moreover, the neurotoxicity of MeHg may result from a number of interferences
with critical processes in the cells, e. g., mitochondrial activity, cell membrane properties, or
cytoskeletal integrity (Castoldi et al., 2001; Moretto et al., 2004; Sanfeliu et al., 2003).

It is well established that adenosine modulates the proliferation, survival and apoptosis of
many different cell types (Jacobson et al., 1999; Wardas, 2002). The enzyme responsible for
the degradation of endogenous adenosine to its inactive metabolite inosine is Adenosine
deaminase (ADA). It is important in the acute and protracted inflammatory responses (Conlon
and Law, 2004; Desrosiers et al., 2007). A particular importance of normal level of ADA
activity for T-cell development is demonstrated dramatically by the fact that a genetic
deficiency of the enzyme in humans is associated with a form of severe combined
immunodeficiency disease (SCID). The lymphospecific toxicity that results is thought to be

due largely to the accumulation of the ADA substrate 2’-deoxyadenosine and its subsequent
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conversion to dATP which inhibits ribonucleotide reductase, a key enzyme in DNA synthesis
(Cohen et al., 1978; Hirshhorn, 1995).

In spite of this role for ADA, it stimulates the release of excitatory amino acids through a
mechanism that is independent of adenosine depletion (Cristalli et al., 2001). In addition to it,
ADA abnormalities have been reported as bacterial meningitis, viral hepatitis, rheumatoid
arthritis, multiple sclerosis, among others (Cristalli et al., 2001; Kaya et al., 2007; Titarenko et
al., 2006).

N-acetyl-p-D-glucosaminidase (NAG: EC 3.2.1.30) is a lysosomal enzyme present in high
concentrations in renal proximal tubular cells. The increasing urinary NAG excretion is one of
the most sensitive markers of renal disease and the cell injury is in the renal proximal tubules
(Bosomworth et al., 1999; Nordberg et al., 2009).

Currently, plants and/or their isolated compounds have received new attention, mainly
protective effects in relief of diseases (Bhat et al., 2008; Brito et al., 2007). In this context,
Syzygium cumini (L.) Skeels (Scc) is a well-known plant because of its several
pharmacological actions, such as anti-inflammatory, antioxidant, antidiabetic, among other
actions (Migliato, et al., 2006; Prince et al., 2004; Veigas et al., 2008). The particular
importance in this matter is the fact that the Sc leaf extract protected rats from the
hepatotoxicity induced by carbon tetrachloride (Moresco et al., 2007). Despite that, the effects
of Scc extract are still unclear.

There are few studies in the literature on Scc effects on the heavy metal toxicity.
However, an improvement of cell viability in rat hepatocytes was observed (Veigas et al.,
2008). Taking that into account, the aim of this study was to investigate whether the treatment
with Scc could attenuate the effects MeHg-induced on the ADA activity, TBARS production
in the brain (the cerebral cortex, hippocampus), liver and kidney and NAG activity (in the

kidney and urine) in neonatal rats.
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2. Materials and methods

2.1 Chemicals

Methylmercury (I1) chloride was obtained from Aldrich Chemical Co (98% of purity;
Milwaukee, WI). N-acetyl-p-d-glucosaminidase (NAG) and thiobarbituric acid reactive
substances were obtained from Sigma. All other chemicals were of analytical grade and

obtained from standard commercial suppliers.

2.2. Plant material and aqueous seed extract of Syzygium cumini (L.) Skeels preparation

The seeds of Syzygium cumini were collected fresh locally, and they were cleaned,
dried and powdered. Eighty (80 g) grams of the seed powder were extracted with 400 mL of
distilled water for 1 h under reflux as described by Prince et al. (1998). The extract was

lyophilized and store at — 20 C until further use. The yield of the extract was 6.2 % w/w.

2.2.1. HPLC characterization of the extract

Chromatographic analyses were carried out in isocratic conditions using RP-Cig
column (4.6 mm x 250 mm) packed with 5 um diameter particles. The mobile phase was
methanol-acetonitrile-water (40:15:45, v/v/v) containing 1.0% acetic acid. The flow rate was
0.8 mL/min, injection volume 20 ul and the wavelength 257 nm. The mobile phase was
filtered through a membrane filter 0.45 um and then degassed by an ultrasonic sound before
use. The solutions of standards (rutin, kaempferol, chlorogenic acid and gallic) were prepared
in the same mobile phase of HPLC to the standard curve in the concentration range of 0.0125
to 0.200 mg/ml. The chromatographic peaks were confirmed by comparing its retention time
with those of reference standards and quantification was performed by peak integration using
the external standard method. The calibration curve for chlorogenic acid was: Y = 30153x —
214576 (r = 0.9998), the curve of gallic acid was: Y = 16324x — 661582 (r = 0.9967), and the
curve of rutin was: Y= 19217x — 16949 (r = 1). All chromatographic operations were

performed at room temperature and in triplicate.
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2.3.  Experimental design

The study was in accordance with the guidelines of the Ethics Committee for Animal
Research of the Federal University of Santa Maria which approved the experimental protocol
(23081.007418/2007-75).

Rats Wistar 2 days of age (P2) were obtained from our own breeding colony. Animals
were kept in separate animal rooms, on a 12-h light: 12-h dark cycle, at a room temperature,
and with free access to food and water.

Four groups of rats were administrated orally for one day with:

G1) NaCl 0,9% (n=10), as the control group, with the aid of a Microman pipette (Gilson
Medical Electronics) according to Sakamoto et al. 2004 method.

G2) MeHg (10mg/Kg - in this group about 30% of the treated animals died; n = 10).

G3) Pups received only Scc (0.9 mg/kg) orally and second dose 12 hours later. The doses
were given according to Moresco et al. (2004).

G4) Soon after the MeHg administration, pups received Scc orally and a second dose 12 hours
later, as described in G3. Then they were sacrificed two days after the final administration
(P4).

2.4 Sample preparation

Wistar rats were euthanized and their brains were promptly removed and hippocampus
and cerebral cortex, liver and kidney of neonatal (P4) were carefully separated and processed
as described previously (Bellé et al., 2009; Robic, 1995) with some modifications. All the
procedures described above were performed at 0" — 4’ C. A urinary sample was withdrawn by
direct puncture of the bladder during euthanasia, with the aid of a syringe with modifications

according to Kavlock et al. (1981).

2.5. Thiobarbituric acid reactive species (TBARS) levels

The tissues were homogenized in 10 fold volume of 10 mM Tris-HCI buffer solution
pH 7.4. The homogenates were centrifuged at 1000 x g for about 10 min. Lipid peroxidation
levels were measured as thiobarbituric acid reactive species (TBARS) levels by a
modification of the method of Buege and Aust (1978).
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2.6. Enzymatic assays

2.6.1. N-acetyl-p-d-glucosaminidase activity (NAG)

The NAG is added to an enzyme reaction mixture that consists of a substrate (p-
nitrophenyl-N-acetyl-B-D-glucosaminide) dissolved in sodium citrate buffer (pH 4.4). During
incubation at 37 °C for 15 minutes, enzymatic hydrolysis of the substrate liberates p -
nitrophenylate ion. The reaction is stopped by adding 2-amino-2-methyl-1-propanol (AMP)
buffer (pH 10.25), and the reaction product is measured by spectrophotometry at 405 nm. The
urinary NAG activity is proportional to the absorbance of the liberated p —nitrophenylate ion,

after correction of absorbance of a urine “blank™ sample (Horak et al., 1981)

2.6. 2. Adenosine deaminase determination

Tissue ADA activities were estimated spectrophotometrically by the method of Giusti,
(1974) which is based on the direct measurement of the ammonia produced when AD acts in
excess of adenosine. Results were expressed as units per g protein in the tissue, and calculated

as mean * standard deviation. All samples were assayed in duplicate.

2.7. Statistical analysis

Statistical differences among groups were analyzed by one-way analysis of variance,
followed by Tukey’s multiple range test when appropriate. Differences were considered

statistically significant when p<0.05.
3. Results
3.1. NAG activity in the kidney and the urine
We observed that NAG activity in the kidney and the urine was higher in MeHg-group
when compared to the control group. The urine of neonates which received Scc had a

decrease in the NAG activity after MeHg-treatment (Figure 2B). However, the administration

of Scc did not altered the effects caused by MeHg in the neonatal rats kidney (Figure 2A).
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3.2. TBARS levels in the hippocampus, cerebral cortex, kidney and liver

Our experiments showed that TBARS levels did not have an effect in the hippocampus
and cerebral cortex of neonate rats MeHg-treated when compared to the control group (Table
1). In contrast, the TBARS levels were higher in the kidney and in the liver when compared
with the control group and the administration of Scc completely prevented MeHg-induced

only in the renal tissue (Figure 3 B, C).

3.3. ADA activity in the hippocampus, cerebral cortex, kidney and liver

ADA activity increased in the hippocampus, but did not change in the cerebral cortex
(Table 1). Meanwhile, in the kidney and the liver, we observed the increase of ADA activity.
However, in the liver, the administration of Scc could not avoid the increase of ADA activity.
While in the kidney of MeHg group that received the Scc, this increase of ADA activity was
prevented (Figure 4 B, A).

Furthermore, Table 2 shows that MeHg caused a significant decrease in the body
weight gain, in the weight of the hippocampus and the cerebral cortex at the end of the
treatment when compared to the control group (one-way ANOVA, followed by the Duncan
multiple range test, P <0.05). The administration of Scc did not affect the weight loss in the
body and in the hippocampus and the cerebral cortex which were weighed after the MeHg-
treatment. Whereas Scc was able to avoid the weight loss in the liver and in the kidney of the

MeHg group.

3.4. Chemical characterization of the extract

HPLC fingerprinting of the aqueous seed extract Scc showed an elution diagram when
the peaks were grouped into three regions based on the UV absorption profile. These regions
showed typical patterns of UV absorption, supporting the presence of gallic acid (1),
Kaempherol (2), chlorogenic acid (3) and rutin (4) in Scc (Figure 1), in the concentrations of
2,632%, no quantified, 0,0568% and 0,0841%, respectively. Molecular structures are shown
in Figure 1. Therefore, HPLC analysis revealed that hydrolyzable tannins (galic), flavonoids
(rutin) and phenolic are the major components of the extract. The results are similar to other
studies (Alberton et al., 2001; Damasceno et al., 2002; Mahmoud et al., 2001; Migliato et al.,
2006; Sharma et al., 2003; Timbola et al., 2002).
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4. Discussion

The results of this study show that the acute treatment with MeHg affected all tissues
analyzed. First, both urinary/renal NAG activity increased, but in urine of the group treated
with Scc, this effect was not observed. Also, in the kidney of the MeHg group, TBARS levels
and ADA activity increased when compared with the control group, and the administration of
Scc prevented this effect.

Second, in relation to the liver, both TBARS levels and ADA activity increased, but
the administration of Scc significantly attenuated only these effects on the TBARS levels.
Third, in both the cerebral cortex and hippocampus we did not observe this effect in TBARS
levels. However, ADA activity increased only in the hippocampus of the MeHg group when
compared with the control group, and in the MeHg group, Scc did not cause any effect.

The kidneys serve to maintain fluid and electrolyte homeostasis by adapting renal
excretion to bodily needs. Besides the systemic neurohumoral control, primary local
mechanisms are important for renal function and integrity (Vallon, 2008). Significant amounts
of mercury may accumulate in the kidneys after exposure to organic forms of mercury
(Prickett et al., 1950; Norseth and Clarkson, 1970; Magos et al., 1985). Furthermore, the
elimination of heavy metals in animals and human subjects are nephrotoxic as numerous
studies have documented (Magos et al., 1985; McNeil et al., 1988; Zalups et al., 2004). The
mechanisms of MeHg-induced renal toxicity have not been exactly established yet. The
increased release of lysozomal enzyme NAG, after MeHg oral administration causes rapid
biochemical effects at the distal tubule level. This way, the results obtained in the present
study reveal a renal impairment. In fact, the significant increase observed in the levels of
TBARS and in the urinary excretion and renal NAG as well as in the ADA activity indicate
the occurrence of tubular cell injury in MeHg-treated rat kidneys.

The most relevant finding in our investigation was the effects observed on the NAG
and ADA activity. These two enzymes may be considered as the indicators of renal tubular
dysfunction and of DNA catabolism. These high enzyme activities may indicate that there
might be possible cell and nucleic acid destruction due to MeHg toxicity in renal tissue.
Changes in the ADA activity may modify the local concentration of adenosine, and as a
consequence, they influence the effects of adenosine actions. As elegantly reviewed by
Fredholm (2007) and Jacobson et al., (1999), Wardas (2002), Abbracchio and Ceruti (2007),
adenosine is an important modulator. Adenosine downregulation in the inflammatory and

immune responses in injured tissues plays a crucial role in the beneficial effects induced by
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this nucleoside. Therefore, these results may indicate that the pathogenesis of MeHg toxicity
is closely related to the adenosine metabolism, and that ADA plays a key role in this model.
Scc administration in the present study significantly attenuated the increase of the ADA and
NAG activities of the renal tissue. These data indicate that the presence of increased NAG and
ADA activity may be an important factor in the process of free radical generation in MeHg-
induced renal damage.

Prince et al., 1998 showed that the Scc contains a free radical-scavenging activity, and
the decreased levels of TBARS show that Scc reverts the formation of lipid peroxyl radicals
in a number of tissues, thereby protecting them. As being evidenced by chemical
characterization of the extract, rutin, which is one of the major representatives of flavonoids
present in the extract, has scavenging activity and antioxidant capacity (Gong et al., 2009;
Korkmaz and Kolankaya, 2009). Thus, rutin could be responsible for the Scc effects.

Liver has one of the highest antioxidant enzyme activities in the body and is involved
in major detoxification functions (Mahesh et al., 2009). MeHg has been shown to exit from
liver cells into bile as a complex with glutathione on the endogenous carriers for glutathione
(Ballatori and Clarkson, 1982, 1985; Osawa and Magos, 1974). It has been known that the
inability of the neonatal liver to excrete MeHg into the bile, which is a key step for its
elimination in adults (Ballatori and Clarkson, 1982). Although, both TBARS levels and ADA
activity increased in the liver, we observed that only these effects on the TBARS levels were
reverted by the administration of Scc. The main compounds present in the Scc (gallic acid,
chlorogenic acid and rutin) can be responsible by these effects, since they have been known
by their antioxidant capacity. The protection effect of Scc observed in the present study is
consistent with the beneficial results found by Moresco et al., (2007) and Stanley et al.,
(2003).

Although the developing nervous system also appears to be more sensitive to MeHg
(Dreiem et al., 2005), the TBARS levels in the cortex cerebral and hippocampus did not
change in the MeHg-group. It is possible that the acute treatment (two days) was not long
enough to activate the lipid peroxidation. Nevertheless, the hippocampus was more sensible to
MeHg treatment as ADA activity increased, and the administration of Scc did not prevent this
effect. ADA activity may represent a physiological mechanism by which the brain protects
itself by overactivating the immune system or it may represent the intense enzymatic activity
in this period of development of the rats (Bellé et al., 2009).

In conclusion, the results of this study revealed that TBARS levels, NAG and ADA
activity may play an important role in the pathogenesis of MeHg-induced damage. It is also
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important to point out that in our investigation the NAG activity increased two days after
MeHg administration, revealing that the NAG acitivity can be an early marker of renal
toxicity. Moreover, the results show that MeHg-induced renal injury and lipid peroxidation
were significantly ameliorated in Scc-treated rats, which confirm the antioxidant property of
this extract. In spite of the potent free radical scavenger, further studies should be conducted

to elucidate the exact protection mechanism of Scc against MeHg-induced toxicity.
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Legends:

Figure 1

Chemical characterization of Scc:
HPLC fingerprint of the Scc; A) showing typical patterns of gallic acid (1), chlorogenic acid
(3) and rutin (4) in the 257 nm.

Figure 2

NAG activity in the kidney and urine of neonatal rats:

NAG activity in the kidney (A) and urinary samples (B) of neonatal rats treated with 10
mg/kg of MeHg and/or 0.9mg/Kg of Scc, as described in Materials and Methods. Results are
expressed as means = SEM of ten animals expressed as U per L of urine. *Statistically
significant differences from Control group (P<0.001), as determined by one-way ANOVA,
followed by the Tukey post hoc test.

Figure 3

TBARS levels in the kidney and liver of neonatal rats:

Results depict the effects in the kidney (A), in the liver (B). Results are expressed as means +
SEM of ten animals expressed as nMol per g of tissue. *Statistically significant differences
from Control group (p<0.01), # is different from MeHg+Scc (P<0.05), as determined by one-
way ANOVA, followed by the Tukey post hoc test.

Figure 4

ADA activity in the kidney and liver of neonatal rats:

Effects of acute exposure to MeHg and/ or Scc in neonatal rats on the ADA activity in the
kidney (A), in the liver (B) as described in Materials and Methods. Results are expressed as
means + SEM of ten animals expressed as U per mg of protein. *Statistically significant
differences from Control group (P<0.001), # is different MeHg+Scc (P<0.001), as determined
by one-way ANOVA, followed by the Tukey post hoc test.
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Table 1
Effects of MeHg and Scc administration on ADA activity and TBARS levels in the

hippocampus and the cerebral cortex of neonatal rats.

Groups ADA  (U/mg protein) TBARS (Mmol/g tissue)

Hippocampus Cerebral Cortex Hippocampus  Cerebral Cortex

Control 26.73+2.17 8.23+0.35 57.76+1.82 10.85+1.30
MeHg 40.55+1.92* 7.81+0.48 64.41+9.88 11.52+3.55
Scc 40.85+4.70 6.07+0.37 72.10+£9.76 8.59+2.48
MeHg+Scc  47.75+6.91 6.57+0.48 63.13+7.24 8.10+2.11

Values are expressed as means + SEM for ADA activity and TBARS levels after the MeHg
treatment (n= 10 rats/group). *Values statistically different compared to Control group
(p<0.05), by one-way ANOVA, followed by the Tukey post hoc test.
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Table 2

Effects of MeHg exposure and Scc administration on body weight gain of neonatal rats.
Groups Control MeHg Scc MeHg+Scc
Initial body weight (g)  6.85+0.23 6.57+0.29 6.85+0.23 7.35+0.19
Hippocampus weight (g) 0.021+0.0009 0.018+0.0008* 0.017+0.0009* 0.018+0.0008*
Cortex weight (g) 0.200+£0.004  0.170+0.003*  0.194+0.007*# 0.189+0.006
Kidney weight (g) 0.100+0.002  0.059+0.0032* 0.093+0.004#  0.096+0.004#
Liver weight (g) 0.30+0.018 0.20+0.000* 0.30+0.011#  0.30+0.014#

Body weight gain (g) ~ 10.54+0.29  6.53+0.31*  8.06+0.33*#  8.64+0.38*#

Values are expressed as means + SEM for body weight gain between P2 and P4 days of
treatment (n= 10 rats/group). * Values statistically different compared to Control group, # is
different compared to MeHg group (p<0.01), by one-way ANOVA, followed by the Tukey

post hoc test.



6. DISCUSSAO

A toxicidade de metais exdégenos em ratos em neonatos difere
consideravelmente dos efeitos observados em ratos adultos. Resultados prévios em
nosso laboratério, demonstraram que a administracdo oral de MeHg (1 mg/kg e 4
mg/Kg) durante 7 dias consecutivos aumentou a atividade da ADA, NAG, NTPDase
e TBARS em cortex cerebral, hipocampo, figado e rim de ratos em desenvolvimento.
Porém, a analise histologica do tecido renal dos animais tratados com MeHg néo
apresentou alteracdes histoldégicas. Baseado nestes resultados foi desenvolvido
esta forma de exposicdo ao MeHg em que se objetivou investigar um efeito agudo
nos parametros citados acima em diversos tecidos e ao mesmo tempo avaliar a agao
de um composto sobre estes efeitos.

Os rins servem para manter a homeostasia de liquidos e eletrdlitos através
da adaptacdo da excrecdo renal as necessidades corporais (VALLON, 2008).
Quantidades significativas de Hg podem-se acumular nos rins ap0s a exposi¢cdo a
formas orgénicas de mercurio (MAGOS et al.,, 1985; NORSETH E CLARKSON,
1970; PRICKETT et al., 1950). Varios estudos demonstram que o0 processo de
eliminacdo de metais pesados em animais e seres humanos € nefrotoxico (MAGOS
et al., 1985; MCNEIL et al. 1988, ZALUPS et al.,, 2004). O aumento significativo
observado nos niveis de TBARS e na excrecao urinaria da NAG e da NAG renal,
bem como na atividade da ADA pode indicar uma injuria das células tubulares dos
rins dos ratos tratados com o MeHg,.

A adenosina é um importante modulador que atua na resposta inflamatoria e
imune em tecidos lesionados. Alteracbes na atividade da ADA podem alterar a
concentracdo local de adenosina e influenciar seus efeitos. Também é possivel
considerar que o amento da atividade desta enzima possa estar relacionada a uma
destruicdo das células e eventualmente dos acidos nucléicos, devido a toxicidade do
MeHg no tecido renal.

O figado é um 6rgao que tem grande quantidade de enzimas antioxidantes e
tem a funcéo de desintoxicagdo (MAHESH, 2009). O MeHg é liberado pelas células
hepaticas complexado com a glutationa para a bile (BALLATORI E CLARKSON,
1982, 1985; OSAWA E MAGOS, 1974). Embora ambos os niveis de TBARS e
atividade da ADA aumentaram no figado, observamos que apenas 0s niveis de

TBARS foram revertidos com a administragdo de Scc. Os principais compostos
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presentes no extrato Scc (acido galico, acido clorogénico e rutina) podem ser
responsaveis por esses efeitos. Similarmente, MORESCO et al., 2007 também
observaram efeito protetor do extrato das folhas de Scc contra os efeitos do
tetracloreto de carbono em ratos.

Quanto aos efeitos no SNC, embora o sistema nervoso em desenvolvimento,
parece ser mais sensivel ao MeHg (DREIEM et al., 2005), no cortex cerebral e
hipocampo ndo houve nenhuma alteracdo nos niveis de TBARS no grupo tratado
com MeHg. E possivel que o tratamento agudo (dois dias) n&o foi suficiente para
ativar a peroxidacéo lipidica. No entanto, a atividade da ADA no hipocampo do grupo
MeHg aumentou enquanto que no cOrtex este resultado ndo foi observado. A
atividade da ADA pode ser representada pelo mecanismo fisioldégico que o cérebro
protege-se do sistema imunoldgico ou uma intensa atividade enzimética, no periodo
de desenvolvimento do rato (BELLE et al., 2009). Além disso, a administracdo de

Scc nao reverteu o aumento da atividade da ADA induzido pelo MeHg.



7. CONCLUSOES

De acordo com os dados obtidos neste estudo apds administracdo oral ao MeHg

e 0 extrato de sementes de Scc no tratamento agudo em ratos neonatos podemos

concluir:

A exposicdo oral ao MeHg em ratos neonatos provocou alteragdes nas
atividades da NAG, ADA e niveis de TBARS. Além disso, reduziu o peso dos
animais tratados com MeHg.

O aumento da atividade da ADA pode representar uma estimulacao
acentuada do sistema imune, como uma reacdo a exposicdo ao metal

pesado.

O aumento da atividade da NAG apés dois dias da administracdo oral de
MeHg pode indicar de forma precoce uma toxicidade renal.

As atividades da NAG e da ADA bem como o TBARS podem desempenhar
um papel importante na patogénese da exposicdo ao MeHg em ratos
neonatos e a administracdo de Scc pode reverter estes efeitos provavelmente

devido as suas propriedades antioxidantes.

Em resumo pela a primeira vez na literatura no nosso conhecimento até o
momento o extrato de sementes de Scc foi capaz de diminuir os efeitos
provocados pela a administracdo oral do MeHg no tratamento agudo em ratos

neonatos.
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