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REsSumMoO

O metil paration (MP) é um organofosforado amplamente utilizado na agricultura e na
aquicultura devido a sua elevada atividade inseticida. Seu emprego tanto na agricultura e no
armazenamento de alimento quanto em tanques de cultivo de peixes para combater os
estagios larvais de insetos predadores pode resultar em diferentes tipos de contaminagéo
ambiental. O efeito da exposi¢do a 2 ppm da formulagdo comercial do MP (Folisuper 600
BR®, metil paration 600 g.L™") nas atividades da catalase (CAT), da glutationa peroxidase
(GPx), da superoéxido dismutase (SOD) e da glutationa S-transferase (GST), bem como nos
niveis de glutationa reduzida (GSH) e de peroxidacgao lipidica (LPO) no figado, musculo
branco, branquias, eritrécitos e plasma do peixe de agua doce, matrinxa, Brycon cephalus,
foi avaliado apdés 96 horas de tratamento. A exposicdo ao MP resultou na indugao
significativa da atividade da SOD e da CAT em todos os tecidos, exceto no plasma.
Entretanto, a atividade de GPx diminuiu significativamente no musculo branco e nas
branquias enquanto que nenhuma alteracdo foi observada nas atividades hepatica,
plasmatica e eritrocitaria da GPx. A exposicdo ao MP também induziu um aumento
significativo na atividade da GST em todos os tecidos e uma simultdnea diminuigao nos
niveis de GSH do sangue e dos tecidos. Além disso, os valores de LPO no musculo branco,
nas branquias e no plasma aumentaram significativamente enquanto que no figado e nos
eritrocitos nao foi observada nenhuma alteragéo significativa. Os resultados do presente
trabalho sugerem que o MP é um potente indutor de estresse oxidante em B. cephalus e
que as branquias € o musculo branco sdo os 6rgaos mais sensiveis e com um baixo
potencial antioxidante. Os parametros analisados no presente estudo constituem bons
biomarcadores de exposicdo ao MP. O efeito antioxidante do selénio (Se) em reduzir o
estresse oxidante induzido pelo MP, neste modelo experimental, foi avaliado em matrinxas
alimentados durante 60 dias, antes da exposig¢ao a 2 ppm do MP, com dietas contendo 1,5
mg Se.Kg™' de ragado (grupo MP 1,5Se) ou com dieta livre deste mineral (grupo MP 0Se). Os
peixes que receberam dieta sem Se e expostos ao MP exibiram, em todos os tecidos, a
mesma resposta dos matrinxds do primeiro experimento, 0s quais receberam ragao
comercial contendo 0,22 mg Se. Kg™' de ragdo (grupo MP 0,22Se). A suplementagdo com
Se reverteu este padrdo. Nao houve aumentos significativos nos niveis de LPO e nem
concomitantes diminuigcbes da atividade da GPx nas branquias e no musculo branco do
grupo MP 1,5Se. Similarmente, a diminuigdo nos niveis de GSH, em todos os tecidos, ndo
foi observada neste grupo. Além disso, a atividade de GPx nos eritrocitos e no plasma
aumentou significativamente no grupo MP 1,5Se, acompanhada de redugédo e/ou
manutengao dos niveis de LPO. Estes resultados sugerem que a suplementagdo da dieta
com Se oferece protegao contra o estresse oxidante induzido pelo MP, sendo que a
prevencao do aumento dos niveis da LPO e da diminuicdo no conteudo de GSH e da
atividade da GPx nos tecidos de B. cephalus, durante a exposi¢do ao MP, reforcam esta
idéia. De acordo com estes resultados, a suplementagédo da dieta com Se representa uma
importante ferramenta para neutralizar os danos oxidantes induzidos pelo MP em B.
cephalus.
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ABSTRACT

Methyl parathion (MP) is an organophosphorus insecticide worldwide used in agriculture and
aquaculture due to its high activity against a broad spectrum of insect pests. It is employed
as pesticide in agriculture and in food storage shelters, as well as in fish culture tanks to Kkill
aquatic larval stages of insects. The effect of exposure to 2 ppm of a commercial formulation
of MP (Folisuper 600 BR®, methyl paration 600 g.L™") on catalase (CAT), glutathione
peroxidase (GPx), superoxide dismutase (SOD), glutathione S-transferase (GST), reduced
glutathione (GSH) and lipid peroxidation (LPO) of the liver, white muscle, gills, erythrocytes
and plasma of the freshwater fish matrinxa, Brycon cephalus, was evaluated after 96 h of
treatment. MP exposure resulted in a significant induction of SOD and CAT activity in all
tissues, except in plasma, when compared with controls. However, the GPx activity
decreased significantly in the white muscle and gills, whereas no alterations were observed
in hepatic, plasma and erythrocyte GPx activity. MP also induced a significant increase in
GST activity in all tissues and a concurrent decrease in blood and tissue GSH levels. In
addition, LPO values in the white muscle, gills and plasma increased significantly after MP
exposure whereas hepatic and erythrocyte LPO levels did not show any significant alteration.
The current data suggest that MP has oxidative-stress-inducing potential in B. cephalus, and
that the gills and white muscle are the most sensitive organs with poor antioxidant potentials.
The parameters studied in this investigation can also be used as biomarkers of exposure to
MP. The antioxidant effect of selenium (Se) in reducing the MP-induced oxidative stress in
this experimental model was evaluated in fish fed during 60 days, before exposure to 2 ppm
of MP, with diets containing 1.5 mg Se.Kg™ ration (group MP 1,5Se) or Se-free ration (group
MP 0Se). Group MP 0Se exhibited, in all tissues, the same response presented by fish of the
first experimental protocol, fed with commercial ration (group MP 0,22Se). Selenium
supplementation reversed this trend. Significant increases in LPO levels and concurrent
decreases in GPx activity in gills and white muscle were not observed in group MP 1,5Se.
Similarly, decreases in GSH levels were not observed in any tissue of this experimental
group. In addition, erythrocyte and plasma GPx activity also increased significantly in group
MP 1,5Se, with a concomitant reduction and/or maintenance of LPO levels. These results
suggest that dietary Se supplementation may protect cells against MP-induced oxidative
stress, preventing increases in LPO levels and decreases in GSH content and GPx activity in
B. cephalus tissues. According to these data Se supplementation is important to counteract
the oxidative damage induced by MP in B. cephalus.
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1 INTRODUGAO

1.1 Espécies Reativas de Oxigénio (ERO)

O oxigénio (O,) € uma molécula altamente reativa e pode ser parcialmente
reduzido, o que resulta na formagao de varios agentes quimicamente reativos. O processo
de transferéncia de elétrons, ou a absor¢cédo de energia pode produzir Espécies Reativas de
Oxigénio (ERO), a partir do oxigénio (OGA, 2003).

As ERO, comumente conhecidas como radicais livres, sdo atomos, moléculas ou
ions que possuem um ou mais elétrons ndo-pareados em seus orbitais mais externos, o que
as tornam extremamente reativas, sendo capazes de combinar-se inespecificamente com
diversas moléculas integrantes das estruturas celulares e derivadas de cada uma delas
(HALLIWELL & GUTTERIDGE, 2000). As ERO, em geral, sao formadas por absorgéo de
radiagao, por reagdes redox ou por processos de catalise enzimatica (SLATER, 1984). ERO
€ um termo frequientemente usado para incluir também espécies que nao sao radicais livres,
por exemplo, algumas moléculas derivadas do O,, que sédo capazes de gerar radicais livres,
como o peroxido de hidrogénio (H,O,) (HALLIWELL E GUTTERIDGE, 2000).

Estas espécies quimicas, formadas por elétrons livres ou nao-pareados tém uma
instabilidade elétrica muito grande, e por esta razdo, mesmo tendo meia vida curta,
apresentam grande capacidade reativa. A fim de captar um elétron para sua estabilizacao,
estes radicais podem reagir com qualquer composto que esteja proximo, como agucares,
proteinas, lipidios, DNA entre outros e, a partir dai, ocorrem rea¢des em cadeia que podem
culminar em lesdo e morte celular (SLATER, 1984; HALLIWELL, 1987; JORDAO JUNIOR et
al., 1998).

A geragédo continua das ERO é um processo fisioldgico caracteristico do ciclo
respiratorio celular (SIES, 1991; STOREY, 1996). Os organismos obtém o ATP da redugéao
completa do O, na membrana mitocondrial. Aproximadamente, em torno de 95 a 98% de
todo o O, utilizado pelas mitocondrias é reduzido, formando agua. Durante o processo de
fosforilagdo oxidativa, o sistema enzimatico citocromo oxidase é o responsavel pela reducao
tetravalente do O,, fornecendo simultaneamente quatro elétrons ao oxigénio, que se reduz
diretamente a agua (Figura 1).

Entretanto, esse O, pode ser reduzido incompletamente (receber menos de quatro
elétrons), originando intermedidrios altamente reativos e danosos as ceélulas, resultando no
acumulo destas ERO (FLOYD, 1984). Durante este processo, sdo formados intermediarios

reativos como os radicais superoxido (O,), hidroperoxil (HO,") e hidroxil (OH®) e o peroxido
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de hidrogénio (H.O,). Em mamiferos, estima-se que de 1 a 4% do O, consumido seja
convertido a O, e H,O, devido as falhas fisiolégicas na mitocondria, que permitem que os
elétrons escapem sem que sejam transferidos para o oxigénio (BOVERIS & CHANCE,
1973). A formacao destes intermedidrios reativos se deve as caracteristicas estruturais da
molécula de O,, que favorecem sua redugcdo em etapas sequienciais (monoeletrbnicas),

como segue na Figura 1.

02 (6:6)

e
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H,0; (H:0:0: H)
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Figura 1: Reducdo tetravalente do oxigénio molecular na mitocondria até a formagédo de
agua. Varias espécies reativas de O, sao formadas neste processo. Adaptado de
COHEN, 1989.

Conforme HALLIWELL & GUTTERIDGE (1989), aproximadamente 85 a 90% do
oxigénio que respiramos sao utilizados pelas mitocondrias, através da cadeia de transporte
de elétrons como descrito anteriormente. Os 10 a 15% restantes s&o utilizados por diversas

enzimas oxidases, oxigenases e também por reagdes quimicas de oxidagao direta.
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As principais fontes enddgenas geradoras das ERO, além das mitocondrias,
incluem as atividades de algumas enzimas como: xantina oxidase, citocromo P450-oxidase,
monoaminoxidases, as enzimas envolvidas na via de producdo de prostaglandinas e
tromboxanos e a NADPH-oxidase da membrana plasmatica de macréfagos, que produzem
uma grande quantidade de ERO em resposta ao estimulo fagocitario (ROVER JUNIOR et
al., 2001). As células também produzem ERO por outras fontes: auto-oxidagdo de pequenas
moléculas como catecolaminas, flavinas e hidroquinonas, sistema de carregadores de
elétrons microssomais e das membranas nucleares, entre outras (YU, 1994).

Desta maneira, embora a maior parte do O, consumido pelos organismos aerdbicos
possa sofrer reducdo completa pela citocromo oxidase, varias reagdes enzimaticas e nao-
enzimaticas resultam na redugéo parcial do O,, gerando as ERO. Estas espécies reativas de
oxigénio incluem um grande numero de moléculas quimicamente reativas oriundas do
oxigénio, entre elas: o radical superéxido (O,*), o radical hidroxil (OH"), o oxigénio “singlet”
('0,), o perdxido de hidrogénio (H,0,), o radical hidroperoxil (HO."), entre outros (Tabela 1).

O superoéxido e o peroxido de hidrogénio sdo menos reativos, mas a transformagao
destes radicais (via reagdes espontaneas ou catalisadas) em radicais hidroxil, os torna
altamente danosos para os sistemas biolégicos (HALLIWELL, 1996). As ERO podem ser
geradas no citoplasma, nas mitocdndrias ou nas membranas e seu alvo celular (proteinas,
lipidios, carboidratos, DNA) esta relacionado com o seu sitio de formagdo (ANDERSON,
1996; YU & ANDERSON, 1997).

Tabela 1: Espécies reativas de oxigénio (ERO) e suas respectivas meias-vidas.

Espécie Reativa de Oxigénio (ERO) Meia-vida (segundos)
o, Anion superoéxido ou radical superdxido variavel

HO," Radical hidroperoxil 10®

H,0, Peréxido de hidrogénio variavel

OH* Radical hidroxil 10

LO® Radical alcoxil 107

LOO® Radical peroxil 7

LOOH Hidroperoxido orgéanico (ex.: lipoperdxido) variavel

0, Oxigénio “singlet” 10°

Obs: L € um lipidio, por exemplo, o linoleato (SIES, 1991).
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Entre os radicais livres listados na Tabela 1, destacam-se:

1.1.1 Radical superéxido (O, ou O, * ou O,")

Este radical € o mais comum e abundante na célula (BOVERIS, 1998) e pode ser
gerado em eventos de transporte de elétrons que ocorrem nas mitocbndrias € em
microssomos do reticulo endoplasmatico ou por reagdes de auto-oxidagdo do oxigénio
molecular (HALLIWELL & GUTTERIDGE, 1986). E formado apds a primeira redugdo do O,,
principalmente através da cadeia de transporte de elétrons ou por agdo de células
fagocitarias (neutrdéfilos, mondcitos e macréfagos) para defesa bactericida (GUTTERIDGE &
HALLIWELL, 1990). Estas células fagocitarias produzem quantidades significativas de
radical superéxido durante a fagocitose, devido a ativagdo da enzima NADPH oxidase que
esta presente na membrana dessas células (DIAZ et al., 1998).

O radical Oy *, gerado a partir do oxigénio molecular pela adigao de um elétron, é
um radical livre pouco reativo devido a pequena capacidade de atravessar as membranas
celulares e, portanto, fica preso no compartimento onde foi produzido. Sua formagao ocorre
espontaneamente, especialmente na membrana mitocondrial, através da cadeia respiratoria.
E também produzido por flavoenzimas, lipoxigenases e cicloxigenases (NORDBERG &
ARNER, 2001).

Apesar do radical superoxido possuir baixa capacidade de oxidagao sendo pouco
reativo em solugdes aquosas, tem sido observada lesdo biolégica secundaria a sistemas
geradores de O,", seja enzimatico, fagocitico ou quimico (GUTTERIDGE & HALLIWELL,
1990). As reagdes desencadeadas pelo radical superéxido podem gerar os radicais hidroxil
e peroxil (RAMOS et al., 2005). Assim, o radical superoxido & responsavel também pela
geracao de espécies detentoras de maior reatividade quimica.

Entre as substancias de interesse bioldgico, que se auto-oxidam gerando o radical
superoxido incluem-se a hemoglobina, a mioglobina e catecolaminas. Estas auto-oxidagdes
sdo, geralmente, reagdes em cadeia nas quais o radical superdoxido pode atuar como
iniciador e propagador das cadeias radicalares. Apesar do nome sugerir que este radical
tenha alto poder oxidante, o superoxido atua na maioria das reagdes como um agente
redutor (OGA, 2003).
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1.1.2 Radical hidroxil (OH")

E considerado o radical livre mais reativo em sistemas bioldgicos, ou seja, uma vez
formado, tem uma meia-vida extremamente curta, reagindo rapido e inespecificamente com
os alvos celulares mais proximos, podendo lesar DNA, proteinas, carboidratos e lipidios
(FERREIRA & MATSUBARA, 1997; NORDBERG & ARNER, 2001). Este radical mostra uma
pequena capacidade de difusdo e um alto potencial na indugédo de lesdes nas moléculas
celulares, sendo capaz de causar mais danos que qualquer outra espécie reativa de
oxigénio, ja que o organismo nao dispde de um sistema enzimatico de defesa contra o
radical hidroxil (HALLIWELL & GUTTERIDGE, 2000). Por isso, a melhor defesa da célula
contra este radical é a preventiva, ou seja, evitar que o0 mesmo seja gerado.

A combinacdo extremamente rapida do OH® com metais ou outros radicais no
proprio sitio onde foi produzido confirma sua alta reatividade. Assim, se o hidroxil for
produzido préximo ao DNA e a este DNA estiver fixado um metal, poderdao ocorrer
modificacbes de bases purinicas e pirimidinicas, levando a inativacdo ou mutagdo do DNA.
Além disso, as radicais hidroxil podem inativar varias proteinas e enzimas ao oxidar seus
grupos sulfidrilas (-SH) a pontes dissulfeto (-SS), além de reagir amplamente com os
fosfolipidios da membrana celular (FERREIRA & MATSUBARA, 1997).

Segundo FRIDOVICH (1998), a via de produgdo do radical hidroxil é iniciada pela
reducao do oxigénio em diferentes processos celulares. O superdxido é convertido em H,0,,
cuja redugado por metais de transigdo como ferro ou cobre gera radicais OH* na reagao de
Fenton. Além disso, a interagdo do H,O, com o radical superdxido, através da reacdo de

Haiber-Weiss, também gera radicais OH® (Quadro 1).

Me (n-1) + H,O, > Me (n) + OH + OH®  (reagao de Fenton)
0O, +H,0,> O, + OH + OH®  (reagdo de Haber-Weiss)

onde: Me = metal, n =nimero de valéncias.

Quadro 1: Produgédo do radical hidroxil a partir de peroxido de hidrogénio (reagdo de
Fenton) ou do anion superdéxido (reagdo de Haber-Weiss).

Este radical também pode iniciar a oxidagédo dos acidos graxos poli-insaturados das
membranas celulares (lipoperoxidagao). O OH* reage rapidamente com biomoléculas e pode
desencadear a peroxidagdo dos lipidios nas membranas celulares pela separagdo de um

atomo de hidrogénio dos acidos graxos insaturados presentes na mesma. Este processo
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leva a geragao de radicais lipidicos (peroxidos de lipidios), que entdo se combinam com o
oxigénio molecular propagando assim, a cadeia de reagdes da peroxidagao dos lipidios.

A maioria dos fosfolipidios componentes da membrana € rico em acidos graxos
poli-insaturados e, por isso, sdo susceptiveis ao ataque do radical hidroxil (FERREIRA &
MATSUBARA, 1997; HALLIWELL & GUTTERIDGE, 1989; NORDBERG & ARNER, 2001).

1.1.3 Peroéxido de hidrogénio (H,0,)

Apesar de ndo ser um radical livre, pela auséncia de elétrons desemparelhados na
ultima camada, o H,O, € um metabdlito do oxigénio extremamente danoso por participar da
reagdo que produz o radical OH".

O H,0O, tem meia-vida longa, sendo capaz de atravessar as camadas lipidicas e
reagir com as membranas eritrocitarias e com as proteinas ligadas ao Fe** (FERREIRA &
MATSUBARA, 1997; NORDBERG & ARNER, 2001). Assim, é altamente toéxico para as
células e esta toxicidade pode ser aumentada de 10 para 1000 vezes na presencga de ferro
(reagdo de Fenton gerando OH®), como ocorre, por exemplo, na hemocromatose
transfusional. Além disso, o H,O, é capaz de atravessar a membrana nuclear e induzir

danos na molécula de DNA por meio de reagdes enzimaticas (ANDERSON, 1996).

1.1.4 Oxigénio “singlet” ('0,)

E a forma excitada do oxigénio molecular e ndo possui elétrons desemparelhados
em sua ultima camada, ndo sendo assim um radical livre. Nesta forma, a restricdo “spin” do
O, desaparece, conferindo-lhe um maior poder oxidante (BECKMAN & AMES, 1998),
causando danos as proteinas devido a oxidagdo de grupos essenciais de aminodacidos,
principalmente do triptofano, metionina, histidina e residuos de cisteina (HALLIWELL &
GUTTERIDGE, 2000). Sua meia-vida em tecidos € menor que 0,5 useg (PATTERSON et al.,
1990).

O 'O, tem importancia em certos eventos bioldgicos, mas poucas doencas foram
relacionadas a sua presenca (GUTTERIDGE & HALLIWELL, 1990; DROGE, 2002).
Entretanto, o oxigénio “singlet” é capaz de modificar diretamente o DNA. Além disso, pode
ser gerado pelos fagécitos, por indugéo luminosa, por reagdes catalisadas por peroxidases,
entre outros (CADENAS, 1989; EPE, 1991).
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1.2 Estresse Oxidante

Componentes celulares como lipidios, proteinas e DNA s&o alvos do dano oxidante
mediado pelas ERO (NORDBERG & ARNER, 2001). Diversos efeitos associados as
espécies reativas podem ser desencadeados no organismo, como modificacdo de
aminoacidos, alteracao de atividades enzimaticas, quebra de ligagbes peptidicas,
modificagbes em glicoproteinas, perda de metal em metaloproteinas, aumento na
suscetibilidade a protedlise, oxidagédo de grupos tidis para pontes dissulfeto e alteragdes nos
receptores e no material genético, dentre outros (STADTMAN, 1992; SIES, 1993; KLAUNIG
& KAMENDULIS, 2004).

As ERO podem interagir com todas as biomoléculas celulares, a fim de se
estabilizar e, consequientemente, acabam lesando diferentes estruturas celulares. Ao oxida-
las, podem fazer com que estas biomoléculas percam total ou parcialmente sua fungéo, o
que por sua vez, pode afetar o metabolismo celular. A oxidacdo do DNA pode provocar
quebra da dupla fita e modificagbes de bases nitrogenadas, o que pode acarretar processos
mutagénicos e carcinogénicos (SIES, 1986; LIVINGSTONE, 2001). A agdo dos radicais
livres sobre as membranas biolégicas promove alteragdes em cadeia, gerando radicais
lipidicos que podem desestabilizar a membrana (MOSLEN, 1995; STOREY, 1996; LIMA et
al., 2002).

Através dos processos descritos acima, as ERO estdo implicadas na etiologia de
um grande numero de doencgas, alteragdes degenerativas, lesdes teciduais e toxicidade
decorrente da exposigdo a xenobidticos (POLLACK & LEEUWENBURG, 1999; BRAY,
2000), sendo continuamente produzidas pelos organismos como resultado de um processo
metabdlico normal, ou como resultado de estimulos ambientais (FEILLET-COUDRAY et al.,
1999).

Embora as ERO possam ser mediadoras de doengas, sua formagdo nem sempre é
danosa. A presencga dos radicais € fundamental para a manutengcéo de varios processos
fisiolégicos normais (POMPELLA, 1997). Na defesa contra a infecgdo, os neutréfilos séo
estimulados a produzir espécies reativas com a finalidade de destruir microorganismos
(FILHO & NOVELLI, 2005). Os radicais superoxido, o peroxido de hidrogénio e o
hidroperéxido de lipidio podem regular a atividade de varias quinases e fatores de
transcricdo e o mecanismo de morte celular ou apoptose (THANNICKAL & FANBURG,
2000).

Varias citocininas, fatores de crescimento, hormdnios e neurotransmissores usam
as ERO como segundos mensageiros. Por exemplo, as ERO podem estimular a produgao

de outros segundos mensageiros como o GMPc e o 6xido nitrico (NO), que agem no
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relaxamento da musculatura lisa vascular e na inibigdo da adesado plaquetaria (DROGE,
2002).

A producédo continua de radicais livres durante os processos metabdlicos levou ao
desenvolvimento de muitos mecanismos de defesa antioxidantes para limitar os niveis
intracelulares destes radicais e impedir a indugédo de danos (SIES, 1993). Em sistemas
aerdbicos, é essencial o equilibrio entre agentes oxidantes e o sistema de defesa
antioxidante. A produgdo das ERO, em condicdes fisiologicas normais, esta em equilibrio
com a agao destes sistemas de defesas para a manutencdo da homeostase redox, o que é
essencial para a integridade e a saude dos organismos (SIES, 1986; CADENAS, 1989;
STOREY, 1996; SCANDALIOS, 2005; VALAVANIDIS et al, 2005).

Os antioxidantes sao agentes responsaveis pela inibicdo e/ou redugéo das lesdes
causadas pelas ERO nas células (CERUTTI, 1991; 1994). Os radicais livres formam-se em
condigdes fisiologicas em proporgdes controladas pelos mecanismos de defesa celulares. O
estresse oxidante ocorre quando ha uma falha no equilibrio dindmico entre a producgéo de
oxidantes e a concentragcido de defesas antioxidantes, levando a danos celulares. Assim, na
diminuicdo desses sistemas antioxidantes, no excesso da produgdo de ERO ou na
conjugacao das duas situagdes, o meio celular fica sujeito ao estresse oxidante que, por sua
vez, pode levar a morte celular (BIESALSKI, 2000) (Figura 2).

Segundo MARCON (1997), a intensidade dos danos oxidantes depende tanto da
natureza como da quantidade das ERO as quais as células estao expostas, bem como das
protegdes antioxidantes que estas células dispbem. A eficacia do sistema antioxidante
depende de qual tipo de molécula é geradora do estresse oxidante e da localizagdo intra ou
extracelular dessa molécula (JORDAO JUNIOR et al., 1998). Qualquer distirbio na relagéo
entre as concentracbes basais de ERO e os niveis das protegbes antioxidantes pode
resultar em estresse oxidante.

Processos enddgenos e exdégenos sdo conhecidos como promotores das ERO,
sendo potencialmente capazes de levar ao estresse oxidante (Figura 3). Conforme ja
mencionado, diversos componentes celulares contribuem para a geragao das ERO, como as
mitocondrias (respiragdo celular), reticulo endoplasmatico, hemoproteinas, flavinas,
hidroguinonas, catecolaminas, granulécitos polimorfonucleares, e diversas enzimas como a
xantina oxidase, NADH oxidases, entre outras.

Além disso, varios agentes externos como poluentes (biotransformagdo de
xenobidticos), drogas terapéuticas, etanol, radiacdo ionizante e ozbnio podem estimular a
produgao das ERO através de reagdes de oxi-redugdo (CADENAS, 1989). As ERO podem
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causar danos a todos os tipos de biomoléculas, provocando diversas alteragdes na funcao

T

Equilibrio
(AOX = ERO)

AOX ERO

celular e, portanto, tecidual (Figura 3).

Estresse Oxidante
(excesso de ERO)

Estresse Oxidante
(deplegéo de AOX)

Antioxidantes Oxidantes

Figura 2: Representacdo esquematica do estresse oxidante como resultado do desbalanco
entre os niveis de antioxidantes (AOX) e das espécies reativas de oxigénio (ROS).
O estresse oxidante ocorre quando o equilibrio é perturbado pelo excesso das
espécies reativas ou pela redugdo das defesas antioxidantes. Adaptado de
SCANDALIOS (2005).

O alvo celular primario das ERO pode variar, dependendo do tipo de estresse
imposto e de quao severo é este estresse na célula (HALLIWELL & GUTTERIDGE, 2000;
NORDBERG & ARNER, 2001). Disturbios no equilibrio entre a formagdo e a remocgéo das
ERO sdo associados a uma série de processos patoldgicos como, por exemplo, cancer,
isquemia, arteriosclerose, diabetes, mal de Alzheimer entre outras desordens neurolégicas e
nao-patoldgicas, incluindo o envelhecimento (HERMES-LIMA & STOREY, 1998; PAWLAK et
al., 1998; BECKMAN & AMES, 1998 revisado por SALVADOR & HENRIQUES, 2004).
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Estresse
oxidante

Envelhecimento/
senescéncia
Ferimentos
Xenobiéticos
Radiagéo/luz
Calor e frio
Patégenos
Biotoxinas
Seca
Metais pesados
Poluigao do ar
0,; S0,
Horménios

Danos Moleculares

Lipideos e acidos graxos
Aminoécidos
Proteinas
Acidos nucleicos
Pigmentos

Efeitos Celulares

Danos na membrana
Perda de fungdes pelas organelas

Redugéo na eficiéncia metabolica
Morte — Reduzida fixagao de carbono
Vazamento de eletrdlitos
cel u Iar Quebra de cromatides
Mutagdes

Figura 3: Esquema mostrando alguns iniciadores de geragdo das ERO e as consequéncias
bioldgicas do estresse oxidante que originam uma variedade de disfungdes que
podem resultar em morte celular. Adaptado de SCANDALIOS (2005).

1.3 Peroxidagao de Lipidios ou Lipoperoxidagao (LPO)

Um dos principais mecanismos de lesdo é a peroxidacdo de lipidios ou
lipoperoxidagao, ou seja, a oxidagdo da camada lipidica da membrana celular. A LPO é uma
reagdo em cadeia, pois se propaga continuamente, levando a formagao de lipoperdxidos e a
destruicao e morte celular (HOGG & KALYANARAMAN, 1998).

A LPO pode ser definida como uma cascata de eventos bioquimicos resultantes da
acao das ERO sobre os lipidios das membranas celulares, gerando principalmente radicais
alcoxil e peroxil, levando a destruicdo de sua estrutura, faléncia dos mecanismos de troca
metabolica e, numa condigdo extrema, a morte celular (BENZIE, 1996). A LPO constitui o
evento citotoxico primario que desencadeia as injurias mediadas por diferentes agentes
(LIMA et al., 2002).

A LPO pode ser resumidamente definida como a “deteriorizacdo oxidativa de
lipidios poli-insaturados”. Os lipidios poli-insaturados s&o aqueles constituidos de acidos
graxos que contém duas ou mais duplas ligagbes carbono-carbono (H,C = CH,). Os acidos

graxos poli-insaturados s&o, devido a suas multiplas duplas ligagdes, excelentes alvos para
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o ataque dos radicais livres (HALLIWELL & GUTTERIDGE, 2000; NORDBERG & ARNER,
2001). As membranas que rodeiam as células e as organelas contém grandes quantidades
de 4&cidos graxos poli-insaturados. Por isso, tais membranas constituem um dos
componentes celulares mais atingidos pelas ERO. Acidos graxos com uma ou nenhuma
dupla ligacdo sdo mais resistentes ao ataque das ERO que os acidos graxos poli-
insaturados. Os principais acidos graxos que sofrem peroxidagao lipidica na célula sdo o
linoléico e o araquiddnico, entre outros (YU, 1994).

A fluidez da membrana relaciona-se a presenca de cadeias insaturadas dos
fosfolipidios e do colesterol e, conseqlientemente, danos nesta camada lipidica tendem a
diminuir esta fluidez. O ataque das ERO, que seqiiestram um atomo de hidrogénio do grupo
metileno das cadeias de acidos graxos poli-insaturados, inicia o processo de peroxidagéo
lipidica (HALLIWELL & GUTTERIDGE, 2000).

Os radicais de carbono formados desta maneira podem reagir espontaneamente
com o oxigénio formando radicais peroxil, que propagam a cadeia de peroxidagao lipidica
sequestrando atomos de hidrogénio de outros lipidios para formar hidroperoxidos e novos
radicais de carbono, levando a oxidagdo de muitas moléculas de acidos graxos (JIALAL &
GRUNDY, 1992) (Figura 4).

A LPO implica em alteragbes na estrutura das membranas celulares resultando em
transtornos de permeabilidade, alteracdo do fluxo ibnico e de outras substancias, perda de
seletividade para a entrada e/ou saida de nutrientes e substancias toxicas a célula,
alteracdo do DNA e oxidagdo das lipoproteinas de baixa densidade (LDL), além do
comprometimento dos componentes da matriz extracelular como proteoglicanos, colageno e
elastina (BABER & HARRIS, 1994). A perda da seletividade idnica, a liberagcdo do conteudo
de organelas e a formagao de produtos citotdxicos podem culminar em morte celular
(FERREIRA & MATSUBARA, 1997; HALLIWELL & GUTTERIDGE, 2000).

A oxidagcédo de lipidios de membranas por radicais de O, altera a fluidez da
membrana e pode levar ao seu rompimento (HALLIWELL, 1992). O rompimento de
membranas de determinadas organelas pode provocar a liberagéo de proteases e ions Ca**,
podendo induzir mutagbes no DNA e a degradagao celular. Além disso, os lipidios oxidados
podem ser quebrados em moléculas menores, como determinados aldeidos, que por si s6
sdo toxicas as células (FULLER, 1988; HALLIWELL & GUTTERIDGE, 1989) (Figura 5).
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Figura 4: Peroxidagéo lipidica: uma reacao em cadeia (HALLIWELL & GUTTRIDGE, 1989).
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Figura 5: Danos celulares causados pelas ERO. As ERO iniciam a peroxidagao lipidica nas
membranas celular, mitocondrial, nuclear e do reticulo endoplasmatico. Adaptado
de MARKS et al. (1996).
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A peroxidacdo dos lipidios € uma reacdo em cadeia que passa pelas etapas de

iniciacao, propagacao e terminagéo. Estas etapas estéo representadas no Quadro 2.

LH + OH* (ouLO) —» L* + H,O (ou LOH) Iniciagdo

L +0, —» LOO Propagacao
LH + LOO* —» L* + LOOH Propagacao
LOO* + L —» LOOL Terminagao
LOO* + LOO* —» LOOL + O, Terminagdo
LOO® + AH —» LOOL + A° Terminacgéo

Quadro 2: Reagdes da cadeia de propagacao da peroxidagao lipidica. L representa um
lipidio. Fonte:FERREIRA & MATSUBARA (1997).

A reacdo acima se inicia com o sequestro do hidrogénio do acido graxo poli-
insaturado (LH) da membrana celular. Tal seqiiestro pode ser realizado pelo OH* (radical
hidroxil) ou pelo LO* (radical alcoxil), com consequente formagao do L* (radical lipidico).

Na primeira equagao de propagagao, o L* reage rapidamente com o O,, resultando
na formagédo do LOO" (radical peroxil), que, por sua vez, sequestra um novo hidrogénio do
acido graxo poli-insaturado, formando novamente o radical L* na segunda equacgdo de
propagacao. Este pode, posteriormente, reagir com um atomo de hidrogénio de uma cadeia
lateral de um acido graxo e desencadear uma reagao auto-catalitica que converte muitos
lipidios das membranas em hidroperéxidos de lipidio (LOOH). A decomposi¢ao dos LOOH é
o principal passo metabolico da LPO, gerando radicais que propagam a peroxidagao lipidica
e produtos nao-radicalares. Estes produtos secundarios como aldeidos, cetonas e epoéxidos,
entre outros, sdo mais estaveis do que os radicais livres que iniciam a LPO ou que os
radicais lipidicos formados durante a fase de propagagédo. Conseqiientemente, eles podem
atingir pontos distantes do local em que se formam (LIMA et al., 2002).

O término da lipoperoxidagdo ocorre quando os radicais alcoxil e peroxil (L e
LOO"), produzidos nas etapas anteriores propagam-se, até destruirem a si proprios
(HALLIWELL & GUTTERIDGE, 1984). A seqliéncia € interrompida quando um radical livre
formado se encontra com outro, levando a estabilizagdo dos dois radicais, pois os elétrons
isolados pareiam-se na ultima camada. Outro mecanismo de finalizagdo ocorre na presenca

de antioxidantes, que neutralizam a agao do radical livre (Figura 6).
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LH

LO’® ou OH’

INICIAGAO

O;

L* | proPAGACAO | LOO’ ~
LH Peréxido Ciclico

LOOH Aldeidos (MDA)

LO® 7:’ LOH
TERMINAGAO LH L°

L' +L — LL
LOO" + LOO" —» LOOL + O,
LOO" +L° — 4 LOOL

LOO" + AH—» LOOL + A

Figura 6: Representagcado das fases do processo de peroxidagéao lipidica. LH — acido graxo
insaturado; LOOH - hidroperéxido de lipidio; LOO® - radical peroxil; AH -
antioxidante; LO® - radical alcoxil; OH* - radical hidroxil; MDA — malondialdeido;
LOH — alcool nao-téxico derivado do acido graxo; L* - radical lipidico; LOOL —
peroxido lipidico. Adaptado de SERGENT et al. (1999).

A iniciacdo da peroxidacdo é causada pelo ataque a um lipidio de qualquer espécie
de ERO que tenha reatividade suficiente para sequestrar um atomo de hidrogénio de um
grupo metileno (-CH,). O radical hidroxil € reconhecido como a espécie iniciadora da
peroxidacdo (FERREIRA & MATSUBARA, 1997; HALLIWELL & GUTTERIDGE, 2000).

Os peroxidos lipidicos possuem poder de agao maior do que as outras espécies
téxicas primarias de O, (O,", H,O,, OH®, O,), atingindo facilmente alvos mais distantes. A
LPO deve ter, também, um papel muito importante na proliferacao celular, especialmente
em células tumorais. GONZALEZ (1992) sugere que os produtos da lipoperoxidagao estao
envolvidos no controle da divisdo celular, sendo que este processo esta inversamente

relacionado com o crescimento tumoral.
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O aumento da LPO, como uma conseqiiéncia da deterioracdo oxidativa dos lipidios
das membranas pelas ERO, é geralmente utilizado como referéncia de indice de estresse
oxidante no organismo (KAPPUS & SIES, 1981). Entretanto, a peroxidagédo de lipidios é
apenas um exemplo de lesdo biolégica que pode ser promovida pelas ERO, uma vez que
praticamente todas as biomoléculas sdo susceptiveis a oxidagdo (HALLIWELL &
GUTTERIDGE, 1989).

1.4 Defesas Antioxidantes

As células possuem sistemas de defesa enzimaticos e nao-enzimaticos para
proteger seus constituintes e manter seu estado redox. Sob condi¢des fisiolégicas normais,
os efeitos nocivos das ERO sao efetivamente neutralizados pelo sistema celular de defesa
antioxidante, que geralmente consiste de enzimas e de pequenas moléculas antioxidantes
(DANDAPAT, 2000). Em sistemas aerébicos, € essencial o equilibrio entre agentes 6xido-
redutores e o sistema de defesa antioxidante. Conforme mencionado anteriormente estes
agentes sdo gerados endogenamente como conseqiéncia direta do metabolismo do O, e
também em situagdes nao-fisioldgicas, como a exposigdo da célula a xenobidticos que
provocam a redugao incompleta de O..

Por definicdo, uma substancia antioxidante é aquela capaz de diminuir ou inibir os
processos de oxidagdo, mesmo quando presente em baixas concentragées (HALLIWELL &
GUTTERIDGE, 1989). Do ponto de vista biologico, podemos definir antioxidantes como
aqueles compostos que protegem os sistemas bioldgicos contra os efeitos deletérios dos
processos ou das reagbes que levam a oxidagcdo de macromoléculas ou estruturas
celulares. Isto implica que os diferentes antioxidantes podem atuar em diferentes niveis e
com modos de acgao distintos. Os antioxidantes podem, teoricamente, prolongar a fase de
iniciagdo ou entao inibir a fase de propagagao, mas ndo podem prevenir completamente a
oxidagdo (ANDRADE JUNIOR et al., 2005).

Os antioxidantes podem ser classificados de acordo com sua fungéo bioldégica em

duas categorias: a) sistema primario - inibidores preventivos que retardam a fase de

iniciagdo, impedindo a geragdo de espécies reativas ou que seqlestram estas espécies,
impedindo sua interagdo com os alvos celulares; b) sistema secundario - bloqueadores da

etapa de propagagéo da cadeia radicalar (“chain breaking”) que efetivamente removem os
radicais intermediarios, como o radical peroxil ou alcoxil (ABDALLA, 1993).
Os inibidores do sistema primario (inibidores preventivos) podem induzir a

decomposicdo de hidroperoxidos para produtos inativos. Sdo exemplos de inibidores
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preventivos os tidis, a catalase, a superoxido dismutase e as glutationas peroxidase e
transferase. A superoxido dismutase, os supressores do oxigénio “singlet” como o f-
caroteno e a vitamina E e os agentes quelantes, como peptideos, acidos organicos e certos
fosfatos organicos ou inorganicos, sao considerados antioxidantes preventivos
(BONORDEN & PARIZA, 1994).

Os antioxidantes do sistema secundario, aqueles que bloqueiam a propagagao da
cadeia radicalar, interrompem a sequéncia de auto-oxidagdo em cadeia, reagindo com o0s
radicais livres para produzir produtos estaveis. Um inibidor da propagagcdo em cadeia &
rapidamente modificado a um produto inativo ou a um produto primario com uma atividade
antioxidante residual (JORDAO JUNIOR et al., 1998). Destacam-se como bloqueadores do
sistema secundario as vitaminas E e A e a glutationa reduzida.

Podemos ainda considerar um sistema terciario de defesa antioxidante, que seria

constituido pelos sistemas de reparo do DNA, pelas proteases e fosfolipases, que removem
as lesbes oxidativas do DNA, das proteinas e dos lipidios, respectivamente (HALLIWELL,
1987).

Os sistemas de defesa antioxidante podem também ser classificados, de acordo

com sua estrutura biolégica, em: a) sistema enzimatico, onde se destacam as enzimas

antioxidantes superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT), glutationa peroxidase (GPx) e

glutationa S-transferase (GST) e b) sistema ndo-enzimatico, exemplificado pela agdo da

GSH, do selénio (Se), das vitaminas A, C e E, a metalotioneina, entre outros (HALLIWELL,
1996; SCHLENK et al., 1999).

O sistema de defesa enzimatico consiste tipicamente de pequenas moléculas que
sdo soluveis em qualquer meio aquoso ou como em alguns exemplos, em meios lipidicos.
De maneira geral, elas agem neutralizando os radicais e as substancias oxidadas pelas
ERO e, assim, removem os oxidantes da solugdo (HALLIWELL & GUTTERIDGE, 2000). Ja
0 sistema nao-enzimatico inclui compostos sintetizados pelo organismo como glutationa
reduzida, bilirrubina, ceruloplasmina, melatonina, ubiquinona (coenzima Q), metalotioneina,
acido urico, e outros ingeridos através da dieta regular ou via suplementagdo como o acido
ascorbico (vitamina C), a-tocoferol (vitamina E), selénio, cobre e zinco (microminerais), 3-
caroteno (precursor da vitamina A), cisteina e flavondides (SCHNEIDER & OLIVEIRA,
2004).

A importancia dos processos oxidantes, causados pelos radicais livres, pode ser
mensurada pela quantidade e diversidade de antioxidantes biolégicos presentes nas células.
Isto comprova a produgdo continua de radicais livres em condigcbes normais e a

necessidade de controlar seus niveis adequadamente para garantir a sobrevivéncia celular.
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1.4.1 Antioxidantes enzimaticos

1.4.1.1 Superoxido dismutase (SOD - E.C. 1.15.1.1)

A SOD corresponde a uma familia de enzimas com diferentes grupos prostéticos
em sua composi¢cao. Nos sistemas eucariontes, existem duas formas de SOD. A forma
SOD-cobre-zinco (Cu-Zn SOD) esta presente principalmente no citosol e nos fluidos
extracelulares, enquanto que a SOD-manganés (Mn SOD) esta localizada primariamente
nas mitocéndrias (TARHAN & TUZMEN, 2000; SCANDALIOS, 2005). Esta enzima tem
papel antioxidante importante, ja que catalisa a dismutagcado do radical O, em H,O, e O,
(Quadro 3). A taxa de dismutacdo da SOD é aproximadamente 10* vezes maior do que a
dismutagédo quimica (FRIDOVICH, 1975). A sua atividade € limitada pelo H,O,, produto de
sua agao, uma vez que longos periodos de exposi¢gédo ou altas concentragdes de perdxido
de hidrogénio podem ocasionar alteracdes cupricas (Cu®*) e cuprosas (Cu'") em sua
estrutura, levando a uma inativagéo irreversivel (TARHAN & TUZMEN, 2000).

20, + 2H* —229» H.0, + O,

Quadro 3: Desintoxicagao do anion superéxido (O*), produzido durante o metabolismo
celular, pela enzima superéxido dismutase (SOD).

A SOD, juntamente com a catalase e a glutationa peroxidase, constituem uma das
principais defesas antioxidantes que atuam nos organismos superiores (HALLIWELL &
GUTTERIDGE, 1989). E possivel, ainda, que a SOD contribua com efeitos de anti-
envelhecimento reais, podendo atuar positivamente sobre todos os processos degenerativos
(BECKMAN & AMES, 1998).

A SOD desempenha papel fundamental na defesa do organismo contra as ERO por
atuar na remogao do radical superoxido (McCORD & FRIDOVICH, 1969). Antes da sua
descoberta, a SOD ja havia sido descrita como uma proteina que contém cobre, mas
nenhuma atividade catalitica Ihe havia sido atribuida. Apds o trabalho de McCORD &
FRIDOVICH (1969), com a determinagdo de sua funcdo na dismutagdo do radical
superoxido (02%), seu papel foi estabelecido e, até hoje, apesar de inUmeras pesquisas
realizadas com esta enzima, nenhum outro substrato foi descrito, mostrando a sua
especificidade para o anion superéxido (HALLIWELL & GUTTERIDGE, 1989).
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A forma Cu-Zn SOD (PM = 32-kDa) é muito estavel e parece estar presente em
praticamente todas as células eucaridticas (plantas ou animais), sendo constituida de duas
subunidades protéicas idénticas, com um atomo de cobre e um de zinco em cada uma
delas. O Zn, ao contrario do Cu, ndo funciona como sitio catalitico, mas aparece para
estabilizar a enzima. Esta concluséo foi extraida de experiéncias nas quais os metais foram
removidos dos sitios ativos e recolocados em outros, sozinhos ou em conjunto (McCORD &
FRIDOVICH, 1969; FRIDOVICH, 1974, 1975, 1995; BABIOR, 1997).

A Mn SOD (PM = 40-kDa), uma proteina que contém manganés nos sitios ativos,
tem sua atividade diminuida em pH alcalino mas nao ¢ inibida pelo cianeto nem pelo di-etil-
di-hidrocarbonato. Porém, é destruida em presenca de cloroférmio + etanol, o que implica
que os métodos tipicos de purificagdo para a Cu-Zn SOD nao podem ser empregados. A
atividade da Mn SOD em relagdo a Cu-Zn SOD depende do tecido e das espécies onde
atuam. A remocao do Mn dos sitios ativos causa perda da atividade catalitica, ndo podendo
ser reposto por nenhum ion de transicdo perdendo, assim, a sua atividade funcional
(FRIDOVICH, 1974, 1975, 1995; BABIOR, 1997).

A Cu-Zn SOD é a principal enzima envolvida na remogao dos anions superéxido do
citoplasma e do peroxissoma (GRALLA & KOSMAN, 1992; JAMIESON et al., 1994),
enquanto que a fungdo fisiolégica da Mn SOD parece ser responsavel em proteger a
mitocondria dos superoxidos gerados durante a respiragao celular (COSTA et al., 1997;
GUIDOT et al., 1993; JAMIESON et al., 1994). Porém, também existem evidéncias
funcionais de que a Cu-Zn SOD desempenhe importante funcdo protetora contra anions
superdxidos derivados da respiragéo celular (AYUB et al., 1992). Por exemplo, as células
mutantes, nulas de SOD1 (Cu-Zn SOD), deixam de crescer em meios contendo lactato
como unica fonte de carbono, um fendtipo tipico de células respiratérias deficientes
(GRALLA & KOSMAN, 1992). Atualmente, € evidente que a Cu-Zn SOD pode ter fungéo no
tamponamento da concentragdo de cobre intracelular. Entretanto, esta fungdo ndo aparece
relatada como um mecanismo de protegao contra o estresse oxidante (CULOTTA et al.,
1995).

As seqliéncias de aminoacidos da Mn SOD séo parecidas em todas as espécies e
nao estdo relacionadas com aquelas da Cu-Zn SOD. A forma Cu-Zn SOD apresenta-se
mais resistente as variagoes de temperatura e a desnaturagéo por substancias como cloreto
de guanidina, duodecil sulfato de sddio ou uréia e, em organismos superiores, € responsavel
por cerca de 90% da atividade total da SOD presente nas células (HALLIWELL &
GUTTERIDGE, 1989).
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Finalmente, ha mais uma forma de SOD distinta das outras ja descritas. Esta
enzima possui peso molecular de 135-kDa, € um tetramero que contém Cu e Zn e possui
um peptideo sinalizador que direciona esta enzima exclusivamente para o espaco
extracelular. Por estar presente principalmente em fluidos extracelulares como o plasma, foi
denominada SOD extracelular. Sua atividade é pouco expressiva em comparagdo com as
outras formas de superdxido dismutase (MARKLUND, 1982). O papel que a SOD
extracelular desempenha, nos diferentes estados fisiologicos, esta apenas comegando a ser
esclarecido (ZELKO et al., 2002).

Existem diferentes tipos de SOD, dependendo do metal que atua como co-fator em
seu sitio catalitico, mas todas elas agem basicamente de acordo com a mesma reagao
descrita anteriormente (Quadro 3).

Entre as diversas espécies de peixes ja estudadas, esta enzima demonstrou uma
alta similaridade em suas propriedades funcionais e estruturais, inclusive em peixes
antarticos com sangue destituido de hemoglobinas (BANNISTER et al., 1977; VIG et al.,
1989; NATOLI et al., 1990).

1.4.1.2 Catalase (CAT - E.C. 1.11.1.16)

A catalase (PM = 240-kDa) é uma hemeproteina citoplasmatica que catalisa a
redugdo do H,O, em H,O e O, (Quadro 4) e, por isso, € considerada um dos maiores
componentes da defesa antioxidante primaria (GAETANI et al., 1989). A catalase possui um
alto K, para o H,0,, decompondo-o a uma taxa extremamente rapida de cerca de
10" mol.L™".seg™ (SCANDALIOS, 2005).

Por apresentar um elevado K., a CAT dificimente é saturada pelo H,O, e a
saturagdo pelo substrato ocorre na faixa de 5 mol.L™" de H,0,. Por outro lado, ha uma rapida
inativacdo da CAT em concentracdes de aproximadamente de 0,1 mol.L”, quando o
complexo ativo enzima-H,O, (complexo I) é convertido a complexos inativos (complexos Il e
[lI) (AEBI, 1984). Portanto, medidas da atividade enzimatica por saturagdo de substrato s&o
impossiveis.

A atividade catalitica desta enzima pode ser inibida por &nion superoxido, azida
sodica, cianeto de hidrogénio (HCN), ndo sendo, entretanto, inibida por outros ions cianetos
(CN’) (CHANCE, 1952b; KONO & FRIDOVICH, 1982).
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H,0, + H,0, —%T% 2H,0 + O,

Quadro 4: Desintoxicacdo do perdxido de hidrogénio (H,O;), produzido durante o
metabolismo celular, pela enzima catalase (CAT).

A CAT esta localizada principalmente nos peroxissomos da maioria das células
aerdbicas e, em animais, se encontra principalmente no figado, rins e eritrécitos. Orgéos
como cérebro, coragcdo e musculo esquelético contém pequenas quantidades da enzima
(HALLIWELL & GUTTERIDGE, 1989). Entretanto, a atividade desta enzima n&o tem sido
constatada nos eritrocitos de diversas espécies de peixes (RABIE et al., 1972; SMITH, 1976;
WILHELM-FILHO et al., 1993; WILHELM-FILHO & MARCON, 1996).

A catalase apresenta quatro subunidades, cada uma contendo um grupamento
Fe* -protoporfirina ligado ao seu sitio ativo (WIEACKER et al., 1980). Com relagéo ao pH,
pode-se observar uma diminuicdo da atividade da enzima em valores abaixo de 4,0 e acima
de 8,5, sendo que na faixa de pH de 4,0 a 8,5, a atividade da catalase permanece constante
e ideal (CHANCE et al., 1952a).

Além de seu papel como espécie reativa de oxigénio e, portanto, causador de
estresse oxidante, o H,O, em excesso causa oxidagdo da hemoglobina e,
consequentemente, diminuigdo das concentracbes de oxigénio, o que pode acarretar
infecgbes, formagéo de ulceras e até necrose (WIEACKER et al., 1980). Desta forma, é
imprescindivel o trabalho da CAT.

A suplementacédo de catalase exdgena previne a oxidagao da glutationa reduzida
mediada pelo H,O, em eritrocitos humanos normais (SCOTT et al., 1991) e inibe as lesdes
oxidativas do DNA de timo de carneiros submetidos & sobrecarga de Fe** (ARUOMA et al.,
1989). Em modelo de estresse oxidante decorrente de agressdo térmica, os eritrécitos
exibem diminuicdo da atividade da CAT durante o processo hemolitico termodependente
(HATHERILL et al., 1991).

Segundo SCANDALIOS (2005), a redugéo do H,O,em H,0 e O, pela CAT requer a
presenga de altas concentragdes de H,O, (Quadro 4). Desta forma, a CAT atuaria como um
suporte para o sistema glutationa dependente (discutido em 1.4.1.3), o qual também
apresenta como uma de suas fungdes a desintoxicagdo do H,O, quando este se encontra
em baixas concentragbes. Assim, na presenca de baixos niveis de H,0O,, os perdxidos
seriam eliminados preferencialmente pela glutationa peroxidase (GPx) enquanto que, em

altas concentragdes de H,O,, predominaria a acdo da CAT.
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Em baixas concentragcoes de H,O,, a CAT atuaria oxidando uma variedade de
doadores de hidrogénio como etanol, metanol, acido ascoérbico, fendis, acidos férmicos, com
o consumo de 1 mol de peréxido e a uma velocidade muito menor de cerca de 10% a 10°
mol.L™"seg™” (AEBI, 1984).

Ambos os sistemas parecem ter vantagens e desvantagens para o organismo. A
GPx é mais eficiente (tem maior afinidade pelo substrato), € multifuncional (reduz H,O, livre
e também outros peroéxidos), € lenta (limitada pela reciclagem do GSH) e metabolicamente
dispendiosa, enquanto que a CAT possui baixa afinidade pelo substrato, mas é
extremamente rapida (EATON, 1991). Assim, a CAT deve proteger as células de grandes
quantidades de H,O, enquanto que os baixos niveis endégenos devem ficar por conta da
GPx, juntamente com o sistema enzimatico dependente de GSH (EATON, 1991).

Entretanto, a CAT apresenta sitios de ligagdo ao NADPH e, quando estes sitios
estdo ocupados, a CAT opera catalisando a degradagdo do H,O, a concentragdes
semelhantes aquelas em que o sistema glutationa dependente opera (GAETANI et al.,
1996). E, portanto, provavel que metade do H,O, produzido na célula é destruido pela CAT
(BABIOR, 1997). A ligagdo do NADPH a enzima poderia ser um mecanismo para proteger a
CAT contra a inativagao pelo H,O, ou como fonte de NADPH para a GPx durante o estresse
oxidante (KIRKMAN & GAETANI, 1984; KIRKMAN et al., 1999).

1.4.1.3 Glutationa peroxidase (GPx - E.C. 1.11.1.9)

A GPx é uma enzima antioxidante enddégena que catalisa a redugéo do H,O, e de
hidroperéxidos de acidos graxos (LOOH, onde L é um lipidio), convertendo-os em agua e
seus correspondentes alcodis ndo-téxicos, respectivamente (Quadros 5 e 6) (NORDBERG
& ARNER, 2001), por oxidagédo da glutationa reduzida (GSH) a glutationa oxidada (GSSG)
(SHAN et al.,, 1990). A GPx é extremamente especifica para a GSH e é capaz de
desintoxicar rapidamente o H,O, e certos hidroperéxidos (LIEBLER & REED, 1997).

H,0, + 2GSH —*— GSSG + 2H,0

Quadro 5: Oxidagédo da GSH a GSSH, pela agéo da GPx, utilizando H,O, como substrato.
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LOOH + 2GSH —%¥*— LOH + GSSG + H,0

Quadro 6: Oxidagao da GSH a GSSH, pela agéo da GPx, utilizando hidroperoxido de lipidio
(LOOH) como substrato. Onde: LOOH - hidroperoxido lipidico; LOH - alcool nao-
téxico derivado do respectivo LOOH

A GPx, essencial a prevengao da acumulagao de perdxidos de lipidios (LIEBLER &
REED, 1997), € uma enzima constituida de quatro subunidades idénticas, cada qual com
um atomo de selénio (Se), elemento relativamente raro da familia do oxigénio e do enxofre.
A GPx emprega a GSH para desintoxicar os peréxidos, liberando GSSG durante esse
processo. A GSSG é reciclada pela glutationa redutase (GR), voltando a forma GSH
(Quadro 7). Para tanto, a GR emprega a riboflavina (vitamina B;) como co-fator e NADPH
como agente redutor (MEISTER & ANDERSON, 1983) estando, dessa forma, relacionada

com a integridade da via das pentoses fosfato.

GSSG + NADPH +H* —SR» 2GSH + NADP*

Quadro 7: Reducdo da glutationa oxidada (GSSG) a glutationa reduzida (GSH) pela agao
da glutationa redutase (GR), uma flavoenzima NADPH-dependente.

A acao enzimatica da GPx € um dos meios de controle do organismo dos niveis de
peroxido de hidrogénio e de hidroperoxidos lipidicos oriundos do ataque de espécies
radicalares (COHEN & HOCHSTEIN, 1963; MEISTER & ANDERSON, 1983). A GPx,
descoberta por MILLS em 1959 em tecidos de mamiferos, possui uma caracteristica
importante, apresentando um residuo de cisteina contendo selénio covalentemente ligado
ao restante da enzima. O selénio foi caracterizado como um componente essencial da
enzima (ROTRUCK et al.,, 1973) e a forma do selénio na enzima, em figado de rato, foi
identificada como uma selenocisteina (FORSTROM et al., 1978). PLECKO et al. (1999)
determinaram por cromatografia liquida que as maiores fragbes de Se, em plasma humano,
estavam associadas a enzima GPx e a albumina.

A selenocisteina é adicionada a proteina por um t-RNA especial que inicialmente
carrega uma serina, mas que, apos sofrer uma série de reagdes, € convertido em
t-RNAs®e°C¥s  Este t-RNA, por sua vez, se liga ao ‘“triplet” UGA do mRNA da GPx, que é
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normalmente um “stop” cédon mas, neste contexto, é o sitio de reconhecimento do
t-RNA>°%® (CHAMBERS & HARRISON, 1987).

Embora possa ser encontrada em algumas algas e fungos, ndo foi observada a
presenga da GPx em plantas ou bactérias (HALLIWELL & GUTTERIDGE, 1989). As células
animais contém dois tipos de GPx, uma é Se-dependente enquanto a outro ndo. O primeiro
tipo é capaz de reduzir H,O, e qualquer hidroperdxido organico, possui peso molecular de
88-kDa, é uma proteina tetramérica e possui um atomo de selénio em cada subunidade em
forma de selenocisteina (LIEBLER & REED, 1997). O segundo tipo, que ndo depende de
selénio, chamado GPx5, tem peso molecular de 35-kDa, é uma proteina dimérica e é capaz
de reduzir qualquer hidroperoxido organico, menos o H,O, (CIRIOLO et al., 1991;
WILLIANS et al., 1998).

A GPx apresenta alta atividade no figado, moderada atividade no coragéo, pulméo
e cérebro, e baixa atividade nos musculos (HALLIWELL & GUTTERIDGE, 1989). Na maioria
dos animais, a enzima dependente de selénio é responsavel pela maior parte da atividade
da GPx, mas a proporgao entre as duas formas varia muito entre as diferentes espécies,
bem como entre os tecidos de uma mesma espécie.

Em relagdo ao tipo glutationa peroxidase Se-dependente, sdo conhecidas quatro
isoformas em mamiferos (GPx1 a GPx4), todas podendo catalisar a redugdo do H,O,
usando a GSH como substrato e também podendo reduzir peréxidos de lipidio a alcoois. A
GPx1 e a GPx4, ambas citosdlicas, sdo as formas mais abundantes na maioria dos tecidos
(NORDBERG & ARNER, 2001).

A GPx4, também chamada de fosfolipidio hidroperoxido glutationa peroxidase,
promove a redugdo de hidroperdxidos a partir de complexos lipidicos como colesterol,
mesmo quando estes peroxidos estdo presos na membrana celular (MAIORINO et al., 1991;
LEHMANN et al., 1998). O perdxido de acido graxo de fosfolipidio deve ser liberado por uma
fosfolipase como um acido graxo livre antes de sua posterior desintoxicagao para um alcool
de acido graxo pela GPx classica (GPx1) ou por uma GST com atividade de peroxidase,
como sera visto a seguir (item 1.4.1.4). A GPx4 difere da GPx1 pela sua maior
lipossolubilidade e capacidade de reagir diretamente com os peroxidos lipidicos ligados a
membrana. E interessante notar que a fosfolipidio hidroperéxido glutationa peroxidase pode
reduzir peroxidos de colesterol (ChOOH), que é um importante lipidio das LDL, e, portanto,
pode reduzir os principais lipidios oxidados das LDL, incluindo o fosfolipidio (PLOOH), o
éster de colesterol (CEOOH), além do ChOOH (THOMAS et al., 1990).

O mecanismo catalitico da GPx envolve oxidagao do sitio ativo selenolato (Ez-Se”)

a um alcool selénico (Ez-SeOH) por meio da reagdo da GPx com o hidroperdxido, que
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funciona como agente oxidante. O hidroperoxido é reduzido, dessa maneira, ao seu alcool
correspondente. Com a adicdo de uma molécula de GSH, o alcool selénico é transformado
no aduto selenossulfeto (Ez-SeSG), que pode ser regenerado ao selenolato ativo e a GSSG

pela adicao de uma segunda molécula de GSH (Figura 7).

H* + GSSG ROOH + H*
Ez-Se-
y ROH
Ez-SeH-GSSG Ez-SeOH
GSH
Ez-Se-SG-GSH Ez-SeOH-GSH
GSH Ez-Se-SG H,0

Figura 7: Mecanismo catalitico da enzima GPx selénio-dependente sobre a GSH (ROVER-
JUNIOR et al., 2001).

Em ratos, a distribuigdo da GPx tem sido extensamente estudada e, em
hepatdcitos, a GPx selénio-dependente esta localizada principalmente no citosol e na matriz
mitocondrial (MANNERVIK, 1985).

O pH étimo para a GPx é préximo de 8,0, mas a enzima continua ativa em valores
elevados. Sua atividade € minima em pH abaixo de 6,0 (MILLS, 1959). A atividade da GPx é
dependente da concentragcao de GSH (NAKAMURA et al., 1974). Neste sentido, um controle
dos niveis de GSH torna-se importante, ja que niveis normais de GSH em células de
mamiferos estdo na faixa de 0,5 a 10 mmol.L™' (MEISTER & ANDERSON, 1983). A atividade
da GPx pode ser inibida pelo anion O, (BLUM & FRIDOVICH, 1985).

Conforme citado anteriormente, a GPx atua em baixas concentragdes de H,O,,
apresentando um K, bem menor que o da CAT (PUCHEU et al., 1995).

O papel central do Se na atividade da GPx oferece um foco para intervengéo sendo
que a suplementacao de selénio pode aumentar a sua atividade. Em algumas regides onde
a deficiéncia de Se é grave, como na Nova Zelandia, China e Finlandia, a suplementagéo

alimentar com selénio reverte prontamente doengas causadas pela sua deficiéncia em
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animais (por exemplo, a doenga dos musculos brancos nos carneiros) e no homem (doenga
de Keshan) (COMBS & COMBS, 1986). A deficiéncia de selénio no organismo acarreta uma
diminuicdo na atividade desta enzima e tem sido associada a alteracbes no metabolismo
celular (IP et al., 1991; FOSTER & SUMAR, 1997).

1.4.1.4 Glutationa S-transferase (GST - E.C. 2.5.1.18)

A GST faz parte de uma familia de isoenzimas que desempenha um papel
importante na resposta ao estresse oxidante. E considerada uma enzima de desintoxicagéo
por metabolizar uma grande variedade de substratos hidrofobicos e eletrofilicos, como os
xenobidticos, por meio da conjugagao destes com a glutationa reduzida (GSH), formando
conjugados soluveis em agua, reduzindo sua toxicidade e facilitando sua excregédo (WILCE
& PARKER, 1994; VAN der OOST et al., 2003) (Quadro 8).

Assim, a GST é importante na defesa celular mesmo ndo atuando diretamente
contra os radicais livres, pois esta associada a biotransformagdo de xenobidticos como

herbicidas, inseticidas e agentes carcinogénicos.

Substrato + GSH —5T» GSH-conjugado + H*

Quadro 8: Conjugacdo da glutationa reduzida (GSH) com substrato eletrofilico tdxico
(xenobidtico) pela agéo glutationa S-transferase (GST).

A GST também promove a conjugagédo da GSH a produtos enddgenos causadores
de danos oxidantes como radicais hidroxil citotoxicos, perdoxidos de lipidios de membrana e
produtos de degradacao oxidativa do DNA, visando sua desintoxicagdo (DUDLER et al.,
1991; BARLING et al., 1993). A suscetibilidade de diferentes espécies de peixes a quimicos
carcinogénicos pode ser modulada pela atividade da GST (VARANASI et al., 1987).

Com base na especificidade do substrato e na sequiéncia de aminoacidos da
proteina, as GSTs sollveis sdo agrupadas em cinco classes: alfa (o), mi (u), pi (r), teta (6) e
sigma (o) (GEORGE, 1994). Estas isoenzimas, localizadas principalmente na fragdo
citosdlica do figado (SIJM & OPPERHUIZEN, 1989), sdo proteinas diméricas com peso
molecular variando em torno de 50-kDa de acordo com a combinagéo das quatro possiveis
subunidades que podem compb-las (MEDH et al., 1991). Algumas GSTs também
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apresentam atividade de GPx selénio-independente, por atuarem diretamente na
desintoxicacéo de hidroperoxidos de lipidio (BARLING et al., 1993).

O perfeito equilibrio entre as enzimas antioxidantes (SOD, CAT, GPx e GST) é
importante para a manutencao da integridade celular (SCHNEIDER & OLIVEIRA, 2004). A
acgao integrada destas enzimas esta ilustrada na Figura 8.

Além das enzimas descritas anteriormente, outros sistemas enzimaticos participam
direta ou indiretamente do metabolismo oxidante, produzindo ou neutralizando as ERO ou
desintoxicando xenobiodticos. Sdo exemplos: a glutationa redutase (GR), y-glutamil sintetase,
glicose 6-fosfato desidrogenase (G6PDH), citocromo P-450 oxidase, xantina oxidase (XOD),

entre outras.

1.4.2 Antioxidantes ndo-enzimaticos

1.4.2.1 Glutationa (GSH)

A glutationa, um elemento fundamental no sistema de defesa antioxidante, € um
tripeptideo (y-glutamil-cisteinil-glicina) que contém um grupo sulfidrila (-SH) presente na
cisteina (Figura 9), que confere a esta molécula grande capacidade redutora (MEISTER &
ANDERSON, 1983). A GSH atua direta ou indiretamente em muitos processos biolodgicos
importantes, incluindo a sintese de proteinas, metabolismo e protecéo celular (MEISTER &
ANDERSON, 1983).

Sua forma varia entre o tiol reduzido (GSH) e oxidado (GSSG), na qual dois
tripeptideos de glutationa estdo unidos por uma ligagao dissulfeto. O grupo sulfidrila interage
com um radical livre para formar um radical glutationa, que dimeriza (se emparelha com
outro radical glutationa) para formar a glutationa oxidada (GSSG). A glutationa oxidada é
entdo reciclada (reduzida) outra vez em glutationa reduzida (GSH) para reutilizagao por
meio da enzima glutationa redutase (GR). A GR (E.C. 1.6.4.2) depende de NADPH como
fonte de elétrons, estando, dessa forma, relacionada com a integridade da via das pentoses
(ou ciclo das pentoses — PC) (KRETZSCHMAR, 1996).
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GSH-conjugado

GST
PEROXISOMOS GSSH
.@ GR
0;':’;:9 Oxidases HZO
FADH) 0,
oxidase \ citocromo GPX
NADPH b5
02 oxidase
Cu,Zn- SOD
02- » H 02
NADP:/ 4 e2+ H;0,
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oxidase e3+ OH
02 m Canal iénico Cu?*

Cadeia transportadora de
GPX

elétrons mitocondrial - *Mn-SOD ) >
0 Hipdxia 02 * H202 CAT

Figura 8: Geragao de espécies reativas de oxigénio (ERQ) e os principais mecanismos
enzimaticos de defesa antioxidante. Adaptado de MATES et al. (1999).

Apesar de ser sintetizada pelo figado, a GSH, proveniente da dieta, pode ser
absorvida intacta no intestino, sendo transportada e aumentando o conteido de GSH
plasmatico (JORDAO JUNIOR et al., 1998).

Para que ocorra a sintese de GSH, deve haver disponibilidade de cisteina, o
aminoacido sulfuroso precursor, e da enzima y-glutamilcisteina sintetase (y-GluCisSH). O
figado, 6rgao que possui a maior quantidade de glutationa, é responsavel pela biossintese
da molécula de GSH, convertendo a metionina em cisteina. A taxa de biossintese de GSH
no hepatdcito é balanceada por sua taxa de exportagao ao plasma, bile e mitocéndrias via

sistemas distintos de transporte de glutationa (LU, 1999).
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Figura 9: Estrutura e representagéo da molécula de glutationa reduzida (ROVER JUNIOR
et al., 2001).

Um dos principais determinantes da taxa de sintese de GSH é a disponibilidade de
cisteina. A cisteina é normalmente derivada da dieta e, no figado, da metionina. A cisteina
difere dos outros aminoacidos por apresentar duas formas distintas: a forma sulfidrila,
predominante dentro da célula, e a forma dissulfidica, predominante fora da célula. Embora
0 glutamato e a glicina também sejam precursores da GSH, ndo ha evidéncias de que
influenciem na sintese de GSH, ja que eles s&o sintetizados por varios caminhos
metabdlicos dentro dos hepatdcitos (LU, 1999; SPADA & SILVA, 2004).

A atividade antioxidante da GSH pode ser associada a sua capacidade de reagir
com H,0, e peroxidos organicos (LOOH), convertendo-os em seus alcoois correspondentes,
pela oxidacdo da GSH a GSSG, através da agdo da GPx. Assim, a atividade da GPx
depende da concentragdo de GSH (Quadro 6). De maneira semelhante, a atividade da GST
também depende da concentracdo de GSH, uma vez que esta enzima utiliza a GSH na
conjugacdo a compostos eletrofilicos no processo de desintoxicacdo de xenobidticos,
permitindo a excregdo dessas substancias potencialmente nocivas (Quadro 8) (LIEBLER &
REED, 1997; SIES, 1999).

Portanto, a GSH atua de maneira importante na protecdo celular contra mudancas
no quadro oxidante e na defesa contra xenobidticos (JORDAO JUNIOR et al., 1998). A
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versatilidade de suas propriedades quimicas faz com que a GSH atue como um redutor
eficiente, através da interacdo com numerosos componentes oxidantes como H,O, e OH®
(ANDRADE JUNIOR et al., 2005). Assim, a GSH também age como antioxidante
neutralizando diretamente o radical OH®, restaurando moléculas alteradas pela doacao de
hidrogénio, promovendo a redugado de perdxidos e mantendo grupos tidis das proteinas no
estado reduzido (NOVELLI, 2005).

A GSH é o tiol mais abundante no meio intracelular, estando presente na maioria
das células (MEISTER & ANDERSON, 1983; MARCHLER et al., 1993). E considerada uma
das moléculas “sequestradoras-redox” mais importantes do sistema de defesa antioxidante
da célula (SIES, 1999), protegendo-a contra a lesdo resultante da exposi¢cdo a agentes
como ions ferro (GALLEANO & PUNTARULO, 1995), oxigénio hiperbarico, ozbnio, radiagao
e luz ultravioleta (DENEKE & FANBURGO, 1989). Além disso, diminui a suscetibilidade a
lesdo renal decorrente da isquemia e reperfusdo (SHAN et al., 1990); atua como
transportadora e reservatorio da cisteina e participa da desintoxicagdo de agentes quimicos
e da eliminagdo de produtos da lipoperoxidagdo. Também ¢é requerida para a sintese de
DNA, de proteinas e de algumas prostaglandinas (DENEKE & FANBURGO, 1989).

1.4.2.2 Selénio (Se)

O Se é um antioxidante mineral constituinte de varias selenoproteinas como a
glutationa peroxidase e a tiorredoxina redutase. Estas proteinas contém um ou mais
residuos de selenocisteina em seus sitios ativos, que sédo incorporados por um processo de
co-tradugdo (BERRY et al., 1991; LEUNG, 1998).

O Se é um elemento ndo-metalico que esta entre o enxofre (S) e o telurio (Te) no
Grupo VI da tabela peridédica. Quimicamente, € classificado como um metaldide, com
propriedades tanto de metais quanto de nao-metais. Esta intimamente relacionado ao
enxofre em sua estrutura e fungdo. O Se é raramente encontrado em seu estado natural,
apresentando-se, geralmente, tanto na forma de compostos inorganicos como organicos
(REILLY, 1998).

O Se é um micronutriente essencial na nutricdo humana e animal, incluindo os
peixes (WATANABE et al, 1997). Possui trés niveis de atividade bioldgica:
1) concentracdes-trago s&o requeridas para o crescimento e desenvolvimento normais;
2) concentragdes moderadas podem ser estocadas para manutengdo das fungdes

homeostaticas; e 3) concentracdes elevadas podem resultar em efeitos toxicos (HAMILTON,
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2004). Assim, o Se pode ser tanto um elemento essencial quanto toxico, dependendo da
sua concentragao.

O Se é co-fator da enzima GPx (ROTRUCK et al., 1973) e, por essa razao, protege
o tecido celular dos danos causados pelas ERO, uma vez que a GPx faz parte do sistema
de defesa antioxidante da célula. Apresenta versatilidade na capacidade de oxi-reducgao,
uma caracteristica fundamental para sua atuacdo no centro ativo da enzima GPx,
responsavel pela eliminagdo de peroxidos (ARTEEL & SIES, 2001). O nivel de atividade
desta enzima, no figado ou no plasma, pode ser indicativo do suprimento de selénio do
organismo (WATANABE et al., 1997). Aproximadamente 30% a 40% do contetdo de Se em
ratos esta presente na estrutura da GPx e os 60% a 70% restantes estao distribuidos entre
outras 30 selenoproteinas (BIELSTEIN & WHANGER, 1988).

Muitos autores descrevem uma estequiometria de aproximadamente 4 g-atomos de
Se por mol de enzima GPx (COMBS & COMBS, 1986). Esta enzima ndo contém nenhum
metal a ndo ser o selénio (FLOHE, 1973). WENDEL et al (1975) encontraram, por
espectroscopia fotoelétrica de raios-X, que o sitio ativo da GPx inclui pontes de selénio.
Subsequientemente, FORSTROM et al (1978) mostraram que o sitio catalitico da GPx
incluia selenocisteina.

Segundo HARPER (1973), o Se nao protege os componentes teciduais ou celulares
que estejam apresentando baixa concentragdo da enzima glutationa peroxidase. Segundo
WATANABE et al. (1997), este mineral também apresenta funcdo de protegdo contra a
toxicidade de metais pesados, como o mercurio € o cadmio, pois € capaz de combinar-se
com proteinas de alto peso molecular, produzindo complexos que exibem alta afinidade por
tais metais.

O selénio também atua como parte integrante da enzima I-5-iodotironina
desiodinase, que converte o hormdnio T, em uma forma mais ativa, o T; (triiodotironina)
(MacDONALD et al.,, 2002). A baixa ingestdo de selénio altera a fungdo tireoideana,
diminuindo os niveis de T; e aumentando os de T, (ARTHUR, 1997) o que,
consequentemente, altera muitos aspectos do metabolismo celular.

REILLY (1998) evidencia que a deficiéncia de selénio € um fator importante de
predisposicdo ao desenvolvimento de tumores. Estudos epidemioldgicos mostraram uma
relagao inversa entre os niveis de selénio no plasma e a incidéncia de cancer (FIALA et al.,
1998). Alguns efeitos da suplementagdo de selénio incluem diminuigdo da incidéncia de
cancer (PATTERSON & LEVANDER, 1997; GANTHER, 1999). Sinais de deficiéncia de Se
em animais incluem alteracdes vasculares, catarata, diminuicdo no crescimento,
degeneragao pancreatica e falha reprodutiva (FOSTER & SUMAR, 1995).
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O Se ainda apresenta um papel ativo no sistema imunolégico e reduz o risco de
infecgdes por virus. A proliferacdo de linfocitos B e a produgao de anticorpos séao
estimuladas pelo selénio (HUGHES, 2000). E também importante para o crescimento e para
assegurar um metabolismo adequado. Além disso, melhora a contagem de espermatozoides
e apresenta efeito cardioprotetor (REILLY, 1998).

Entretanto, os efeitos téxicos do excesso de Se incluem reducdo do crescimento,
letargia, diminuicao das fungdes hepaticas, diminuicdo do peso do figado, diminuicdo na
performance reprodutiva, catarata, diminuigdo dos niveis de hemoglobina e aumento na
incidéncia de cancer, entre outros (COMBS & COMBS, 1986).

Em animais, a quantidade de selénio necessaria para causar toxicidade depende
da fonte de selénio, do tipo de dieta, do ambiente bem como da proépria espécie (FOSTER &
SUMAR, 1995). S&o descritos trés tipos clinicos de intoxicacao por selénio em animais. 1) a
selenose aguda, caracterizada pela exposi¢ao a altas doses de selénio dentro de um curto
periodo de tempo, com sinais severos de toxicidade que sdo manifestados rapidamente; 2)
a selenose sub-aguda, descrita como resultado de uma exposicdo a grandes doses de
selénio por um longo periodo de tempo, resultando em manifestagdes de sinais neuroldgicos
como ataxia e faléncia no sistema respiratoério e 3) a selenose crbnica, caracterizada pela
exposicao a niveis moderados de selénio por periodos de semanas ou meses, sendo que 0s
maiores sinais de selenose crénica sdo lesdes dérmicas, podendo haver também anorexia,
com acentuada perda de peso (COMBS & COMBS, 1986).

A sua toxicidade também esta relacionada a sua capacidade pro-oxidante,
catalisando a oxidagao dos tidis como a GSH e simultaneamente gerando radical superoxido
(O2°) (YAN & SPALLHOLZ, 1993; SPALLHOLZ, 1997).

Os peixes podem absorver o selénio da agua através das branquias, do trato
digestoério e do tegumento (EVANS, 1993; HAMILTON, 2004). Entretanto, a dieta é a via de
captacao de selénio dominante, uma vez que os peixes e outros animais ocupam niveis
troficos mais elevados na cadeia alimentar (DALLINGER et al., 1987). A incorporagdo do
selénio na forma de selenito através das branquias é freqliente, mesmo quando em
pequenas concentragdes na agua. HODSON & HILTON (1983) relataram que o nivel de
selénio presente na agua afeta a exigéncia alimentar deste mineral para a truta arco-iris
(Oncorhynchus mykiss). Segundo o National Reseach Council (NRC, 1993), a exigéncia
nutricional deste mineral varia com a fonte de suplementacéo utilizada, com a concentragéo
de acidos graxos poli-insaturados e de vitamina E na dieta, bem como também com o teor

existente na agua.
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A biodisponibilidade deste mineral esta relacionada com a sua forma quimica -
quanto mais reduzida menor sera sua disponibilidade para os animais. GONZALEZ & SILVA
(2003) descrevem que na deficiéncia deste elemento, ha uma diminuigdo na atividade da
GPx e, desta forma, a determinagdo de Se pode ser realizada para auxiliar no diagnéstico
de enfermidades causadas pela deficiéncia deste mineral.

O selénio esta presente em varios ingredientes e diversos compostos sao
considerados fontes de suplementacdo deste mineral. O selenito e o selenato sdo fontes
inor ganicas de selénio, enquanto que o selenometionina, o selenocistina e o selenocisteina
sdo compostos organicos desse mineral.

As farinhas de peixe e os produtos marinhos utilizados como ingredientes em
ragOes para peixes sao fontes de selénio, mas somente as dietas contendo acima de 15%
de farinha de peixe apresentam concentragdes adequadas de Se, ndo necessitando de
suplementacdo. No entanto, ragbes formuladas predominantemente com produtos de
origem vegetal necessitam de suplementagao com Se (WANG & LOVELL, 1997), uma vez
que a sua concentragdo varia em alimentos vegetais, estando diretamente ligada a presenca
desse mineral no solo. Poucos estudos foram conduzidos para avaliar a biodisponibilidade
deste mineral nos alimentos.

Segundo COMBS & COMBS (1986) trés métodos sao utilizados para se estimar a
biodisponibilidade do selénio, estas envolvem a utilizacao de diferentes tipos de critérios de
respostas biolégicas. A primeira € a metodologia preventiva que avalia a eficiéncia relativa
de concentragbes conhecidas de selénio em reduzir a incidéncia e/ou severidade de
sindromes de deficiéncia de selénio. A segunda metodologia, avalia as concentragdes de Se
nos tecidos, determinando a eficiéncia relativa de uma quantidade conhecida de Se da dieta
em manter a concentragdo de Se nos diferentes tecidos. A terceira metodologia, chamada
“ensaio funcional”, avalia a eficiéncia relativa de quantidades conhecidas de Se da dieta em
manter a atividade da GPx em varios tecidos. A diminuicdo na taxa de crescimento de
animais jovens parece ser o parametro mais sensivel de intoxicagao por selénio.

LORENTZEN et al. (1994), estudando o salmao-do-atlantico (Salmo salar),
mostraram que tanto o Se proveniente do selenito de sédio como o Se proveniente da Se-
metionina, em niveis de 1 ou 2 mg de Se.Kg' de dieta, se comportam igualmente na
promogao do crescimento e na manutencéo da atividade da GPx. BELL & COWEY (1989)
avaliaram a disponibilidade de selénio de diferentes fontes como Se-metionina, Se-cistina,
selenito de sddio e farinha de peixe para S. salar e obtiveram coeficientes de disponibilidade
de 92%; 53%; 64% e 47%, respectivamente. Estes autores ndo encontraram diferenga

significativa na atividade da GPx do figado e do plasma para estas diferentes fontes.
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Entretanto, a concentracdo de selénio no plasma foi maior quando utilizaram a Se-
metionina.

Em estudos, também com o salméao-do-atlantico, BELL et al. (1987) descreveram o
selénio como o principal fator no mecanismo de protegao celular contra as injurias oxidativas
e mencionaram queda nos valores do hematécrito e aumento na taxa hemolitica quando os
tecidos apresentavam diminuicdo nas concentragcbes de Se e vitamina E. Observaram,
ainda, areas de vacuolizagédo no tecido pancreatico e diminuicdo da atividade da glutationa
peroxidase no figado. Ndo encontraram diferenga significativa entre os tratamentos para
ganho de peso, entretanto os niveis de vitamina E e de Se no figado e plasma foram
significativamente menores na deficiéncia de selénio.

Segundo POSTON et al. (1976), BELL et al. (1986) e BELL & COWEN (1987), S.
salar, quando alimentado com dieta deficiente em selénio, demonstrou um crescimento
lento, uma baixa atividade da glutationa peroxidase, reducdo do hematdcrito e ataxia.
HILTON et al. (1980) estudaram os sintomas da deficiéncia de selénio em truta arco-iris,
O. mykiss, e encontraram reduzida taxa de crescimento, decréscimo da eficiéncia alimentar
e diminuicdo na atividade da GPx. GATLIN & WILSON (1984) observaram decréscimo no
crescimento, baixa eficiéncia alimentar e reduzida atividade da GPx no bagre-do-canal,
Ictalurus punctatus.

Segundo HILTON et al. (1980) e GATLIN & WILSON (1984), altos niveis de selénio
na dieta apresentam efeitos toxicos, resultando em crescimento reduzido, baixa eficiéncia
alimentar e aumento na taxa de mortalidade, sendo que niveis acima de 13 a 15 mg de Se
por Kg da dieta podem resultar em toxicidade. A ingestado prolongada acima de 3 mg de Se
por Kg de dieta pode ser considerada téxica, segundo HILTON et al. (1980). HODSON &
HILTON (1983) encontraram calcinose renal em trutas arragoadas com niveis acima de
10 mg de Se por Kg de racdo. HICKS et al. (1984) também identificaram nefrocalcinose em
O. mykiss com alimentacao deficiente em selénio, sendo que os tubulos renais revelaram
degeneragao e processo inflamatério.

Para o selénio da dieta, que é armazenado em sua forma orgénica, a margem entre
a exigéncia nutricional e seu nivel toxico € muito estreita (HODSON & HILTON, 1983).
Entretanto, muito pouco se conhece sobre a suplementacdo de antioxidantes na dieta,
especialmente de Se em peixes, e tampouco se conhece os efeitos desses antioxidantes
durante o estresse oxidante induzido por pesticidas que freqlientemente contaminam

ecossistemas aquaticos.
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1.4.2.3 Outros antioxidantes nao-enzimaticos

Como ilustrado na Tabela 2, existem varios outros compostos nao-enzimaticos que
podem atuar como antioxidantes intracelulares. Entre eles, podem ser citados as vitaminas
A, C e E, a ubiquinona, carotendides, os flavondides, a ceruloplasmina, o acido urico, a
melatonina e a metalotioneina, entre outros (MACHLIN & BENDICH, 1987; HALLIWELL,
1990; SIES, 1991). Além destes, ha varios nutrientes essenciais de origem mineral que
participam do processo antioxidante em associagdo com enzimas, como o zinco, cobre,
manganés, selénio e ferro (HALLIWELL & GUTTERIDGE, 2000).

Os antioxidantes n&o-enzimaticos podem ainda ser classificados em enddgenos,
como a GSH e ubiquinona, e os exdgenos, como as vitaminas A, C e E, carotendides
(licopeno e B-caroteno) e minerais, entre outros. Os antioxidantes exdgenos, por serem
obtidos da alimentacgao, fornecem focos de intervencido no sistema de defesa antioxidante
da célula, através da suplementagdo da dieta (Figura 10). A utilizagcdo de agentes
antioxidantes pode representar uma nova abordagem na inibicdo de danos provocados pelo
excesso de radicais livres, uma vez que a aplicacdo desses agentes pode interferir em
mecanismos celulares, incluindo alteragdes na atividade enzimatica e na estrutura das
membranas (BIANCHI & ANTUNES, 1999).

A vitamina E (a-tocoferol) € o maior antioxidante lipossoluvel presente em todas as
membranas celulares e, portanto, atua na protegéo contra a lipoperoxidagdo (KAY et al.,
1986). Ela pode reagir diretamente com uma variedade de oxiradicais, como 0 &anion
superoxido, o radical hidroxil, e também com o oxigénio “singlet” (MACHLIN & BENDICH,
1987).

Junto com o selénio, a vitamina E tem fungdo protetora antioxidante das
membranas plasmaticas contra a agéo toxica dos peréxidos lipidicos, parando a reagdo em
cadeia de auto-oxidacao lipidica. Suas interagcdes se exemplificam pelos casos em que a
vitamina E reduz a necessidade de selénio e vice-versa (GONZALEZ & SILVA, 2003). Outro
exemplo da interacdo é a complementacéo no sitio de agéo, ja que o selénio atua no meio
intracelular e a vitamina E no meio extracelular (PASCHOAL et al., 2003).

Os carotendides, principalmente o pB-caroteno, podem funcionar como precursores
da vitamina A. Os carotendides apresentam duplo papel, ao diminuirem a formacao do
oxigénio “singlet” ao mesmo tempo em que ajudam a remover aqueles ja formados
(HALLIWELL & GUTTERIDGE, 1989). A vitamina A tem pouca agido antioxidante e é
incapaz de agir sobre o oxigénio “singlet”, mas seu precursor, o p-caroteno, € o mais

eficiente ligante desta forma reativa de oxigénio e pode agir como antioxidante.
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Figura 10: Inter-relagdo entre as ERO, componentes celulares e sistema antioxidante.
Destaque (em negrito) para a atuacdo de antioxidantes nao-enzimaticos
exogenos (vitaminas A, C e E, minerais como o Se, Cu e Fe, melatonina, GSH)
como possiveis focos de intervengdo através da suplementagdo na dieta.
Adaptado de BELL & COWEY (1987).

A vitamina C (acido ascorbico) € hidrossoluvel e também age contra as ERO como
0 0, e 0 OH". Participa ainda da regeneragdo da forma reduzida e antioxidante da vitamina
E (HALLIWELL & GUTTERIDGE, 2000) e, juntamente com a GSH, atua protegendo as
células dos danos oxidantes (NORDBERG & ARNER, 2001).

A melatonina é o principal hormdnio da glandula pineal em vertebrados exercendo
papel regulador sobre eventos fisiolégicos, metabodlicos e comportamentais, como a
regulacdo de mecanismos enddcrinos independentes do eixo hipotalamo-hipoéfise-gonadal,
termorregulagéo, regulagédo do sistema cardiovascular, ciclos de atividade-repouso e vigilia-

sono, sistema imune, crescimento e envelhecimento (VANECEK, 1998). Além disso, a
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melatonina é um potente antioxidante, neutralizando radicais livres como O,”, OH®* e LOO" e
estimulando a sintese de enzimas antioxidantes como a SOD, a GPx e enzimas envolvidas
na sintese de GSH (ANTUNES et al, 1999; HALLIWELL & GUTTERIDGE, 2000;
KARBOWNIK & REITER, 2002; REITER et al., 2002). Por exercer uma protegao substancial
contra os radicais livres que sdo gerados em uma variedade de situagdes experimentais,
incluindo injuria por isquemia/reperfusdo, a melatonina vem sendo utilizada
terapeuticamente em cirurgias e transplantes (REITER & MAESTRONI, 1999).

Metalotioneinas (MTs) sdo uma familia de baixo peso molecular (6-7 kDa),
proteinas ricas em cisteina, que sdo induzidas por ions de metais pesados tais como Cd, Cu
e Zn. Os grupos de cisteina (-SH) das MTs ligam-se aos ions dos metais dos grupos I|-B e II-
B da tabela periédica, como Zn?*, Cd*", Hg** e Cu®', prevenindo sua agdo téxica e danos
celulares. As MTs sao ubiquitativamente expressas e, portanto, tém sido implicadas em uma
série de importantes processos biolégicos tais como homeostase de ions metalicos e
desintoxicagado de metais pesados (KAGI & SCHAFFER, 1988; SATO & BREMMER, 1993).

Em adicédo aos metais, as MTs s&o também induzidas por outros agentes incluindo
mitdgenos e citocinas (KAGI et al., 1993). A metalotioneina é o primeiro sistema de defesa
da célula contra metais e um marcador bioquimico em potencial na contaminagdo de metais
(BRAGIGAND & BERTHET, 2003).

Alguns antioxidantes enzimaticos e nao-enzimaticos que participam da defesa
contra as espécies reativas do oxigénio nos sistemas bioldgicos estdo na Tabela 2.

Os organismos aerébios possuem um enorme e diversificado sistema de defesa
antioxidante, defesas tanto enzimaticas como ndo-enzimaticas, no sentido de manter baixos
niveis das ERO e minimizar o dano delas decorrente. As principais estratégias de defesa

antioxidante estao ilustradas na Figura 11.
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Tabela 2: ERO e antioxidantes enzimaticos e nao-enzimaticos.

Antioxidantes

ERO
Endégenos Exégenos

superéxido dismutase (SOD):

a) citoplasmatica: Zin-Cu SOD; vitaminas A, C e E,

Anion superoxido O;” b) mitocondrial: Mn SOD; z::c;?], Zzbérse’
vitamina C 9
catalase, glutationa peroxidase,
Peréxido de hidrogénio (H.05) piruvato, glutationa reduzida
(GSH),
Peroxido lipidico (LOOH) glutationa peromdgse, selénio, V|tam|n§ E, §elen|o,
melatonina L-cisteina

picnogenol, dimetil

glutationa reduzida (GSH), sulfexido. EDTA. 4cido

Radical hidroxila (HO®) acido ur!co,a_mdo lipdico, dimercapto succinico,
vitamina C . o
manitol e polifendis
P y /1 e [-caroteno,
Oxigénio “singlet’ ('O,) acido urico flavondides

1.5 Defesas Antioxidantes em Peixes

Os peixes estdo sujeitos aos danos mediados pelas ERO assim como qualquer
outro organismo que respira oxigénio (FRAGA et al., 1996). Estudos sobre os mecanismos
de defesas antioxidantes em peixes sdo relativamente recentes e algumas analises
comparativas tém relacionado os niveis de atividade das enzimas antioxidantes em diversos
tecidos (WDZIECZAK et al., 1982; CASSINI et al., 1993; WILHELM-FILHO & BOVERIS,
1993; WILHELM-FILHO et al., 1993) e principalmente em espécies de regides temperadas
(RUDNEVA, 1997; SPEERS-ROESCH & BALLANTYNE, 2005).

Algumas avaliagbes das protegdes antioxidantes, em espécies de peixes tropicais e
subtropicais, também foram realizadas, revelando diferengas qualitativas e quantitativas em
relagcao aos peixes das zonas temperadas (WILHELM-FILHO & BOVERIS, 1993; WILHELM-
FILHO et al., 1993) e, igualmente, em relagdo aos representantes amazdnicos examinados
por WILHELM-FILHO & MARCON (1996).
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Figura 11: Esquema representando o sistema de defesa antioxidante (enzimatico e nao-
enzimatico) em células de mamiferos (FANG et al., 2002).

Os peixes estdo frequentemente expostos ao impacto das ERO porque,
diferentemente dos vertebrados terrestres, os animais aquaticos sdo expostos diariamente a
mudangas sazonais de temperatura e oxigénio ou a mudangas nas condigdes ambientais no
seu habitat natural, tais como poluicdo, disponibilidade de oxigénio, pH, incidéncia da
radiagao solar, entre outros (CHOW, 1991; WINSTON & DI GUILIO, 1991; HENRIQUE et al.,
1998). Esta situagéo é facilmente exemplificada pelos peixes de agua doce, que vivem em
ambientes instaveis como as aguas tropicais (KRAMER, 1987; GRAHAM, 1990). Como os
outros vertebrados, os peixes possuem sistemas de defesas antioxidantes que utilizam
mecanismos enzimaticos e ndo-enzimaticos para combater os impactos das ERO (FRAGA
et al.,, 1996). Os peixes, assim como outros organismos aquaticos, exibem uma variedade
de alteracbes nesses sistemas de defesa antioxidante, apds a exposicdo a poluentes, com

potencial oxidante (REGOLI et al., 2002). Varios estudos em organismos aquaticos vém
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demonstrando a importancia destes mecanismos de defesa antioxidantes na protegéo
celular contra o estresse oxidante induzido por xenobidticos. Essas alteragbes podem ser
usadas como biomarcadores de estresse oxidante de diferentes poluentes nos organismos
aquaticos (VALAVANIDIS et al., 2005).

Comparativamente com outros vertebrados, as protegcbées antioxidantes de peixes
revelam caracteristicas funcionais e qualitativas muito similares, principalmente em relacao
a superoéxido dismutase (MATKOVICS et al., 1977; VIG et al., 1989; NATOLI et al., 1990).
Contudo, em termos quantitativos, os peixes apresentam atividades enzimaticas inferiores
as observadas nos mamiferos (MATKOVICS et al., 1977; PEREZ-CAMPO et al., 1993;
WILHELM-FILHO, 1994) e, a principio, compativeis com seus respectivos niveis de
atividade. Por outro lado, as concentracbes de glutationa sanglinea sdo similares e até
mesmo superiores as observadas nos mamiferos (DAFRE & REISCHL, 1990; WILHELM-
FILHO & MARCON, 1996). Além disso, em relagao a outros vertebrados em geral, os peixes
parecem exibir atividades basais de SOD e CAT mais baixas, porém altas atividades da GPx
(WDZIECZAK et al., 1982).

Um grande obstaculo na tentativa de correlacionar a atividade das enzimas
antioxidantes com os aspectos fisiolégicos dos peixes, € a diferenga quantitativa existente
entre as diferentes espécies analisadas (WINSTON, 1991).

Segundo CHANCE (1979), as mitocondrias sdo o principal local de produgédo das
ERO e os musculos vermelhos sédo proporcionalmente a maior fonte de mitocdndrias.
Consequentemente, este tecido é considerado o maior contribuinte na geragdo das ERO em
mamiferos e aves (BOVERIS & CHANCE, 1973). Entretanto, segundo AKSNES (1981) e
WILHELM-FILHO (1993), em muitos peixes os musculos vermelhos s&o relativamente
escassos, e outros tecidos como o figado, sangue, rim, bexiga natatéria, musculo branco e
outros sao mais representativos com relagédo a produgdo das ERO e os processos que

conduzem ao estresse oxidante.

1.6 Pesticidas e Estresse Oxidante

A contaminagdo aquatica € um dos principais responsaveis pelo estresse oxidante
devido ao aumento da producdo de ERO nos organismos expostos (SILVA et al., 1999;
AHMADA et al., 2000). O desenvolvimento de varias patologias em peixes e camardes de
importdncia econdbmica esta associado a manipulacdo ambiental e a poluicdo do meio
aquatico (LE MOULLAC & HAFFNER, 2000).
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Varias evidéncias suportam a ligagdo entre mudangas ambientais (incluindo
contaminantes), doencas e depressao do sistema imune (DUNIER & SIWICKI, 1993; PIPE &
COLES, 1995). Entretanto, existem poucos dados que corroborem a hipétese de que
mudangas ambientais afetam os sistemas de defesas antioxidantes, levando ao aumento na
suscetibilidade a agentes infecciosos e doengas em organismos aquaticos (LE MOULLAC &
HAFFNER, 2000; LIVINGSTONE, 2001; ALMEIDA et al., 2002), principalmente em relagéo a
peixes tropicais. Em algumas espécies de peixes da zona temperada foram observados
aumentos na producao das ERO e nas defesas antioxidantes decorrentes de mudancgas na
temperatura do meio e no habito alimentar da espécie e da contaminacdo aquatica
(PARIHAR et al., 1997; ALMEIDA et al.,, 2002). Neste sentido, os pesticidas podem ser
considerados como perturbadores entre os agentes pro-oxidantes e antioxidantes nos
organismos, ocupando uma posi¢cao especial entre os muitos xenobidticos langados no
ambiente.

Por outro lado, é cada vez mais freqlente a poluicdo do ambiente aquatico por
produtos quimicos provenientes da agricultura, industria, derramamento de dleo, efluentes
de minas e outros contaminantes que podem ser incorporados pelos tecidos de
invertebrados e vertebrados (VAN der OOST et al.,, 1996; SOLE et al., 2000; DORES &
FREIRE, 2001; LIVINGSTONE, 2001).

No Brasil, a agroindustria € uma atividade em franco desenvolvimento e é
responsavel por uma importante parcela da balanga comercial do pais. O pais é responsavel
pelo consumo de cerca de 50% da quantidade de agrotoxicos utilizados na América Latina,
0 que envolve um comércio de aproximadamente US$ 2,5 bilhdes/ano com consumo
superior a 140 mil toneladas em ingredientes ativos (EMBRAPA, 2003). Atualmente o Brasil
ocupa o quarto lugar no ranking dos paises consumidores de agrotéxicos (MOREIRA et al.,
2002). Para garantir a eficiéncia desta atividade, os empresarios e produtores rurais muitas
vezes utilizam agrotéxicos com o intuito de maximizar suas produgdes, possuindo lavouras
altamente dependentes de insumos quimicos, incluindo os pesticidas. Apesar dos beneficios
que os pesticidas trazem, o problema de intoxicagdes por defensivos agricolas é
preocupante, especialmente pelo fato de que essas intoxicagdes acontecem pela ingestéo
gradativa destes produtos que contaminam a agua, o solo e uma variedade de alimentos
(RISSATO et al., 2004).

As propriedades destes compostos organicos, tais como alta toxicidade, para uma
grande variedade de pragas e, manutencéo da atividade por meses, estimularam pesquisas
e também a descoberta de outros compostos organicos sintéticos. Dentre eles, destacam-se

os organofosforados (malation, paration, diazimon, diclorvos, triclorfon), organoclorados
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(aldrin, lindane, dieldrin, endosulfan, clordane, hepatoclor), carbamatos (aldicarb,
carbofuran, vetomil) e piretroides (flumetrina, permetrina, cipermetrina, deltametrina).

A aplicacédo de pesticidas em areas cultivadas pode resultar em contaminacdo do
ambiente aquatico por meio de derramamentos acidentais, lavagem do solo pela chuva,
lavagem de equipamentos e recipientes utilizados nas aplicagbes, descarga de efluentes
industriais ou de atividades agricolas, precipitagdo daqueles que contaminam a atmosfera,
transporte de particulas de solo contaminadas através da erosao, entre outros (ALTOE et
al., 1992). Varios pesticidas, incluindo algicidas, herbicidas e inseticidas s&o indicados pelos
fabricantes para o controle de pragas em reservatorios e tubulagdes de agua e tém sido
testados e liberados para o uso em, ou proximo a, ambientes aquaticos DORES & FREIRE,
2001; ARAUJO et al., 2001).

Uma das caracteristicas indesejaveis desses compostos, do ponto de vista
ambiental, é a persisténcia, que consiste na capacidade das substancias em permanecer
inalteradas e ativas por muito tempo no solo, na agua e nos alimentos (ABOU-ARAB et al.,
1996). O uso de muitos destes compostos foi proibido devido a constatagcdo do efeito
cumulativo e prejudicial, que ocorre pela transferéncia de pequenas quantidades ao longo
das cadeias alimentares, fendmeno conhecido por biomagnificacdo (JORGENSON, 2001).
Além disso, a administragdo desses produtos nem sempre é efetuada de forma controlada,
sendo que seu uso indiscriminado, mesmo de forma profilatica, pode trazer consequéncias
gravissimas aos animais € ao ambiente.

Uma vez liberados no ambiente, os pesticidas podem ter diferentes destinos, tais
como o solo e as aguas residuais e subterraneas, podendo também ser transportados por
longas distancias devido aos processos naturais de movimento das aguas superficiais
contaminando recursos hidricos importantes (ALBANIS et al.,, 1998). Na agua, estes
compostos podem ser adsorvidos ao material em suspensao, depositados no sedimento ou
incorporados por organismos, podendo ser acumulados, metabolizados e excretados.

A concentracdo da maioria dos pesticidas em agua é baixa, em parte, devido ao
fato de serem geralmente pouco soluveis e, em parte, devido ao efeito da dilui¢cdo. Isto, no
entanto, ndo exclui a possibilidade de que concentragbes muito altas venham a ocorrer apés
pesadas chuvas, especialmente quando areas ao redor de um corpo d’agua tenham sido
recentemente tratadas com altas doses de pesticidas. Mesmo em concentragbes baixas, os
pesticidas representam riscos para algumas espécies de organismos aquaticos que podem
concentra-los até 1000 vezes o encontrado no ambiente. Ndo existe nivel seguro previsivel

para pesticidas na agua, pois a ocorréncia do processo de biomagnificagdo pode aumentar
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consideravelmente os efeitos toxicos nos organismos (EICHELBERG & LICHTENBERG,
1971; DORES & FREIRE, 2001).

Por outro lado, diversos pesticidas sao utilizados na aquicultura para eliminagao de
ectoparasitas como copépodas e monogenéticos, em concentragdes que vao de 0,25 a 12,5
ppm (SHEPHERD & BROMAGE, 1995; BURGES et al., 1998). Desta forma, os peixes e
outros organismos aquaticos podem estar sujeitos a exposigdo aos pesticidas e acumula-los
em concentragoes excessivas (RAND & PETROCELLI, 1984).

A fauna ictica constitui um recurso alimentar importante, sendo uma fonte protéica
acessivel através da exploragao direta das populacdes naturais. Embora essas populagdes
de peixes paregam inesgotaveis, a agdo antrépica tem contribuido para a sua reducgao,
tornando inevitavel que populagcdes mundiais tornem-se cada vez mais dependentes de
peixes cultivados artificialmente. A utilizacdo de pesticidas nestes sistemas de cultivo torna
ainda mais agravante a situacéo.

Entre os pesticidas, merecem destaque os inseticidas organofosforados (OPs), os
quais constituem uma classe importante de inseticidas usados atualmente no combate a
diversos tipos de pragas na agricultura e, em geral, no tratamento de ectoparasitas em
animais (RODRIGUES et al., 2001). De acordo com HOFFMAN et al. (1995), mais de 100
diferentes OPs estdo registrados nos EUA, sendo aplicados em aproximadamente 200
milhdes de acres/ano. No Brasil, os OPs representam aproximadamente 40% do consumo
total de inseticidas (KUBOTA, 2000).

Os efeitos toxicos dos OPs tém sido atribuidos basicamente a sua agdo em inibir a

acetilcolinesterase (AChE), levando a uma hiperatividade do sistema colinérgico, uma vez
que a acetilcolina ndo € rapidamente hidrolizada, resultando em uma estimulagao
colinérgica continua (JOKANOVIC, 2001). De acordo com VITOZZ| & De ANGELIS (1991),
aproximadamente um terco dos OPs sdo seletivamente toxicos aos peixes.
OPs séo capazes também de induzir apoptose (CARLSON et al., 2000) e provocar ataxia e
paralisia (JOHNSON, 1982). Além disso, alguns estudos mostram que, em geral, pesticidas
organofosforados podem induzir a peroxidagao lipidica, a produgdo de ERO e mobilizagao
dos sistemas de defesa enzimaticos antioxidantes (BANERJEE et al., 1998; 2001).

Baixas doses do OP malation, administradas oralmente em ratos, induziram a
peroxidacéo lipidica e o aumento da atividade da CAT e da SOD nos eritrécitos destes
animais (JOHN et al.,, 2001). Alteragbes caracteristicas do estresse oxidante como o
aumento da atividade das enzimas antioxidantes SOD, CAT e GPx e o aumento da

peroxidagado lipidica também foram observadas em carpa (Cyprinus carpio) e bagre
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(Ictalurus nebulosus) expostos ao inseticida organofosfatado diclorvos (HAI et al., 1997).
PENA-LLOPIS et al. (2003) também observaram que a exposicdo da enguia
(Anguilla anguilla) a concentragdes subletais de diclorvos causou inibigdo das enzimas GR,
GST e y-GT e uma elevacgéo nos niveis de GSH. Outros OPs como fosfamidon, triclorfon e
diclorvos, também induziram o estresse oxidante em ratos (JULKA et al.,, 1992; NAQVI &
HANSAN, 1992; YAMANO & MORITA, 1992).

BOONE & CHAMBERS (1996) relataram que os peixes sao capazes de resistir a
maiores graus de inibicdo de AChE que os ratos, uma vez que possuem uma reserva maior
desta enzima. O grande periodo de inibigdo que os peixes toleram permite inferir que,
diferente dos mamiferos, nao requerem grandes quantidades de AChE funcional para se
manterem vivos, sugerindo que a inibicdo da AChE pode ndo ser a causa principal da
toxicidade aguda nestes animais.

Deste modo, os biomarcadores do estresse oxidante podem ser estudados para
auxiliar na avaliagdo das conseqliéncias da exposigdo de organismos aquaticos aos OPs.
Eles podem também ser utilizados no diagndstico de possiveis disturbios em niveis teciduais
ou até mesmo populacionais, decorrentes de impactos por poluicdo ambiental (PORTE et
al., 1991; BAINY et al., 1996).

1.7 Metil paration (MP)

O metil paration (Figura 12) é um dos inseticidas organofosforados utilizados em
larga escala em diversos paises, comercialmente conhecido como Dalf, Dimethyl Parathion,
Devithion, E 601, Folidol-M, Fosferno M50, Gearphos, Kilex Parathion, Metacide, Metaphos,
Metron, Nitrox 80, Partron M, Penncap-M, entre outras denominagdes (EXTOXNET, 1999).
No mercado brasileiro, o produto é comercializado como FOLIDOL 600 (fabricante Bayer) e
FOLISUPER 600 BR (fabricante Agripec).

E classificado pela EPA (Agéncia de Protecdo Ambiental dos EUA) como Pesticida
de Uso Restrito, pertencente a classe toxicoldgica dos compostos “extremamente toxicos”

(Classe 1), podendo ser utilizado somente por aplicadores autorizados (EPA, 1999).
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Figura 12: Estrutura quimica do metil paration (VIDEIRA et al., 2001).

No Brasil, o MP é muito utilizado para o controle de uma grande variedade de
insetos em varias culturas, tais como algodao, milho, soja, cana de agucar e citricos, entre
outros. Segundo os fabricantes, € o unico produto recomendado oficialmente para o controle
do inseto da “broca” (Eutinobothrus brasiliensis) sendo, por isso, extensivamente usado na
agricultura brasileira (MACHADO & FANTA, 2003). Conforme estudo de CALDAS & SOUZA
(2000), alimentos comercializados em diversas metrépoles brasileiras como S&o Paulo, Rio
de Janeiro, Distrito Federal, Belo Horizonte entre outras, estavam contaminados com
agrotoxicos em concentragées acima dos limites maximos estabelecidos pela legislagdo
brasileira (ANVISA, 1999). O MP, no referido trabalho, foi o pesticida que mais excedeu o
parametro toxicologico IDA (dose diaria aceitavel de ingestdo), que é a dose maxima
permitida para a ingestdo, segundo a WHO (1997), e que mantém ativa a industria de
agrotoxicos. Segundo VINATEA-ARANA (1997), em cultivos de arroz, o MP, quando
dissolvido em agua, atinge a concentragéo de 2,3 ppm a 5 cm de profundidade.

Além disso, em sistemas de cultivo de peixes, o MP é comumente utilizado na
preparacao de viveiros de recepc¢ao de larvas de peixes, na concentragdo de 0,25 a 3,0 ppm
do produto ativo, com o objetivo de eliminar predadores aquaticos como larvas de insetos da
ordem Odonata (FIGUEIREDO & SENHORINI, 1990; SILVA et al., 1993).

Deste modo, os peixes podem estar constantemente sujeitos a exposi¢cdo ao MP,
seja acidental ou em condi¢gdes de tratamento em tanques de criagdo, sendo de grande
importancia o estudo dos seus efeitos em peixes brasileiros.

O MP é parcialmente soluvel em agua (20 a 25 ppm), mas o paraoxon, seu
metabdlito ativo, € mais soltvel (2.400 ppm). Em agua, o MP ¢é lentamente hidrolisado para
a forma p-nitrofenol e acido dietil ortotiofosférico. A taxa de degradagdo aumenta com a
temperatura, exposigéo a luz e em meio alcalino (TOPLEY, 1950 apud MATSUMURA, 1985;
WAUCHORPE et al., 1992). Em solugédo aquosa, o MP tem vida média de 120 dias e possui
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persisténcia moderada no solo, com meia vida de 30 a 100 dias (EXTOXNET, 2004, EPA,
1999). E rapidamente metabolizado por plantas e animais e parece ndo persistir ou
bioconcentrar-se (HOWARD, 1989). Entretanto, segundo DE LA VEJA SALAZAR et al.
(1997), o MP bioconcentrou-se 221 vezes em branquias e 76 vezes em musculo de
C. carpio.

A Resolugdo CONAMA 20/86 (atualmente revisada para a Resoluggo CONAMA
357/05) regulamenta uma série de substancias, estabelecendo a concentragdo maxima
permissivel das mesmas, de acordo com as diferentes classes de agua. A concentragéo
maxima de organofosforados totais e carbamatos permitida para aguas da classe |, que séo
destinadas a conservagao da vida aquatica, é de 10 pg.L™.

De qualquer modo, ndo ha muitos dados disponiveis na literatura que quantifiquem
as concentragdes do MP em corpos de agua brasileiros. MOREIRA et al. (2002) verificaram
a presenca de niveis significativos (37,2 a 76,8 ug.L™") de agrotéxicos anticolinesterasicos
em amostras de corpos d’agua pertencentes a microbacia do Cérrego Sao Lourengo, RJ, e
SOUMIS et al. (2003) detectaram residuos de MP em oito espécies de peixes amazbnicos.
Isto demonstra que os pesticidas usados na agricultura podem ser levados através das
chuvas, contaminando aguas e a ictiofauna da regido, bem como outros alimentos.

A ampla utilizagao desse produto, o desconhecimento dos riscos associados a sua
utilizagdo, o conseqliente desrespeito as normas basicas de seguranga, a livre
comercializagdo e a grande pressao comercial por parte das empresas distribuidoras e
produtoras constituem importantes causas que levam ao agravamento dos quadros de

contaminacdo humana e ambiental observados no Brasil.

1.7.1 Modo de a¢ao do metil paration (MP)

Além de inibir a AChE, como os demais inseticidas OPs, o MP induz a modificagéo
do potencial transmembrana em neuroblastomas humanos (CARLSOM & EHRICH, 1999) e
inibi receptores nicotinicos em células neuronais de diferentes espécies (VAN DE BEUKIL et
al., 1998). Por serem lipofilicos, os OPs malation, paration e metil paration sédo facilmente
incorporados as membranas, levando a alteragées quimicas e fisicas e a disfun¢des nas
mesmas (VIDEIRA et al., 2001). O paration (C4oH14NOsPS) também ¢é capaz de produzir
danos nas mitocondrias, nos reticulos endoplasmaticos e na membrana nuclear em células
de branquias do linguado Paralichthys olivaceus, além de aumentar o niumero de lisossomos
nestas células (LI & ZHANG, 2001). Esses mesmos autores descrevem que a cadeia de

reacoes, através da qual o paration induz essa citotoxidade celular, precisa ser examinada.
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Neste sentido, SARAFIN & BREDESEN (1994) e PENA-LLOPIS et al. (2003) relataram que
as ERO podem servir como mediadores da apoptose, ativando caspases (cisteina-proteases
responsaveis por desencadear o processo de apoptose) em resposta as condigdes
toxicolégicas e patolégicas. Entretanto, pouco se sabe sobre os efeitos do MP sobre o
estresse oxidante em peixes.

Geralmente, o processo de metabolizagao de xenobidticos ocorre no figado e inclui
as chamadas reagdes de Fase | e Il. As reacbes da Fase | sdo responsaveis pela
transformagéo do xenobidtico lipofilico em uma forma mais solivel em agua e mais toxica,
por meio de reacdes de oxidagdo, reducdo e hidrdlise. As reacdes da Fase Il séo
desintoxicadoras e responsaveis pela conjugacao de xenobiodticos a substratos enddgenos
como glicina, glutationa ou glucoronato, formando produtos hidrossollveis ndo-toxicos que
podem ser rapidamente excretados. Assim, no caso dos OPs, as reagdes de
biotransformacao podem ser divididas basicamente em processos de ativacdo e de
desintoxicagado (JOKANOVIC et al., 2001).

As enzimas monooxigenases do citocromo P450 (CYPs) s&o as principais enzimas
envolvidas na fase inicial (Fase |) do metabolismo xenobiotico, muitas vezes referido como
uma biotransformacgdo, para distingui-lo do metabolismo intermediario. As CYPs sé&o
capazes de catabolisar diferentes xenobidticos através de diferentes reagdes como
dealquilagdo, carboxilagdo, hidroxilacdo e dessulforacdo. Estas reagbes preparam o
xenobidtico para a conjugagdo com grandes metabdlitos hidrofilicos (Fase Il) que,
finalmente, promovem a sua excrecao na urina. Os elétrons para esta reagado sao fornecidos
pelo NADPH, por uma enzima redutase associada ao sistema do citocromo P450
(TIMBRELL, 2000).

O metabolismo oxidante do sistema P450 substitui o enxofre (P = S) da molécula de
MP pelo oxigénio (P = O), mais eletronegativo, formando o paraoxon (SULTATOS, 1995).
Isto aumenta a carga positiva no atomo de fosforo, tornando-o mais reativo frente a serina
(Ser) da AChE. Portanto, o paraoxon € uma forma muita mais potente e toxica que o metil
paration. Além disso, a velocidade de hidrolise da enzima fosforilada €, geralmente, tao lenta
que possivelmente a AChE seja degradada e substituida por uma nova enzima, sintetizada
antes de ocorrer a liberacdo do fosfato. A substituicdo da AChE pode ocorrer com uma
meia-vida de 10 a 30 dias, de tal modo que exposicoes repetidas a doses sub-tdxicas de
organosfosforados podem produzir uma resposta acumulativa.

O paraoxon inibe a atividade da AChE agindo como pseudo-substrato ao imitar a
forma da acetilcolina e formando um aduto covalente com o sitio ativo da Ser. A ligacao
covalente da Ser ao fosfato resulta na liberagdo do grupo residual de p-nitrofenol. Apesar
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desta reacgdo ser reversivel, posteriormente ocorre a ligagéo irreversivel do composto ao
residuo glutamil, fazendo com que o OP se ligue permanentemente a AChE, resultando em
acumulo da mesma na sinapse e supra-estimulagdo dos receptores da acetilcolina (Ach). O
metil paration, o paration e o malation transformam-se em inibidores da AChE muito mais
potentes apds a oxidagcdo, em uma reacao catalisada pelas monooxigenases do CYPs
(CARR et al., 1995). De acordo com CUNHA BASTOS et al. (1992), cerca de 6% do
paration & biotransformado em paraoxon em homogeneizados de figado (0,15 mg de
proteina) do cascudo Hypostomus punctatus, incubados por duas horas com 0,5 ppm de
paration. Mesmo que a quantidade de metabdlitos formados nas reacdes de
biotransformagao seja baixa, as reagdes de ativacdao dos OPs podem produzir muitos
compostos téxicos e de importancia significativa do ponto de vista toxicologico.

Muitas das isoenzimas da superfamilia dos citocromos P-450 sédo capazes de gerar
radicais livres de diversas maneiras. Até mesmo na auséncia de indutores, como substratos
xenobidticos, algumas isoenzimas P-450 sdo capazes de produzir espécies reativas de
oxigénio, incluindo O, e H,O, (BONDY & NADERI, 1994). Essa taxa basal de produgio de
ERO pode aumentar significativamente pela acdo de varios xenobidticos que atuem
favorecendo esse “desacoplamento” ou induzindo a expressao dessas isoenzimas. A propria
oxidagdo dos xenobidticos, como os OPs, pelas enzimas da familia do citocromo P-450,
pode resultar na produgéo de radicais livres (MYERS, 1997). Além desses, ha outros sitios
subcelulares produtores de ERO que podem ser induzidos por xenobioticos tais como:
NADPH citocromo P-450 redutase, monooxigenases contendo flavina, NADH citocromo bs
redutase, carboxilases, esterases,entre outros (JOKANOVIC et al., 2001). Adicionalmente,
além da ACh, outros sistemas de neurotransmissores sédo afetados pela agao dos OPs,
havendo a liberagdo de catecolaminas e de aminoacidos excitatorios (EAAs) (SOLBERG &
BELKIN, 1997). Altas concentragbes de EAAs sao capazes de ativar os receptores de N-
metil-D-aspartato (NMDA), resultando num influxo de Ca**, que por sua vez, desencadeia a
ativagdo de enzimas proteoliticas e a geragéo de radicais livres (BEAL, 1995).

Muitos pesticidas, incluindo os compostos organoclorados e os organofosforados,
podem inibir a atividade e/ou alterar a expressao de varias isoformas de CYPs (HODGSON
& LEVI, 1996). O paration, por exemplo, inativa a isoforma de CYP3A4 durante a sua
biotransformacgao oxidativa (BUTLER & MURRAY, 1997). Estas mudangas podem aumentar
a sensibilidade das células para reagir com metabdlitos endégenos ou outros xenobioticos
(TIMBRELL, 2000). Desta forma, foi postulado que a inibigdo da atividade desta CYP, por
compostos organofosforados, poderia contribuir para o desenvolvimento do mal de

Parkinson, através da formacdo de neurbnios mais sensiveis aos metabdlitos toxicos dos
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neurotransmissores, que sdo normalmente metabolizados pela CYP (LE COUTEUR et al.,
1999).

A sensibilidade de um organismo aos compostos organofosforados € grandemente
determinada pelas velocidades relativas da transformacéo oxidativa versus uma conversao
hidrolitica para espécies menos toxicas. De acordo com MANNERVIK & DANIELSON
(1988), existem varias enzimas que apresentam a capacidade de metabolizar diversos
xenobidticos, entre eles os pesticidas, proporcionando, desse modo, a sua desintoxicagao.
Dentre as enzimas encontradas na Fase I, envolvidas nos processos de desintoxicacéo, as
GSTs desempenham um papel predominante no metabolismo celular, bem como na
modificacdo de compostos eletrofilicos reativos, tanto pela conjugacdo com a GSH como
também por ligagdo ndo-covalente com varios agentes xenobidticos, incluindo carcindgenos
e drogas citotoxicas, como os hidrocarbonetos aromaticos policiclicos presentes na dieta
alimentar e na fumacga dos cigarros, impedindo a ligagao destes ao DNA (LIEBLER & REED,
1997). A familia das GSTs é composta por proteinas diméricas soluveis e multifuncionais
que podem conjugar-se com moléculas hidrofébicas e eletrofilicas. A reagdo de conjugacgao
do grupo sulfidrilico da glutationa com grupos eletrofilicos de compostos xenobiodticos,
catalisada pela GST, tornam os produtos da reagdo menos téxicos e mais soluveis em agua,
facilitando a excre¢dao (EUBANKS, 1994; GUENGUERICH, 2000).

Durante a desintoxicagdo do metil paration, a reagdo de conjugagdo com a GSH
catalisada pela GST resulta na formagao de S-metil glutationa e do mono-desmetil derivado
do OP correspondente - mono-desmetil O-4-nitrofenil tiofosfato (MOTOYAMA &
DAUTERMAN, 1980; JOKANOQVIC et al., 2001).

1.8 Biomarcadores do estresse oxidante

O ambiente aquatico estd exposto a processos de poluicdo causados pelas
substancias quimicas que podem atingi-lo. Estas substancias, que podem ser produzidas
pelo homem ou que podem ser de origem natural, sdo chamadas de xenobiéticos e sua
quantidade e variedade estdo em continuo aumento (LIVINGSTONE, 1993; 1998). Os
padrbes de acumulagido de xenobiodticos sédo diferentes e dependem do organismo, de
caracteristicas inerentes ao produto, da quantidade do produto disponivel no meio e do
balango entre a taxas de assimilagéo, de metabolizag¢do e de eliminagéo.

Dadas estas diferencas nas formas de metabolizar os xenobidticos, existe uma

necessidade de se detectar e avaliar o impacto de poluentes nos organismos expostos e
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nao somente avaliar a quantidade de poluentes presentes no ambiente e nos animais. Esta
necessidade origina o estudo e desenvolvimento de biomarcadores morfologicos,
moleculares, bioquimicos ou fisiolégicos que detectem efeitos bioldgicos nos organismos.

Varias definicdes sdo dadas ao termo biomarcador, que é geralmente utilizado num
sentido amplo, incluindo qualquer medida que reflita uma interagao entre o sistema biologico
e um risco em potencial, que pode ser de natureza quimica, fisica ou biologica (WHO,
1993). Um biomarcador é definido como uma alteragdo na resposta biolégica (em nivel
molecular, celular, fisiologico e até mesmo comportamental) que pode ser relacionada a
exposi¢ao ou aos efeitos toxicos de xenobiodticos ou quimicos ambientais (PEAKALL, 1994;
VAN GESTEL & VAN BRUMMELEN, 1996).

Uma vez que o estresse oxidante estd associado ao aparecimento de efeitos
adversos, a identificagdo de biomarcadores e a quantificagdo do estresse oxidante podem
constituir uma importante medida preventiva de alteragbes sistémicas, bem como no
tratamento de danos associados ao estresse oxidante. Entretanto, devido a instabilidade das
ERO, os marcadores de estresse oxidante estdo relacionados a quantificagdo das
modificacbes nas biomoléculas que acompanham este estresse, em decorréncia da
elevagado na formagédo das ERO, diminuicdo das defesas antioxidantes, ou na associagao
dessas duas condigdes.

Assim, desde que as ERO podem atuar em inimeros componentes celulares, os
metabolitos resultantes dessas agdes especificas sdo freqlentemente utilizados como
biomarcadores. Mecanismos bioquimicos envolvendo a desintoxicagdo celular séao
particularmente relevantes ao entendimento dos efeitos deletérios de varios poluentes
ambientais (LOPEZ et al., 2001). Antioxidantes em peixes podem ser eficientes
biomarcadores de exposi¢gdo a poluentes aquaticos (BAINY, 1996; AHMAD et al., 2000). A
atividade das enzimas antioxidantes (SOD, CAT, GPx e GST), o ciclo redox da glutationa e
o resultado do dano oxidante a lipidios (niveis dos produtos da peroxidacgéo lipidica), ao
DNA e a proteinas sdo os mais freqlientes biomarcadores de exposicdo usados nas
avaliagdes ecotoxicologicas (DOYOTTE et al., 1997; ORUC et al, 2004) e no
monitoramento da poluigdo ambiental (VALAVANIDIS et al., 2005). Uma das vantagens de
se utilizar estes biomarcadores, de niveis baixos de organizagéo bioldgica, é a possibilidade
de detectar precocemente efeitos deletérios de poluentes, antes de serem evidenciadas
alteragdes em niveis de organizagao bioldgica superiores.

LIVINGSTONE (1993) considera como biomarcadores os fluidos corpéreos, as
células ou os tecidos que indicam, em termos bioquimicos ou celulares, a presenca de

contaminantes. Também considera como biomarcadores as respostas fisiologicas,
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comportamentais ou energéticas dos organismos expostos. Existem, assim, biomarcadores
moleculares, celulares ou sistémicos, sendo alguns deles especificos para determinados
poluentes.

Em geral, os biomarcadores podem ser de trés tipos: biomarcadores de exposigéo,
de efeito e de suscetibilidade. Os biomarcadores de exposi¢do podem ser utilizados para o
monitoramento tanto ambiental (exposigdo ambiental) como biolégico (dose de exposigao) e
sdo quaisquer alteragdes bioldgicas mensuraveis que evidenciem a exposi¢ao.
Biomarcadores de efeito permitem identificar que tipos de danos estdo associados aos
radicais livres, como, por exemplo, a peroxidagdo de lipidios e danos ao DNA. Como
monitores de efeitos, os biomarcadores podem integrar efeitos de multiplos estressores e
auxiliar na elucidagdo dos mecanismos de acdo. Ja os biomarcadores de suscetibilidade
permitem evidenciar grupos de individuos mais sensiveis. Os biomarcadores devem,
portanto, apresentar elevada especificidade, refletir um Uunico efeito, ser facilmente
determinados e apresentar estreita relagdo dose-efeito (TIMBRELL, 1998; VAN der OOST et
al., 2003).

Uma das principais finalidades da ecotoxicologia é avaliar os riscos ecoldgicos, o
que, pela complexidade e diversidade dos sistemas naturais, € ainda uma tarefa dificil. Um
novo paradigma e também desafio da ecotoxicologia € a identificacdo de "alvos ecologicos" -
elementos ou sinais chaves que traduzam os processos de controle e suas alteragdes no
ecossistema em risco. Embora estes "alvos" possam diferir entre os ecossistemas, uma vez
identificados, a condigdo de normalidade pode ser avaliada por qualquer tipo de resposta
biolégica, seja ela bioquimico-celular, organica, de populagées ou de comunidades. Um
outro paradigma é a mudanga na abordagem dos problemas ecoldgicos, que antes visavam
reparar danos e/ou restaurar a vida e hoje visam, sobretudo, proteger/preservar o
ecossistema. Nesta o6tica de preservacdo, e por estarem relacionados as respostas
primarias das células aos impactos recebidos do meio, os biomarcadores (bioquimicos e
fisioloégicos) sdo vistos como instrumentos eficientes de prevengao e de avaliagdo de riscos

ecoldogicos.

1.9 A Espécie Brycon cephalus

Atualmente, o grande interesse da piscicultura em conhecer as condic¢des ideais de

cultivo e comercializagdo de espécies de interesse econdmico, somado ao proposito de
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diminuir a pesca predatéria, vem propiciando uma nova opcdo de fonte protéica na
alimentacédo e também uma nova forma de lazer nos pesque-pagues.

O género Brycon é representado por espécies comercialmente importantes e muito
apreciadas pela populagao da Amazénia Central. Brycon cephalus (Teleostei, Characidae),
conhecido popularmente por matrinxa (Figura 13), € uma espécie nativa das bacias
Amazobnica e Araguaia-Tocantins (HOWES, 1982) e esta distribuida no Brasil, Peru e
Bolivia.

Ao longo do seu desenvolvimento, a pigmentagdo € caracterizada por ser mais
escura na parte dorsal até o pedunculo da cauda, enquanto os flancos e a parte ventral
apresentam uma cor prateada intensa e todas as nadadeiras mostram-se pigmentadas de
preto (ZANIBONI-FILHO & RESENDE, 1988).

O matrinxd é um peixe que apresenta comportamento migratério na época da
reproducgédo, ou seja, de piracema, que apresenta desova total e em ambiente natural. Pode
chegar a pesar 4 Kg e alcanga a maturidade sexual com cerca de trés anos de idade. A
analise de seu frato intestinal revela uma grande quantidade de frutos e insetos (VAL &
HONCZARYK, 1995).

Quando em cativeiro, € comum apresentar comportamento de canibalismo durante
a fase larval (ANTECIO-GARCIA et al., 2003).
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Figura 13: Representagéo de um exemplar de Brycon cephalus.

Esta espécie possui grande interesse comercial devido a excelente qualidade de
sua carne, o rapido crescimento, e grande esportividade na pesca sendo, por isso, um peixe
muito utilizado e procurado em sistemas de cultivo do tipo "pesque e pague"
(CASTAGNOLLI, 1992; SCORVO FILHO et al., 1998). Além disso, possui habito alimentar
onivoro, o que lhe confere mais uma vantagem em sua utilizagdo em sistemas de cultivo,

pois aceita varios tipos de alimentos como ra¢des comerciais e iscas.
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Segundo MENDONCGCA (1996), o desmatamento ciliar, a construgéo de barragens e
a poluigdo sdo os principais responsaveis pelo desaparecimento dessa espécie em muitas
regides brasileiras.

Conforme a classificagdo de GODOY (1975), a espécie ocupa a seguinte posi¢ao
sistematica:

Classe: Osteichthyes
Subclasse: Actinopterygii
Superordem: Ostariphysi
Ordem: Characiformes
Familia: Characidae
Subfamilia: Bryconinae
Género: Brycon
Espécie: Brycon cephalus Glinther, 1869

KUBITZA (1997) ressalva que é uma espécie pouco tolerante a situagbes de
estresse, mostrando altos indices de descamacéao pelo corpo, 0 que aumenta a exposigéo a
patdgenos e parasitas externos, causando altas taxas de mortalidade. Portanto, torna-se de
grande importancia a determinagao da suscetibilidade da espécie a pesticidas, como o metil
paration, o qual € comumente utilizado tanto no controle de pragas da lavoura, acabando
por contaminar ecossistemas aquaticos, como nos tanques de criacdo de peixes, para o
controle de larvas de insetos predadoras. Neste cenario, € muito importante o conhecimento
aprofundado de como este inseticida é capaz de afetar a fisiologia e, por conseqiiéncia, a
saude dos peixes.

Em 1997, 5.300 toneladas de matrinxa foram capturadas no Brasil, sendo 70%
deste valor capturado no estado do Amazonas (MINISTERIO DA AGRICULTURA E DO
ABASTECIMENTO, 1997). O comércio de matrinxa representa 7% do total de peixes
consumidos nessa regidao, o que demonstra o grande impacto que a pesca causa nos
estoques naturais. Neste contexto, a piscicultura pode surgir como uma alternativa viavel a
pesca e o matrinxa € uma espécie que vem sofrendo com o desconhecimento de técnicas
apropriadas para seu cultivo, por ser bastante sensivel. Desta forma, torna-se imprescindivel
buscar meios (como, por exemplo, o manejo de dietas) para otimizar o cultivo desta espécie
e minimizar as dificuldades apresentadas pelos piscicultores como o uso de xenobidticos na

tentativa de controlar pragas predadoras de alevinos.
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1.10 Objetivos Gerais

Tendo em vista a importancia da contaminagdo aquatica por pesticidas, o uso
indiscriminado do metil paration na aquicultura e o fato de que o dano oxidante pode ser o
principal mecanismo da toxicidade de poluentes, o presente trabalho objetivou avaliar o
comportamento dos sistemas de defesas antioxidantes em Brycon cephalus (matrinxa)
expostos por 96 horas & concentracdo subletal de 2 ppm de Folisuper 600 BR® (metil
paration 600 g.L™") e verificar o papel da suplementagdo de selénio na ragdo (1,5 mg de
Se.Kg" de ragdo) nas respostas desses sistemas de defesa antioxidantes frente a
exposic¢ao ao organofosforado. As hipéteses do trabalho foram:

Hipétese 1: A exposicdo ao metil paration altera os sistemas de defesas
antioxidantes em Brycon cephalus.

Hipotese 2: As respostas apresentadas pelos sistemas de defesas antioxidantes de
Brycon cephalus, em relagado a exposicdo ao metil paration, diferem em relagado aos niveis
de selénio na dieta.

Hipdtese 3: Ha interagéo entre os niveis de metil paration e os niveis de selénio na
dieta em relagdo as respostas apresentadas pelos sistemas de defesas antioxidantes de

Brycon cephalus.

1.10.1 Objetivos Especificos

Para testar tais hipoteses, os peixes foram expostos por 96 horas a concentragéo
subletal de 2 ppm da formulagcdo comercial de MP (Folisuper 600 BR®) para o cumprimento
dos seguintes objetivos especificos:

1. Determinagao dos efeitos do MP sobre a produgéo de hidroperoxido de lipidios
(determinada pela reagdo FOX) em musculo branco, figado, branquias, plasma e
eritrocitos dos animais do grupo controle e do grupo exposto ao MP,
independentemente do tipo de arragoamento.

2. Determinacao dos efeitos do MP sobre a concentragdo de glutationa reduzida
em musculo branco, figado, branquias e sangue dos animais do grupo controle e do
grupo exposto ao MP, independentemente do tipo de arragoamento.

3. Determinacdo dos efeitos do MP sobre a atividade de enzimas antioxidantes
(SOD, GPx, GST e CAT) em musculo branco, figado, branquias, eritrécitos e plasma
dos animais do grupo controle e do grupo exposto ao MP, independentemente do

tipo de arragcoamento.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Reagentes e Drogas

No presente trabalho, foi usada a formulagdo comercial do inseticida
organofosforado metil paration (O, O-dimetil O-4-nitrofenil tiofosfato, CgH;(NOsPS) -
Folisuper 600 BR® (metil paration 600 g.L”', Agripec). Todas os reagentes foram de
procedéncia Sigma (St. Louis, MO, USA), CELM (Sao Paulo, Brasil) ou Merck (Darmsdat,
Alemanha).

2.2 Animais

Os exemplares de matrinxa (Brycon cephalus), de ambos os sexos, foram cedidos
pela Piscicultura Aguas Claras (Mococa-SP), onde foram mantidos para crescimento em
reservatérios artificiais, abertos e livres de poluicdo aquatica. Os animais foram
transportados para o Laboratério de Zoofisiologia e Bioquimica Comparativa (LZBC) do
Departamento de Ciéncias Fisiolégicas da Universidade Federal de Sao Carlos.

Os alevinos, com peso de 3 a 6 g, ficaram estocados, no LZBC, em densidades de
até 100 peixes por tanque. MARQUES et al. (2004) concluiram que a densidade de
estocagem de 96 alevinos por m?® é a mais indicada para a espécie nesta faixa de peso, uma
vez que nessa densidade obtiveram os melhores valores de biomassa total, conversao
alimentar, ganho e uniformidade de peso dos matrinxas, sem alteragdes nos parametros de
sobrevivéncia.

Os animais ficaram em tanques de 1000 L com circulagdo de agua sem cloro,
termostatizada (24 + 2°C), com aeragao constante e sob fotoperiodo natural (~12h:12h), até
alcangarem o peso apropriado para o uso nos experimentos (~ 30 g). Os parametros fisico-
quimicos da agua foram monitorados e se mantiveram aproximadamente constantes: pH 6,7
a75 DO,6,0a7,5 mg.L'1; dureza 25 a 30 mg.L'1 (como CaCQs); alcalinidade 9,5 a 10,2
mg.L”" (como CaCOs) e condutividade 65 a 72 pS.cm™.

2.3 Delineamento Experimental |

O primeiro lote de peixes permaneceu nas condi¢cdes descritas anteriormente por

60 dias para a recuperagdo do estresse decorrente da coleta e do transporte, para a
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aclimatacao as condigbes laboratoriais e também para o crescimento. Durante esse periodo,
os peixes foram alimentados ad libitum com ragdo comercial pelo menos trés vezes ao dia
(Tabela 4).

IZEL et al. (2004) demonstraram que uma dieta contendo no minimo 28% de
proteina é necessaria para garantir um maior ganho de peso, uma melhor converséo
alimentar e mais alto crescimento corporal de Brycon cephalus. Desta maneira, o nivel de
35% de proteina, presente na ragado utilizada, atende satisfatoriamente as necessidades
para esta espécie.

Apds o periodo de aclimatagdo, os animais foram divididos em dois grupos
experimentais: grupo controle (C, n = 10) e grupo exposto ao metil paration (Folisuper 600
BR®, 600 g.L™") na concentracgdo subletal de 2 mg.L™" (2 ppm) por 96 horas (MP, n = 10).

AGUIAR (2002) encontrou valores de CLs, do metil paration 600 g.L™ (Folidol 600°,
Bayer) para juvenis de matrinxa, Brycon cephalus, de 6,54 + 0,87 mg.L™" durante 96 horas
de exposicao. Segundo estes autores, a concentragcdo de 2 ppm (~ 1/3 da CLsp) de metil
paration foi suficiente para a inibicdo maxima da enzima AChE tanto no cérebro quanto no
plasma, mostrando que este organofosforado tem toxidade moderada para a espécie em
questdo. Além disso, a concentracéo de 2 ppm de Folisuper 600 BR®, utilizada no presente
estudo, € comumente empregada em tanques de cultivo de peixe (FIGUEIREDO &
SENHORINI, 1990; SILVA et al., 1993).

As formulagdes comerciais do metil paration incluem aproximadamente 40% de
solventes organicos, mas os fabricantes ndo informam sua composi¢do exata. Entretanto,
devido a utilizagdo da formulagcdo comercial do MP em vez de seu composto puro, tanto em
pisciculturas quanto na agricultura, o objetivo deste estudo foi investigar o efeito do produto
comercial e ndo s6 do seu ingrediente ativo. Assim, os possiveis efeitos de tais solventes
organicos estao inclusos nos efeitos do metil paration propriamente dito.

Os animais tiveram a alimentagcdo suspensa por 24 horas antes do inicio dos
experimentos para evitar efeitos prandiais e prevenir deposigédo de fezes ao longo do ensaio.
Em seguida, foram separados e transportados para caixas de marfinite no laboratério, para
a realizacéo do teste.

As caixas experimentais usadas na exposicdo tinham a capacidade de 250 L,
temperatura controlada (24 a 26 °C) e aeragdo constante. Foram colocados 10 peixes em
cada caixa, sendo mantida a relagéo de 1,0 a 1,5 g de peixe por litro de agua. Os peixes
permaneceram nas caixas por 12 horas para adaptagdo e apds este periodo a agua foi
renovada e o organofosforado, adicionado. A agua utilizada nas renovagbes das caixas
experimentais era termostatizada e proveniente da mesma fonte de agua dos tanques de

aclimatagéo dos peixes. Uma solucdo estoque de 2 ppm de Folisuper 600 BR® feita com
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esta agua foi utilizada para a renovagdo da agua da caixa experimental destinada a
exposicdo ao MP.
As caixas experimentais eram escuras para evitar disturbios externos que

pudessem estressar os animais e cobertas com tampa escura para prevenir a volatilizagéo
do MP.

Tabela 3: Niveis de garantia por Kg do produto segundo fabricante (Fri-Acqua 35°, Ragdes
Fri-Ribe S.A.).

Ragao comercial (Fri-Acqua 35°)
(0,22 mg Se.Kg™ de ragio)

Composigao bromatologica (%)

Proteina bruta 35,00
Cinzas 11,00
Extrato etéreo 3,00
Fibra bruta 8,00
Calcio 1,80
Fosforo 0,60
Umidade 9,50

Composicao basica

Farelo de soja, farelo de trigo, farinha de peixe, milho moido, cloreto de sodio, calcario
calcitico, premix vitaminico mineral.

Enriquecimento por Kg do produto

Acido félico 1,5 mg; acido pantoténico 30 mg; niacina 150 mg; biotina 0,15 mg; colina
225 mg; vit. B4 9 mg; vit. B, 12mg; vit. Bg 4,5 mg; vit. B2 30 mcg; vit. A 4.500 Ul; vit. K9
mg; vit. D3 4.500 Ul; vit. C 300 mg; vit. E 90 Ul; ferro 150 mg; iodo 7,5 mg; manganés
105 mg; zinco 225 mg e selénio 0,22 mg.

Os peixes permaneceram em sistema semi-estatico por 96 horas, onde a solugao
experimental de MP (solugéo estoque na concentracdo de 2 ppm de Folisuper 600 BR®
devidamente termostatizada) era renovada a cada 24 horas para manter a qualidade da
agua e ajustar a concentragédo do MP. O grupo controle foi submetido ao mesmo protocolo
experimental, mas sem a adi¢cao de metil paration.

Durante este periodo, amostras de agua foram coletadas para verificar os
parametros fisico-quimicos - alcalinidade, dureza, pH, O, dissolvido, ambnia, nitrito e

temperatura - e a concentragdo de metil paration. A concentragao do organofosforado era
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ajustada sempre que necessario. Os efeitos subletais tais como, nivel de atividade, padrao

de natagdo e mudancas de coloragao foram monitorados.

2.4 Delineamento Experimental Il

O segundo lote de animais permaneceu nas mesmas condi¢cdes de aclimatagédo
como descritas anteriormente. Entretanto, estes peixes foram divididos em dois tanques de
1000 L, onde permaneceram por 60 dias para a recuperagado do estresse decorrente da
coleta e do transporte, para a aclimatacdo as condi¢cdes laboratoriais e também para o
crescimento.

Os peixes foram arragoados ad libitum, ao longo de 60 dias, com dois tipos de
racdo peletizada. As ragdes experimentais foram elaboradas no Laboratério de Nutricdo de
Organismos Aquaticos do Departamento de Melhoramento e Nutrigdo Animal da Faculdade
de Medicina Veterinaria e Zootecnia — UNESP, Botucatu, campus Lageado. Foram
formuladas duas dietas isocaldricas (3.069 Kcal de Energia Digestivel por Kg de ragdo), com
35% de proteina: ragéo livre de selénio e ragdo contendo 1,5 mg Se.Kg™ (Tabela 4). Esta
formulacao foi estabelecida com base nos niveis de qualidade da dieta comercial utilizada
no protocolo experimental |, de maneira que os niveis nutricionais ndo fossem tao
discrepantes entre os protocolos experimentais, reduzindo as possiveis interferéncias e
fazendo com que a variagdo nos niveis de selénio fosse a maior responsavel pelos
provaveis efeitos.

O periodo de 60 dias foi suficiente para que os animais atingissem o tamanho
aproximado daqueles utilizados no primeiro protocolo. POSTON et al. (1976) mostraram que
a suplementacao de selénio na dieta de Salmo salar por 30 dias foi suficiente para reverter a
alta incidéncia de mortalidade em relagao aos animais que receberam dieta livre de selénio.

Cabe ressaltar que os peixes chegaram ao Laboratério de Zoofisiologia e
Bioquimica Comparativa da UFSCar com aproximadamente 4 a 6 g e 3 a 5 cm.
Anteriormente, durante o periodo em que permaneceram nos tanques de alevinagem da
estacdo de piscicultura, os peixes receberam dietas contendo “niveis recomendados” de
todos os ingredientes, incluindo selénio, ou seja, ragdo comercial utilizada para a maioria
dos peixes tropicais, pois ha uma caréncia de estudos sobre exigéncias nutricionais para as

diferentes espécies brasileiras.
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Tabela 4: Composigdo percentual e quimica e andlise bromatdlogica das dietas utilizadas

no experimento com variagdo de niveis de selénio (Protocolo experimental ).

Dietas Experimentais

Niveis de selénio das dietas (mg/Kg de peso seco)

Ingredientes o 1,5
Farinha de peixe 60% 10,00 10,00
Farelo de soja 46% 54,00 54,00
Farelo de trigo 20,00 20,00
Milho 11,50 11,50
Alginato 0,20 0,20
Calcario 38% calcio 1,50 1,50
Fosfato bicalcico 0,82 0,82
Cloreto de sodio 0,10 0,10
Vitamina C 35% 0,10 0,10
BHT 99% 0,02 0,02
Oleo de soja 1,68 1,68
Supl vitam/mineral (" 0,50 0,50
Selenito de sédio®? 0,00 0,00845
Total 100,00 100,00

Composigao bromatolégica
Proteina Bruta (%) 35,91 35,77
Matéria seca (%) 96,89 96,67
Extrato etéreo (%) 4,12 4,10
Cinzas (%) 8,60 8,42
Fibra bruta (%) 7,11 7,57
Selénio (mg/Kg)® 0,0024 1,32

' Suplemento Vitaminico e Mineral: Niveis de garantia por kg de premix (Suprevit — SUPREMAIS):
acido folico 1.200 mg; pantotenato de calcio 12.000 mg; vit B4y 4.800 mg; vit. B, 4.800 mcg; vit Bs
4.800 mg; vit. By, 4.800 mg; niacina 24.000 mg; vit. A 1.200.000 UI; vit. K 2.400 mg; vit D3 200.000 UI;
vit C 48.000 mg; vit. E 12.000 mg; cobalto 2 mg; cobre 600 mg; ferro 10.000 mg; iodo 20 mg;
manganés 4.000 mg; zinco 6.000 mg;

’Selenito de sodio (Na,S0s3) - 0,18% ativo;

®Niveis de selénio obtidos por espectrometria de absorgéo atémica.
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A suplementacdo com 1,5 mg de Se.Kg'1 racao foi escolhida baseada nos dados
disponiveis na literatura, os quais relatam que a ingestdo prolongada acima de 3 mg de
Se.Kg' de dieta em truta arco-iris é toxica e prejudicial para seu desenvolvimento e satde
(HILTON et al., 1980). Além disso, outros estudos mostraram que dietas contendo
concentragdes de Se menores que 3 mg por Kg raramente produzem efeitos adversos em
peixes e outros animais (MAIER & KNIGHT, 1994; USDOI, 1998; DEFOREST et al., 1999).
Desta forma, a metade da menor dose de selénio encontrada como prejudicial foi utilizada
no presente trabalho para evitar os efeitos téxicos do mineral.

Uma vez que o objetivo do trabalho ndo era encontrar o melhor nivel de
suplementacao de Se para a espécie B. cephalus, nao foram testados niveis progressivos
de Se na racdo. A escolha da concentragdo de 1,5 mg de Se visou assegurar que o nivel
escolhido ndo exibiria um efeito tdxico ao mesmo tempo em que seria consideravelmente
superior aqueles utilizados normalmente nas rag¢des industriais brasileiras destinadas a
alimentagédo de peixes, as quais se baseiam em niveis nutricionais recomendados para
espécies nao nativas.

Depois de triturados, todos ingredientes foram pesados e homogeneizados e a
massa final foi umedecida para ser peletizada. O selenito de sodio foi misturado manual e
cuidadosamente ao premix e, em seguida, este premix foi muito bem misturado ao restante
dos ingredientes secos. Apds essa mistura manual, os ingredientes secos foram colocados
em misturador automatico a fim de evitar, ao maximo, as perdas do mineral, garantindo a
sua suplementagdo mais préxima possivel daquela desejada. Apds a peletizagdo, os
granulos foram secos a 55 °C, fracionados de forma a apresentarem o tamanho de 2 a 4 mm
e armazenados a 4 °C. As dietas foram fornecidas ad libitum, pelo menos trés vezes ao dia.

Apo6s a aclimatacdo, os animais de cada tratamento (0Se e 1,5Se) foram divididos
em dois grupos experimentais: controle (C, n = 10) e grupo exposto a concentragao subletal
de 2 mg.L" (2 ppm) de metil paration 600 g.L”' (Folisuper 600 BR®) por 96 horas

(MP, n = 10), de maneira a se obter os seguintes grupos experimentais simultaneamente:

e C 0Se: animais alimentados com ragdo contendo 0 mg de Se.Kg' e ndo
expostos ao Folisuper 600 BR®

¢ C 1,5Se: animais alimentados com ragdo contendo 1,5 mg de Se.Kg' e nao
expostos ao Folisuper 600 BR®

e MP 0Se: animais alimentados com ragéo contendo 0 mg de Se.Kg™' e expostos a
2 ppm de Folisuper 600 BR®

e« MP 1,5Se: animais alimentados com racdo contendo 1,5 mg de Se.Kg' e

expostos a 2 ppm de Folisuper 600 BR®
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Os procedimentos experimentais realizados durante a exposicdo ao
organosfosforado foram os mesmos utilizados no procedimento experimental 1.

Cabe ressaltar que os alevinos de matrinxa apresentam bom aproveitamento de
ingredientes de origem animal e vegetal, sendo a farinha de peixe o ingrediente mais
digestivel, seguido do farelo de trigo (SALLUM et al., 2002).

2.5 Coleta de Amostras

Ao final dos protocolos experimentais, os animais foram coletados das caixas
experimentais e uma amostra de sangue (1 a 2 mL) foi obtida por meio de pungéo da veia
caudal, com o auxilio de seringas heparinizadas, sendo entdo imediatamente sacrificados
por secgdo medular. O sangue foi centrifugado a 12.000 rpm durante 15 minutos a 4 °C para
a obtencao do plasma e dos eritrécitos, que foram lavados e hemolisados de acordo com os
procedimentos descritos posteriormente.

Os animais foram mortos por transecgao da coluna espinal e o figado, as branquias
€ uma amostra de musculo branco foram coletados para posterior analise dos parametros
bioquimicos. Os tecidos foram lavados em salina 0,9% para retirada de impurezas, secos
superficialmente com papel filtro. Os tecidos, o plasma e os hemolisados foram congelados
em nitrogénio liquido e estocados a -80°C.

N&o foi utilizado qualquer tipo de anestésico durante a coleta de sangue e tecidos
pelo fato destas drogas causarem alteragbes na atividade das enzimas antioxidantes,
especialmente a superoxido dismutase e a glutationa peroxidase (WDZIECZAK et al., 1982).

O peso e o comprimento total dos animais e o peso do figado foram medidos e o
indice hepatico-somatico [IHS = (peso do figado/peso do peixe) x (100)] foi calculado apds a

biometria.

2.6 Determinagao das Caracteristicas Fisicas e Quimicas da Agua

2.6.1 pH e alcalinidade

Amostras de 100 mL de agua foram coletadas das caixas experimentais,
transferidas para um Becker e mantidas sob agitagado para a determinagao do valor do pH
da agua. A determinacgéo da alcalinidade foi efetuada de acordo com as técnicas descritas
por GOLTERMAN & CLIMO (1969) utilizando-se acido sulfurico 0,01 N como indicador da
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alcalinidade, para titular até o pH 4,0. Para o calculo da alcalinidade das amostras, em
mg.L™ de carbonatos e bicarbonatos, foi utilizada a seguinte férmula:
ALCALINIDADE (mg CaCOQs.L) = (mL de H,SO,) x N x Eg/volume da amostra (mL)
N = normalidade do H,SO,
Eq (equivalente do H,SO,4) = 50.000

2.6.2 Dureza total

A analise de dureza foi feita por titulagdo das amostras de agua, previamente
tamponadas com EDTA, até o ponto de viragem de lilds para azul, usando-se como
indicador o Eriocromo Negro (ADAD, 1982). Para o calculo da dureza, em mg CaCOs.L™, foi
utilizada a seguinte formula:

DUREZA (mg CaCOs.L) = EDTA(m) X 1000/AMOSTRAm)

2.6.3 Nitrito

O nitrito foi determinado segundo SIPAUBA-TAVARES (1994). Em amostras de
5 ml de agua coletada dos tanques experimentais, foi adicionado 0,1 mL de sulfanilamida
58,07 mM em HCI 10%. Em seguida, as amostras foram agitadas e apds 10 minutos
adicionou-se 0,1 mL da solugao bicloridrato de N-naftaleno-diamina 3,86 mM. O produto da
reacdo de coloracdo rosa escuro foi determinado colorimetricamente em comprimento de
onda (L) de 300 nm. A concentragdo de nitrito, em mg.L”, foi estimada a partir de uma

curva-padrao feita com nitrito de sodio (NaNO5).

2.6.4 Amonia

A ambnia foi determinada pelo método de Nessler (GREENBERG et al., 1976),
utilizando-se 2 mL de amostra de agua e 0,5 mL de reativo de Nessler. Apés 20 minutos a
temperatura ambiente, a leitura optica foi realizada em A = 420 nm. Os valores de amdnia
foram expressos em mg.L”" e estimados a partir de curva-padrdo feita com cloreto de
amodnia (NH,CI).
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2.6.5 Oxigénio dissolvido, condutividade elétrica e temperatura

A temperatura (°C) da agua nos tanques experimentais foi tomada periodicamente
e os parametros oxigénio dissolvido (mg.L™") e condutividade elétrica (uS.cm™) foram
determinados por processo eletrométrico utilizando-se o aparelho Check Mate Il Corning,

efetuados no proprio tanque de teste.

2.6.6 Concentragdo de metil paration na agua

As concentragdes de metil paration na agua dos tanques experimentais foram
monitoradas espectrofoctometricamente em A = 300 nm. Foi feita uma analise de varredura
e observou-se um pico de absorcdo em 300 nm para o produto utilizado (Folisuper 600 BR®,
metil paration 600 g.L™', Agripec). As concentragdes de metil paration na agua foram
definidas por meio de uma curva-padrdo de concentragcdo de metil paration previamente
determinada (Apéndice 1). De acordo com as leituras obtidas e sempre que necessario, a
concentragdo de metil paration na agua dos tanques experimentais era devidamente

corrigida seguindo a curva-padrao.

2.7 Procedimentos Bioquimicos

Os tecidos congelados foram rapidamente amostrados sobre superficie gelada e
pesados em quantidades apropriadas para as determinagbes enzimaticas.

Para as analises das atividades das enzimas SOD, CAT, GPx e para determinagao
dos niveis de hidroperoxido de lipidio e de GSH, foram mantidas as propor¢des de 100 mg
de tecidos por mL de tamp&o de homogeneizagéo (tampao fosfato de sddio 0,1 M pH 7,0,
conforme PEREIRA et al., 1998) e, para a analise da atividade da GST, 200 mg de tecidos
por mL de tamp&o (tampao fosfato de potassio 0,1 M pH 7,0, conforme KEEN et al., 1976).

Em seguida, essas amostras foram homogeneizadas a 18.000 rpm
(Homogeinizador Turratec TE 102, Tecnal, Piracicaba, SP, Brasil) em dois “strokes” de 30
segundos, sob banho de gelo. Apds a homogeneizagao, os extratos foram centrifugados a
13.500 rpm por 30 minutos a 4 °C para a obtengdo do sobrenadante, que foi usado para as
analises bioquimicas (AHMAD et al., 2000).

Os sobrenadantes, mantidos no gelo, foram utilizados para a determinagao da

concentragdo de proteinas soluveis, hidroperéxido de lipidio (HP) e de GSH e para os
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ensaios das enzimas SOD, CAT, GST e GPx. As leituras espectrofotométricas foram
realizadas em um espectrofotdmetro Spectronic Genesys 5. (Milton Roy Co., Rochester, NY,
USA) a 25 °C.

2.7.1 Preparacgao do hemolisado

Apo6s a remogao do plasma por centrifugagdo, os eritrécitos foram lavados trés
vezes com solugdo salina (NaCl 1%) e os hemolisados foram obtidos a partir da adicdo de
trés volumes de tampao TRIS-HCI 20 mM pH 8,0 e posterior centrifugagdo a 12.000 rpm
durante 15 minutos a 4 °C (WILHELM-FILHO, 1996). O sobrenadante foi utilizado para as
analises enzimaticas (SOD, CAT, GPx) e para a avaliagdo dos niveis enddgenos de
peroxidagao lipidica (HP). Nenhuma atividade da GST nos hemolisados foi detectada com a
técnica utilizada para os ensaios nos tecidos.

No plasma, foram analisadas as atividades da SOD, GPx e os niveis de HP, uma
vez que a CAT esta presente em altos niveis, principalmente nos eritrocitos (AEBI, 1974).

Durante as analises, os hemolisados bem como o plasma, foram descongelados e
mantidos no gelo para evitar perdas das atividades enzimaticas e a oxidagao de lipidios.

2.7.2 Determinagao de proteina total

O teor de proteina total dos tecidos foi determinado segundo o método classico de
Bradford com Coomassie Brilliant Blue G-250 (BRADFORD, 1976), adaptado para leitura em
microplaca (Dynex Technologies Ltd., MRXTC, UK) conforme descrito por KRUGER (1994),
utilizando-se albumina bovina como padrao. Os valores de proteina total foram utilizados
para expressar as atividades especificas das enzimas. A absorbancia das amostras foi

medida em A = 595 nm.

2.7.3 Determinagao de hemoglobina total (Hb)

Na determinagdo de hemoglobina total, 10 uL de sangue foram adicionados a 2 mL
de solugao de Drabkin (0,5 g de KCN, 1,4 g de KH,PO,4 e 2,0 g de K;3[Fe(CN)¢] para 1 L de
agua destilada qg.s.p.). A leitura do produto resultante foi realizada em A = 540 nm
(DRABKIN, 1948) e o calculo da concentragao foi realizado a partir de uma curva-padrao

feita com padrdao de hemoglobina da Labtest (Minas Gerais, Brasil). Os valores de
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hemoglobina foram utilizados para expressar as atividades especificas das enzimas

intraeritrocitarias.

2.7.4 Determinagao dos niveis de hidroperéxido de lipidios (HP)

Os hidroperoéxidos de lipidios s&o indicadores do processo de peroxidacgéo lipidica
(LPO). A peroxidagao lipidica foi quantificada pelo método FOX (“Ferrous Oxidation-Xylenol
orange”) como descrito por JIANG et al. (1992). O método FOX é baseado na oxidacao do
Fe?* (sulfato ferroso amoniacal) a Fe** pelos hidroperéxidos em meio acido na presenca de
um pigmento complexador de Fe (lll), o alaranjando de xilenol. Cerca de 100 uL de amostra
(previamente tratada com TCA 10%) foi incubada durante 30 minutos, a temperatura
ambiente, com 900 pL de mistura reativa contendo 100 uM de alaranjado de xilenol, 250 uM
de FeSO, (sulfato ferroso amoniacal), 25 mM de H,SO, e 4 mM de butilato hidroxitolueno
(BHT) em metanol 90% (v/v). O Fe* formado na presenca de hidroperéxidos reage com
alaranjado de xilenol formando um composto colorido com um pico de absorgdo em 560 nm,
comprimento de onda em que as leituras foram realizadas no espectrofotdmetro. Para o
calculo foi utilizado o coeficiente de extingdo molar de 4,3 x 10* M™".cm™ do complexo Fe*'-
alaranjado de xilenol para H,O,, hidroperoxido linoleico ou butil hidroperdxido (JIANG et al.,
1991). Os resultados foram expressos em nmol de hidroperdxido de lipidio por mg de
proteina ou de hemoglobina.

O processo de LPO ocorre em diversas etapas, com inumeras possibilidades de
reagdes quimicas, conforme elucidado anteriormente, dificultando sua compreenséo e
avaliagao. Por isso, ainda ndo existe um método considerado ideal para avaliar a LPO (LIMA
et al., 2002). O método do “Xilenol orange” é simples, nao exige equipamentos sofisticados,
os resultados sdo reprodutiveis e avalia efetivamente o conteido de hidroperoxidos de
lipidios em extratos de tecidos (HERMES-LIMA et al., 1995). Outros métodos de avaliagdo
da peroxidagéo lipidica, como o conhecido ensaio TBARS, quantificam os produtos finais da
cadeia de peroxidagao lipidica como o malondialdeido (MDA). O ensaio FOX apresenta uma
boa correlagdo com o ensaio TBARS (STOREY, 1996).

2.7.5 Determinagao da atividade da superoxido dismutase total (SOD)

A atividade da SOD foi determinada com base na capacidade desta enzima em
inibir a redugao do “Nitro Blue Tetrazolium”, NBT (CROUCH et al., 1981), causada pelo fluxo
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de anion superoxido gerado pela hidroxilamina em solugéo alcalina (OTERO et al., 1983). O
sal soluvel amarelo oxidado de NBT é reduzido pelo &nion superoéxido, produzindo o
composto formazan azul-escuro, que tem pico de absor¢cdo em A = 560 nm. A adicdo de
superoxido dismutase (SOD) inibe a velocidade de redugdo do NBT, uma vez que a SOD
dismuta o O," a H,O,. A atividade da enzima foi medida em meio contendo tampao
carbonato de sédio 0,5 M (pH 10,2), EDTA 2,0 mM, NBT 1,2 mM e extrato enzimatico diluido
1:10. Para a determinacdo da atividade da SOD nos eritrocitos, os hemolisados foram
tratados com um mistura de cloroférmio/etanol (3:5 v/v) para precipitar a hemoglobina. O
ferro interfere na redugédo do NBT e a porcentagem maxima de inibi¢do da redugao pode ser
subestimada e, consequentemente, a atividade da SOD também (SPITZ & OBERLEY,
1989). A reacgao foi realizada no escuro uma vez que o NBT é fotossensivel.

A taxa de redugéo do NBT do controle, caracterizado pela auséncia de amostra e
contendo uma mistura hidro-alcoolica (alcool etilico) de 4:1, foi usada como referéncia. Uma
unidade de SOD foi definida como a quantidade de enzima necessaria para inibir em 50% a
redugdo do NBT. A atividade da SOD foi expressa em unidades por mg de proteina ou de

hemoglobina.

2.7.6 Determinacao da atividade da catalase (CAT)

A atividade da CAT foi medida pela avaliagdo continua do decréscimo da
concentracao de peroxido de hidrogénio (H,O2) em A = 240 nm (AEBI, 1974). A diminuigao
na absorbancia foi registrada durante 17 segundos em cubeta contendo uma solugao recém
preparada de H,O, 15 mM em tampao fosfato de sédio 50 mM pH 7,0 e amostra do extrato
enzimatico. A reacgao foi iniciada com a adicdo da solugao de H,0..

Na avaliacdo da atividade da CAT, os hemolisados foram diluidos 200 vezes em
tampéo TRIS-HCI enquanto que as amostras de tecido foram diluidas 10 vezes em salina
0,9%. Os valores de CAT foram expressos em Unidades de Bergmeyer (U.B.) por mg de
proteina ou de hemoglobina para efeito da comparagdo com os dados existentes na
literatura, que em sua maioria, estdo expressos em U.B. Uma U.B., de acordo com
Bergmeyer, é a quantidade de CAT que libera a metade do oxigénio de uma solugédo de
peroxido de hidrogénio de qualquer concentragéo no intervalo de tempo de 100 segundos a
25 °C. Segundo WILHELM-FILHO et al. (1993), nessas condigbes, 1 nmol de CAT equivale
a 33 U.B.
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2.7.7 Determinacgao da atividade da glutationa peroxidase (GPx)

A atividade da GPx Se-dependente foi analisada de acordo com procedimento 2 de
MILLS (MILLS, 1959) modificado por HAFEMAN et al. (1974).

A GPx degrada H,O, na presenca de GSH, depletando-a. A atividade da GPx é
medida indiretamente pela diminuicdo da quantidade de GSH, avaliada pela reacdo da GSH
com o acido 5,5’-ditiobis-2-nitrobenzoico (DTNB). A reagdo da GSH com o DTNB gera o
acido 2-nitro-5-mercapto-benzéico (TNB) de coloragdo amarela, cuja leitura é realizada em
A =412 nm. A mistura contendo tampéao fosfato de sédio 80 mM (pH 7,0), EDTA 80 mM,
1mM de NaNj, 0,4 mM de GSH, 0,25 mM de H,O, e aliquota do extrato enzimatico foi
incubada a 37 °C. Apds 3 min, uma aliquota dessa mistura foi removida e tratada com
reagente de precipitagdo (1,67 g de acido metafosférico glacial, 0,2 g de EDTA e 30 g de
NaCl para 100 mL de agua destilada g.s.p.). A GSH, nesse filtrado livre de proteina, foi
determinada usando 0,4 M de Na,HPO4 e 1 mM de DTNB em citrato trissédico 1%. Um
branco foi simultaneamente carreado com as amostras, uma vez que ocorre uma oxidagao
nao enzimatica da GSH pelo H,0, durante a incubacéo.

Uma unidade da GPx foi definida como a quantidade de enzima que consome 1ug
de GSH por minuto (LATHA & PARI, 2004). A atividade da GPx foi expressa em unidades

por mg de proteina.

2.7.8 Determinagao da atividade da glutationa S-transferase (GST)

A atividade da GST foi medida de acordo com HABIG et al. (1974), usando-se
1-cloro-2,4-dinitrobenzeno (CDNB) como substrato. A mistura de reagdo continha 1 mM de
CDNB em etanol, 1mM de GSH, tampao fosfato de potassio 100 mM pH 7,0 e extratos
enzimaticos. A formagdo do aduto glutationa-2,4-dinitrobenzeno foi monitorada pelo
aumento da absorbancia em 340 nm contra um branco. O coeficiente de extingdo molar do
CDNB de 9,6 mM".cm™ foi utilizado para o célculo da atividade enzimatica. A atividade da
GST foi expressa como a quantidade da enzima que catalisa a formagado de 1 nmol de
produto por minuto por mg de proteina ou de hemoglobina.

A maioria dos estudos determina a atividade total da GST usando o substrato
artificial CDNB, que é conjugado com todas as isoformas da GST com excegao da classe q
(GEORGE, 1994; VAN der AAR et al., 1996).
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2.7.9 Determinacgao do contetudo de glutationa reduzida (GSH) no sangue e

nos tecidos

A concentragdo de glutationa reduzida no sangue e nos tecidos foi medida de
acordo com a metodologia de BEUTLER et al. (1963), usando o reativo de Elmann (acido
5,5'-ditio di-2-nitrobenzoico — DTNB) adaptada por WILHELM-FILHO (1996) e WILHELM-
FILHO et al. (2005).

Amostras de sangue, imediatamente apds a coleta, foram tratadas com TCA 30%
na razéo 1:3 e os sobrenadantes dos homogeneizados dos tecidos foram tratados com TCA
12% na proporcao 1:1. Apds o tratamento com TCA, as amostras foram centrifugadas a
5.000 rpm durante 15 min a 4 °C, para precipitar as proteinas, e os sobrenadantes foram
usados para analise do conteudo de GSH. Aos sobrenadantes dos extratos acidos foram
adicionados 0,25 mM de DTNB em tampéo fosfato 0,1 M pH 8,0 na proporgédo 1:4 para o
sangue e 1:1 para os tecidos. A formagao do anion tiolato, que resulta da reagédo da GSH
com o reativo de Elmann, foi determinada em espectrofotdmetro a A =412 nm. O coeficiente
de extingdo molar de 13,6 mM.cm™ da GSH nessas condicdes foi utilizado no calculo da
concentragdo da GSH nos tecidos (nmol.mg proteina™) e no sangue (mM).

Uma vez que existem métodos mais sensiveis disponiveis para a determinagdo do
conteudo de GSH nos sistemas bioldgicos, em paralelo ao método espectrofotométrico de
determinagdo da GSH descrito acima, o conteddo de GSH nos tecidos dos animais do
protocolo experimental | também foi analisado por HPLC (Waters 464 Pulsed
Electrochemical Detector, Milford, MA, USA) (Hiraku et al, 2002).

Amostras do tecidos foram homogeneizados (1:10 w/v) em tampao acetato de sodio
10 mM (pH 6,5) contendo 10 uM de DPTA e Tween 20 a 0,5% e, em seguida, foram
desproteinisados com 1 volume de TCA 10% e centrifugadas a 11.000 rpm por 10 min a
4°C. Aliquotas de 25 uL foram injetadas no sistema de HPLC e analisadas por detecgdo
eletroquimica, usando o detector eletroquimico 247 Waters equipado com um eletrodo de
ouro. A separagao cromatografica foi realizada usando uma coluna X-Terra (4,5 x 250 mm, 5
um) e tampao fosfato de potassio 100 mM pH 2,5 contendo 200 mg.L™" de heptanossulfanato
de sédio e 5 mg.L”" de EDTA em metanol 1% (v/v) como fase mével (fluxo de 0,5 mL.min™).
A GSH foi identificada e quantificada por detecgao eletroquimica (potencial de oxidagdo de
600 mV) e comparada com concentragdes conhecidas de padrao de GSH sob as mesmas
condigdes cromatogréaficas. O contetido de GSH foi expresso em nmol.mg proteina™.

A comparacdo entre os dois métodos acima citados revelou uma boa
reprodutibilidade. Normalizando-se os valores obtidos para o paradmetro em questdo de

mesmos grupos de animais em ambas as técnicas, nenhuma diferenga significativa nos
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resultados obtidos pelos dois métodos foi observada. Por isso, no segundo experimento, a
andlise espectrofotométrica foi utilizada para determinar o conteddo de GSH nos tecidos,
pela simplicidade e praticidade em relagdo a determinag¢ao por HPLC. A comparagao entre

as duas técnicas encontra-se no Apéndice 2.

2.7.10 Determinagao da concentragao de selénio (Se) nos tecidos e na ragao

A determinagdo de selénio foi feita no Centro de Apoio Quimico ao Ensino, a
Pesquisa e de Prestagédo de Servigos (CEAQUIM), servigo auxiliar anexo ao Departamento
de Quimica e Bioquimica do Instituto de Biociéncias, Unesp, Botucatu, campus Rubido
Junior.

A analise de selénio foi realizada de acordo com WELZ et al (1992) e ROSA et al.
(2002), utilizando-se espectrometro Shimadzu AA 6800 (Shimadzu Scientific Instruments,
Inc., EUA).

As amostras de tecidos de peixe e de ragdo foram mineralizadas em forno de
microondas. Neste procedimento, cerca de 100 mg de amostra foram transferidas
diretamente para os frascos de teflon do forno de microondas, adicionando-se em seguida
2,5 mL de &cido nitrico suprapuro 14 mol.L”" mais 0,50 mL de perodxido de hidrogénio 30%

m/m. O programa de aquecimento utilizado encontra-se descrito na Tabela 5.

Tabela 5: Programa de aquecimento utilizado na mineralizacdo das amostras de ragéo e
de tecidos de matrinxa em forno de microondas.

Etapas Poténcia (W) Tempo (min)

200
0
400
500
700
Ventilagao

D O~ W DN -
W W W w a2
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Apoés a etapa de mineralizagdo das amostras, o volume final dos extratos acidos
foram acertados para 10 mL com agua destilada. Em seguida, 10 uL das amostras
acrescidas de 2 pL de solugdo 100 mg.L™ de nitrato de paladio foram injetados dentro do
tubo de grafite pela micropipeta do auto-amostrador do espectrémetro. O programa de
aquecimento do tubo de grafite utilizado nas determinagbes encontra-se descrito na
Tabela 6.

Tabela 6: Programa de aquecimento do tubo de grafite otimizado para determinagéo de Se
em de amostras de racao e de tecidos de matrinxa.

Tempo (seg) Fluxo de Argoénio

Etapas Temperatura (°C) 4

Rampa Patamar (L.min™)
Secagem 90 10 0 1
Secagem 150 10 5 1
Pirdlise 1400 10 20 1
Pirdlise 1400 5 10 1
Atomizacao 2300 1 5 0
Limpeza 2600 5 0 1

2.8 Tratamento Estatistico dos Dados.

Os valores de todas as determinagdes foram expressos em media + E.P.M (erro
padrédo da média) e somente diferencas estatisticas ao nivel de 5% de significancia foram

consideradas. Os seguintes procedimentos foram adotados no presente estudo:

- Teste-t de Student nao-pareado ou seu correspondente nao-paramétrico Mann-
Whitney, de acordo com os critérios de normalidade, homogeneidade e
homocedasticidade, para verificar a ocorréncia de possiveis diferencas
significativas entre os diferentes grupos experimentais (controle e metil
paration) em cada tipo de arragoamento (GraphPad Instat v. 3.00, GraphPad
Software Inc., San Diego, CA, USA).
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Andlise de variancia Fatorial ou ANOVA “two-way”, com interagdo envolvendo
dois critérios de classificagao: trés niveis de selénio na ragao (tratamentos) e
duas concentragdes de metil paration na agua (experimentais), ou seja, analise
fatorial 3x2. A analise estatistica Two-Way verificou se as médias dos
diferentes tipos de tratamento (0,0, 0,22 e 1,5 mg Se.Kg' de racéo),
independentemente da concentragao de metil paration na agua, e as médias
dos grupos experimentais (Controle ou 2 ppm de metil paration),
independentemente do tipo de arracoamento, foram ou ndo estatisticamente
iguais. Esta analise também estabeleceu se os grupos experimentais sao
afetados ou ndo pelos tratamentos, uma vez que estes fatores podem ou ndo
estar interagindo. A ANOVA two-way foi complementada pelo teste de Tukey-
Kramer de comparagbes multiplas, para a identificacdo das diferencas
especificas, verificando a existéncia de possiveis interagdes significativas entre
os valores de um mesmo tratamento com os diferentes protocolos
experimentais ou entre tratamentos diferentes dentro de um mesmo protocolo

experimental (SigmaStat v. 2.00, Jandel Corporation, San Rafael, CA, USA).

Analise de correlagao entre as diversas variaveis determinadas, para avaliar o
grau de associagao entre dois conjuntos de escores referentes a um grupo de
individuos e cuja significancia foi determinada pelo coeficiente de correlagao de
Pearson (GraphPad Instat v. 3.00, GraphPad Software Inc., San Diego, CA,
USA).
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3 RESULTADOS

3.1 Protocolo Experimental |

Todos os peixes de ambos os grupos experimentais (C - controle - e MP -
exposicdo a 2 ppm de Folisuper 600 BR®) sobreviveram. As analises da qualidade da agua
estdo apresentadas na Tabela 7, expressas como média dos valores obtidos a partir das
amostras de agua coletadas ao longo do periodo experimental. A adicdo de metil paration
na agua resultou em aumento no pH, na alcalinidade, dureza e na concentragdo de amdnia

e nitrito.

Tabela 7: Caracteristicas fisicas e quimicas da agua controle e com 2 ppm de Folisuper
600 BR®, medidas ao longo do periodo experimental. Os valores sdo médias + E.P.M. das
quatro amostras de agua coletadas a cada 24 horas de experimento.

Controle Metil paration
pH 6,95+ 0,11 8,26 + 0,26 *
Temperatura (°C) 23,53+0,13 23,07 £ 0,30
Oxigénio dissolvido (mg.L™) 5,88 +0,18 5,95+ 0,01
Aménia (mg.L™) 0,025 + 0,01 0,43 £ 0,06 *
Nitrito (mg.L™") - 0,005 + 0,001
Alcalinidade (mg CaCOs.L™") 19,76 + 0,44 30,65 + 0,46 *
Dureza (mg CaCOs.L™") 27,00 + 0,81 4500+ 1,04 *
Condutividade elétrica (uS.cm™) 68,5 + 2,85 73,00 + 3,40
Metil paration (mg.L™"’ 2,19+ 0,20

"Valores obtidos através da analise espectrofotométrica. De acordo com as leituras obtidas, a concentragédo
de metil paration na agua era ajustada quando necessario.

--- = nao detectado.

* indica diferenca significativa em relagéo a agua do controle com 95% de confianga.

Quando comparados com o controle, os peixes expostos ao metil paration
mostraram movimentos letargicos, redugcdo da atividade natatéria e perda parcial de

reflexos.
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Observagdes macroscopicas tais como descoloragdo, hemorragias e perda de
consisténcia do figado sugerem lesGes degenerativas e necrose deste 6rgéo. Diferengas
significativas foram observadas no peso dos figados e no indice hepatico-somatico (IHS).
No grupo exposto ao MP, estes parametros foram significativamente inferiores aqueles
apresentados pelos peixes do grupo controle (30% e 10%, respectivamente). Entretanto,
nao foram observadas diferengas significativas no tamanho corpéreo de ambos os grupos

experimentais (Tabela 8).

Tabela 8: Valores médios + E.P.M. dos pardmetros biométricos de matrinxas do grupo
controle e exposto a 2 ppm de Folisuper 600 BR®.

Controle Metil paration
Massa corporal (g) 25,40 £ 1,95 25,83 +2,04
Massa hepatica (g) 0,27 £ 0,02 0,19+0,01*
IHS (%) 0,96 + 0,04 0,84 +£0,03 *

* indica diferenca significativa em relagédo ao grupo controle com 95% de confianga.

No figado, a exposigdo ao MP por 96 horas induziu um aumento significativo nas
atividades da SOD, CAT e GST (20%, 101% e 34%, respectivamente) e uma diminuigao
também significativa no conteudo de GSH (48%) em relagdo ao grupo controle. Nenhuma
diferencga foi observada nos niveis de HP e na atividade da GPx, neste 6rgéo, entre o grupo
controle e o exposto ao metil paration (Figura 14).

As atividades da SOD, CAT e GST aumentaram significativamente no musculo
branco (41%, 151% e 57%, respectivamente) e nas branquias (28%, 35% e 57%,
respectivamente) apds a exposicdo ao metil paration. Entretanto, no musculo branco e
branquias, houve uma redugao significativa na atividade da enzima GPx (36% e 45%,
respectivamente) e no conteudo de GSH (44% e 36%, respectivamente) nos peixes
expostos ao MP em relagao aos peixes controle. Os peixes expostos ao MP também
mostraram um aumento significativo nos niveis de HP nas branquias e no musculo branco
(57% e 64%, respectivamente), quando comparados aos valores apresentados pelos peixes
do grupo controle (Figuras 15 e 16).

Em relagédo ao grupo controle, nos eritrocitos dos peixes expostos ao MP, houve um
aumento significativo nas atividades da SOD (93%) e da CAT (140%) e nenhuma diferenga
foi observada para os niveis de HP e para a atividade da GPx intraeritrocitarios. Ocorreu
uma diminuigao significativa no conteudo sanguineo de GSH (41%) apds a exposi¢do ao MP

(Figuras 17).
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Por outro lado, no plasma houve um aumento significativo da peroxidagéo lipidica
(361%), mas néo foi constatada nenhuma alteragéo nas atividades da SOD e GPx apods a
exposicao ao MP (Figuras 18).

A idéia de injuria celular induzida pela ocorréncia de uma potencializacdo na
producdo das ERO pode ser confirmada através da razdo HP/CAT+GPx. Essa relacéo
estabelece o balango entre a injuria celular (peroxidagao lipidica), induzida pelas ERO, e os
principais sistemas antioxidantes (CAT e GPx) que sédo capazes de neutralizar as ERO ou
os intermediarios responsaveis pelo respectivo dano. O aumento nessa razao indica que
uma quantidade substancial de perdxidos tenha sido formada a partir da acao catalitica da
SOD, o que por sua vez desencadearia a cascata de peroxidacao lipidica. As relacdes para
cada tecido de ambos grupos experimentais encontra-se na Tabela 9. Esta razdo sofreu
aumentos de cerca de 2,5 vezes no musculo branco, 2,8 vezes nas branquias e 4,5 vezes
no plasma dos peixes expostos ao MP, quando comparados ao controle. Nao houve
alteragdo na razao HP/CAT+GPx no figado e nos eritrocitos entre ambos os grupos

experimentais (Tabela 9).

Tabela 9: Razdo HP/CAT+GPx para os diferentes tecidos de Brycon cephalus dos grupos
controle (C, n = 10) e exposto a 2 ppm de Folisuper 600 BR® (MP, n = 10) por 96 h.

HP/CAT+GPx
Controle Metil paration
Figado 0,009 0,010
Musculo branco 0,008 0,020
Branquias 0,013 0,036
Eritrécitos 0,031 0,025
Plasma’ 0,020 0,090

'Para plasma ndo ha medida da catalase e, portanto, a relagao € HP/GPx

Os valores médios + E.P.M., mostrados nas Figuras 14 a 18, sdo apresentados nas
Tabelas 13 a 17.
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Figura 14: Comparacdo entre os diferentes parametros analisados em figado de
Brycon cephalus dos grupos controle (C, n = 10) e exposto a 2 ppm de
Folisuper 600 BR® (MP, n = 10) por 96 h. A: superdxido dismutase (SOD); B:
catalase (CAT); C: glutationa peroxidase (GPx); D: glutationa S-transferase
(GST); E: glutationa reduzida (GSH); F: hidroperoxido de lipidio (HP). * indica
diferenca significativa em relacdo ao grupo controle com 95% de confianca.
Valores sdo médias + E.P.M.
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Figura 15:

Comparagao entre os diferentes parametros analisados em musculo branco de
Brycon cephalus dos grupos controle (C, n = 10) e exposto a 2 ppm de Folisuper
600 BR® (MP, n = 10) por 96 h. A: superdxido dismutase (SOD); B: catalase
(CAT); C: glutationa peroxidase (GPx); D: glutationa S-transferase (GST); E:
glutationa reduzida (GSH); F: hidroperéxido de lipidio (HP). * indica diferenga
significativa em relagdo ao grupo controle com 95% de confianga. Valores sao
médias + E.P.M.
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Figura 16: Comparagdao entre os diferentes parametros analisados nas branquias de

Brycon cephalus dos grupos controle (C, n = 10) e exposto a 2 ppm de Folisuper
600 BR® (MP, n = 10) por 96 h. A: superdxido dismutase (SOD); B: catalase
(CAT); C: glutationa peroxidase (GPx); D: glutationa S-transferase (GST); E:
glutationa reduzida (GSH); F: hidroperéxido de lipidio (HP). * indica diferenca
significativa em relagcdo ao grupo controle com 95% de confianga. Valores sao
médias + E.P.M.
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Figura 17: Comparagdo entre os diferentes parametros analisados nos eritrocitos de
Brycon cephalus dos grupos controle (C, n = 10) e exposto a 2 ppm de Folisuper
600 BR® (MP, n = 10) por 96 h. A: superdxido dismutase (SOD); B: catalase
(CAT); C: glutationa peroxidase (GPx); D: hidroperéxido de lipidio (HP); E:
glutationa reduzida sanguinea (GSH). * indica diferenga significativa em relagéo
ao grupo controle com 95% de confianga. Valores sdo médias + E.P.M.
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Figura 18: Comparacdo entre os diferentes parametros analisados no plasma de
Brycon cephalus dos grupos controle (C, n = 10) e exposto a 2 ppm de Folisuper
600 BR® (MP, n = 10) por 96 h. A: superdxido dismutase (SOD); B: glutationa
peroxidase (GPx); C: hidroperéxido de lipidio (HP). * indica diferenga significativa
em relagdo ao grupo controle com 95% de confianga. Valores sao médias +
E.P.M.
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3.2 Protocolo Experimental Il

O comportamento dos grupos experimentais comegou a diferir apds 15 dias de
arracoamento. Os peixes alimentados com ragdo sem selénio ndo exibiram o padrao
natatorio em circulo, caracteristico de matrinxa, e nem mostraram saciedade com a mesma
quantidade de ragao oferecida para os peixes que receberam dieta suplementada com
1,5 mg Se.Kg'. Estes ultimos apresentaram o padrdo de natagdo em circulo tipico da
espécie, ndo subiram a superficie para se alimentar e a quantidade de ragéo oferecida era
quase totalmente consumida. Diferentemente, os peixes que receberam dieta sem selénio
subiam constantemente em busca de alimento, porém uma quantidade maior de ragao era
observada no fundo do tanque apds os periodos de arragpamento.

Os peixes que receberam dieta livre de selénio exibiram canibalismo apds 50 dias
de arragcoamento, comportamento este ausente no grupo suplementado com selénio.

A suplementagdo com Se pareceu induzir um padrédo de coloragdo mais clara nos
peixes, quando comparados ao grupo com dieta sem selénio, os quais mostraram-se mais
escuros e mais agitados.

Os peixes suplementados com selénio apresentaram um aumento significativo na
concentracdo deste elemento no figado (19%) e nas branquias (74%), mas nenhuma
alteragao foi detectada no musculo branco (Tabela 10 e Figura 19). Portanto, houve uma
relacdo direta entre a acumulacado de Se nestes tecidos e a concentracdo de Se na dieta.

No grupo exposto ao MP e tratado com racdo sem Se (MP 0Se), o peso dos
figados e os IHS foram significativamente menores quando comparados aos controles (30%
e 16%, respectivamente). Entretanto, nenhuma diferenga foi observada em tais parametros
para os peixes tratados com 1,5 mg de Se. Os pesos dos figados e os valores do IHS

encontram-se na Tabela 11.

Nenhuma alteragdo no tamanho corpéreo dos peixes de todos os grupos
experimentais foi observada. Por outro lado, a biometria dos dois lotes de peixes evidenciou
que os peixes arragoados com 1,5 mg de Se apresentaram valores de peso corporeo e
comprimento total (34 + 1,30 g e 14,5 + 0,13 cm, respectivamente) significativamente
maiores que 0s peixes que receberam a dieta sem Se (28 + 1,3 e 13,56 + 0,19

respectivamente).
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Tabela 10: Valores médios + E.P.M. da concentragdo de selénio (ug.Kg™') em figado (n = 6),
musculo branco (n = 4) e branquias (n = 6) de Brycon cephalus alimentados com dietas
contendo 0 ou 1,5 mg Se.Kg™ de ragdo durante 60 dias.

0 mg de Se/ Kg ragao 1,5 mg Se/ Kg de ragao
Figado 11,40 + 0,11 13,54 £ 0,56 *
Musculo branco 3,35+£0,05 3,23+0,25
Branquias 3,44 £0,03 6,00 + 0,09 *

* indica diferencga significativa em relagao ao grupo controle com 95% de confianca.
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Figura 19: Concentragdo de selénio no figado, musculo branco e branquias de matrinxas
arragoados com 0 ou 1,5 mg de Se.Kg™ de ragéo por 60 dias. * indica diferenga significativa
em relagéo ao grupo controle com 95% de confianca. Valores sdo médias = E.P.M.
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Tabela 11: Valores médios + E.P.M. dos parametros biométricos de matrinxas do grupo
controle e exposto a 2 ppm de Folisuper 600 BR® arragoados com 0 ou 1,5 mg de Se.Kg™
de racao por 60 dias.

C 0Se C 1,5Se MP 0Se MP 1,5Se

Massa corporal (g) 29,66 + 1,61 32,96 + 1,07 30,72 + 1,98 29,93 +1,43
Massa hepatica (g) 0,33 + 0.02 0,35+ 0.02 0,27 + 0,006 * 0,34 + 0,02
IHS (%) 1,32 +0,15 1,34 £ 0,12 0,92 +0,07 * 1,18 + 0,06

* indica diferenca significativa em relagao ao seu respectivo controle com 95% de confianga.

Os valores médios + E.P.M. das atividades das enzimas antioxidantes e do
conteudo de HP e GSH no figado, musculo branco, branquias, eritrocitos e plasma estao
apresentados nas Figuras 20 a 24 e nas Tabelas 13 a 17.

Independentemente do tipo de arragoamento (0 ou 1,5 mg Se.Kg™ de ragdo), a
exposi¢cao ao MP por 96 horas induziu um aumento significativo na atividade das enzimas
SOD (22% e 28%, para 0 e 1,5 mg Se.Kg™” de rag&o, respectivamente), GST (36% e 86%,
para 0 e 1,5 mg Se.Kg™ de racéo, respectivamente) e CAT (53% e 26%, para 0 e 1,5 mg
Se.Kg™" de ragao, respectivamente) no figado.

Nao houve nenhuma alteragao na atividade da GPx e nos niveis de hidroperéxido
de lipidio com 96 h de exposi¢cao ao metil paration, tanto no grupo dos peixes tratados com
ragdo sem selénio como naqueles arragoados com 1,5 mg de Se.Kg™' de ragdo. Entretanto,
o conteudo de GSH hepatico nos peixes arragoados com dietas sem selénio sofreu uma
redugao significativa (34%) apds a exposi¢cao ao metil paration, enquanto que nos peixes
que receberam dietas suplementadas com 1,5 mg de Se.Kg', nenhuma alteragdo foi

observada nos niveis de GSH hepaticos (Figura 20 e Tabela 13).
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Figura 20: Comparagdo entre os diferentes parametros analisados em figado de
Brycon cephalus dos grupos controle (C, n = 10) e exposto a 2 ppm de
Folisuper 600 BR® (MP, n = 10) por 96 h e arracoados com 0 ou 1,5 mg de
Se.Kg™ de racdo por 60 dias. A: superéxido dismutase (SOD); B: catalase
(CAT); C: glutationa peroxidase (GPx); D: glutationa S-transferase (GST); E:
glutationa reduzida (GSH); F: hidroperdxido de lipidio (HP). * indica diferenca
significativa em relacdo ao respectivo controle com 95% de confianga. Valores
s&o médias + E.P.M.
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No mdusculo branco, também foram observados aumentos significativos nas
atividades das enzimas SOD (54% e 75%, para 0 e 1,5 mg Se.Kg'1 de racéo,
respectivamente) e GST (85% e 50%, para 0 e 1,5 mg de SeKg' de ragéo,
respectivamente) dos peixes expostos ao metil paration, independente do nivel de selénio
na ragdo. Entretanto, no grupo que recebeu ragao livre de selénio, a exposi¢cdo ao metil
paration induziu um aumento significativo na atividade da CAT (82%) e nos niveis de
HP (160%) e uma diminuicdo também significativa na atividade da GPx (41%) e nos niveis
de GSH (28%). Entretanto, nenhuma alteragao significativa nestes parametros foi detectada
no grupo dos peixes alimentados com ragdo contendo 1,5 mg de Se.Kg” apés 96 h de
exposigao ao metil paration (Figura 21 e Tabela 14).

Nas branquias, houve um aumento significativo na atividade da enzima GST nos
peixes expostos ao metil paration, independente do tipo de ragao (74% e 123%, paraOe 1,5
mg Se.Kg'1 de ragao respectivamente). No grupo de peixes que receberam a ragdo sem
selénio, a exposigdo ao metil paration induziu um aumento significativo na atividade da SOD
(22%) e da CAT (97%) e nos niveis de HP (69%) e uma diminuicdo também significativa na
atividade da GPx (15%) e nos niveis de GSH (32%). Nao foram observadas alteragdes
significativas nas atividades da SOD, CAT, GPx e nos niveis de HP e de GSH nas branquias

dos peixes do grupo MP 1,5Se (Figura 22 e Tabela 15).
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Figura 21: Comparagao entre os diferentes parametros analisados em musculo branco de

Brycon cephalus dos grupos controle (C, n = 10) e exposto a 2 ppm de Folisuper
600 BR® (MP, n = 10) por 96 h e arragoados com 0 ou 1,5 mg de Se.Kg™' de
ragdo por 60 dias. A: superoxido dismutase (SOD); B: catalase (CAT); C:
glutationa peroxidase (GPx); D: glutationa S-transferase (GST); E: glutationa
reduzida (GSH); F: hidroperdxido de lipidio (HP). * indica diferenga significativa
em relagao ao respectivo controle com 95% de confianga. Valores sdo médias +
E.P.M.
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Figura 22: Comparagcédo entre os diferentes parametros analisados nas branquias de

Brycon cephalus dos grupos controle (C, n = 10) e exposto a 2 ppm de Folisuper
600 BR® (MP, n = 10) por 96 h e arragoados com 0 ou 1,5 mg de Se.Kg™' de
racdo por 60 dias. A: superoxido dismutase (SOD); B: catalase (CAT); C:
glutationa peroxidase (GPx); D: glutationa S-transferase (GST); E: glutationa
reduzida (GSH); F: hidroperdxido de lipidio (HP). * indica diferenca significativa
em relagao ao respectivo controle com 95% de confianca. Valores sdao médias +
E.P.M.
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Nos eritrocitos dos peixes alimentados com ragdo sem Se, a exposicdo ao MP por
96 h induziu um aumento significativo nas atividades da SOD (65%) e da CAT (111%) e no
conteudo de HP (88%), além de uma diminui¢cdo na concentracdo de GSH sanguinea (39%).
Nenhuma diferenga significativa foi observada para a atividade da GPx intraeritrocitaria. Por
outro lado, nos peixes arragoados com 1,5 mg de Se, o metil paration induziu aumentos
significativos das atividades da SOD (245%) e da GPx (62%) e redugdes na atividade da
CAT (45%) e nos niveis de HP (59%). Porém, nao foi constatada nenhuma alteragcao na
concentracado de GSH sanguinea apds a exposicdo ao metil paration (Figura 23 e Tabela
16).

No plasma dos peixes tratados com ragdao sem selénio, a exposicdao ao metil
paration induziu um aumento significativo nos niveis de HP (94%) enquanto que as
atividades da SOD e da GPx nédo foram alteradas. Ja nos peixes tratados com 1,5 mg de
Se/Kg de ragéo, houve um aumento significativo na atividade da GPx (31%) enquanto que a
atividade da SOD e os niveis de HP permaneceram inalterados apds 96 h de exposi¢cao ao
metil paration, quando comparados ao controle (Figura 24 e Tabela 17).

A razdo HP/CAT+GPx para os grupos do protocolo experimental Il encontra-se na
Tabela 12. Esta relagdo foi maior no grupo exposto ao MP em relagdao ao controle no
musculo branco, nas branquias, nos eritrocitos e no plasma nos peixes do grupo MP 0Se,
indicando um aumento no processo de peroxidagao lipidica e estresse oxidativo. Estes
aumentos foram da ordem de 4,4; 2,0; 2,0 e 1,95, respectivamente. No figado, nao houve
alteragdo nesta razao entre o grupo controle e o grupo MP 0Se.

Nos peixes do grupo MP 1,5Se, os aumentos na relagdo HP/CAT+GPx no musculo
branco e nas branquias foram muito menos acentuados sendo, para ambos os tecidos, de
cerca de 1,25 vezes o valor do controle. No figado e nos eritrécitos dos peixes expostos ao
MP, esta razdo apresentou-se menor (1,3 e 2,6, respectivamente) em relagdo ao controle.
No plasma, nenhuma alteragao nesta razédo foi observada para os grupos controle e MP
1,5Se.
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Tabela 12: Razdo HP/CAT+GPx para os diferentes tecidos de Brycon cephalus dos grupos
controle (C, n = 10) e exposto a 2 ppm de Folisuper 600 BR® (MP, n = 10) por 96 h e
arragoados com 0 ou 1,5 mg de Se.Kg™ de ragédo por 60 dias.

HP/CAT+GPx
0 mg Se/Kg ragao 1,5 mg Se/Kg ragao
Controle  Metil paration Controle Metil paration
Figado 0,009 0,009 0,009 0,007
Musculo branco 0,005 0,022 0,007 0,009
Branquias 0,005 0,011 0,008 0,010
Eritrécitos 0,007 0,014 0,013 0,005
Plasma’ 0,078 0,152 0,017 0,017

'Para plasma nao ha medida da catalase e, portanto, a relagao é HP/GPx
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Figura 23: Comparagcédo entre os diferentes parametros analisados nos eritrocitos de
Brycon cephalus dos grupos controle (C, n = 10) e exposto a 2 ppm de Folisuper
600 BR® (MP, n = 10) por 96 h e arragcoados com 0 ou 1,5 mg de Se.Kg™' de
racdo por 60 dias. A: superdxido dismutase (SOD); B: catalase (CAT); C:
glutationa peroxidase (GPx); D: hidroperoxido de lipidio (HP); E: glutationa
reduzida sanglinea (GSH). * indica diferenca significativa em relagdo ao
respectivo controle com 95% de confianga. Valores sdao médias + E.P.M.
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Figura 24: Comparagdo entre os diferentes parametros analisados no plasma de
Brycon cephalus dos grupos controle (C, n = 10) e exposto a 2 ppm de Folisuper
600 BR® (MP, n = 10) por 96 h e arragoados com 0 ou 1,5 mg de Se.Kg” de
ragcdo por 60 dias. A: superdxido dismutase (SOD); B: glutationa peroxidase
(GPx); C: hidroperéxido de lipidio (HP). * indica diferenga significativa em relagao
ao respectivo controle com 95% de confianga. Valores sao médias + E.P.M.
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3.3 Protocolos Experimentais | e Il (Resultados da Interagao)

Os resultados obtidos quando os protocolos experimentais | e |l foram analisados
conjuntamente, para verificar a existéncia de uma possivel interagdo entre os diferentes
niveis de selénio na ragdo e a presenca ou ndo de MP na agua, estdo apresentados nas
Tabelas 13 a 17.

No figado (Tabela 13), houve interagdo entre os fatores MP e Se apenas para o
parametro GSH, onde o padrdo de redugdo significativa do conteudo de GSH apés a
exposi¢cdo ao MP nos grupos tratados com 0 ou 0,22 mg de Se foi revertido com a
suplementacédo de 1,5 mg de Se por Kg de ragdo. Também foi verificada diferencga
significativa entre o valor do conteddo de GSH nos peixes do grupo MP 1,5Se e dos peixes
dos outros tipos de arragpamento e sob a mesma condigao de exposi¢gao ao pesticida. Além
disso, houve diferenga significativa nas atividades da SOD e da GPx hepaticas entre os
diferentes tipos de arragoamento, independentemente da exposicdo ou ndo ao MP. A
atividade da SOD apresentou-se reduzida enquanto que a da GPx mostrou-se elevada no
tratamento com 1,5 mg de Se em comparagdo aos demais tratamentos. Diferengas
significativas para os paradmetros SOD, CAT, GST e GSH foram observadas nos grupos
experimentais (C e 2 ppm de MP) independentemente do tipo de tratamento (niveis de
selénio). As atividades da SOD, CAT e GST apresentaram-se elevadas com a exposi¢gao ao
MP em relagéo ao controle, enquanto que o conteudo de GSH mostrou-se reduzido.

No musculo branco (Tabela 14), houve interagdo entre os fatores MP e Se para os
parametros HP, CAT, GPx e GSH. O padrdo de aumento significativo para o conteudo de
HP e para a atividade da enzima CAT, bem como o padréo de redugéo do contetido de GSH
e da atividade da GPx, apos a exposi¢do ao MP nos grupos tratados com 0 ou 0,22 mg de
Se, foi revertido com a suplementagcéo com 1,5 mg de Se. Diferengas significativas entre os
valores do conteudo de HP e atividades da CAT e da GPx nos peixes do grupo MP 1,5Se
quando comparados aos grupos MP 0Se e MP 0,22Se também foram registradas. Houve
diferenga significativa na atividade da SOD no musculo branco dos peixes dos diferentes
tipos de arragcoamento, independentemente da exposi¢cdao ou ndo ao MP. A atividade da
SOD apresentou-se reduzida no tratamento com 1,5 mg de Se em comparagédo aos demais
tratamentos. Diferengas significativas para todos os parametros foram observadas nos
grupos experimentais (C e 2 ppm de MP) independentemente do tipo de tratamento (niveis
de selénio), havendo um aumento no conteiudo de HP e nas atividades das enzimas SOD,
CAT e GST e uma reducgao do contetudo de GSH e de atividade da GPx apods a exposigcao

ao MP, em relacéo ao controle.
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Nas branquias (Tabela 15), todos os parametros analisados exibiram interagédo
entre os fatores MP e Se, com excegdo dos niveis de HP. Aumentos significativos nas
atividades da SOD e CAT apds a exposigdo ao MP s6 foram observados nos peixes
tratados com 0 e 0,22 mg de Se por Kg de ragéo. A redugéo significativa nos niveis de GSH
e na atividade da GPx nos peixes dos grupos MP 0Se e MP 0,22Se também nao foi
observada para os peixes do grupo MP 1,5Se. Quanto a GST, os peixes do grupo MP 1,5Se
apresentaram uma atividade significativamente mais elevada em comparagéo com os peixes
dos grupos MP 0Se e MP 0,22Se. As diferengas apresentadas nesses parametros quando
as mesmas doses de MP foram comparadas entre os diferentes niveis de Se sao
apresentadas na Tabela 15. Os niveis de HP e GSH, assim como as atividades da SOD,
GPx e da GST, apresentaram diferengas significativas em relagéo ao tipo de arragoamento,
independentemente da exposicdo ou ndo ao MP. O contetudo de HP e a atividade da SOD
apresentaram-se com um valor mais alto para o tratamento com 0,22 mg de Se, ao mesmo
tempo em que a atividade da SOD mostrou-se significativamente menor nos peixes
suplementados com 1,5 mg de Se. Os valores da atividade da GPx e do conteudo de GSH
foram maiores nos peixes que receberam dietas contendo selénio tanto na concentragao de
0,22 como 1,5 mg. A atividade da GST, por sua vez, mostrou-se elevada no tratamento com
1,5 mg de Se em comparagdo com os outros tipos de arragoamento. Diferengas
significativas em todos os parametros foram observadas nos grupos experimentais (C e 2
ppm de MP), independentemente do tipo de tratamento (niveis de selénio), havendo um
aumento no conteudo de HP e nas atividades das enzimas SOD, CAT e GST e uma
redugao do contetido de GSH e da atividade da GPx apds a exposi¢do ao MP em relagéo ao
controle.

Nos eritrocitos (Tabela 16), houve interagdo entre os fatores Se e MP para os
niveis de HP e para as atividades da CAT e da GPx. Em relagdo a CAT, em contraste com o
aumento significativo nos peixes dos grupos MP 0Se e MP 0,22Se, houve uma redugao
significativa deste parametro nos peixes do grupo MP 1,5Se. A GPx nos peixes do grupo MP
1,5Se apresentou-se com maior atividade em relagdo aos outros tipos de arragcoamento,
onde a exposi¢cdo ao MP ndo causou um aumento da atividade da GPx intraeritrocitaria. Por
outro lado, o contetdo de HP foi reduzido de maneira linear com o aumento de Se na ragao,
de maneira que no grupo MP 0Se houve um aumento significativo no nivel de HP que ndo
foi observado no grupo MP 0,22Se. Além disso, os peixes do grupo MP 1,5Se apresentaram
uma reducdo no conteudo de HP intraeritrocitario. Os niveis de HP e de GSH e as
atividades da SOD e da CAT apresentaram diferengas significativas em relagdo ao tipo de
arragoamento, independentemente da exposi¢cdo ou ndao ao MP, conforme observado na

Tabela 16. Nas atividades das enzimas SOD, CAT e GPx, diferengas significativas foram
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observadas nos grupos experimentais (C e 2 ppm de MP), independentemente do tipo de
tratamento (niveis de selénio), havendo um aumento nas atividades dessas enzimas apoés a
exposi¢ao ao MP em relagéo ao controle.

No plasma (Tabela 17), houve interagao entre os fatores Se e MP para os niveis de
HP. Nos peixes tratados com 1,5 mg de Se, ndo houve aumento significativo dos niveis de
HP plasmaticos apds a exposicdo ao MP quando comparados com os demais tratamentos
(0 e 0,22 mg Se por Kg de ragédo) sob essa mesma condi¢gdo. Conforme a Tabela 17,
diferengas significativas foram observadas nos niveis de HP e na atividade da SOD para os
diferentes tipos de arragoamento, independentemente da exposi¢do ou ndo ao MP. Houve,
também, diferencga significativa no conteido de HP nos grupos experimentais (C e 2 ppm de
MP), independentemente do tipo de tratamento (niveis de selénio), havendo um aumento do

conteudo de HP plasmatico apds a exposi¢cao ao MP em relagéo ao controle.



Tabela 13: Valores médios + E.P.M. de HP (nmol.mg proteina™), SOD (U.mg proteina™), CAT (U.B..mg proteina™), GPx (U.mg proteina™), GST
(nmol.min”.mg proteina™) e GSH (nmol.mg proteina™) em figado de matrinxéds arragoados com dietas contendo diferentes niveis de
suplementagédo de selénio (mg.Kg™ de ragdo) por 60 dias expostos (n = 10) ou ndo (n = 10) a 2 ppm de Folisuper 600 BR® (mg.L™"). Analise

Two-Way.
Selénio MP HP SOoD CAT GPx GST GSH
0 0 0,36 + 0,06 11,42 + 0,47 4,06 £ 0,62 33,59+ 1,10 86,65 £ 5,58 42,03 + 5,03
0 2 0,33 +£0,05 13,97 £ 0,94 6,20 + 0,54 31,43+1,78 118,22 + 10,8 27,60 +2,36 *
0,22 0 0,31+0,08 12,25 + 0,71 3,17 £ 0,44 29,51 +1,78 88,16 + 6,86 47,56 + 4,54
0,22 2 0,41 +0,06 14,78 £ 0,39 6,40 + 1,25 32,74 £ 1,70 118,40 £ 6,42 24,46 + 247"
1,50 0 0,36 + 0,04 9,27 + 0,55 4,74 + 0,32 35,56 + 1,82 58,85 + 2,68 36,95 + 2,50
1,50 2 0,32+ 0,06 11,90 £ 0,81 5,96 + 0,37 38,31+ 0,99 109,67 + 7,28 40,95 + 3,86 "2
Efeito Se ns P <0,05 ns P <0,05 ns ns
0,00 0,34 + 0,04 12,51+ 0,50 5,13+ 0,40 32,52+ 1,26 100,63 £ 5,53 34,81 +2,80
0,22 0,36 + 0,04 13,84 + 0,52 4,36 + 0,32 31,12+ 1,13 101,36 + 6,10 34,38 + 3,13
1,50 0,34 + 0,03 10,59 + 0,48 #® 5,35 + 0,30 36,93+ 1,10~ 8 85,69 + 5,52 38,95 + 2,44
Efeito MP ns P < 0,05 P <0,05 ns P <0,05 P <0,05
0 0,34 + 0,03 10,98 + 0,38 4,08 £ 0,30 32,67 £ 0,92 77,84 +4,92 41,09 + 2,20
2 0,35+0,03 13,55 £ 0,41 5,81 +£0,30 34,16 + 0,96 113,95+ 4,42 31,00 £ 2,40
Se x MP ns ns ns ns ns P < 0,05

Diferengas significativas entre os niveis de selénio, independentemente dos niveis de metil paration: A - indica diferenga entre 0 e 0,22 mg Se.Kg'1 de racgéo; B - indica

diferenga entre 0 e 1,5 mg Se.Kg'1 de ragao; C - indica diferencga entre 0,22 e 1,5 mg Se.Kg'1 de ragao.

Diferengas significativas entre o grupo controle e o exposto ao metil paration, independentemente dos niveis de selénio, séo indicados por P < 0,05.

Diferengas significativas entre o grupo controle e o exposto ao metil paration dentro de um mesmo nivel de selénio, quando ha interagédo entre os dois fatores (concentragbes
de metil paration na agua x niveis de selénio na ragéo), sao indicadas por *.

Diferengas significativas entre os niveis de selénio dentro de um mesmo nivel de metil paration: 1 - indica diferenga entre 0 e 0,22 mg Se.Kg'1 de ragao; 2 - indica entre O e
1,5mg Se.Kg'1 de racao; 3 - indica diferenga entre 0,22 e 1,5 mg Se.Kg'1 de ragao.
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Tabela 14: Valores médios + E.P.M. de HP (nmol.mg proteina™), SOD (U.mg proteina™), CAT (U.B..mg proteina™), GPx (U.mg proteina™), GST
(nmol.min™.mg proteina™) e GSH (nmol.mg proteina™) em musculo branco de matrinxas arragoados com dietas contendo diferentes niveis de
suplementagado de selénio (mg.Kg™ de ragdo) por 60 dias expostos (n = 10) ou ndo (n = 10) a 2 ppm de Folisuper 600 BR® (mg.L™"). Analise

Two-Way.
Selénio MP HP SoD CAT GPx GST GSH
0 0 0,27 + 0,04 13,77 + 0,35 0,31 +0,03 53,17 + 1,10 13,35+ 0,61 60,63 + 4,62
0 2 0,70 + 0,09 * 21,24 +0,95 0,56 + 0,05 * 31,35+1,78 * 24,67 + 3,54 43,82 +2,60 *
0,22 0 0,46 + 0,06 27,46 + 1,42 0,24 + 0,03 55,00 + 1,78 18,43 + 1,50 76,53 + 2,26
0,22 2 0,71 +0,09 * 38,85 + 3,50 0,61+0,10 * 35,31+ 1,70 *' 29,03+ 2,46 42,82 +3,98*
1,50 0 0,29 + 0,05 5,81+ 1,09 0,42 +0,05 44,84 + 1,82 16,30 + 1,12 55,53 + 4,25
1,50 2 0,39 +0,05"2 10,15+ 1,02 0,38+0,07° 40,76 + 0,992 24,47 £2,26 44,95+ 3,76 *
Efeito Se P <0,05 P <0,05 ns ns ns ns

0,00 0,49 + 0,04 17,50 + 1,00 0,44 + 0,04 42,26 + 1,83 19,01 + 1,67 52,22 + 2,90
0,22 0,58 +0,05* 33,16 + 1,174 0,43 + 0,04 45,16 + 1,90 23,73 £ 1,43 59,68 + 3,22
1,50 0,34 +0,04° 7,98 +1,10%° 0,40 + 0,04 42,80 + 1,74 19,14 + 1,69 50,24 + 2,63

Efeito MP P <0,05 P <0,05 P <0,05 P < 0,05 P <0,05 P <0,05
0 0,34 + 0,04 15,68 + 0,95 0,32+ 0,03 51,00 + 1,54 16,03 + 1,35 64,23 + 2,32
2 0,60 + 0,04 23,42 +0,85 0,52 + 0,04 35,81+ 1,43 25,23+ 1,26 43,86 + 2,46

Se x MP P < 0,05 ns P <0,05 P < 0,05 ns P <0,05

Diferengas significativas entre os niveis de selénio, independentemente dos niveis de metil paration: A - indica diferenga entre 0 e 0,22 mg Se.Kg'1 de ragao; B - indica

diferenga entre 0 e 1,5 mg Se.Kg'1 de ragao; C - indica diferenga entre 0,22 e 1,5 mg Se.Kg'1 de ragao.
Diferengas significativas entre o grupo controle e o exposto ao metil paration, independentemente dos niveis de selénio, séo indicados por P < 0,05.

Diferengas significativas entre o grupo controle e o exposto ao metil paration dentro de um mesmo nivel de selénio, quando ha interagdo entre os dois fatores (concentragdes

de metil paration na agua x niveis de selénio na ragao), sao indicadas por *.

Diferengas significativas entre os niveis de selénio dentro de um mesmo nivel de metil paration: 1 - indica diferenga entre 0 e 0,22 mg Se.Kg'1 de ragao; 2 - indica entre 0 e

1,5 mg Se.Kg'1 de ragao; 3 - indica diferenga entre 0,22 e 1,5 mg Se.Kg'1 de ragao.
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Tabela 15: Valores médios + E.P.M. de HP (nmol.mg proteina™), SOD (U.mg proteina™), CAT (U.B..mg proteina™), GPx (U.mg proteina™), GST
(nmol.min™.mg proteina™) e GSH (nmol.mg proteina™) nas branquias de matrinxas arragoados com dietas contendo diferentes niveis de
suplementagado de selénio (mg.Kg™ de ragdo) por 60 dias expostos (n = 10) ou ndo (n = 10) a 2 ppm de Folisuper 600 BR® (mg.L™"). Analise

Two-Way.

Selénio MP HP sSoD CAT GPx GST GSH
0 0 0,21 + 0,04 14,98 + 0,85 0,468 + 0,07 37,50 3,19 79,76 +6,90 51,54 + 2,81
0 2 0,36 + 0,03 18,26 +0,86 °  0,920+0,05* 31,74+131* 138,77 +9,10 * 34,81 +3,03*
0,22 0 0,70 + 0,08 18,77 + 1,16 " 0,55 + 0,07 53,08 + 1,56 63,63 + 3,25 68,16 + 5,15
0,22 2 1,09+0,12  2395+1,77** 0,73+0,04** 2907 +255* 100,14 +4,79 * 43,82 +3,84*
1,50 0 0,30 + 0,04 13,58 + 0,552 0,69 + 0,037 41,98 + 1,27 85,60 + 11,67 52,72 + 5,45
1,50 2 0,39 + 0,03 13,57 +0,99° 0,81+0,043  39,48+1,69*° 191,73+23,15**% 5522+385*%°
Efeito Se P <0,05 P <0,05 ns P <0,05 P <0,05 P <0,05
0,00 0,28 + 0,05 16,62 + 0,78 0,69 + 0,04 34,62 + 1,40 109,26 + 7,90 43,17 + 2,90
0,22 0,89 +0,05* 21,36 +0,78" 0,64 + 0,04 41,07 +1,50* 81,88 +7,20 56,00 + 2,97
1,50 0,35+ 0,06 13,57 +0,70* " 0,75+ 0,03 40,73 +£1,30® 138,66 + 8,00*® 53,97 +2,83°
Efeito MP P <0,05 P <0,05 P <0,05 P <0,05 P <0,05 P <0,05
0 0,40 + 0,04 15,78 + 0,63 0,57 + 0,03 44,20 +1,18 76,33 + 5,96 57,47 + 2,50
2 0,61 + 0,04 18,60 + 0,60 0,82 +0,03 33,43 + 1,07 143,55 + 6,60 44,62 + 2,22
Se x MP ns P <0,05 P <0,05 P <0,05 P <0,05 P <0,05

Diferencgas significativas entre os niveis de selénio, independentemente dos niveis de metil paration: A - indica diferenga entre 0 e 0,22 mg Se.Kg'1 de ragéo; B - indica
diferenga entre 0 e 1,5 mg Se.Kg'1 de ragao; C - indica diferenga entre 0,22 e 1,5 mg Se.Kg'1 de ragao.

Diferengas significativas entre o grupo controle e o exposto ao metil paration, independentemente dos niveis de selénio, sdo indicados por P < 0,05.

Diferengas significativas entre o grupo controle e o exposto ao metil paration dentro de um mesmo nivel de selénio, quando ha interacdo entre os dois fatores (concentragdes
de metil paration na agua x niveis de selénio na ragao), sdo indicadas por *.

Diferencas significativas entre os niveis de selénio dentro de um mesmo nivel de metil paration: 1 - indica diferenca entre 0 e 0,22 mg Se.Kg'1 de racéo; 2 - indica entre 0 e
1,5 mg Se.Kg'1 de ragao; 3 - indica diferenca entre 0,22 e 1,5 mg Se.Kg'1 de ragao.

Diferengas significativas entre os niveis de selénio dentro dos grupos expostos a 2 ppm de metil paration: 4 - indica diferenga entre 0 e 0,22 mg Se.Kg'1 de racao; 5 - indica
entre 0 e 1,5 mg Se.Kg'1 de ragao; 6 - indica diferenca entre 0,22 e 1,5 mg Se.Kg'1 de ragao.
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Tabela 16: Valores médios + E.P.M. de HP (nmol.mg Hb™"), SOD (U.mg Hb™), CAT (U.B.mg Hb"), GPx (U.mg Hb™") e GSH sanguinea
(mmol.L™") nos eritrécitos de matrinxas arragoados com dietas contendo diferentes niveis de suplementagdo de selénio (mg.Kg™ de ragao) por
60 dias expostos (n = 10) ou ndo (n = 10) a 2 ppm de Folisuper 600 BR® (mg.L™"). Analise Two-Way.

Selénio MP HP SOD CAT GPx GSH
0 0 0,04 + 0,01 0,91+ 0,06 1,56 + 0,21 2,50+0,13 0,11+ 0,01
0 2 0,08 +£0,01 * 1,50 + 0,24 3,30+£0,48 * 3,09 +0,38 0,07 0,01
0,22 0 0,12 + 0,01 0,73 + 0,07 1,03 40,37 1,98 + 0,07 0,20 + 0,02
0,22 2 0,10 + 0,01 1,41 + 0,05 2,47 +0,25* 2,041 +0,06* 0,12+0,03
1,50 0 0,07 + 0,02 0,26 + 0,07 3,00+0,23"2 2,661+ 0,10 0,14 £ 0,02
1,50 2 0,03 +0,01 "2 0,90 £ 0,10 1,66 £0,14 *° 4,32+0,34 «*° 0,18 £ 0,02
Efeito Se P < 0,05 P <0,05 ns P <0,05 P < 0,05
0,00 0,06 + 0,01 1,20 + 0,08 2,40 + 0,22 2,77+0,16 0,09 + 0,02
0,22 0,11+0,01* 1,09 + 0,07 1,75+ 0,20 2,01 +0,20" 0,16 + 0,02"
1,50 0,05 + 0,01 0,58 +0,07° 2,32+0,20 3,50+ 0,238 0,16 +0,02°
Efeito MP ns P <0,05 P <0,05 P <0,05 ns
0 0,08 + 0,01 0,63 + 0,06 1,86+ 0,17 2,31+0,23 0.15+ 0,01
2 0,07 0,01 1,27 + 0,06 2,46+0,17 3,20+ 0,12 0,12+ 0,01
Se x MP P < 0,05 ns P < 0,05 P <0,05 ns

Diferengas significativas entre os niveis de selénio, independentemente dos niveis de metll paration: A -

diferenga entre 0 e 1,5 mg Se. Kg de ragao; C - indica diferenga entre 0,22 e 1,5 mg Se. Kg de ragao.

Diferencgas significativas entre o grupo controle e o exposto ao metil paration, independentemente dos niveis de selénio, sao indicados por P < 0,05.
Diferengas significativas entre o grupo controle e o exposto ao metil paratlon dentro de um mesmo nivel de selénio, quando ha interagao entre os dois fatores (concentragdes

de metil paration na agua x niveis de selénio na ragéo), sao indicadas por *

Diferengas S|gn|f|cat|vas entre os niveis de selénio dentro de um mesmo nlvel de metil paration: 1 - indica diferenga entre 0 e 0,22 mg Se. Kg de racgao; 2 - indica entre 0 e

1,5 mg Se. Kg de ragao; 3 - indica diferenga entre 0,22 e 1,5 mg Se. Kg de ragao.

leerengas S|gn|f|cat|vas entre os niveis de selénio dentro dos grupos expostos a 2 ppm de metil paration: 4 - indica diferenga entre 0 e 0,22 mg Se. Kg de ragao; 5 - indica
entre 0 e 1,5 mg Se. Kg de ragao; 6 - indica diferenga entre 0,22 e 1,5 mg Se. Kg de ragao.

indica diferenga entre 0 e 0,22 mg Se.Kg'1 de racao; B -
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Tabela 17: Valores médios + E.P.M. de HP (nmol.mg proteina™), SOD (U.mg proteina™) e GPx (U.mg proteina™) no plasma de matrinxas
arracoados com dietas contendo diferentes niveis de suplementagdo de selénio (mg.Kg™”' de racdo) por 60 dias expostos (n = 10) ou ndo

(n = 10) ao a 2 ppm de Folisuper 600 BR® (mg.L™). Analise Two-Way.

Selénio MP HP SOD GPx
0 0 0,07 + 0,01 2,52+0,14 8,69 + 0,48
0 2 0,13+0,02 * 2,56 + 0,14 8,69 + 0,31
0,22 0 0,21+ 0,06 2,35+ 0,42 10,48 + 1,35
0,22 2 0,98 + 0,02 * 2,01 +0,30 11,00 + 1,57
1,50 0 0,13+ 0,01 1,72 +0,13 7,51+ 0,92
1,50 2 0,17 + 0,02 2,00 +0,18 9,86 + 0,53
Efeito Se P <0,05 P < 0,05 ns
0,00 0,10 + 0,01 2,54+ 0,14 8,70 + 0,47
0,22 0,60+ 0,02 2,18 +0,17 10,73 + 0,67
1,50 0,15+0,01%°¢ 1,86 +0,12° 8,70 + 0,52
Efeito MP P <0,05 ns ns
0 0,14 + 0,01 2,20+0,12 8,90 + 0,48
2 0,43 + 0,01 2,20+ 0,11 9,85+ 0,43
Se x MP P <0,05 ns ns

Diferengas significativas entre os niveis de selénio, independentemente dos niveis de metil paration: A - indica diferenga entre 0 e 0,22 mg Se.Kg'1 de ragdo; B - indica

diferenga entre 0 e 1,5 mg Se.Kg'1 de ragao; C - indica diferenga entre 0,22 e 1,5 mg Se.Kg'1 de ragao.

Diferencgas significativas entre o grupo controle e o exposto ao metil paration, independentemente dos niveis de selénio, sao indicados por P < 0,05.
Diferengas significativas entre o grupo controle e o exposto ao metil paration dentro de um mesmo nivel de selénio, quando ha interagdo entre os dois fatores

(concentragdes de metil paration na agua x niveis de selénio na ragéo), sao indicadas por *.

Diferengas significativas entre os niveis de selénio dentro de um mesmo nivel de metil paration: 1 - indica diferenga entre 0 e 0,22 mg Se.Kg'1 de racao; 2 - indica entre O e

1,5 mg Se.Kg'1 de ragao; 3 - indica diferenga entre 0,22 e 1,5 mg Se.Kg'1 de ragao.
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4 DISCUSSAO

4.1 Protocolo Experimental |

Mudangas na composi¢do quimica de ambientes aquaticos naturais podem afetar
organismos ndo-alvos, particularmente os peixes, 0s quais sdo muito utilizados como
bioindicadores de poluigdo para se avaliar a qualidade de sistemas aquaticos (ADAMS &
GREELEY, 2000). Em areas poluidas, a exposicdo de peixes a xenobidticos pode dar
origem a disturbios bioquimicos (GUL et al., 2004).

As alteragbes nos mecanismos bioquimicos antioxidantes catalisados pelas
enzimas vém sendo identificadas como biomarcadores da susceptibilidade celular a danos
causados pelas ERO. Uma das principais caracteristicas dessas enzimas € a indugao de
sua expressao e/ou atividade sob condi¢cdes de estresse oxidante, um mecanismo que pode
ser uma adaptagao importante ao estresse induzido por poluentes (LIVINGSTONE, 2001;
ZHANG et al., 2004).

O metil paration ¢é facilmente absorvido de todos os meios de exposigao (atmosfera,
agua, alimentos, etc.) e distribui-se rapidamente nos tecidos do organismo. A toxicidade do
metil paration resulta da sua conversdo metabdlica processada no reticulo endoplasmatico
dos hepatdcitos, onde o grupo P = S é transformado em P = O, formando o paraoxon, que é
o principal responsavel pela inibicdo da AChE nas terminagbes nervosas. O paraoxon, apés
ter sido formado no figado, pode ser distribuido para os outros tecidos através do sangue,
acarretando um acumulo de ACh em diversos 6rgédos (MACHADO & FANTA, 2003).

O protocolo experimental | demonstrou que a exposi¢cao por 96 horas a 2 ppm do
Folisuper 600 BR® tem um grande potencial indutor de estresse oxidante em Brycon
cephalus e que as branquias e o musculo branco sdo os érgaos mais sensiveis. O Folisuper
600 BR® provocou alteragdes significativas nas atividades das enzimas antioxidantes SOD,
CAT, GST e GPx, assim como no conteudo de GSH e nos niveis de HP, estabelecendo um
quadro de estresse oxidante.

Os efeitos subletais de intoxicagdo mais comumente observados em peixes séo
alteracbes comportamentais, principalmente as que estdo relacionadas ao padrdo de
natacdo. A reducdo da performance natatéria observada nos peixes expostos ao metil
paration pode ser decorrente da inibicdo da AChE pelo organofosforado (AGUIAR et al.,
2004), da grande demanda energética para suportar os processos de desintoxicagédo e
reparos (RAO & RAO, 1981; HEATH, 1995) e/ou da diminuigdo da atividade metabdlica em
resposta ao agente estressor (WENDELAAR-BONGA, 1997).
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Substancias que atuam no sistema nervoso, como os OPs, podem ter um marcado
efeito ndo somente na atividade espontanea , mas também na velocidade de natacao.
KUMAR et al. (1998) observaram reducdo da atividade natatéria em peixe arco-iris
(Melanotaenia duboulayi) exposto ao OP profenofés e sugeriram uma relagao clara entre a
depressdo da AChE e as respostas comportamentais.

O processo de transformagdo do metil paration em paraoxon no reticulo
endoplasmatico dos hepatocitos afeta diretamente a morfologia dessas células
(RODRIGUES & FANTA, 1998; MACHADO & FANTA, 2003), o que pode contribuir, em
alguma extensao, para a diminuigdo do IHS observado nos peixes do grupo exposto ao MP.
RODRIGUES et al. (2001) verificaram alteragdes como migragao lateral do nucleo dos
hepatdcitos, nucleos com diferentes didmetros e diferentes graus de densidade, picnose e
necrose em figado de curimbatas (Prochilodus lineatus) expostos a 0,2 uL.L™" do OP
triclorfon 500 g.L™".

Diminui¢cdes no IHS também podem refletir a deplecdo de reservas energéticas
como o glicogénio hepatico em resposta ao agente estressor (WENDELAAR-BONGA,
1997). Essa idéia foi corroborada por AGUIAR et al. (2004), que observaram uma redugao
de cerca de 80% no glicogénio hepatico em matrinxas expostos a 2 ppm de Folidol 600 BR®,
outra marca da formulagdo comercial do metil paration. RAO & RAO (1981) investigaram os
efeitos da exposicado a 0,9 ppm de metil paration, por 48 horas, sobre a sintese de derivados
lipidicos em musculo, branquias, figado e cérebro de Tilapia mossambica. Analises
quantitativas mostraram tanto uma diminuicdo no conteudo total de lipidios e fosfolipidios
quanto um aumento nos acidos graxos livres. Baseados em tais resultados, estes autores
sugeriram que ha um aumento na demanda energética dos peixes nessa condigdo, o que
também poderia estar contribuindo para a redugéo do peso do figado e do IHS observado
nos peixes expostos ao MP em nosso trabalho.

Durante a realizacdo dos nossos experimentos foram observados aumentos na
concentracdo de amoénia e nitrito, na alcalinidade, dureza e no pH da &gua com metil
paration em relagdo a agua do controle, conforme também verificado nos ensaios de
toxicidade feitos por AGUIAR (2002) trabalhando com o mesmo pesticida. A tendéncia de
aumento da amoénia na agua pode ser resultado da degradagcdo da molécula de metil
paration, que contém nitrogénio em sua estrutura, ou do aumento da excregdo dos peixes
por acao do pesticida. Entretanto, apesar do aumento na sua concentracdo, a amoénia na
4gua ficou abaixo da faixa de tolerancia para a maioria dos peixes (0,6 a 2,0 mg.L™")
(SIPAUBA-TAVARES, 1994).

O metil paration pode ser degradado em &agua e um dos produtos dessa
degradacao € o p-nitrofenol (JOKANOVIC et al., 2001) que, por sua vez, pode ser convertido
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em nitrito e gas carbdnico (SETHUNATHAN, 1989). Isso foi corroborado pelo aumento
significativo nos niveis de nitrito na agua com metil paration.

Além disso, esse aporte de CO, poderia deslocar o equilibrio do tampéo
bicarbonato, favorecendo a formacgao de ions bicarbonato e carbonato. Como estes ions
representam a maior parte da alcalinidade, que é a capacidade da agua em neutralizar
acidos, é de se esperar um aumento desta propriedade quimica com a adi¢ao do MP. Por
outro lado, sendo a dureza da agua determinada pela quantidade de sais de Ca*" e Mg®*
estritamente ligados aos ions carbonato, uma vez que a concentragao destes ions aumente,
a dureza tende a aumentar.

A dureza carbonatada, por sua vez, esta diretamente relacionada ao pH. Quanto
maior a dureza da agua, maior sera a tendéncia de que o pH aumente, pois a dureza serve
como uma barreira para que o pH nado tenha uma alteragdo descontrolada. Isso é
confirmado pelos resultados de elevagdo do pH da agua com metil paration observados
neste experimento.

Entretanto, ndo ha muitos estudos na literatura que relacionem o efeito do pesticida
nas caracteristicas fisicas e quimicas da agua.

As atividades da SOD e da CAT aumentaram apds 96 horas de exposi¢ao a 2 ppm
de Folisuper 600 BR® em figado, musculo branco, branquias e eritrocitos de B. cephalus. As
enzimas SOD e CAT estao relacionadas quanto as suas fungbes, uma vez que a SOD
dismuta o radical anion superéxido em H,O e H,O, e este ultimo, por sua vez, é degradado
pela acdo da catalase. Devido ao efeito inibitério sobre a formagdo das ERO, o sistema
SOD-CAT proporciona a primeira linha de defesa contra a toxicidade do oxigénio (PANDEY
et al,, 2003) e € comumente usado como biomarcador indicativo da produgdo desses
radicais livres (REGOLI et al.,, 2003; VAN der OOST et al.,, 2003). Atividades elevadas
destas enzimas provavelmente constituem uma resposta ao aumento de geragdo das ERO
iniciado pela toxicidade do pesticida (JOHN et al., 2001).

Dessa maneira, a indugéo do sistema SOD - CAT promovida pela exposi¢cao ao MP
pode ser interpretada como uma adaptagdo deste sistema no sentido de compensar o
aumento da producdo de radical superéxido e, consequientemente, do perdxido de
hidrogénio nos sitios de formagao. Essa idéia é corroborada por DIMITROVA et al. (1994),
que descreveram uma indugdo simultdnea das atividades da SOD e da CAT em carpa,
C. carpio, expostas ao zinco. Entretanto, a atividade dessas enzimas em peixes também
pode diminuir apds a exposicdo a xenobidticos, conforme relatado por LIVINGSTONE
(2001). A indugao desse sistema de protegdo, apds a exposigdo a agentes indutores da
produgdo das ERO, pode ser uma resposta adaptadora importante a agressdes nao-letais
destas ERO. A SOD e/ou a CAT podem intervir antes da reagao lesiva inicial das primeiras
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espécies reativas de oxigénio (MOSLEN, 1995). No presente estudo, essa resposta
adaptadora do sistema SOD-CAT nos eritrocitos e no figado foi suficiente para evitar
aumentos na peroxidagao lipidica apds a exposi¢ao ao organofosforado.

O aumento da atividade da SOD e da CAT, induzido pelo metil paration, em
B. cephalus indica um elevado “status” antioxidante na tentativa de neutralizar os impactos
das ERO formadas. Segundo ALVES et al. (2002), a exposi¢cao a pesticidas pode induzir
condigbes pro-oxidantes que desencadeiam, por sua vez, respostas como o aumento na
atividade das enzimas antioxidantes.

Por outro lado, a atividade da GPx nas branquias e no musculo branco diminui
significativamente apds a exposigdo de B. cephalus ao metil paration, em relagdo ao
controle. Entretanto, tal redugcdo nao foi observada no figado. A diminuicdo da atividade da
GPx observada nesse experimento nas branquias e no musculo branco poderia estar
relacionada a produgéo excessiva de O,"”, que conforme BAGNASCO et al. (1991) é capaz
de inibir a atividade da GPx, ou a uma acao direta do pesticida na sintese enzimatica
(BAINY et al., 1993).

Embora poluentes ambientais possam aumentar a atividade da GPx, como
observado em alguns estudos (ALMEIDA et al., 2002; SAYEED et al., 2003; ZHANG et al.,
2004), FATIMA et al. (2000) relataram uma baixa atividade da GPx em diferentes tecidos de
peixes apos a exposicao a efluentes de fabrica de papel, indicando uma ineficiéncia desses
6rgaos em neutralizar os impactos dos peroxidos. Redugdo semelhante na atividade da GPx
em figado de rato foi observada apos 90 dias de tratamento com o pesticida organoclorado
lindane (BAINY et al., 1993). Similarmente, o inseticida organofosforado malation reduziu a
atividade da GPx em eritrocitos de camundongo (YARSAN et al., 1999). A inibicdo da
atividade da GPx também foi observada apds o tratamento combinado com o herbicida
2,4-D (acido 2,4-diclorofenoxiacético) e com o inseticida organofosforado azinfosmetil em
cérebro de carpa, C. carpio (ORUC et al., 2004) e em figado de tilapia do nilo, Oreochromis
niloticus (ORUC & UNER, 2000).

A atividade da enzima GPx pode ser reduzida por meio de “feedback” negativo do
excesso de substrato ou pelo préprio dano oxidante (TABATABAIE & FLOYD, 1994). A
diminuicdo da atividade GPx apos a exposicdo ao MP, observado em nosso trabalho,
poderia indicar que a quantidade de hidroperoxidos, resultante do processo de peroxidagao
lipidica no musculo branco e nas branquias, poderia ter ultrapassado a capacidade
antioxidante desta enzima (REMACLE, et al., 1992).

Existe uma polémica em relagdo ao papel da CAT e da GPx no processo de
desintoxicagdo do H,O,. Se consideradas as caracteristicas cinéticas, o H,O, poderia ser
metabolizado preferencialmente pela GPx, que apresenta baixo K, para este substrato
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comparativamente a CAT. Esta, por sua vez, seria mais importante na desintoxicacdo do
H,0O, quando este composto estivesse presente em altas concentragdes, como por exemplo,
na exposi¢cao a poluentes. Contudo, a afirmagao da maior participagdo de uma enzima em
relagcdo a outra, baseada apenas em suas afinidades pelo H,O,, pode levar a erros na
interpretagéo do papel fisioldgico de cada tipo enzimatico. Os resultados obtidos no presente
estudo suportam a idéia de que estas enzimas sao igualmente importantes na manutengéo
dos niveis basais de H,O,, apresentando uma interdependéncia funcional, uma vez que a
diminui¢do da atividade da GPx no musculo branco e nas branquias dos peixes expostos ao
MP néo foi compensada por aumentos nas atividades da CAT nestes tecidos, resultando em
um saldo suficientemente positivo de H,O,, capaz de elevar os niveis de HP.

A GST estéa envolvida nos processos de desintoxicagdo de xenobidticos, incluindo o
metil paration (JOKANOVIC, 2001). Esta enzima exerce um importante papel na protecao
dos tecidos contra o estresse oxidante (FOURNIER et al., 1992; BANERJEE, 1999). O
aumento da atividade da GST nos tecidos pode indicar o desenvolvimento de um
mecanismo de defesa para tentar combater os efeitos do metil paration, o que pode se
refletir em uma protegcdo mais eficiente a toxicidade do organofosforado. Corroborando
essas idéias, o aumento da atividade da GST no figado, branquias e musculo branco de
matrinxa, apds a exposigdo ao metil paration, sugere um aumento nos processos de
desintoxicagdo. A GST tem sido apontada como um biomarcador util na avaliagdo do
impacto ambiental causado por xenobidticos organicos geradores de estresse oxidante
(RODRIGUEZ-ARIZA et al., 1991; LIVINGSTONE, 1998). A atividade da GST foi mais
elevada no figado em comparagdo com as atividades em branquias e musculo branco, o
que indica uma funcgéo hepatica efetiva no processo de desintoxicagdo desses xenobioticos
(BASHA & RANI, 2003). O aumento da atividade da GST em figado, branquias e musculo
branco apds 96 horas de exposi¢cao a 2ppm de metil paration foi acompanhado por uma
concomitante reducdo nos niveis de GSH.

A GSH tem papel central na desintoxicacdo de compostos eletrofilicos e na
prevengao do estresse oxidante celular (HASSPIELER et al., 1994; SIES, 1999). A redugao
significativa no contetdo de GSH dos tecidos (figado, branquias, musculo branco e sangue)
de B. cephalus apds a exposi¢cao ao metil paration poderia ter sido causada tanto por um
aumento na utilizagdo da GSH, que estaria sendo convertida a glutationa oxidada (GSSG),
quanto pela inibigdo de sua sintese no figado, ou ainda por uma ineficiéncia na regeneragao
desta molécula pela glutationa redutase.

Durante um processo moderado de estresse oxidante, os niveis de GSH poderiam
aumentar como uma resposta adaptadora por meio do aumento de sua sintese. Entretanto,

o estresse oxidante severo pode reduzir os niveis de GSH por prejudicar os mecanismos
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adaptadores (ZHANG et al., 2004). De acordo com ELIA et al. (2003), a deplecdo da GSH
pode limitar a capacidade da célula em sequlestrar radicais livres, aumentando o potencial
oxidante de maneira geral. A GSH pode ser perdida de modo irreversivel em situagcbes de
estresse oxidante muito intenso, permanecendo na forma oxidada e n&do sendo novamente
reduzida (UHLIG & WENDEL, 1992).

Se, de fato, grande parte da agdo da GSH ¢ obtida pela indugdo das enzimas que a
usam como substrato, € necessaria a manutencao do nivel de GSH para manter a agao
funcional destas enzimas (JONES, 1995). Além disso, variagdes nos niveis de glutationa
afetam diretamente a sintese de proteinas e de DNA (MEISTER & ANDERSON, 1983;
DENEKE & FANBURG, 1989), uma vez que a regulagao redox de sinais dependentes de
receptores de membrana e varios sinais de transcricdo s&o influenciados pelo nivel
intracelular de GSH (DROGE, 2002).

Um dos papéis do ciclo redox da GSH e enzimas que compdem seu metabolismo é
o de manter os niveis de hidroperdxidos lipidicos controlados, para evitar danos celulares
provenientes do ataque das ERO (ROVER JUNIOR, 2001).

A deplecgao de 20 a 30% dos niveis normais de GSH prejudica o sistema de defesa
celular contra agdes toxicas tanto de espécies reativas de oxigénio como de intermediarios
bioldgicos reativos, o que pode levar a injuria e morte celular (LIEBLER & REED, 1997).
Esta diminuigdo dos niveis de GSH reflete, provavelmente, um aumento na producgéo de
oxidantes, num grau que excederia a capacidade de desintoxicagdo pela GSH (BRAY &
TAYLOR, 1993; MEISTER, 1995).

Quando em contato com alguns poluentes, como o metil paration, as células dos
peixes usualmente tentam remové-los por conjugagado direta com a GSH ou pela agéo da
GST, o que diminui os niveis de GSH. A GST utiliza a GSH no processo de desintoxicagao
de xenobidticos. A redugao do conteudo de GSH observada no presente trabalho apos a
exposicdo ao MP é, provavelmente, uma indicacdo de sua exaustdo no processo de
biotransformacao de fase Il, confirmada pelo aumento da atividade da GST. Nesta
circunstancia, parece que a deplecdo da GSH aumenta o risco de estresse oxidante devido
a redugédo da capacidade de protegéo, desde que uma possivel sobrecarga oxidante poderia
induzir um aumento na atividade da SOD e da CAT, como observado neste estudo.

A diminuicdo dos niveis de GSH foi acompanhada pela diminuicao da atividade da
GPx. Usando GSH como agente redutor, a enzima GPx catalisa a redu¢do do H,O, ou de
peroxidos organicos em agua ou em compostos alcoolicos estaveis, respectivamente. A
atividade da GPx depende da presenca da GSH, que é oxidada nesse processo, e, assim, a

atividade da GPx pode ser influenciada pelos niveis de GSH. A diminuicdo da atividade da
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GPx pode, portanto, também estar relacionada a uma diminuigdo na disponibilidade de
GSH, a qual é necessaria para reduzir os impactos das ERO (CHEUNG et al., 2004).

HAI et al. (1997) observaram uma diminuicdo nos niveis de GSH hepatico e
muscular em carpa apds 24 horas de exposicdo a 1 e 5 mg.L™" do inseticida diclorvos. Este
organofosforado também reduziu os niveis de GSH e inibiu a atividade tanto da AChE como
da GPx em varios tecidos de rato (JULKA et al.,, 1992). Em casos de envenenamento
humano, o organoclorado lindane e o organofosforado malation também induziram uma
diminui¢do no conteldo de GSH sanguineo (BANERJEE et al., 1999).

O figado é a principal fonte de GSH plasmatica (KAPLOWITZ et al., 1985).
Portanto, com a reducdo do conteludo hepatico de GSH, uma menor quantidade deste
tripeptideo seria exportada para o plasma, o que poderia diminuir a disponibilidade da
glutationa para tecidos extra-hepaticos como musculo e branquias, levando a exaustao de
GSH nestes tecidos. Assim, como o restabelecimento do conteido de GSH no musculo e
nas branquias € mais dificil que no figado, as redugdes do conteudo de GSH nestes tecidos
seriam melhores biomarcadores de exposigédo a poluentes em relacdo ao figado (PENA-
LLOPIS et al., 2003). Essa idéia é corroborada pelos resultados do presente trabalho, em
que o conteudo de GSH hepatico sofreu diminuigéo significativa acompanhada de redugbes
também significativas no sangue, musculo branco e branquias dos matrinxas apds a
exposicdo ao MP. Assim, simultaneamente com a utilizagdo da GSH por sistemas
enzimaticos de desintoxicagdo, a hipotese de redugdo de sua sintese no figado com a
diminuicdo na exportacdo de GSH para o plasma e o conseqiiente aporte insuficiente para
os tecidos ndo pode ser descartada, mesmo que os mecanismos de sintese da GSH néao
tenham sido investigados no presente estudo.

Outro fator que também ndo pode ser descartado é a possibilidade do
organofosforado inibir a glutationa redutase, que é responsavel pela manutencdo da GSH a
partir da redugdo da glutationa oxidada. PENA-LLOPIS et al. (2003) verificaram que a
exposicao por 96 horas a 1,5 ppm do organofosforado diclorvos inibiu a atividade da
glutationa redutase em figado de enguia, Anguilla anguilla.

A peroxidagao lipidica vem sendo apontada como o maior contribuinte para a perda
das fungdes celulares sob condigbes de estresse oxidante (STOREY, 1996). Varios estudos
mostram que a peroxidagao lipidica nos organismos aquaticos € induzida por uma variedade
de poluentes ambientais (PLOCH et al., 1999; AHMAD et al., 2000; WILHELM-FILHO et al.,
2001; OAKES & VAN der KRAAK, 2003; OAKES et al., 2004). Considerando que a reagao
tipica durante o dano oxidante causado pelas ERO envolve a peroxidagéo de acidos graxos
insaturados, nossos resultados claramente mostraram que 96 h de exposigdo ao metil

paration provocou estresse oxidante em B. cephalus, com aumentos significativos dos
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valores de HP nas branquias e no musculo branco. Esse aumento da producdo de HP
sugere que o dano oxidante induzido pelas ERO pode ser um dos principais efeitos toxicos
do metil paration.

Uma vez que a lipoperoxidagédo € considerada um indicador util do dano oxidante
de componentes celulares, nossos resultados sugerem que a exposigdo ao metil paration
aumentou a sintese das ERO no musculo branco e nas branquias de matrinxd e que as
defesas antioxidantes nao foram totalmente eficazes na neutralizacdo efetiva desses
radicais, desencadeando assim, o processo de peroxidacgéo lipidica. A LPO também foi
observada no plasma dos peixes expostos ao MP.

De acordo com ZHANG et al. (2004), a GPx exerce um efeito importante contra a
peroxidagdo lipidica, uma vez que esta envolvida preferencialmente na remocgao de
peroxidos organicos, e, em pequena extensdo, na remogao de H,0O,. Dessa forma, a GPx
tem um papel especialmente importante na protecdo de membranas contra danos
decorrentes da peroxidagéo lipidica (VAN der OOST et al., 2003). Essa observagao sugere
que a principal fungao da GPx esta na terminagao da propagagao da cadeia de radicais
(VAN der OOST et al., 2003). Neste contexto, a inibicdo da atividade da GPx observada no
musculo branco e nas branquias, no presente trabalho, poderia refletir uma possivel falha
dos mecanismos de defesa antioxidante que seria responsavel pelo aumento dos niveis de
HP.

Apesar de ndo ter sido observada inibicdo da atividade da GPx plasmatica, o
aumento significativo dos niveis de HP no plasma de B. cephalus expostos ao MP pode ser
decorrente da oxidacao das lipoproteinas de baixo peso molecular (LDL). A lipoperoxidagao
das LDL pode ocorrer por agao das ERO, que sédo capazes de difundir-se dos tecidos para o
sangue como ocorre com o H,O,, ou ainda, por agdo dos produtos da peroxidacao lipidica
dos tecidos como malondialdeidos, cetonas e epdxidos (HABERLAND & SMITH, 1995), que
sd0 mais estaveis e podem atravessar a membrana celular e atingir o plasma (LIMA et al.,
2002).

Embora os processos de desintoxicagdo ocorram principalmente no figado, o
musculo esquelético também esta envolvido nesse processo. As células musculares
expressam diferentes tipos de enzimas metabolizadoras de xenobidticos, incluindo a
citocromo P450 (OTTO & MOON, 1995; BAINY et al., 1999; SMITH et al. 2000) e glutationa
S-transferase (HUSSEY et al. 1991; VAN der WEIDEN et al., 1992; NAM et al., 2005). Ainda
que haja uma quantidade relativamente menor de enzimas no musculo esquelético em
relagdo ao figado, os processos de desintoxicagdo que ocorrem no musculo devem ser
considerados importantes porque este tecido representa uma alta porcentagem da massa

corporea.
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As branquias, por apresentarem uma larga area superficial e grande
permeabilidade, sdo os sitios primarios de absorcédo e de acido de xenobidticos como o metil
paration (SANCHO et al., 1997). Dessa maneira, € condizente encontrar um alto nivel de HP
assim como uma diminuicdo da atividade da GPx e do conteudo de GSH nas branquias
apos a exposicdo ao metil paration. MACHADO & FANTA (2003) mostraram que a
exposicdo a 1 e a 7 ppm de metil paration por 96 horas causou enrugamento e hiperplasia
do epitélio branquial e, conseqliientemente, alteragbes na superficie de trocas gasosas e
idnicas do peixe de agua doce Metynnis roosevelti.

Em 6rgédos como as branquias, que estdo mais expostas aos danos provocados
pela producdo das ERO, pode ocorrer, como um mecanismo de defesa, a difusdo do
peroxido de hidrogénio para o sangue, onde reage com a CAT eritrocitaria, uma enzima
altamente especifica (BORELA & VARELA, 2004). O peroxido de hidrogénio pode ainda se
difundir diretamente para a agua, via branquias, de forma semelhante a excregdo da
amoénia, um mecanismo aparentemente comum nos peixes como uma possivel via de
desintoxicagdo do H,O,. WILHELM-FILHO et al. (1994) demonstraram a capacidade de
excregao do H,0O, pelas branquias no guaru, Poecilia vellifera. Este composto pode difundir-
se livremente através das membranas das células (FREEMAN & CRAPO, 1982) e, além
disso, possui estabilidade e tempo de vida médio suficiente para percorrer as distancias
existentes entre os sitios de sua formagao nos diferentes tecidos até a regiao branquial, por
onde seria excretado (PRYOR, 1986). Apesar deste mecanismo nao ter sido analisado no
presente experimento, & possivel que o H,O,, ndo metabolizado pela CAT e pela GPx,
possa ter sido eliminado por esta via. O H,O, que estaria sendo difundido dos tecidos para o
sangue, ou mesmo gerado pelas altas atividades da SOD e da CAT nos eritrocitos, dos
peixes expostos ao MP poderia ser excretado diretamente, via branquias, como um
mecanismo de contribuicido de desintoxicagdo desse composto. Como o radical OH® -
principal iniciador da cascata de peroxidacao lipidica - pode ser produzido a partir do H,0,
pela reagdo de Fenton, aumentos significativos na peroxidagao lipidica nos eritrécitos
poderiam ser evitados pela excregao direta do H,O, via branquias. A oxidagao dos eritrécitos
tem sido estudada extensivamente como um modelo de dano oxidante de biomembranas.
De acordo com KONDO et al., (1997) e RACEK et al. (2001), as ERO atacam a membrana
dos eritrocitos causando a oxidagao de lipidios e proteinas e, eventualmente, hemdlise.

Estudos sobre os efeitos do endosulfan e de efluentes de fabrica de papel em
peixes vém mostrando que as branquias sdo os O0rgdos mais sensiveis a peroxidagao
lipidica induzida por esses xenobibticos e seu potencial antioxidante é fraco em relagdo ao
dos demais 6rgaos (FATIMA, 2000; PANDEY et al., 2001; SAYEED et al., 2003).
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Os organofosforados podem aumentar a peroxidagéo lipidica por meio da interagéo
direta com as membranas celulares (HAZARIKA et al., 2003). Entretanto, YANG et al. (1996)
e YANG & DETTBARN (1996), estudando os efeitos do organofosforado
diisopropilfosfofluoridato (DFP), sugeriram que a hiperatividade colinérgica induzida pela
inibicdo da acetilcolinesterase poderia desencadear o processo de acumulagdo das ERO,
levando a peroxidacgao lipidica e acarretando injurias celulares. Isto poderia contribuir para
os altos niveis de HP observados nas branquias e no musculo branco de matrinxas
expostos ao metil paration no presente estudo.

O conteudo de HP hepatico ndo se alterou apds a exposi¢ao ao metil paration,
indicando que este 6rgao resiste ao estresse oxidante por meio de seus mecanismos de
defesa antioxidantes, prevenindo dessa forma, aumentos significativos no processo de
peroxidacdo lipidica. Diferentemente da maioria das espécies de peixes da bacia
amazonica, um alto conteddo de vitamina E foi encontrado no figado de Brycon cephalus
(WILHELM-FILHO & MARCON, 1996).

A vitamina E é um antioxidante lipossolivel que desempenha uma funcdo essencial
na protegdo contra a peroxidagdo lipidica (GONZALEZ-FLECHA et al., 1991), eliminando
tanto o oxigénio “singlet” como os radicais hidroxil e peroxil. A vitamina E constitui-se,
provavelmente, no inibidor mais importante da reagcdo em cadeia da peroxidacao lipidica em
peixes (HALLIWELL & GUTTERIDGE, 2000). Esse alto nivel de vitamina E presente no
figado de matrinxad possivelmente constitui uma protegdo adicional contra o processo de
peroxidagao lipidica e, consequientemente, poderia prevenir aumentos significativos nos
niveis de HP hepaticos nos peixes expostos ao MP.

No presente trabalho, resposta tecido-especificas, relacionadas as defesas
antioxidantes e aos danos oxidantes, foram observadas apds 96 horas de exposicado a
2 ppm de Folisuper 600 BR®. Os resultados indicam que as branquias e o musculo branco
sd0 0s 6rgaos mais sensiveis ao estresse oxidante em comparagao com o figado em Brycon
cephalus. As principais causas dessas diferengas poderiam ser atribuidas a diferentes taxas
de geracao das ERO e a diferentes potenciais antioxidantes dos tecidos (WINSTON, 1991;
FATIMA et al., 2000).

Os mecanismos antioxidantes das branquias e do musculo branco néo foram téao
eficientes quanto aqueles do figado, o que pode ter aumentado a vulnerabilidade desses
tecidos as ERO, levando ao aumento da peroxidacgéao lipidica. Apds a exposigdo ao MP, a
relacao HP/CAT+GPx para estes tecidos aumentou em relagdo ao controle. Isso demonstra
claramente que a contribuicdo destas enzimas ndo foi efetiva para reduzir a relagado
oxidante/antioxidante, levando a um saldo positivo dos niveis de HP nestes tecidos. O
aumento da atividade da SOD, combinado com a diminuigdo da GPx no musculo branco e
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nas branquias de B. cephalus exposto ao MP, provavelmente resultou em um aumento na
producdo de H,0,, convertendo-se numa situacdo de elevado estresse oxidante. As
drasticas diminui¢cdes nos niveis de GSH, resultante do aumento da atividade da GST ou de
uma provavel reducdo da GR, e as elevagbes no conteudo de HP no musculo e nas
branquias estariam, dessa maneira, refletindo esse dano oxidante.

O presente experimento demonstrou que 2 ppm de metil paration 600 g.L™" induz
estresse oxidante em B. cephalus. E evidente que, do ponto de vista eco-fisioldgico, o uso
do inseticida organofosforado metil paration na agricultura e na piscicultura deveria ser
cuidadosamente avaliado, uma vez que o inseticida tem potencial para prejudicar nao
somente a comunidade de peixes em ambientes naturais como também o rendimento do
cultivo, podendo levar até a alteragdes no sabor e na qualidade da carne (PEARSON et al.,
1977; KANNER, 1994). Os resultados do protocolo experimental | sugerem que os
parametros analisados poderiam ser bons biomarcadores de exposicdo ao estresse
oxidante induzido pelo MP. Entretanto, experimentos utilizando concentra¢cdes menores de
metil paration sdo necessarios para validar tais pardmetros como biomarcadores de

estresse oxidante em programas de monitoramento ambiental de larga escala.

4.2 Protocolo Experimental Il

O papel da dieta sobre o efeito deletério dos radicais livres varia,
consideravelmente, com o tipo de organismo testado, a idade, o estado fisiologico e a dieta
ingerida. A toxicidade do oxigénio € influenciada pela presenga, na dieta, de diferentes
quantidades das vitaminas A, C e E, carotendides, ferro, selénio e &cidos graxos
polinsaturados (SALONEN, 1991; ASCHERIO et al., 1992). O estresse oxidante pode ser
causado pelo desbalanco nutricional devido a deficiéncia de antioxidantes, excessiva
quantidade de pré-oxidantes, ou ambas (CHOW, 1991; TAYLOR & BRAY, 1991).

A interagcdo entre micronutrientes indica que ha necessidade de uma ingestao ideal
para todos os nutrientes que sdo antioxidantes, simultaneamente, pois, em caso de uma
ingestdo marginal de um deles, pode ocorrer subsequente decréscimo na bioatividade do
outro micronutriente essencial, ainda que consumidos em niveis recomendados (MACCAY et
al., 1982). Tem-se demonstrado que, em animais, a combinagdo do Se com outros
antioxidantes reduz o estresse oxidante (ATROSHI et al., 1999; KOWLURU et al., 2000).

O requerimento minimo de selénio para peixes depende muito do nivel de vitamina
E na dieta, uma vez que ha um sinergismo entre eles, e esse requerimento varia entre
0,2 a 0,5 mg.Kg™' de dieta (WATANABE et al., 1997).
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O selénio € um micronutriente essencial e, em vertebrados superiores, sua
deficiéncia ocorre quando os niveis estao abaixo de 2 ppm (ALLAWAY, 1973) enquanto que
a selenose (excesso de Se) é evidente se este micronutriente exceder 5 ppm (DEORE et al.,
2005). A deficiéncia de Se, tanto em animais como em humanos, leva a varias
anormalidades que incluem a diminuicdo de crescimento, diminuicdo da atividade da GPx
hepatica, degeneragdo muscular, perda de apetite, mortalidade, letargia, infertilidade, entre
outros (GATLIN & WILSON, 1984; WATANABE et al., 1997).

Por outro lado, a descri¢ao classica da toxicidade do selénio em animais, feita por
ROSENFELD & BEATH (1964, apud COMBS & COMBS, 1986), aponta trés tipos clinicos de
intoxicagdo: a) selenose aguda, caracterizada pela exposi¢ao a altas doses de selénio
dentro de um curto periodo de tempo, com sinais severos de toxicidade que sao
manifestados rapidamente como letargia, vémito, dispnéia, espasmos musculares, necrose
e degeneragdo muscular, falha respiratéria e morte; b) selenose sub-aguda, descrita como
resultado de uma exposi¢do a grandes doses de selénio por um longo periodo de tempo,
resultando em manifestagdes de sinais neuroldgicos como ataxia e insuficiéncia respiratoéria,
e c) selenose crbnica, caracterizada pela exposigdo a niveis moderados de selénio por
periodos de semanas ou meses, cujos maiores efeitos sdo as lesdes dérmicas, podendo
haver também anorexia, com acentuada perda de peso, mortalidade e calcinose renal. Além
disso, exoftalmia, catarata, alteragbes patologicas no figado, rim, coragcdo e ovario e
deformidades teratogénicas foram reladas por LEMLY (2002) como implicagdes e sintomas
da toxicidade do selénio em peixes.

No presente trabalho, ndo foram evidenciados sintomas de selenose nos matrinxas
arragoados com 1,5 mg de Se, sugerindo que essa concentragdo ndo foi toxica durante os
60 dias de tratamento. Por outro lado, os animais que receberam dieta suplementada com
selénio mostraram um melhor crescimento em relagdo aqueles que receberam dieta sem
selénio, os quais mostraram um padrao natatério atipico para espécie, canibalismo apds 50
dias de arragcoamento e alteragao na coloracao.

Para peixes, a concentragcdo de selénio na dieta associada a redugdo do
crescimento e & sobrevivéncia estd geralmente proxima a 3 upg.g”, enquanto que os
residuos de selénio corporal ficam em torno de 4 pg.g”' (HAMILTON, 2004). Esses dados
reforcam a idéia de que o nivel de 1,5 mg de Se por Kg de dieta fornecido por um periodo
de 60 dias ndo foi prejudicial para B. cephalus, uma vez que tais niveis ndo foram
encontrados nos tecidos. Além disso, a concentracdo de Se nesta dieta ficou abaixo de
3ng.g".

O canibalismo ¢ freqliente em algumas espécies de peixes como em Brycon ssp,

especialmente em piscicultura onde sao incapazes de escapar da predagao via migragédo ou
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segregacgao de habitat. O canibalismo € um fendmeno complexo que envolve tanto fatores
intrinsecos (genéticos) quanto fatores populacionais e ambientais (temperatura, fotoperiodo,
dieta) (BARAS & JOBLING, 2002). SMITH & RCAY (1991) observaram uma correlacao
negativa entre a disponibilidade das fontes de alimento e o impacto do canibalismo.
Qualquer restricao alimentar (quantitativa, temporal e espacial) pode desencadear ou
aumentar o canibalismo como resultado tanto da escassez alimentar como do crescimento
diferenciado (KESTEMONT & BARAS, 2001). Assim, o canibalismo exibido pelos matrinxas
que receberam dieta sem selénio pode ser decorrente de um baixo “status” energético, até
mesmo porque este mineral regula a acdo dos horménios tireoideanos que, por sua vez,
influenciam a utilizagdo dos nutrientes e o crescimento dos peixes (MacKENZIE et al.,
1998). Em mamiferos, a alteragdo na disponibilidade dos horménios tireoideanos influencia
os comportamentos de agressividade (DENICOFF et al. 1990; DODMAN et al., 1995). No
entanto, ndo ha dados na literatura sobre este aspecto em peixes, mas tal hipétese nao
pode ser descartada.

No presente estudo, observou-se que os matrinxas que receberam dieta sem Se
apresentaram uma menor ingestao alimentar em comparagéo aqueles que receberam dieta
suplementada com 1,5 mg de Se por Kg de ragao, embora este parametro nao tenha sido
quantificado, mas somente inferido pela sobra de ragao no fundo do tanque. PEDRO et al.
(1995) encontraram uma redugdo concomitante da ingestdo alimentar e dos niveis
plasmaticos de T3 em peixe dourado, Carassius auratus, indicando que a tiredide pode
influenciar também o comportamento alimentar dos peixes. Em galinhas, os efeitos da
auséncia de selénio e de sua suplementacdo sobre os niveis dos hormdnios tireoideanos
estdo envolvidos na selecdo de alimento, por influenciarem a sensibilidade ao sabor do
mesmo (ZUBERBUEHLER et al., 2006). Nesse estudo, a diminuicdo dos niveis de T;
causada pela deficiéncia de selénio pode ter tornado as galinhas mais sensiveis ao sabor do
alimento, de forma que desenvolvessem aversdo a dieta com baixos niveis de selénio. Em
ratos com hipotireoidismo, alguns estudos também mostraram uma alteragdo na preferéncia
por determinados sabores e no paladar destes animais (BROSVIE et al., 1992; GORDON et
al., 1992).

Os matrinxads, na auséncia de Se na dieta, exibiram uma coloragdo diferente
daqueles que receberam racdo suplementada com Se, o que pode ser decorrente das
alteragdes nos hormdnios tireoideanos que sao responsaveis pela pigmentacado da pele e
pelos padroes de coloragdo nos peixes (HUANG et al.,, 1998; JESUS et al., 1998).
Adicionalmente, o comportamento natatério tipico para matrinxa foi alterado na auséncia de
Se na dieta e os peixes exibiram baixa velocidade de natacdo e movimentos aleatérios e a
natagéo em circulo foi abolida. POSTON & COMBS (1979) verificaram que a dieta deficiente
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deste mineral, oferecida por 26 semanas, causou letargia, perda de apetite, redugdo no
ténus muscular e mortalidade em salmao-do-atlantico (S. salar), sendo que uma melhora no
crescimento foi obtida quando a dieta foi suplementada com 0,15 mg de Se kg™ de racdo.

Segundo BEHNE (1983), os niveis de selénio em alguns tecidos podem ser um
indicativo do selénio corporal total, incluindo os modos de reserva. Os tecidos de maior
interesse sdo o figado e o musculo esquelético, por compreendem as maiores reservas,
contendo aproximadamente 30% e 40%, respectivamente, do total do Se corporal.

O periodo de 60 dias de suplementagdo com selenito de sdédio na dieta foi
suficiente para acumular selénio no figado e nas branquias dos matrinxds, mas nao no
musculo branco. Ha uma tendéncia do Se em se acumular em érgdos com atividade
metabdlica muito intensa (figado) e esta pode n&o ser influenciada pelo habito alimentar,
mas sim, pelo modo de incorporagao de selénio (via dieta ou agua) (SEIXAS, 2004). Grande
parte do selénio absorvido é estocada no figado (UNDERWOOD & SUTLLE, 1999) e, em
truta arco-iris, o figado e o rim mostraram-se os sitios primarios de estocagem deste mineral
(HAMILTON, 2004).

Adicionalmente, KLEINOW & BROOKS (1986) demonstraram que a meia-vida do
Se, independentemente de sua fonte, € maior em tecido muscular. Estes autores
observaram que, no peixe "rosy red", Pimephales promelas, o Se proveniente do selenito
apresentou meia-vida de 19 dias no corpo inteiro e de 41 dias no musculo. Isso permite
sugerir que a auséncia de diferenga na concentragcdo de Se no musculo branco dos
matrinxds que receberam dietas contendo0 e 1,5 mg de Se pode ser decorrente da
depuragdo incompleta deste mineral nos peixes que ndo receberam Se, uma vez que,
durante o periodo em que permaneceram nos tanques de alevinagem da estagdo de
piscicultura, os peixes receberam dietas contendo “niveis recomendados” de selénio,
presentes nas ragbes comerciais.

Vaérios estudos que investigaram a depuragdo de selénio nos peixes sugerem que a
meia-vida do Se é maior que 30 dias (LEMLY, 1982; BENNET et al., 1986; BESSER et al.,
1993). Isso poderia justificar os niveis de Se encontrados no figado, musculo branco e
branquias (11,40; 3,35 e 3,44 ng.Kg' de tecido, respectivamente) dos matrinxds que
receberam dieta livre de selénio no presente trabalho.

Além disso, LORENTZEN et al. (1994), estudando o salmao-do-atlantico, revelaram
que o selénio proveniente do selenito de sédio ou da Se-metionina em niveis de 1 ou 2 mg
por Kg de dieta tiveram o mesmo efeito na promog¢do do crescimento e manutencédo da
atividade da glutationa peroxidase. No entanto, as concentragdes do mineral no figado e
musculo se comportaram de maneira diferenciada para os dois componentes, sendo que no

primeiro 6rgédo houve maior depdsito de Se quando com a suplementagao com selenito de
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sodio enquanto que no musculo, ocorreu maior deposicdo quando utilizado a Se-metionina.
Dessa forma, dependendo da origem da fonte de selénio utilizada na suplementagdo da
dieta, os padroes de acumulacdo deste elemento podem ser varidveis de acordo com o
tecido.

PARIPATANANONT & LOVELL (1997) administraram dietas purificadas a
|. punctatus e observaram que a absorgao de selénio a partir da Se-metionina foi de 91% e a
partir do selenito de sédio foi de 63%. WANG & LOVELL (1997) compararam a
disponibilidade de Se, o ganho de peso, a atividade da GPx e a concentragdo do mineral no
tecido em relagdo a fonte deste mineral (Se-metionina, da Se-levedura e do selenito de
sodio) em I. punctatus. Estes autores encontraram valores de disponibilidade de 336% para
0 Se-metionina e Se-levedura e 269% para o selenito de sédio. Ja para a atividade da GPx,
determinaram valores de 147 e 149%, respectivamente, para as fontes organicas e
inorganicas. Para a concentragao de Se no figado, encontraram valores de 197 e 184% e,
para a concentragdo muscular, valores de 478 e 453% respectivamente, para as fontes
organicas e inorganicas.

No presente trabalho, a exposicdo ao MP causou aumentos significativos nos niveis
de HP em todos os tecidos, exceto no figado, dos matrinxas que receberam dieta sem Se.
Padréo semelhante foi observado nos peixes do protocolo experimental | submetidos ao MP,
0s quais receberam racdo comercial (0,22 mg Se.Kg™). A suplementacdo com 1,5 mg de Se
por Kg de dieta, sob a agdo do MP, inibiu 0 aumento ou até mesmo reduziu os niveis de HP
nos tecidos analisados. Neste experimento, também foi verificada uma reducdo na
concentracao de GSH em todos os tecidos, bem como a diminuicdo da atividade da GPx no
musculo branco e nas branquias dos animais do grupo MP 0Se, de maneira semelhante ao
observado nos peixes do protocolo experimental | expostos ao MP, como discutido
anteriormente. Nos peixes expostos ao MP, a suplementagédo com 1,5 mg de Se também
alterou esse padrdo, impedindo a reducdo dos niveis de GSH em todos os tecidos e da
atividade da GPx no musculo branco e nas branquias e aumentando a atividade desta
enzima no plasma e nos eritrocitos.

De maneira geral, os demais parametros analisados tanto no grupo MP 0Se quanto
do grupo MP 1,5Se responderam a exposicdo ao MP de modo semelhante aqueles dos
peixes do protocolo experimental I, que receberam ragao comercial (0,22 mg Se.Kg'1).

Em resumo, a suplementagcao com 1,5 mg Se por Kg de ragéo inibiu a falha nos
niveis de GSH e na atividade da GPx, reduzindo ou mantendo o conteudo de HP e,
consequentemente, revertendo o quadro de estresse oxidante induzido pelas 96 horas de
exposicao a 2 ppm de metil paration tanto nas branquias quanto no musculo branco de B.

cephalus arragoados com 0 ou 0,22 mg de Se.
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As diminui¢gdes no IHS e no peso dos figados, induzidas pelo MP nos peixes do
protocolo experimental I, também foram observadas nos peixes do grupo MP 0Se no
protocolo experimental Il. Conforme discutido anteriormente, tanto o processo de
transformacao do metil paration em paraoxon no reticulo endoplasmatico quanto a deplecao
de reservas em resposta a uma larga demanda energética exigida pelos peixes nessa
condigéo, poderiam contribuir para a redugdo das massas hepaticas e, consequentemente,
dos indices hepato-somaticos. Porém, estas reducbes nao foram verificadas nos animais
arragcoados com 1,5 mg de Se na mesma condigao experimental. Desta maneira, a
suplementagcédo com 1,5 mg de Se impediu a reducao destes parametros frente a exposi¢ao
ao metil paration.

O efeito hepato-protetor do selénio pode ser decorrente de sua atuagao na enzima
5’ iodotironina deiodinase, enzima que disponibiliza mais T; (forma biologicamente mais
ativa dos hormonios tireoideanos), embora a atividade desta enzima assim como os niveis
de T3 ndo tenham sido analisados. O efeito geral dos horménios tireoideanos consiste em
ativar a transcricdo nuclear de um grande numero de genes. Por conseguinte, um grande
numero de enzimas, proteinas estruturais, proteinas transportadoras, entre outros
componentes, sao sintetizados em praticamente todas as células do organismo. O resultado
consiste em aumento generalizado da atividade funcional do organismo como um todo
(GUYTON & HALL, 2002). Em peixes teledsteos esses efeitos sdo similares, apesar das
diferengas na estrutura da glandula tiredide em relagdo aos mamiferos. Além disso, apesar
do fator liberador de TSH hipotaldmico ndo ser conhecido em peixes, os hormdnios
tireoideanos comprovadamente participam do desenvolvimento ontogenético e da
reproducéo destes animais (YAMANO, 2005).

Os valores de atividade da GPx em branquias, musculo e plasma foram mantidos e
aumentaram significativamente nos eritrocitos e no plasma do grupo MP 1,5Se em relagéo
ao grupo controle. E bem conhecido que o selénio é um antioxidante, n&o por si s6, mas por
ser parte integrante da enzima GPx. Em outras palavras, o Se facilita a antioxidagao
enzimatica dependente de GSH no sistema celular (SARADA et al., 2002). Além disso, o
selenito de sédio é rapidamente incorporado a GPx (WATANABE et al.,, 1997), cuja
atividade responde de forma similar a dietas contendo selenito de sédio ou Se-metionina
(OMAYE & TAPPEL, 1974).

BELL & COWEY (1989) compararam a digestibilidade e a biodisponobilidade do
selénio em dietas com selenito, Se-metionina e Se-cisteina em salméo-do-atlantico e
verificaram que a Se-metionina € mais digestivel que as outras fontes de Se. Entretanto, a
razdo GPx:Se indicou que o selenito e a Se-cisteina sdo melhores fontes para a GPx

plasmatica que a Se-metionina.
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O aumento significativo da atividade da GPx nos eritrécitos e no plasma pode ser
decorrente da maior expressdo desta enzima em virtude da maior disponibilidade de Se
(ALTAN et al., 1999; ZHANG et al., 2000). Alguns estudos indicam que a suplementagéo
com selénio pode aumentar o nivel de expressdo do gene da GPx (ALTAN et al., 1999;
ZHANG et al., 2000). Sob condigbes de estresse oxidante, a concentragdo de Se necessaria
para aumentar o nivel do mRNA da GPx é mais alta do que em condigbes normais
(BORDONI et al., 2003). Em figado de ratos, houve uma drastica redugédo nos niveis de
mRNA da GPx-1 durante a deficiéncia de Se causada por dieta com aproximadamente 10%
dos niveis de Se recomendados (SACHDEV & SUNDE, 2001).

No presente estudo, o aumento na atividade da GPx nos eritrécitos pode ter sido
responsavel pelas diminuigbes significativas nos niveis de HP nestas células, conforme
corroborado pela analise de correlagdo entre os niveis de HP e a atividade da GPx nos
eritrécitos dos peixes do grupo MP 1,5Se (r = -0,80, P = 0,03) (Apéndice 3). No plasma, o
aumento da GPx pareceu manter os niveis de HP em relacdo ao controle, ndo havendo uma
correlagédo negativa entre os dois parametros.

De acordo com MEISTER & ANDERSON (1983), as concentragbes de GSH
plasmaticas sdo baixas, mas ainda seriam suficientes para permitir a desintoxicacdo do
H,O, e dos hidroperdxidos de lipidios pela GPx plasmatica. Entretanto, a atividade da GR
plasmatica & muito baixa (OMAYE & TAPPEL, 1974) e provavelmente incapaz de regenerar
a GSH a uma taxa suficiente para dar suporte a atividade da GPx. Além de sua funcado na
protecdo contra a oxidagdo, a GPx plasmatica pode ser o resultado do transporte da GPx
dos tecidos, onde sua sintese estaria sendo abundante, para o plasma. Tal sintese
abundante pode resultar de estimulos indutores de estresse oxidante e/ou de concentragbes
de Se nos tecidos em niveis suficientes para aumentar a expressdo da GPx (COMBS &
COMBS, 1986). Diante disso, neste protocolo experimental, o aumento da GPx plasmatica
nos peixes do grupo MP 1,5Se poderia ser devido ao transporte de GPx dos tecidos para o
plasma. Nos tecidos, a GPx estaria sendo sintetizada em maiores concentragcdes pela
presenca do metil paration, indutor de estresse oxidante, e pela maior disponibilidade de
selénio. Como houve acumulagéo significativa de Se no figado e nas branquias, esses
tecidos poderiam estar apresentando uma maior expressdo enzimatica, sendo os maiores
contribuintes para o aumento da GPx plasmatica.

WISE et al. (1993) mostraram que em [. puntactus alimentados com racao contendo
0,8 mg Se.Kg™' (4 vezes o nivel de Se recomendado para a espécie, de acordo com o NRC)
houve um aumento significativo na atividade da GPx hepatica em relagdo aos animais
controle, alimentados com ragdo contendo 0,2 mg Se.Kg'. Além disso, os niveis de

atividade da GPx hepatica nos exemplares que tiveram suas dietas com niveis
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recomendados de Se (0,2 mg) foram similares aqueles encontrados nos animais com dieta
livre de Se. Em truta arco-iris, a homeostase da GPx plasmatica foi mantida com dietas
contendo selénio em concentragdes acima de 1,25 pg.g™', tendo sido observada toxicidade
na concentragdo de 13 pg.g™”' de ragdo (HAMILTON, 2004).

SMITH (1995), estudando o efeito do herbicida diquato em ratos, verificou uma
potencializacdo de sua hepatotoxicidade com concomitante diminuicdo significativa da
atividade da GPx em animais alimentados com uma dieta deficiente de selénio.
Aparentemente, o papel fundamental da GPx na protecdao contra a hepatotoxicidade
induzida pelo diquato é devido a sua agao sobre o perdxido de hidrogénio e/ou sobre os
hidroperoéxido de lipidios.

BORDONI et al. (2003) verificaram que, em culturas de cardiomiécitos de ratos em
normoxia, a atividade da GPx aumentou paralelamente com o aumento nas concentragdes
de selenito de sddio. Esses mesmos autores, submetendo essas culturas celulares a hipdxia
e subsequente re-oxigenagdo (mecanismo conhecido por induzir estresse oxidante em
tecido cardiaco), demonstraram que a atividade da GPx também aumentou com um
crescente acréscimo de selénio ao meio, mostrando assim, que o Se pode neutralizar danos
oxidantes do miocardio via agdo da GPx.

Em linhas gerais, com exceg¢éo dos niveis de HP nos eritrécitos e no plasma, os
demais parametros analisados nos matrinxas do grupo MP 0Se comportaram-se de maneira
semelhante ao observado no grupo MP 0,22Se. As respostas destes parametros durante a
exposicao ao MP foram discutidas anteriormente. Os niveis elevados de HP nos eritrécitos e
plasma do grupo MP 0Se podem indicar uma ineficiéncia do organismo, na auséncia de Se,
em aumentar e/ou manter a expressao da GPx, que é a principal responsavel pelo combate
a peroxidacao lipidica.

O musculo branco dos peixes do grupo MP 1,5Se nao apresentou aumentos
significativos na atividade da CAT, ao contrario do observado para os peixes dos grupos MP
0Se e MP 0,22Se. Sob as mesmas condi¢des, também nao foi verificada uma diminuigéo na
atividade da GPx muscular que, por sua vez, manteve seus valores semelhantes ao controle
(C 1,5Se). Isso mostra a dualidade das enzimas CAT e GPx nos processos de
desintoxicagdo do H,O, relacionados a protegdo das membranas. A GPx pode, além de
compartilhar a metabolizagdo do H,O, com a CAT, reagir diretamente com os peroxidos
organicos formados principalmente a partir das membranas, evitando um aumento nos
niveis de HP no musculo em resposta a exposi¢ao ao MP.

Em culturas de células L1210 de ratos leucémicos, um aumento compensatorio da
CAT ocorre durante a deficiéncia de Se (LIN et al. 1993). Em figado de rato, a distribuigao
subcelular da GPx é complementar a da CAT, isto é, cerca de 75% da enzima encontra-se
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no citosol e os 25% restantes situam-se na matriz mitocondrial, enquanto a localizagdo da
CAT é predominantemente peroxissomal (FLOHE, 1982). O compartilhamento funcional
entre a GPx e a CAT, na desintoxicacdao do H,O,, tem sua base na distribuicdo destas
enzimas no interior da célula (CHANCE et al., 1979).

No presente trabalho, a atividade da SOD nas branquias dos peixes do grupo MP
1,5Se ndao aumentou significativamente, o que ndo ocorreu nos peixes dos grupos MP 0Se e
MP 0,22Se. Como a expressao da SOD ¢ induzida pela geragdo de O," (URUC & UNER,
2004), uma produgao insuficiente destes ions poderia justificar a ndo alteragdo na atividade
desta enzima nas branquias dos peixes do grupo MP 1,5Se, reforcando a hipotese de uma
acao antioxidante protetora do selénio. Ainda, segundo BLOKHINA et al. (2003), a atividade
da SOD pode nao se alterar durante o estresse oxidante, a menos que seja detectado um
aumento substancial do O,™ e, segundo AGAY et al. (2005), a auséncia de Se exerce uma
modulagdo positiva sobre a atividade da SOD em ratos tratados com dietas deficientes
deste mineral, corroborando com os resultados do presente estudo.

Além disso, BATTIN et al. (2006) evidenciaram que, in vitro, o selénio inibe o dano
ao DNA induzido pelo Cu?®*, sugerindo um novo mecanismo de atividade antioxidante do Se.
Estes autores, examinando a reatividade da selenocisteina com o Cu?* verificaram que ha
formagdo de um complexo selenocisteina-Cu?*. Esta capacidade do selénio em complexar-
se com o cobre, que é constituinte e co-fator da SOD, também poderia alterar sua atividade.

E bem conhecido que contaminantes ambientais aumentam a produgdo das ERO
nos organismos expostos, levando ao estresse oxidante e, varias ERO, se néo
neutralizadas, podem causar danos em biomembranas, o que é refletido pelo aumento da
peroxidacao lipidica. Os niveis de HP no musculo branco e nas branquias dos peixes do
grupo MP 1,5Se ndo aumentaram significativamente. Este resultado pode ser atribuido a
inibicdo da cadeia de peroxidagéo lipidica iniciada pela exposicdo ao pesticida, como
observado nos animais dos grupos MP 0Se e MP 0,22Se. Além disso, os peixes do grupo
MP 1,5Se nao apresentaram as diminui¢des dos niveis de GSH observadas em todos os
tecidos e no sangue dos peixes dos grupos MP 0Se e MP 0,22Se. Desta forma, o Se inibiu a
deplecao da GSH no musculo e nas branquias de matrinxas durante o estresse oxidante
induzido pelo metil paration, mostrando um forte efeito antioxidante deste mineral.

Os resultados relativos aos niveis de HP e GSH nos tecidos, bem como a atividade
da GPx obtidos no presente trabalho também s&o corroborados por SARADA et al. (2002),
que verificaram que a administragdo de Se em ratos albinos reverteu o estresse oxidante
induzido pela hipoxia. Nesse estudo, animais que receberam selénio e foram submetidos a

hipdxia apresentaram reduc¢des significativas nos niveis de MDA no plasma e nos tecidos e
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aumentos na concentracdo de GSH e na atividade da GPx, quando comparados aos
animais controle que receberam apenas o veiculo.

A glutationa é reconhecida como substrato tanto para as GSH-tranferases quanto
para as GSH-peroxidases, enzimas que catalizam as reagcbes de desintoxicagdo de
compostos xenobidticos e da antioxidagdo das ERO e de radicais livres (HALLIWELL &
GUTTERIDGE, 1989). A concentragao tissular de GSH pode ser regulada pela dieta e pelo
estado nutricional (VANNUCHI et al., 1997). Isto foi inicialmente demonstrado em estudos
onde a concentracdo hepatica de GSH era baixa durante periodos de jejum em ratos
alimentados com dietas com baixos teores de proteina ou dietas deficientes em aminoacidos
sulfurados. A concentracdo de GSH aumentou quando os animais foram realimentados ou
quando receberam dietas suplementadas com aminoacidos sulfurosos.

Outro aspecto interessante na regulagdo da concentragéo tissular de GSH ¢é a
influéncia do estado nutricional nas enzimas de sua sintese. O estado nutricional pode
influenciar as concentragdes tissulares de GSH, afetando o mecanismo de captagdo do
GSH extracelular para tecidos extra-hepaticos, via y-glutamil transpeptidase (y-GT), e o
transporte plasmatico de aminoacidos para dentro dos tecidos (BRAY & TAYLOR, 1993).

O selénio aumenta a disponibilidade de GSH, que € um dos mais abundantes
antioxidantes auxiliando a prevengdo da peroxidacido lipidica responsavel por danos
celulares (HSU & GUO, 2002; SARADA et al.,, 2002). Em ratos, foi demonstrado que a
protegdo do figado e do rim, conferida pelo selénio, resulta do aumento da capacidade
antioxidante da célula, evidenciado pelo aumento das atividades da SOD e GR e elevagao
no conteudo de GSH (OTHMAN & EL-MISSIRY, 1998).

A manutengao da concentracdo de GSH pelo selénio ainda ndo é um processo bem
esclarecido. VIDAL et al (2005) sugerem que o selénio pode manter os niveis de GSH por
inducdo de uma retroalimentagdo que aumente os niveis de equivalentes redutores como o
NADPH ou a sintese de GSH.

A glicose 6-fosfato desidrogenase (G6PDH) é a enzima reguladora da via das
pentoses fosfato e uma das principais fungbes desta via é fornecer o NADPH necessario
para manter os niveis intracelulares de GSH (FRIDOVICH, 1998). Alguns estudos sugerem
que a atividade da G6PDH pode ser induzida pela dieta e esta indugao se daria por meio da
regulagdo hormonal. Neste sentido, foi demonstrado um aumento na atividade da G6PDH
em animais que receberam inje¢des de insulina (NEPOKROEFF, 1974) e de hormonios
tireoideanos (MIKSICEK & TOWLE, 1982; COSTA ROSA et al., 1992). YILMAZ et al. (2006)
observaram que a suplementagédo oral com 0,3 mg de Se, durante 30 dias, induziu um
aumento significativo na atividade da G6PDH em figado, rim, bacgo e coragao de ratos. Estes
mesmos autores sugerem que este aporte de NADPH seria utilizado para a redugéo da
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GSSG a GSH pela glutationa redutase, mantendo, desta forma, os niveis de GSH
necessarios a protecao antioxidante. Apesar da atividade da G6PDH nao ter sido medida no
presente trabalho, a possibilidade da sua indugao pela dieta suplementada com selénio e o
consequente aumento na quantidade de NADPH, que auxiliaria na manutengao dos niveis
de GSH, ndo podem ser descartados.

O tratamento oral com selénio na concentragdo de 200 ug.Kg™' induziu, em ratos,
um aumento significativo do conteudo de tidis totais (-SH) concomitantemente a uma
redugado da peroxidagéo lipidica no plasma, figado, rins e testiculos (EL-DEMERDASH,
2004). De acordo com DIMITROV et al. (1987 apud EL-DEMERDASH, 2004), o selénio é
importante no metabolismo de aminoacidos sulfurosos como a metionina e a cisteina,
precursores da sintese de GSH. A biossintese da glutationa € determinada principalmente
pela concentragdo dos aminoacidos precursores € compete com a sintese protéica pelos
aminoacidos disponiveis (ROEHRS et al., 2004). Em linhagens de células Hep G2 de
hepatoma humano, 1 uM de selenito de sédio na cultura tende a aumentar a concentragcao
de GSH intracelular (HELMY et al., 2000).

Por outro lado, o selenito de sédio em excesso pode causar a oxidagdo da GSH
gerando, neste processo, o radical superoxido (STEWART et al., 1999). Niveis toxicos
marginais de selénio aumentam os niveis intracelulares de GSH como mecanismo de
protecdo. Entretanto, quando os niveis toxicos de selénio sdo alcangados, acontece um
pronunciado estresse oxidante seguido de drastica redugdo da GSH intracelular, com
conseqiiente lesao de DNA, proteinas e lipidios (SHEN et al., 2000).

Quando o Se inorganico esta em excesso, a sua combinagao com a GSH forma um
complexo que é responsavel pela hepatotoxicidade e outras injurias celulares (DEORE et
al., 2005). O selénio esta envolvido em mecanismos que modificam os residuos de cisteina
das proteinas, formando seleno-trissulfides (S-Se-S), selenilssulfides (S-Se) ou dissulfides
(S-S) provocando, portanto, a diminuigdo da concentragdo de GSH intracelular e o
consequente aumento do potencial redox (IP et al., 1991; SPALLHOLZ, 1994; SPALLHOLZ
et al., 2001). A redugéao dos niveis de GSH leva ao acumulo de perdxidos toxicos, causando
dano tissular e resultando na toxicidade do Se (SPALLHOLZ, 1997). Isso reforga ainda mais
a idéia exposta anteriormente de que a concentragdo de 1,5 mg de selénio a partir do
selenito de sédio, utilizada neste protocolo experimental para a suplementacdo da dieta de
matrinxd, nao foi toxica, uma vez que nao reduziu os niveis de GSH nos diferentes tecidos
analisados.

Os resultados deste experimento demonstraram que a suplementagdo com selénio,
um importante co-fator de um dos principais sistemas de defesa enzimatico antioxidante das

células — a GPx, pode modular o estresse oxidante induzido pelo MP em matrinxa, por
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reduzir os niveis de hidroperéxido de lipidios formados e, dessa forma, preservar o sistema
de membranas. Além disso, é capaz de impedir a reducdo da atividade da GPx e do
conteudo de GSH que ocorrem durante a exposi¢céo por 96 horas a 2 ppm do inseticida
Folisuper 600 BR®.

A diminuicdo da relacao HP/CAT+GPx no musculo branco e nas branquias dos
peixes do grupo MP 1,5Se, quando comparados ao seu controle (C 1,5Se), indica uma
maior contribuicdo destas enzimas na reducdo da relacdo oxidante/antioxidante e
caracteriza os efeitos positivos da dieta suplementada com Se frente a exposicao ao MP.
Esta mesma relagdo apresentou-se maior nestes mesmos tecidos dos peixes do grupo
MP 0Se, quando comparados ao seu controle (C 0Se), num comportamento semelhante
aquele observado no protocolo experimental |. Tais resultados indicam um aumento na
peroxidacgéao lipidica e, conseqlientemente, o estabelecimento de estresse oxidante, apesar
da elevagao da atividade da CAT. Ou seja, a falha na atividade da GPx nos peixes que
receberam dieta livre de Se, mais uma vez, foi decisiva no aumento dos niveis de HP no
musculo e nas branquias apds a exposicdo ao MP. Estes resultados mostram o efeito
benéfico do selénio em aumentar as defesas antioxidantes e a resisténcia dos tecidos mais
sensiveis a lipoperoxidagao induzida pelo MP.

Modificagbes na dieta constituem uma estratégia importante para a manutencgéo da
saude dos peixes em situacdes de cultivo. Dessa forma, o selénio pode ser importante na
reversdo do estresse oxidante induzido pelo metil paration, que € amplamente utilizado em

pisciculturas.

4.3 Interacao entre Se e MP (Efeito do Se na Resposta ao MP)

Os resultados da interacdo entre os niveis de selénio e a exposicdo ao metil
paration mostraram que, no figado, a suplementagdo com 1,5 mg de Se interferiu no efeito
da exposicdo ao MP em relagédo ao conteudo de GSH hepatico. Nestes animais, uma maior
proporgédo de GSH poderia estar sendo sintetizada pelo figado e destinada aos processos
de desintoxicagdo em outros 6rgéos, via corrente sanguinea.

No musculo branco, a interagao observada entre os fatores Se e MP foi evidenciada
pelo efeito da suplementagdo com 1,5 mg de Se na resposta a exposigdo ao MP, impedindo
que o conteudo de HP e a atividade da CAT no musculo branco aumentassem de maneira
significativa e que a atividade da GPx e o conteudo de GSH fossem reduzidos com a

exposi¢cao ao MP. Tais dados mostram que o Se interfere na resposta dessas enzimas a
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exposigao ao organofosforado. A manutengdo do conteiudo de GSH muscular poderia dar
suporte aos aumentos das atividades tanto da GST como da GPx. Desta forma, o aumento
da atividade da GPx foi suficiente para a desintoxicagdo dos perdxidos, ndo sendo
necessarios aumentos na atividade da CAT. A manutencédo dos niveis de GSH, que atua
diretamente na neutralizacdo de radicais livres e/ou como substrato para a GPx na
desintoxicagdo de H,O, e hidroperdxidos de lipidios, provavelmente foi a responsavel pela
manutengao dos niveis de HP.

Nas branquias, por sua vez, a interacdo mostrou que o Se, na maior dose testada,
foi capaz de reverter os efeitos provocados pelo MP como a redugéo no conteudo de GSH,
o aumento da atividade da SOD e da CAT e a diminuicdo da atividade da GPx. Isto
evidencia que o Se, nesta dose, provavelmente contribuiu para o aumento da atividade e/ou
inducdo da GPx em resposta a exposicdo ao MP, ndo sendo necessarios aumentos
significativos na atividade da CAT para desintoxicar os peroxidos. Além disso, a
suplementagédo com 1,5 mg de selénio impediu a indugao da atividade da SOD na presenca
de MP. Isto também poderia contribuir para a auséncia de elevacdo na atividade da CAT,
pois ndo havendo produgédo de anions superoxido em quantidade suficiente para induzir o
aumento na atividade da SOD, a produc¢éo de H,O, também estaria reduzida.

Altas concentracdes de H,0,, favorecidas pela atividade catalitica da SOD,
estimulariam a peroxidagéao lipidica de maneira significativa. Conseqientemente, nenhuma
alteragdo foi observada nos niveis de HP das branquias dos peixes do grupo MP 1,5Se.
Estes resultados indicam que a presenca de selénio na dieta é fundamental para a
manutencao ou elevagado do “status” antioxidante das branquias dos matrinxas frente ao
estresse oxidante induzido pelo MP. Esta premissa € corroborada pelo acumulo significativo
de Se neste tecido apds 60 dias de arragoamento. Nos peixes alimentados com dietas
contendo 0 ou 0,22 mg de Se, a elevagdo acentuada da SOD, somada a uma certa
ineficiéncia do sistema enzimatico responsavel pela desintoxicagdo do H,O,, incluindo a
participacdo indireta da GSH, via GPx, poderia explicar os consideraveis aumentos nos
niveis enddégenos de peroxidagdo lipidica observados com a exposicdo ao MP. Alguns
autores postulam que a SOD pode atuar como agente potencializador do processo de
estresse oxidante em situagbes onde ha um aumento substancial dos niveis de H,0O,
(KURATA et al., 1993).

Nos eritrécitos, como resultado da interagédo entre os fatores Se e MP, as respostas
dos niveis enddgenos de HP a exposicdo ao MP mostraram-se Se-dependentes. Na
auséncia deste mineral (MP 0 Se), o MP induziu um aumento significativo na peroxidagao
lipidica, o que nao ocorreu nos peixes do grupo MP 0,22Se. Além disso, houve uma redugéo

significativa no contetdo de HP intraeritrocitario no grupo MP 1,5 Se, com concomitante
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redugdo da atividade da CAT e aumento da atividade da GPx frente a exposicdo ao MP.
Mais uma vez, a influéncia dos niveis de Se na dieta, em relacdo ao comportamento dos
sistemas de defesa antioxidante frente ao estresse oxidante induzido pelo MP, fica
demonstrada. O Se, na dose de 1,5 mg.Kg™, provavelmente contribui para o aumento da
atividade e/ou inducdo da GPx em resposta a exposicdo ao MP, ndo sendo necessaria a
acdo da CAT. A diminuicdo da atividade da CAT é, provavelmente, um mecanismo
compensatorio da superexpressado da GPx, resultante da suplementagao com 1,5 mg de Se
na dieta. Este aumento da atividade da GPx foi acompanhado pela manutengao dos niveis
sanguineos de GSH.

No plasma, a interagéo indica que a suplementagdo com 1,5 mg de selénio frente a
exposicao ao MP teve como efeitos a manutengao dos niveis de HP plasmaticos e o
aumento significativo da atividade da GPx revertendo o padrdo das alteragdes induzidas
pelo MP nos peixes que receberam dietas com 0 ou 0,22 mg de Se. Isto mostra, mais uma
vez, a importancia do aumento dos niveis deste mineral na dieta para o combate ao
estresse oxidante.

Verificou-se uma correlagao negativa entre os valores de GPx e o conteudo de HP
em funcao dos niveis de Se na dieta tanto no musculo branco (r = - 0,66 e P = 0,02) como
nas branquias (r = - 0,66 e P = 0,005) e nos eritrécitos (r = - 0,80 e P = 0,004). Esta
correlagdo negativa também foi verificada entre os niveis de GSH e o conteudo de HP para
0s mesmos tecidos (musculo branco: r = - 0, 67 e P = 0,03; branquias: r=-0, 53 e P =0,05
e eritrécitos: r = - 0, 65 e P = 0,02). Os niveis de HP foram inversamente proporcionais a
atividade da GPx e aos niveis de GSH nos animais expostos ao MP em fungédo dos 3
diferentes tipos de arragoamento. Isto se torna claro quando os valores da GPx e do
conteudo de GSH sado plotados em relagédo aos niveis de HP nas trés condi¢cdes de
tratamento e sob a agcdo do MP (Apéndices 4A, 5A e 6 A para HP versus GPx e Apéndices
4B, 5B e 6B para HP versus GSH).

Assim, o processo de peroxidagao lipidica no musculo branco, nas branquias e nos
eritrocitos estaria sendo atenuado pelos niveis mais elevados de GSH e pela maior atividade
da GPx, ambos decorrentes da suplementacdao da dieta com 1,5 mg de selénio,
corroborando as hipéteses anteriores.

Nas branquias e nos eritrocitos, ndo foram observadas correlagdes nitidas entre os
grupos MP 0Se e MP 0,22Se, o que poderia ter sido decorrente da utilizacao de diferentes
lotes de peixes durante os experimentos. Além disso, estes experimentos foram realizados
em diferentes épocas do ano o que, segundo RONISZ et al. (1999) e WILHELM-FILHO et al.
(2001), pode interferir no comportamento do sistema de defesa antioxidante. Entretanto,

estes resultados ndo deixam de ressaltar as correlagbes negativas existentes entre os



Discusséao 122

diferentes parametros destes grupos experimentais e daquele suplementado com selénio na
concentragdo de 1,5 mg. Tais resultados evidenciam que a resposta dos sistemas de defesa
antioxidantes a exposi¢cdo ao MP depende da presenga de Se em niveis adequados e
suficientes na dieta.

Além disso, o nivel de 0,22 mg de Se.Kg'1, presente na racdo comercial utilizada no
protocolo experimental |, € garantido pelo fabricante. N&do foi realizada a analise da
concentracdo de selénio nesta ragéo, ja que o objetivo inicial era somente investigar se o
MP, na dose normalmente utilizada na piscicultura, induzia estresse oxidante em matrinxas.
Desta forma, nao foi possivel garantir que a ragao comercial utilizada tivesse realmente 0,22
mg de Se.Kg' e ndo concentragdes menores ou até mesmo bem maiores que esta,
superando aquela fornecida ao grupo 1,5Se. Neste sentido, vale ressaltar que, conforme
discutido anteriormente, tanto a deficiéncia quanto o excesso de Se podem induzir efeitos
deletérios (REILLY, 1998). Entretanto, € com esta informagéo dos fabricantes que os
piscicultores trabalham e, dai, a necessidade de se avaliar o efeito de tal dieta, comumente
empregada no cultivo dos peixes.

Outro aspecto interessante observado nos animais expostos ao MP foi a correlagéo
existente entre os niveis endogenos de GSH e a atividade da GPx em fungédo das
concentracdes de Se na dieta. No musculo branco, nas branquias e nos eritrécitos, as
correlagbes positivas entre estes parametros foram significativas (r = 0,78 e P = 0,007;
r=051eP=0,03;r=0,79 e P = 0,02, respectivamente) (Apéndices 4C, 5C e 6C). Tais
correlacdes positivas em musculo branco, branquias e eritrécitos de matrinxas expostos ao
MP corroboram a existéncia de uma interdependéncia funcional entre os sistemas de defesa
GPx e GSH, o que é completamente viavel, uma vez que a selenoenzima GPx tem sua agao
baseada na oxidagao da GSH, que é seu substrato especifico, funcionando como doador de
hidrogénio. Assim, quanto maior a atividade da GPx em fung¢éo dos niveis de Se na ragéo,
maior deve ser o conteldo de GSH a fim de dar suporte ao trabalho enzimatico da mesma.

Outra correlagédo importante é a existente entre as atividades da GPx e da CAT no
musculo branco (r = - 0,56 e P = 0,04), em fungdo das concentragdes de Se na dieta
(Apéndice 4D). Isto reforca a dualidade funcional entre estas enzimas nos processos
ligados a protegdo antioxidante, uma vez que o aumento da atividade da GPx, induzido
pelos niveis crescentes de Se na dieta, foi acompanhado pela diminuicdo da atividade da
CAT. Como tais enzimas compartilham a fungdo de desintoxicagdo do H,O,, ndo seria
necessaria uma expressao significativa da CAT para compensar a falha da GPx, uma vez
que esta mostra atividade crescente com o aumento da concentracdo de Se na dieta. Tais
resultados evidenciam que a resposta da GPx a exposigdo ao MP depende das

concentracoes de Se na dieta.
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Nenhuma outra correlagéo significativa foi encontrada entre os demais parametros
analisados nos diferentes tecidos.

Independentemente da exposi¢do ao MP, houve uma redugéo na atividade da SOD
em todos os tecidos dos peixes arragoados com 1,5 mg de Se, quando comparados aos
peixes arragoamentos com 0 e 0,22 mg de Se. Isto pode ser o reflexo de uma melhoria no
“status” antioxidante promovido pela suplementagdo com selénio.

Os aumentos na atividade da GPx no figado, branquias e eritrécitos dos peixes
arragoados com 1,5 mg de Se ocorreram independentemente da exposicdo ao MP.
Conforme ja discutido anteriormente, a GPx é uma selenoproteina e, portanto, € de se
esperar uma maior atividade dessa enzima na maior dose de selénio, uma vez que a
atividade da mesma pode ser promovida pela suplementagdo dietética com selénio
(MAXWELL, 1995). Além disso, o Se se acumulou significativamente no figado e nas
branquias, corroborando a idéia de que uma maior disponibilidade de Se aumentaria a
expressaol/indugdo da GPx. Niveis reduzidos de selénio tém como consequéncia a redugéo
da atividade da enzima antioxidante GPx nas células e tecidos, resultando em maior
susceptibilidade do organismo aos danos oxidantes induzidos pelas ERO (SCIESZKA et al.,
1997). Reforgando esta idéia, HILTON et al. (1980), GATLIN & WILSON (1984), BELL et al.
(1987) verificaram que a deficiéncia de Se na dieta reduz o crescimento e a atividade da
GPx em O. mykiss, S. salar e I. punctatus, respectivamente.

Nas branquias, independentemente da exposicdo ao MP, houve um aumento nos
niveis de GSH nos peixes que receberam dietas contendo selénio, o que ndo ocorreu na
auséncia da suplementacdo. Além disso, houve um aumento na atividade da GST nos
peixes arragoados com 1,5 mg de Se. Esta maior disponibilidade de Se poderia estar
permitindo um aumento na atividade da GST, uma vez que esta enzima é responsavel pela
conjugacdo da GSH com xenobidticos eletrofilicos, como o MP, como mecanismo de
desintoxicagdo. A elevada atividade da GST pode refletir a possibilidade de uma melhor
protegao contra a toxicidade do pesticida (ORUC et al., 2004).

O metil paration, independentemente dos diferentes tipos de arragoamento, em
linhas gerais, apresentou como efeitos os aumentos das atividades da SOD, da CAT, da
GST e do processo de peroxidagao lipidica, além de diminuigbes na atividade da GPx e do
conteudo de GSH nos diferentes tecidos.

A interacdo entre os niveis de selénio presentes na racdo e o efeito do metil
paration sobre biomarcadores de estresse oxidante mostra os efeitos benéficos da
suplementagao deste mineral, deixando claro que a presenca de antioxidantes na dieta € um

importante mecanismo de defesa contra os radicais livres.
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O aumento significativo da atividade de aquicultura e sua intensificagao requereram
o aumento na producdo de racdes especificas para esta finalidade. No entanto, as
exigéncias vitaminicas e minerais das espécies de peixes tropicais cultivaveis ndo se
encontram precisamente determinadas. As recomendacgdes adotadas para a formulagao de
racoes para peixes tropicais se baseiam em valores médios disponiveis na literatura
especializada, que em sua maioria, refere-se a estudos realizados com peixes de ambiente
temperado. Desta forma, as formulagbes das ragbes comercializadas no Brasil podem nao
atender as exigéncias nutricionais de nossas espécies. Adicionalmente, a utilizagdo do metil
paration nos tanques de alevinagem para combate a larvas de insetos € uma pratica
comum, como exposto anteriormente, o que seria agravado pela utilizagdo de uma dieta
inadequada.

Desta forma, a utilizagdo de agentes antioxidantes como o Se pode permitir que os
animais superem, de maneira saudavel e sem danos, este tipo de condicdo adversa a que

estdo freqlentemente sujeitos, resistindo a tais manejos.

Em resumo, o presente trabalho mostrou que o inseticida organofosforado metil
paration na concentragdo de 2 ppm, comumente utilizada no combate a larvas de insetos
em tanques de piscicultura, € um potente indutor de estresse oxidante em matrinxa, Brycon
cephalus, e que a suplementagéo da dieta com 1,5 mg de Se por Kg de ragéo € eficiente em
prevenir os efeitos deste OP sobre os biomarcadores de estresse oxidante (Tabela 18). A
Figura 25 mostra um diagrama dos efeitos do MP e do Se no metabolismo oxidante celular

de B. cephalus.
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Tabela 18: Quadro sindptico das respostas observadas nos diversos parametros analisados em Brycon cephalus expostos a 2 ppm de

Folisuper 600 BR® e arragoados com 0; 0,22 e 1,50 mg Se.Kg™ de ragdo, quando comparados a condigdo dos controles.

Metil paration

Metil paration

Metil paration

Parametros Tecido PR . a4 .. Observagoes
0 mg de Se Kg™ dieta 0,22 mg de Se Kg™” dieta 1,50 mg de Se Kg™ dieta
SOD Figado aumentou aumentou aumentou
(defesa antioxidante) Mdusculo branco aumentou aumentou aumentou
Branquias aumentou aumentou nao variou
Eritrocitos aumentou aumentou aumentou
Plasma nao variou n&o variou n&o variou
CAT Figado aumentou aumentou aumentou
(defesa antioxidante) Musculo branco aumentou aumentou ndo variou
Branquias aumentou aumentou aumentou
Eritrocitos aumentou aumentou diminuiu
GPx Figado ndo variou nao variou nao variou .
L . L L . . A suplementagao com
(defesa antioxidante) Mdusculo branco diminuiu diminuiu nao variou 1,5 mg Se reverteu a
Branquias diminuiu diminuiu nao variou inibicdo ou até mesmo
Eritrocitos nao variou ndo variou aumentou induziu aGa;:El)\(ndade da
Plasma ndo variou ndo variou aumentou '
GST Figado aumentou aumentou aumentou
(defesa antioxidante) Musculo branco aumentou aumentou aumentou
Branquias aumentou aumentou aumentou
GSH Figado diminuiu diminuiu n&o variou =
o S S . . A suplementagao com
(defesa antioxidante) Musculo branco diminuiu diminuiu nao variou 1,5 mg Se aumentou a
Branquias diminuiu diminuiu n&o variou dlSponlct;lS“aade de
Sangue diminuiu diminuiu n&o variou
HP Figado nao variou nao variou nao variou .
. . ) A suplementagao com
(dano celular) Mdusculo branco aumentou aumentou nao variou 1,5 mg Se impediu 0
Branquias aumentou aumentou nao variou aumento ou até
Eritrocitos aumentou n&o variou diminuiu mesmo dN'm'.mf'u, a
- ) peroxidagao lipidica.
Plasma aumentou aumentou nao variou
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5 CONCLUSOES

No presente trabalho, o estudo do comportamento dos sistemas de defesas
antioxidantes em Brycon cephalus (matrinxa) expostos por 96 horas a concentragéo subletal
de 2 ppm de Folidol 600 BR® (metil paration 600 g.L‘1) e do papel da suplementacdo de
selénio na ragdo (1,5 mg de Se.Kg” de racdo) nas respostas desses sistemas de defesas

permitiram as seguintes conclusdes:

1. A exposigao ao Folisuper 600 BR® é capaz de induzir estresse oxidativo.

2. A exposicdo ao Folisuper 600 BR® induz respostas tecido-especificas
relacionadas as defesas antioxidantes e aos danos oxidativos, sendo as
branquias e o musculo branco os tecidos mais sensiveis ao estresse oxidativo
induzido pelo organofosforado. Isto mostra que diferentes tecidos apresentam

diferentes taxas de geracao das ERO e diferentes potenciais antioxidantes.

3. Os parametros analisados se constituem em bons biomarcadores de exposi¢cao
ao estresse oxidativo induzido por metil paration, uma vez que alteragbes
caracteristicas como a reducdo do conteido de GSH e da atividade da GPx com

elevacao dos niveis de HP ocorreram em varios tecidos.

4. A suplementagdo da racao com 1,5 mg de selénio previne o estresse oxidativo
induzido pelo Folisuper 600 BR®. Ha um efeito benéfico do selénio em manter
e/ou aumentar as defesas antioxidantes e a resisténcia dos tecidos mais

sensiveis a lipoperoxidacao induzida pelo MP.

5. A concentracdo de 1,5 mg de Se.Kg™ de ragdo, proveniente do selenito de sédio,
nao foi toxica apos 60 dias de arragoamento, uma vez que ndo causou nenhum

dos efeitos caracteristicos de selenose descritos na literatura.

6. A suplementacdo com Se recomendada pelos fabricantes de ragdo comercial
para peixes onivoros (0,22 mg de Se.Kg') ndo proporcionou nenhum efeito
protetor contra o estresse oxidativo induzido pelo metil paration, uma resposta

semelhante aquela obtida quando uma racao livre de selénio foi utilizada.
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6 PERSPECTIVAS FUTURAS

As informacdes basicas relativas a protegdo antioxidante e ao dano celular em
resposta a exposicdo ao metil paration e o efeito da suplementacdo de selénio nestas
repostas indicam a necessidade de novas investigagdes que poder&o ajudar na elucidacéo

dos diversos pontos levantados ao longo da discussdo. Merecem destaque:

1. Avaliar o efeito do metil paration no ciclo redox da glutationa, incluindo as
enzimas glutationa redutase e glicose 6-fosfato desidrogenase, o conteudo de GSSG e a
razao GSH/GSSG, para esclarecer as alteragbes encontradas em alguns desses
parametros.

2. Avaliar a exigéncia nutricional de selénio para Brycon cephalus e quais o0s
melhores niveis de Se para a atividade da GPx.

3. Verificar o nivel de expressdo da GPx nos animais arragoados com diferentes
niveis de Se e analisar curva dose-resposta por meio de cinética da enzima incubada
com niveis crescentes de Se.

4. Investigar como o selénio, em niveis n&o toxicos, melhora a disponibilidade de
GSH nos tecidos.

5. Comparar as diferengas entre fontes organicas e inorganicas de selénio na
suplementacéo da dieta para Bycon cephalus.

6. Investigar a influéncia da auséncia do selénio no canibalismo, que é
caracteristico da espécie.

7. Avaliar a possivel interagao entre a suplementacédo da dieta com selénio e os

hormonios tireoideanos.
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Apéndice 1: Curva-padrao de metil paration (Folisuper 600 BR®).
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Apéndice 2: Comparagao entre os resultados obtidos pelos métodos de HPLC e
espectrofotometria para a determinagdo de GSH nos tecidos dos animais do
protocolo experimental .
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Apéndice 3: Correlacdo observada nos eritrocitos dos animais expostos ao MP e
arragoados com dieta contendo 1,5 mg Se.Kg™.
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Apéndice 4: Correlagdes observadas no musculo branco dos animais expostos ao MP em
funcao dos diferentes tipos de arragoamento (0, 0,22 e 1,5 mg Se.Kg™"). A: HP
versus GPx; B: HP versus GSH; C: GPx versus GSH; D: GPx versus CAT.
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Apéndice 5: Correlagbes observadas nas branquias dos animais expostos ao MP em
funcdo dos diferentes tipos de arragcoamento (0, 0,22 e 1,5 mg Se.Kg™). A:
HP versus GPx; B: HP versus GSH; C: GPx versus GSH.
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Apéndice 6: Correlagbes observadas nos eritrocitos dos animais expostos ao MP em
fungdo dos diferentes tipos de arragcoamento (0, 0,22 e 1,5 mg Se.Kg™). A:
HP versus GPx; B: HP versus GSH; C: GPx versus GSH.





