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RESUMO

A condic&o fisiologica de organismos aquéaticos pode ser afetada por uma variedade de fatores
ambientais, podendo ser avaliada pela analise de determinados parametros bioquimicos. Peixes
das espécies piau trés pintas (Leporinus friderici), pirambeba (Serrasalmus brandtii), sarapd
(Sternopygus macrurus) e traira (Hoplias malabaricus) foram capturadas no Rio Sao Francisco
em fevereiro, abril, maio e julho de 2011, proximo da cidade de Porto Real do Colégio,
Alagoas, em dois pontos geogréaficos de coleta. Imediatamente ap0s a captura, 0s animais foram
levados para o laboratério, onde foram anestesiados e mortos para retirada dos 6rgéos, 0s quais
foram armazenados em tubos de plastico e congelados para posteriores analises bioquimicas.
Foram determinadas as atividades das enzimas acetilcolinesterase (AchE) no cérebro, catalase
e glutationa peroxidase (GSH-Px) no figado, bem como os niveis de hidroperoxidos e a
concentracdo de tiois totais hepaticos. A AChE apresentou maior atividade no piau trés pintas,
com a menor variacdo ao longo dos meses de coleta entre as enzimas avaliadas. Em piau trés
pintas também foram registrados os maiores valores de atividade das enzimas antioxidantes
catalase e GSH-Px, entre as espécies estudadas na maior parte dos meses. A concentracdo de
hidroperoxidos hepéticos foi maior em fevereiro para as espécies coletadas neste més, sendo o
piau trés pintas a que apresentou 0os maiores niveis. Os niveis de tiois totais apresentaram a
menor variacdo entre os meses de coleta para as quatro espécies, quando comparada as
mudancas nas atividade das enzimas antioxidantes. Os parametros avaliados sofreram
alteracOes ao longo das coletas realizadas nos diferentes meses, sendo o piau trés pintas a
espécie que apresentou 0s maiores valores encontrados para a maioria desses parametros.

Palavras-chave: Monitoramento. Estresse oxidativo. Acetilcolinesterase. Baixo Sdo Francisco.

ABSTRACT



The physiological condition of aquatic organisms may be affected by a variety of environmental
factors and can be evaluated by analyzing certain biochemical parameters. Fish species piau
trés pintas (Leporinus friderici) pirambeba (Serrasalmus brandtii) Sarapd (Sternopygus
macrurus) and traira (Hoplias malabaricus) were captured in the Rio Sdo Francisco in
February, April, May and July 2011, near the city of Porto Real do Colégio, Alagoas, where
two sampling points were determined geographically. Immediately after capture, the animals
were taken to the laboratory where they were anesthetized and killed for the removal of organs,
which were stored in plastic tubes and frozen for subsequent biochemical analysis. We
determined the activity of the enzyme brain acetylcholinesterase (AChE), catalase and
glutathione peroxidase (GSH-PXx) in the liver, as well as levels of hydroperoxide and total thiol
groups in the liver. AChE was most active in piau trés pintas, with less variation over the
sampling months between enzymes evaluated. In piau trés pintas were also recorded the highest
activities of antioxidant enzymes catalase and GSH-Px among species in most months. The
concentration of hepatic hydroperoxide were higher in February for the species collected in this
month, being the piau three pints that showed the highest levels. Levels of total thiols showed
the less variation between sampling months for the four species, when compared to the values
of antioxidant enzymes. The evaluated parameters have changed in the sampling carried out in
different months, and piau trés pintas was the species that showed the highest values found for
most of these parameters.

Keywords: Monitoring. Oxidative stress. Acetylcholinesterase. Lower S&o Francisco.
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1 INTRODUCAO

Os organismos aquaticos estdo submetidos a condi¢bes ambientais dificilmente
enfrentadas por animais terrestres. Baixa concentracdo de oxigénio dissolvido, elevadas
concentragcdes de algumas substéncias provenientes da degradacdo de compostos organicos,
como nitrato e nitrito, variagdes na temperatura e no pH do meio, constituem-se fatores
ambientais estressores para esses animais (TRASVINA-ARENAS et al., 2013).

Uma vez que 0s peixes sao animais sensiveis a contaminacdo da agua, muitas de suas
funcdes fisioldgicas e bioquimicas podem ser prejudicadas quando poluentes sdo assimilados
por determinados tecidos de seu organismo (SILVA DE ASSIS et al., 2013).

O uso de biomarcadores em ecotoxicologia pode ajudar na resolucdo de problemas
ambientais, como o de identificar os efeitos de compostos quimicos existentes no ambiente
sobre organismos individuais, tanto em termos populacionais quanto de comunidades. Fatores
como as condigdes do ambiente influenciam a atividade das enzimas de defesa antioxidante, as
quais também tém sido sugeridas como biomarcadores do estresse oxidativo em programas de
monitoramento ambiental (MCCARTHY; SHUGART, 1990; BOTTE et al., 2012). O
conhecimento dos mecanismos de toxicidade é fundamental para prever os efeitos causados por
xenobioticos, bem como para propor a utilizacdo de biomarcadores moleculares para
monitoramento do ambiente e avaliacdo do impacto ambiental.

As enzimas do estresse oxidativo, superdxido dismutase (SOD), catalase e glutationa
peroxidase (GSH-Px), atuam na remocdo de espécies reativas de oxigénio (EROSs) produzidas
dentro da célula (KELLY et al., 1998; MATES; SANCHEZ-JIMENEZ, 1999). Alguns radicais
livres e os antioxidantes sdo essenciais para a vida aerébica (HALLIWELL, 2011). Uma ampla
guantidade de radicais de oxigénio e outras espécies reativas sdo produzidas por organismos
aerobicos, tanto por processos de significativa importancia para o organismo, como os de
defesa, sinalizacdo redox e auto-oxidacdo de biomoléculas, bem como por aqueles que séo
prejudiciais a sua saude (HALLIWELL, 2008; HALLIWELL, 2011).

A acetilcolinesterase (AChE) € outro exemplo de enzima que serve como biomarcador
por ser sensivel a mistura de pesticidas, metais, detergentes e Oleo, apresentando como
consequéncia a modificagdo na sua atividade enzimatica (MARTINEZ-TABCHE et al., 1998;
PINER; UNER, 2012).

A avaliagéo de impacto ambiental causado por uma grande variedade de compostos

organicos, metais e outros contaminantes tornou-se necessaria com a crescente entrada desses
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contaminantes em ecossistemas aquaticos (PETUSHOK et al., 2002). O monitoramento
ambiental baseado na medicao dos niveis de contaminantes e sua acumulagdo nos organismo
ndo é suficiente para oferecer informacGes relevantes e mais completas, do ponto de vista
bioldgico, sobre o impacto de poluentes tdxicos sobre a salde dos organismos aquaticos. A
andlise de indicadores bioquimicos ambientais pode propor um resultado mais satisfatorio para
este tipo de avaliacdo (HOARAU et al., 2004).

Nesse contexto, a avaliacdo dos efeitos de contaminantes aquaticos muitas vezes é
realizada a partir da andlise de indicadores do estresse oxidativo em niveis celulares e teciduais
(RABITTO et al.,, 2005). Os parametros bioquimicos utilizados nesta avaliacdo s&o
selecionados entre aqueles adotados no monitoramento de poluicio ambiental (SOLE et al.,
2010).
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Contaminacao Aquética e Xenobidticos

Organismos aquaticos em diversas fases da vida e diferentes niveis troficos, incluindo
larvas de peixes, podem absorver muitos xenobioticos potencialmente toxicos (PETERS;
O’HARA; LIVINGSTONE, 1996).

A bioacumulacéo e toxicidade de contaminantes como halogénios organicos lipofilicos
dependem da capacidade metabdlica do organismo (MCKINNEY et al., 2004). Metais toxicos
como mercurio e cromio podem ser encontrados em niveis elevados no musculo de organismos
aquaticos. Além disso, niveis de organoclorados e metais pesados foram detectados no tecido
hepatico e muscular, apresentando uma relacdo direta com o tempo de permanéncia do
organismo no ambiente contaminado (KOEHLER et al., 2004).

Determinados tipos de pesticidas biodegradaveis podem permanecer durante dias no
meio ambiente, porém os seus efeitos sobre os tecidos de um organismo podem persistir por
varias semanas, tornando viavel a avaliacdo de biomarcadores ambientais (ASSIS et al., 2012).
Marcadores hepaticos que estdo envolvidos no metabolismo de xenobidticos podem ter suas
atividades e agdo antioxidante determinadas. Em muitos processos metabdlicos como a
desintoxicacao de xenobioticos, o figado exerce uma importante atuacdo, sendo uma importante
fonte geradora de espécies reativas de oxigénio (SILVA DE ASSIS et al., 2013). Uma resposta
adaptativa em peixes na tentativa de neutralizar os efeitos desses radicais livres pode ser
demonstrada em alteracGes das atividades de enzimas antioxidantes (STARA, et al., 2013).

A principal resposta do organismo afetado por um xenobi6tico é ativar um mecanismo
de desintoxicacdo que visa converter os componentes toxicos em espécies biologicamente
inativas. Este mecanismo de defesa envolve uma enorme gama de diferentes enzimas
(PETUSHOK et al., 2002). Em muitos estudos, incluindo experimentos de campo, alterag0es
no figado de peixes tém sido averiguadas por meio da analise de atividades enzimaticas in vitro
de oxigenases utilizando determinados modelos de substratos (OIKARI; KUNNAMO-OJALA,
1987).

O sistema de defesa antioxidante tem como papel principal evitar a agéo da produgéo
excessiva de EROs resultante da exposi¢cdo do organismo a xenobioticos. Nos organismos
aquaticos esse papel de defesa € desempenhado por enzimas como a catalase, SOD, glutationa

peroxidase e antioxidantes ndo enzimaticos como GSH e vitaminas C e E (Figuras 1 e 2). Em
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condicBes de contaminacdo ambiental é provavel que ocorra alteracdes nas atividades das
enzimas que metabolizam xenobidticos e que atuam na defesa antioxidante (SOLE et al., 2010).

Figura 1- Vitamina C
OH

HO OH

Fonte: Eleborada pelo autor

Figura 2- Vitamina E

OH

HaC

Ha:C
CH:

H3C, HaC
He! Ha

Fonte: Eleborada pelo autor

A producdo de EROs pode ser estimulada por uma grande variedade de contaminantes
ambientais. H& evidéncias que apontam para a existéncia de um papel pro-oxidante dessas
espécies poluentes (PETERS; O’HARA; LIVINGSTONE, 1996; GUILHERME et al., 2012),
podendo induzir o estresse oxidativo em peixes (BOTTE et al., 2012).

O aumento de populacdes de cianobactérias, causado pela eutrofizacgdo como
consequéncia do aumento da producdo de residuos, tem sido motivo de preocupacao no que diz
respeito a saude ambiental (SILVA DE ASSIS et al., 2013), uma vez que substancias toxicas
produzidas por cianobactérias sdo capazes de promover alteracbes no sistema enzimatico

antioxidante de organismos aquaticos.

2.2 Acetilcolinesterase (AChE)
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A AChE (EC 3.1.1.7) é uma enzima que exerce uma importante funcéo na transmissao
colinérgica no sistema nervoso central e periférico (BERNARD et al., 1995). Esta envolvida na
neurotransmissao colinérgica atuando na inativacdo da acetilcolina por meio de um rapido
processo de hidrdlise. Esta presente no cerebro em elevadas concentracdes e ocorre em
neurénios colinérgicos do sistema nervoso central e periférico e em outros tipos de tecidos,
neurais e ndo neurais, e em eritrécitos (LUCAS; KREUTZBERG, 1985; ALEXANDROVA et
al.,, 1987; LANDWEHRMEYER et al., 1993). Varias formas desta enzima podem ser
encontradas em tecidos de vertebrados como humanos, peixes, entre outros (SCHMIDT-
DANNERT et al., 1994). A atividade da AChE cerebral é superior a encontrada no tecido
muscular (STRAUS; CHAMBERS, 1995; MIRON et al., 2005). Também foi constatado que a
AChE esta presente em muitos tecidos que contém baixos niveis de acetilcolina (SMALL;
SIMPSON, 1988).

Em animais adultos mais de 90% da atividade da AChE no sistema nervoso central é
representada por um tetrdmero anfifilico, contendo uma subunidade catalitica de 20 kDa
(INESTROSA; MORENO; FUENTES, 1994). A inativacdo da acetilcolina ocorre em um sitio
aniébnico da enzima que se liga ao amodnio quaterndrio da acetilcolina (Figura 3)
(ALEXANDROVA et al, 1987).

Figura 3- Estrutura da acetilcolina

Fonte: Eleborada pelo autor

A atividade da AChE ¢ extremamente importante para o desempenho de muitas funcées
fisioldgicas, tais como a fuga do local pela presa ameagada por um predador e a orientagdo
necessaria para se alimentar. Quando a atividade da AChE diminui, acetilcolina ndo hidrolisada
¢ acumulada dentro das fendas sinapticas, podendo comprometer o seu funcionamento e
acarretar em deficiéncias fisiologicas (GLUSCZAK et al., 2006; MORAES et al., 2007).

Foi constatado que determinados compostos sdo reconhecidos pela sua capacidade de
produzir efeitos toxicos em mamiferos, induzindo o acimulo de acetilcolina e a ativacéo de

receptores colinérgicos através da inibi¢do da enzima acetilcolinesterase (REZG et al., 2008).
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Baixas concentragdes de diversos contaminantes, tais como herbicidas, podem inibir a
atividade da AChE, causando o acumulo de acetilcolina em jungGes neuromuscular em
vertebrados, o que leva a estimulacdo constante dos musculos, induzindo a paralisia e morte do
organismo. O cérebro € em geral o 6rgdo que apresenta maior atividade da AChE. Estudos
sugerem que a reducdo dessa atividade causada por herbicidas é influenciada por diferentes
tecidos e pelo tempo de exposicdo (MIRON et al., 2008; ASSIS et al., 2012; BOTTE et al.,
2012).

Entre os principais poluentes ambientais descritos como capazes de inibir a atividade da
AChE em peixes e invertebrados estdo 0s metais pesados, apontados como agentes
anticolinesterase inespecificos, e pesticidas como os organofosforados e os carbamatos que, em
termos de utilizacdo ainda constituem a classe mais importante de inseticidas (ALVES COSTA
et al.,, 2007; ASSIS et al.,, 2012; GUILHERME et al., 2012). Quando em elevadas
concentragcfes, metais como o chumbo, cddmio, ferro e cobre sdo capazes de produzir uma
grande variedade de efeitos toxicos (DE LIMA; ROQUE; ALMEIDA, 2012; SILVA et al.,
2013). Silva et al. (2013) relataram efeito inibitoério sobre a AChE em tucunaré (Cichla
ocellaris) induzido por sete tipos de pesticidas, cinco organofosforados e dois carbamatos.

Sulfato de cobre causou inibicdo enzimatica da AChE cerebral e muscular em carpas
(Cyprinus carpio), sendo este efeito mais pronunciado no masculo (NEMCSOK et al., 1984).
A deposicao gradativa de sulfato de cobre em solos durante a sua aplicacdo na agricultura como
antifingico pode permitir a sua entrada em rios e o consequente acimulo em algas, causando
danos aos peixes através da inibi¢cdo da AChE (CREMLYN, 1978).

Dentre as diversas substancias dissolvidas em rios estdo o0s sais inorganicos, 0s quais
conferem a presenca de ions metélicos na dgua. H& metais no ambiente aquéatico que nao
representam ameacas aos vertebrados que nele habitam, sendo que cations metalicos sao
geralmente tdxicos para 0s peixes e outros animais e podem inibir a AChE. Em experimento
realizado com Pimephales promelas, avaliando a toxidade de determinados ions metalicos
sobre a AChE, foi constatado que os ions Cu?*, Pd?*, Cd?*, Pd**, Ag*, Au®*, Hg?*, Sn?*, Pt*" e
Sn** causaram inibicdo enzimatica. Na mesma avaliacdo, outros cations inorganicos
apresentaram efeitos menos pronunciados, e cations de metais alcalinos e alcalinos terrosos ndo
exibiram efeitos mensuraveis sobre a enzima (OLSON; CHRISTENSEN, 1980).

2.3 Estresse em Peixes
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Inimeros fatores relacionados as condi¢gdes ambientais sdo apontados como agentes
estressores. Entre os fatores responsaveis por causar estresse em peixes, se destacam as
mudancas de parametros fisico-quimicos que alteram a condicdo da &gua, tais como
temperatura, alcalinidade, pH, salinidade, o acumulo de residuos nitrogenados na &gua,
contaminacdo ambiental, doencas infecciosas, entre outros fatores, sendo eles capazes de
induzir respostas primaria, secundaria e terciaria no organismo (WEBER, 2011).

Baixa disponibilidade de oxigénio no ambiente aquatico pode pdr em risco a seguranca
do organismo, causando alteracdes no metabolismo e aumentando a producdo de EROs
(TRASVINA-ARENAS et al., 2013). A disponibilidade de oxigénio consiste em um fator
limitante do crescimento, sendo a hipoxia crénica um importante estressor ambientam que
interfere no crescimento dos peixes (WILHELM FILHO et al., 2005).

Estudos demonstram que danos oxidativos no tecido hepatico de peixes podem ser
induzidos por herbicidas. Pesticidas podem levar a formacdo de EROs e induzir o estresse
oxidativo (MIRON et al., 2008). Também tém mostrado que o estresse oxidativo em peixes
pode variar dependendo do tipo de tecido ou poluente avaliado.

Os niveis de EROs podem aumentar drasticamente em organismos submetidos as
condigdes que o induzem a um estresse ambiental. Neste caso, 0 estresse oxidativo ocorre
quando o excesso de EROs e seu acimulo supera a capacidade do organismo de controlar a sua
formacéo e os efeitos desse excesso (MONTEZANO; TOUYZ, 2012; VINAGRE et al., 2012).
O estresse oxidativo pode ser considerado como uma condi¢do de desequilibrio entre pro-
oxidantes e antioxidantes (LI et al., 2010). Danos potencialmente perigosos podem resultar
deste desbalanco redox. Em peixes, o estresse oxidativo pode ser detectado pelo esgotamento
total de glutationa (GSH) e 0 aumento da peroxidacéo lipidica no tecido do figado (PLOCH et
al., 1999). Além disso, pode forcar a célula a passar por processos de adaptacdo como até
mesmo causar morte celular por apoptose ou necrose (HALLIWELL, 2003).

Estresse oxidativo em peixes pode ser gerado por xenobioticos presentes na agua, 0S
quais podem suprimir a atividade de enzimas antioxidantes devido ao dano oxidativo causado
aelas pela producao excessiva de EROs (SILVA DE ASSIS et al., 2013; MORAIS et al., 2007).
O estado metabdlico do figado pode ser alterado por diferentes tipos de poluentes ambientais
atraves de processos de desintoxicacdo (FONSECA et al., 2008). A presenca de niveis elevados
de determinados compostos, como hidrocarbonetos aromaticos e clorados, € capaz de induzir
atividade metabodlica no figado de peixes (CORSI et al., 2003).
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O figado ndo é o Unico 6rgdo alvo de espécies quimicas responsaveis por causar
intoxicacdo do organismo, porém exibe uma importante atuagdo em processos de

desintoxicacdo, incluindo aqueles resultantes da producédo excessiva de EROs.

2.4 Radicais Livres e Espécies Reativas de Oxigénio (EROs)

Um radical livre pode ser definido como uma espécie que contém um ou mais elétrons
desemparelhados (HALLIWELL, 1991). A complexa interacdo entre a formacéo bioldgica de
diversos tipos de radicais livres e a capacidade do organismo de controlar os niveis dessas
espécies reativas faz parte do mecanismo de sobrevivéncia de organismos em um ambiente
aerébico (MAESTRO; MCDONALD, 1987).

EROs é um termo que compreende os radicais de oxigénio e determinadas espécies que
ndo possuem carater radicalar. As EROs representam a classe mais importante de espécies
radicalares geradas em sistemas vivos (BUONOCORE; PERRONE; TATARANNO, 2010;
FLORA, 2011). As EROs mais comuns sdo o anion radical superoxido (O2™), peroxido de
hidrogénio (H20>) e o radical hidroxila (*OH). Sdo altamente reativas ¢ sdo geradas dentro do
ambiente celular como subprodutos da respiracdo aerdbica e do metabolismo (AL-GUBORY,
FOWLER; GARREL, 2010). Estes radicais livres tém a capacidade de oxidar moléculas
biologicamente importantes, o que pode resultar em perdas de importantes fun¢des fisiologicas
(TAKASHIMA et al., 2012).

A producéo de EROs e o consumo de antioxidantes é um fenébmeno continuo em todas
as células aerdbicas (REISCHL et al., 2007; SARDINA et al., 2012). No metabolismo oxidativo
essas espécies quimicas sao constantemente geradas como subprodutos, como no processo de
respiracdo celular na mitocondria (KRYSTON et al., 2011). A formacdo de EROs ocorre por
enzimas celulares ou pelo vazamento de elétrons da cadeia de transporte na mitocondria, o que
desempenha um papel importante no desenvolvimento do estresse oxidativo (HEISE et al.,
2003; CHERNYAK et al., 2006; HALLIWELL, 2008; JOMOVA; VALKO, 2011). Muitos
processos de sinalizagdo envolve a participacdo de EROs, e baixos niveis dessas espécies sdo
essenciais para 0 bom desempenho da funcéo celular (FATTMAN, SCHAEFER; OURY, 2003;
POSPISIL, 2012).

As taxas de producdo de EROs pode ser afetada pelos niveis de oxigénio na celula, pois

0 aumento na formag&o dessas espécies reativas pode ser registrado quando a concentragao de
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oxigénio (O2) é elevada (HALLIWELL, 2008). Durante a reducdo do oxigénio molecular,
espécies reativas de oxigénio sdo geradas, incluindo radicais livres instaveis e espécies ndo
radicalares (MONTEZANO; TOUYZ, 2012). Como resultado dessa reducdo parcial de
oxigénio sdo formados 0 O,", H202 e *OH, através da transferéncia de um, dois ou trés elétrons
para a molécula de O (Figura 4) (REISCHL et al, 2007).

Figura 4- Formacao das EROs (02", H202 e *OH) e seu ataque oxidativo a biomoléculas.
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Fonte: Adaptado de JOMOVA; VALKO, 2011.

O Oz é conhecido por ser potencialmente prejudicial. A sua producdo ocorre na
mitocdndria através de vazamento fisioldgico de elétrons para moléculas de O, ou faz parte de
um mecanismo redox de sinalizacdo intracelular (HALLIWELL, 2011). O O™ apresenta
reatividade extremamente elevada em meios hidrofébicos. Embora os sistemas geradores
aquosos in vitro dessa espécie reativa sejam capazes de causar consideraveis danos aos
materiais biolégicos, o O." é pouco reativo neste tipo de ambiente (HALLIWELL;
GUTTERIDGE, 1986). O anion radical superoxido € considerado uma ERO primaria, podendo
interagir com outras espécies para originar EROs secundarias (BUONOCORE; PERRONE;
TATARANNO, 2010).

O H202 é uma ERO que também oferece riscos a saude da célula. Seu maior efeito
prejudicial consiste na sua conversao imediata e indiscriminada em *OH. Essa conversao ocorre
pela interacdo do H2.0> com uma enorme variedade de ions de metais de transi¢éo, dos quais o
mais importante é provavelmente o ferro (HALLIWELL; CLEMENT; LONG, 2000;
JOMOVA; VALKO, 2011). O H20, também ¢ fracamente reativo em solucdo aquosa, porém,
em concentracdes fisiologicas é capaz de atravessar membranas biologicas (HALLIWELL,;
GUTTERIDGET, 1986). In vivo, o H2O> é produzido pela dismutagdo enzimética ou
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espontanea do O>" catalisada pela enzima antioxidante SOD (HALLIWELL, CLEMENT;
LONG, 2000; SARDINA et al., 2012).

O +OH ¢é uma espécie altamente oxidante, sendo a ERO mais reativa, e é produzido na
reacdo de Fenton (Reagéo 1), uma reacdo entre Oz, H2O> e ions de ferro (RICHMOND et al.,
1981; HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1986; ZHANG et al., 2010). O *OH pode também ser
produzido por interacdo de H>O. com ions de cobre (HALLIWELL, 1991). Um nivel
relativamente baixo do radical hidroxila formado na reacdo de Haber-Weiss (Reacao 2) pode

ser mantido pela contribuicdo de enzimas antioxidantes (ATLI et al., 2006).

Fe?* + H,0; — Fe®* + «OH + OH" (Reagéo 1)

02" + H202 — O2 + *OH + OH" (Reacéo 2)

Radicais livres de oxigénio podem promover efeitos benéficos, mas também podem
gerar efeitos deletérios para o sistema nervoso central, onde sdo constantemente produzidos
(ZHANG et al., 1994). ConcentracGes elevadas de EROs pode causar alteracdes no equilibrio
do sistema enddgeno de protecdo contra ataques a mitocondria (ZHANG et al., 2010). Em
organismos aerobicos o metabolismo do oxigénio é continuamente acompanhado da formacao
de EROs, que sdo capazes de danificar moléculas biologicamente importantes. A oxidacao de
biomoléculas por EROs é neutralizada por um complexo sistema de defesa antioxidante
(REISCHL et al., 2007). O equilibrio entre a producao de radicais livres e a defesa antioxidante
celular permite a execucdo de funcgdes Uteis por algumas espécies reativas, minimizando os
danos oxidativos (HALLIWELL, 2011).

2.5 Danos Oxidativos

Constituintes celulares e componentes da matriz extracelular podem ser diretamente
afetados pelo excesso de acimulo de especies reativas de oxigénio (LI et al., 2010). O aumento
na formagdo de EROs pode comprometer a integridade fisiologica do organismo, podendo
danificar biomololéculas de DNA, proteinas e lipideos (POSPISIL, 2012).

Os ataques oxidativos a biomoléculas como DNA, lipideos e proteinas podem ser
divididos em dois tipos: exdgenos e enddgenos. Os ataques exdgenos sdo causados por fatores

ambientais de oxidacdo, como radiacao ionizante, substancias oxidantes e raio ultravioleta e luz
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solar. Os de natureza enddgena sdo intracelulares e de origem natural e ocorrem através de
processos como de sinalizacdo e processos metabdlicos ou durante a inflamagdo (KRYSTON
etal., 2011).

O estresse oxidativo induzido por xenobioticos pode ser detectado pela avaliacdo de
determinados biomarcadores do estresse. ModificacGes oxidativas em proteinas constitui um
importante biomarcador com esta finalidade (FERREIRA et al., 2010). Logo, neste sentido, a
presenca de tidis em biomoléculas em amostras bioldgicas e ambientais é muito importante para
uma avaliacdo desse tipo (KAUR et al., 2012).

O equilibrio estabelecido entre tidis reduzidos (RS-H) e dissulfetos oxidados (RS-SR) €
fundamental para os tidis desempenhar o importante papel de manutencdo da homeostase redox
celular (KAUR et al., 2012). A presenca de cisteina em varias proteinas Ihes confere uma
disponibilidade de grupamentos tidis em suas estruturas. Esses tiois sdo acessiveis ao solvente,
condicionando vulnerabilidade desses grupos quanto aos ataques que conduzem a processos
oxidativos, como formac&o de dissulfetos proteicos. A reatividade de tidis depende da presenca
e da proximidade de outros grupos funcionais no ambiente que o circunda. A producdo de
EROs pode causar oxidacdo irreversivel de tidis de proteinas essenciais, formando como
produtos 6xidos de enxofre (REISCHL et al., 2007). Além de atuar na protecdo da célula contra
a acdo de EROs, tidis livres estdo envolvidos na regulacdo de muitos processos redox
(LUSHCHAK; BAGNYUKOVA, 2006).

Tidis também fazem parte de moléculas de antioxidantes ndo protéicos, como € o caso
da GSH (Figura 5). O figado é o principal 6rgdo responsavel pelo fornecimento desse
antioxidante (BAGNYUKOVA et al., 2007). Os tidis ndo protéicos (L-SH) sdo representados
principalmente por peptideos de cisteina e pela GSH, enquanto tidis protéicos (H-SH) sao
representados por proteinas com residuos de cisteina (BAGNYUKOVA et al., 2007). Em
condicBes de estresse a produgdo de EROs se mantém elevada. Portanto, nestas condi¢des, o
teor de GSH diminui devido a sua atuagdo como antioxidante no mecanismo de minimizar os
efeitos desses radicais livres. Por outro lado, a sintese de GSH é estimulada pelo estresse
oxidativo (BAGNYUKOVA et al., 2007).

Figura 5- Glutationa reduzida (GSH)
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Fonte: Eleborada pelo autor

O aumento da temperatura ambiental conduz ao aumento da necessidade do organismo
de elevar o consumo de oxigénio em peixes, podendo promover a formacéo de EROs e causar
a oxidacdo de constituintes celulares, bem como o aumento da atividade de enzimas
antioxidantes (LUSHCHAK; BAGNYUKOVA, 2006). EROs como Oz e *OH podem ser
formados a partir da oxidacgdo de tidis na presenca de oxigénio.

Na peroxidacao lipidica os ions de metais de transi¢do participam da etapa de iniciacdo,
que envolve a participacao de qualquer espécie capaz de abstrair um atomo de hidrogénio, como
0 *OH, que possui esta propriedade (Figura 6) (HALLIWELL, 1991). A peroxidacdo lipidica
consiste na oxidacdo de acidos graxos da membrana celular para mediar a cadeia de radicais
livres (LI et al., 2010).
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Figura 6- Esquema com passos sequenciais envolvidos no processo de peroxidacdo lipidica-
Formacéo do radical *OH a partir de H>O; (3) gerado na dismutacéo do O, (1), e seu ataque as
moléculas de lipideos (4), bem como a atuacdo da GSH-Px na degradac¢édo de H,O- gerado pela
SOD (2) e na transformacdo de hidroperdxidos organicos formados na peroxidagdo de lipideos

(6).
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Fonte: Adaptado de VALKO et al., 2007.

Determinados metais sdo essenciais para o normal funcionamento de células, porém, a
exposicdo a elevadas concentragcbes desses metais pode causar danos oxidativos em
biomoléculas (FLORA, 2011). A peroxidacdo lipidica pode ser estimulada por ferro ativo.
Além disso, o ferro catalisa a formacéo de *OH, fortemente nocivo, que resulta em dano
tecidual. Os ions de ferro ocorrem nos estados de oxidagéo +11 e +111, sendo que os ions de ferro
I sdo soluveis em fluidos bioldgicos e sdo capazes de reagir com oxigénio, gerando radical
hidroxila. Em meio aquoso ions ferrosos sdo instaveis e tendem a reagir com oxigénio
molecular e formar ions férricos e anion radical superéxido (JOMOVA; VALKO, 2011).

Elevada atividade da enzima SOD pode induzir o aumento da producéo de H20-, o qual
pode ser decomposto pela GSH-Px. O H20. formado na dismutagdo do O, pela SOD também

contribui para a formacdo do radical hidroxila (*OH), responsavel por atacar varias
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macromoléculas, dentre elas os lipideos. Uma vez atacados, os lipideos ddo origem aos
hidroperdxidos de lipideos (VALKO et al., 2007; JOMOVA; VALKO, 2011).

O aumento dos niveis de substancias reativas ao acido tiobarbitdrico (TBARS) consiste
em uma resposta associada ao estresse oxidativo crénico causado por xenobidticos em peixes
expostos a especies poluentes (TAGLIARI et al., 2004). O aumento da concentragdo de
malondialdeido é um indicativo da elevacdo dos niveis de hidroperoxidos de lipideos, uma vez
que estes sdo formados antes no processo de peroxidacao.

Muitos poluentes presentes no solo sdo submetidos a processos de oxidacdo que
promovem a formac&o de intermediarios reativos, os quais reagem com oxigénio gerando EROs
(BUCKOVA et al., 2010). Danos oxidativos a macromoléculas estdo envolvidos com a
producdo excessiva dessas espécies reativas (SILVA DE ASSIS et al., 2013). A exposicdo do
organismo a metais toxicos também constitui um fator determinante no aumento da producéo
desses intermediarios reativos (ALVES COSTA et al., 2007).

2.6 Sistemas Antioxidantes Enzimaticos

Aumento da geracdo de EROs pode neutralizar a defesa antioxidante celular
(HALLIWELL, 2003). Um antioxidante é uma espécie quimica que atua como uma molécula
que retarda, impede ou elimina danos oxidativos causados a outras moléculas (GUTTERIDGE;
HALLIWELL, 2010). Sdo espécies quimicas que inibem ou impedem a oxidagdo de
biomoléculas, como DNA, lipideos e proteinas oxidaveis, promovida pela acdo das EROs. Os
maiores sistemas antioxidantes enzimaticos incluem as enzimas SOD, catalase e GSH-Px
(MONTEZANO; TOUYZ, 2012). Os antioxidantes podem ser moléculas complexas como
enzimas ou espécies mais simples como a GSH e o acido Urico (GUTTERIDGE; HALLIWELL,
2010).

Uma variedade de mecanismos de defesas antioxidantes foi desenvolvida por
organismos a fim de se proteger contra danos oxidativos. Tais mecanismos envolvem a
participacdo de proteinas sequestrantes de metais, enzimas antioxidantes especializadas e a
utilizacdo de antioxidantes ndo enziméaticos (FATTMAN; SCHAEFER; OURY, 2003). O
sistema antioxidante intracelular é constituido de componentes enzimaticos, como as enzimas
eliminadoras de EROs, e ndo enzimatico, como a GSH e outros tiois. A primeira linha do
sistema de defesa antioxidante inclui SOD, catalase e GSH-Px (LI et al., 2010). As células
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aerdbicas possuem estas enzimas que controlam a producéo de EROs e evitam sua propagacao
para efeitos toxicos (AL-GUBORY et al., 2012).

Sistema de defesa antioxidante constituido de enzimas antioxidantes atua na protecéao
contra o estresse oxidativo causado por metais absorvidos em tecidos de peixe como o figado e
o rim (ATLI et al., 2006). Uma caracteristica marcante das enzimas antioxidantes é sua
capacidade de alterar sua atividade quando submetidas as condic¢Ges de estresse oxidativo. Este
fendmeno faz parte de um mecanismo de adaptacdo para reduzir o estresse induzido por
poluentes (STARA et al., 2013). Determinados organismos utilizam SOD, GSH-Px e catalase
em seu sistema de protecdo contra a geracao excessiva de EROs, bem como o sequestro de ions
metélicos como uma importante defesa antioxidante (HALLIWELL, 1991).

2.6.1 Superdxido dismutase (SOD)

A primeira linha de defesa contra a acdo de EROs da maioria das células aerdbicas é
constituida de uma familia de metaloenzimas, as superdéxidos dismutase (SOD, EC 1.15.1.1)
(UMASUTHAN et al., 2013). A SOD exerce um papel fundamental na defesa da célula contra
a toxicidade de metabdlitos do oxigénio (OBERLEY et al., 1989).

Na maioria das celulas eucarioticas a SOD encontra-se principalmente em duas formas,
uma de cobre e zinco (Cu/Zn-SOD), encontrada predominantemente no citoplasma, e outra
contendo manganés (Mn-SOD), encontrada principalmente na matriz mitocondrial. A SOD
também pode ser encontrada, em menor quantidade, no ambiente extracelular, como na corrente
sanguinea. (OBERLEY et al., 1989; IKEDA et al., 1995). Esta familia de metaloenzimas
contendo cobre, manganés, zinco e ferro é responsavel pela conversdo do O em H.0; e
oxigénio molecular. O Oz é um produto da reducdo do oxigénio molecular, que em excesso
representa ameaca a vida das células (HALLIWELL; GUTTERIDGET, 1986; BEYER,
FRIDOVICH, 1987; AL GHOULEH et al., 2011).

O Oz pode penetrar membranas bioldgicas e inativar algumas enzimas ( ATLI et al.,
2006). A SOD é a Unica proteina presente no meio extracelular capaz de remover esta ERO
(PETERSEN; ENGHILD, 2005). Estudos relataram que muta¢cdes na SOD pode elevar 0s
niveis de O2" JOMOVA; VALKO, 2011).
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2.6.2 Catalase

A catalase (EC 1.11.1.6) é uma das primeiras enzimas propostas para ser um marcador
do estresse oxidativo, por exercer atuacdo eficaz na descontaminacédo celular promovida por
excesso de peroxido de hidrogénio (Reacdo 3), o decompondo e transformando-0 em agua e
oxigénio molecular (VASYLKIV et al., 2011). Embora o perdxido de hidrogénio seja a ERO
menos reativa, pode da origem a efeitos indesejaveis, pois ao reagir com metais como o ferro
pode gerar o *OH, altamente prejudicial (TRASVINA-ARENAS et al., 2013).

2H>072 — 2H20 + O2 (Reacéo 3)

A catalase compete com a GSH-Px na desintoxicacgédo de H2O». Alguns estudos apontam
para o fato de que a catalase seja a principal enzima atuante na degradacéo de H20-, ja outros
sugerem que a GSH-Px atua mais eficientemente nesta desintoxica¢do quando comparada com
a catalase (BAGNYUKOVA et al., 2005). E a tnica enzima que degrada H202 sem consumir
equivalentes redutores celulares e compGe um mecanismo bastante eficiente na remocao desta
ERO (LINO-NETO et al., 2004). Exerce um papel fundamental na defesa celular contra os
efeitos nocivos do Oz produzido em reacdes que ocorrem em uma grande variedade de amostras
bioldgicas (DAVID et al., 2008).

A catalase é uma enzima expressa em muitos tecidos com diferentes niveis de
atividades. Em tecidos de rim e figado de ratos a atividade desta enzima apresenta-se bastante
elevada quando comparada a atividade da catalase cerebral (LUO; RANDO, 2003). A atividade
da catalase pode sofrer alteracGes em animais expostos a contaminantes organicos ou metalicos.
Dependendo da espécie, concentracdo e niveis de exposicdo ao metal, esta enzima pode sofrer
inibicdo (ATLI et al., 2006).

O aumento da atividade da catalase tem sido observado em alguns estudos realizados
com a exposicdo de peixes a pesticidas e outros contaminantes (STARA et al., 2013;
HACKENBERGER, 2012). Em contra partida, uma reducgéo significativa da atividade da
catalase em tecidos de 6rgaos de peixe foi relatada em trabalhos que avaliaram os efeitos de
alguns poluentes sobre a mesma (STARA, 2013). Em trabalho realizado por Xing et al., (2012),
foi constatado que a atividade de enzimas antioxidantes diminuiu com aumento da concentragao

de alguns agrotdxicos.
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Em bactérias da familia Comamonadaceae, bastante conhecida por sua capacidade de
degradar varios xenobioticos no solo, a catalase exibiu atividade muito superior em solos
contaminados com petréleo do que em solos ndo poluidos (GODOCIKOVA et al., 2005).
Semelhantemente, catalase isolada de Aspergillus niger em areas de minas contaminadas com
metais pesados mostraram que a atividade da enzima foi superior as encontradas em areas do
correspondente controle (BUCKOVA et al., 2005). Monteiro (2011) observou o aumento em
42 % da atividade da catalase no figado, 45 % nas branquias e 37 % no musculo de matrinxas
expostas a mercurio inorganico (HgCly).

A catalase em pacu (Piaractus mesopotamicus) sofreu reducdo de atividade quando
exposta a cobre sob condi¢Ges normais de pressdes de dioxido de carbono (SAMPAIO et al.,
2012). Neste mesmo sentido, Da Silva et al. (2011) observaram diminuicdo da atividade da
catalase no cérebro de traira (Hoplias malabaricus) exposta a uma neurotoxina.

Os peixes sdo animais sensiveis a contaminagdo do meio aquatico. Quando assimilados
pelos tecidos desses organismos, substancias poluentes podem afetar muitos processos
bioquimicos e fisioldgicos (SILVA DE ASSIS et al., 2013; BUSSOLARO, 2010). O aumento
na producéo de H>O: e a deficiente neutralizagdo dessa espécie reativa de oxigénio pela catalase
constitui um fator responsavel pela ineficiente homeostase redox em peixes (FILIPAK NETO,
2008).

2.6.3 Glutationa peroxidase (GSH-Px)

A GSH-Px (EC 1.11.1.9) faz parte de um grupo de enzimas contendo selénio. E
dependente de um residuo de selenocisteina para garantir sua atividade (DI IL1O et al., 1995).
Esta entre as enzimas mais atuantes no mecanismo de defesa antioxidante que impedem a
propagacio de EROs altamente reativas. E responsavel pela converséo catalitica de H202 em
agua e oxigénio, com consumo de GSH (DI ILIO et al., 1995; AL-GUBORY et al., 2012).

Juntamente com a SOD e a catalase, a GSH-Px constitui uma importante parte do
sistema de defesa da célula contra o ataque de radicais livres sobre estruturas bioldgicas
(SCHISLER; SINGH, 1988). Esta enzima, além de atuar na degradacdo de H»O., catalisa a
reducdo de hidroperdxidos de lipideos durante a oxidacdo da GSH (Figura 7), convertendo-0s
em alcoois e oxigénio molecular (Figura 6) (VALKO et al., 2007; DUH et al., 2009).
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Figura 7- Oxidagdo da GSH pela acdo da enzima GSH-Px.
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Fonte: Adaptado de ROVER JUNIOR; HOEHR; VELLASCO, 2001.

O selénio tem a propriedade de prevenir ou diminuir o estresse oxidativo. Este elemento
exerce forte influéncia sobre as atividades de determinadas enzimas, tais como a familia da
GSH-Px e da tiorredoxina redutase (HALLIWELL, 2008).

A geracdo de espécies reativas de oxigénio no organismo segue uma relacéo quase linear
com o consumo de oxigénio (BOVERIS; CHANCE, de 1973; BOVERIS, 1977). Em piapara
(Leporinus elongatus) exposta a baixas concentracfes de oxigénio, a GSH-Px do figado
mostrou aumento na atividade quando comparada a exposicdo do peixe a concentracdes
normais de oxigénio, sendo a hipoxia um importante estressor ambiental (WILHELM FILHO
et al., 2005).

2.7 Consideraces sobre as Espécies Estudadas
2.7.1 Piau trés pintas (Leporinus friderici) (Bloch, 1794)

O piau é um peixe economicamente importante no Brasil. Apresentando elevado
potencial para o cultivo, é bem aceito por parte dos consumidores de pescado (GLUSCZAK et
al., 2006). Algumas espécies sdo bastante cultivadas em agua doce no sul do Brasil (MIRON
et al., 2008). Possui consideravel sensibilidade de detectar efeitos de diversas substancias
quimicas (MORAES et al., 2007), porém a toxicidade de contaminantes como metais tem sido
raramente estudada nesta espécie (GIODA et al., 2007).

O piau trés pintas pertence a familia Anastomidae, de habito alimentar geralmente
herbivoro. E abundante em toda a bacia do rio S&o Francisco e possui comprimento médio, com
0 méaximo padréo de aproximadamente 23 cm (ALVES; LEAO; POMPEU, 2007).
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2.7.2 Pirambeba (Serrasalmus brandtii) (Reinhardt, 1874)

Uma espécie bastante diversificada na América do Sul, a pirambeba ocorre na bacia do
Sdo Francisco e também representa uma consideravel porcentagem das espécies existentes em
lagoas (POMPEU, 1999; OLIVEIRA et al., 2004). A pirambeba ndo é um peixe cultivado para
fins comerciais, porém é comum a sua presenca em sistema de producdo de outras espécies
(FABRICIO et al., 2013). E uma espécie carnivora, sendo predadores mutiladores que se

alimentam de pedacos de partes do corpo de suas presas (OLIVEIRA et al., 2004).

2.7.3 Sarapo (Sternopygus macrurus) (Bloch & J. G. Schneider, 1801)

O sarap6 é um peixe elétrico encontrado em drenagens neotropicais na América do Sul,
principalmente na bacia do Paraguai-Parana no Paraguai. Esta espécie utiliza de fraca descarga
elétrica para estabelecer a comunicagdo e detectar presas (DOS SANTOS SILVA et al., 2008).
Pertence a familia Sternopygidae, a primeira de espécies produtoras de ondas e que ficam

suspensas na agua com ondulagdes continuas da nadadeira anal (BULLOCK et al., 1979).

2.7.4 Traira (Hoplias malabaricus) (Bloch,1794)

A traira é um peixe que representa 25% da biomassa de lagoas temporérias, pois sdo
capazes de sobreviver em condi¢bes de privacdo de alimentos em longo prazo (RIOS et a.,
2005; ALVES COSTA et al., 2007). Apresenta-se com uma vasta distribuicdo no territério
brasileiro, podendo ser comumente encontrada em rios e reservatorios. E bastante apreciada
pela culinéria local (DA SILVA et al, 2011). E uma espécie facilmente encontrada na maioria
dos rios da América do Sul e Central. Pode habitar em diversos tipos de ambientes, das aguas
claras de um ribeiro a um habitat de agua barrenta. E uma espécie carnivora onde os adultos se
alimentam de outros peixes e 0s juvenis sdo geralmente alimentados a partir do consumo de
larvas e insetos (MARTINS; ONAKA; FENERICK JR., 2005; OLIVERO-VERBEL et al.,
2006).

O comportamento voraz dessa espécie e sua posi¢do na cadeia alimentar, associado com
sua capacidade de adaptacdo a diversas condi¢es experimentais, faz da traira um modelo
biolégico no estudo experimental da contaminacdo alimentar condicionada pela exposi¢édo a

contaminantes aquaticos (ALVES COSTA et al., 2007). Varios estudos tém demonstrado que


http://en.wikipedia.org/wiki/Marcus_Elieser_Bloch
http://en.wikipedia.org/wiki/Johann_Gottlob_Schneider
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a traira pode acumular vérios contaminantes em seu organismo, 0 que a coloca como um

biomarcador eficiente em monitoramento ambiental (DA SILVA et al., 2011).

3 OBJETIVOS
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3.1 Objetivo geral:

Avaliar pardmetros bioquimicos como indicadores ambientais em quatro espécies de

peixes do Baixo S&o Francisco.

3.2 Objetivos especificos:

e Avaliar o potencial das enzimas do estresse oxidativo como indicadores bioquimicos
ambientais, a catalase e a glutationa peroxidase (GSH-Px), a partir das espécies piau trés
pintas (Leporinus friderici), pirambeba (Serrasalmus brandtii), sarapé (Sternopygus

macrurus) e traira (Hoplias malabaricus) encontradas no Baixo Séo Francisco;

e Monitorar a atividade da acetilcolinesterase (AChE) em quatro espécies de peixe

encontradas na regiao;

e Monitorar os niveis de subprodutos do metabolismo oxidativo em quatro espécies de peixes

capturados.

4 MATERIAL E METODOS
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4.1 Captura dos Animais

Os animais estudados foram provenientes de uma regido do Baixo Sdo Francisco,
préximo a cidade de Porto Real do Colégio, no estado de Alagoas, e a cidade de Propria pelo
lado de Sergipe. As coletas foram realizadas em 2011 com a colaboracdo do Centro de
Referéncia em Aquicultura e Recursos Pesqueiros do Sao Francisco (CERAQUA) da 57
Superintencia Regional (5 S.R.) de Penedo da Companhia de Desenvolvimento dos Vales do
Sdo Francisco e do Parnaiba (CODEVASF).

As especies foram capturadas no Baixo S&o Francisco em locais referenciados, onde
foram determinados geograficamente com GPS (Global Positioning System) dois pontos de
coleta (Mapa 1), levando-se em consideracdo o tipo de ambiente. Foram realizadas 8 coletas,
sendo 4 em cada ponto nos respectivos meses de fevereiro, abril, maio e julho de 2011. Os
peixes foram capturados em redes de espessura com malhas de 3,0; 4,0; 5,0; 6,0; 7,0; 8,0; e
10,00 centimetros entre nos, com 400 malhas de altura e 100 metros de comprimento medio.
As redes foram colocadas nos pontos determinados por volta das 16:00 horas e recolhidas apds
um tempo meédio de 12 horas. Imediatamente apds a captura, os peixes foram armazenados em
sacos platicos contendo oxigenio e levados para o laboratdrio de Bromatologia do CERAQUA
(CODEVASF).

Mapa- Os pontos de coletas no Rio S&o Francisco em vermelho, nas proximidades do Centro
Integrado de Recursos Pesqueiros e Aquicultura do Itiuba (CERAQUA), regido de Porto Real do
Colégio/AL.
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Fonte: Google Earth, 2011.

4.2 Coleta dos Orgaos e Preparo dos Homogenatos

Os animais foram anestesiados com benzocaina 0,01 g/L até a morte para retirada do
figado e do cérebro, os quais foram armazenados em tubos tipo eppendorf e congelados em
freezer. Foram utilizados quantidades de exemplares de piau trés pintas (n=10), pirambeba
(n=11), sarapd (n=11) e traira (n=9). Os o6rgdos de cada exemplar foram analisados
individualmente. Uma amostra de figado foi pesada e homogeneizada em tampéo fosfato de
sddio 0,1 mol. L™* pH 7,4 na proporcdo de 1/10 (massa em g/ volume em mL), sendo
posteriormente centrifugada a 10.000 rpm por 20 minutos a 4 °C. Em seguida, o sobrenadante
foi separado e congelado para as determinac6es das atividades das enzimas catalase e GSH-Px
e a concentracdo de hidroperdxidos, tidis totais e proteinas soltveis. Para a analise da AChE foi
pesada uma massa do tecido do cerebro (200 mg) e homogeneizada em tampao fosfato de sddio
0,1 mol.L'%, pH 7,5 numa proporcéo de 1/3 (massa em g/ volume em mL), sendo em seguida
centrifugada em 10.000 rpm a 4 °C por 10 minutos. O sobrenadante foi armazenado sob

refrigeracdo para as analises da atividade da AChE.

4.3 Analises Enzimaticas

4.3.1 Determinacdo da atividade da AChE
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A atividade da AChE foi determinada pela cinética de formacdao da tiocolina através da
hidrolise do iodeto de acetiltiocolina catalisada pela enzima (ELLMAN et al., 1961). O ensaio
foi conduzido em espectrofotdmetro em comprimento de onda de 412 nm e 37 °C , com 20 pL
de homogenato de cérebro; 1,25 mL de tampé&o fosfato de sddio (0,1 mol.L™ pH 7,5) e 125 uL
de 4cido 5,5’-ditiobis-2-nitrobenzdico (DTNB) (1.10° mol.L?). A mistura reacional continha
DTNB em excesso, 0 qual reage com a tiocolina para formar o cromoéforo correspondente. A
GSH foi utilizada como padrao.

A atividade foi apresentada por U/ mg de proteina, onde U foi determinado como o

aumento da concentracdo de tiocolina em nmol por minuto (nmol.min™).

4.3.2 Andlises das atividades das enzimas antioxidantes

4.3.2.1 Determinagdo da atividade da catalase

A atividade da catalase foi determinada através da decomposicdo do H20., segundo

Aebi (1974). O meio reacional continha 20 puL de homogenato de figado diluido a 10% (v/v) e

980 pL de H20, 0,025 mol.L* em tamp&o fosfato de sddio 0,1 mol.L™* pH 7,4. A reacéo foi

monitorada em espectrofotdbmetro a 240 nm por 50 segundos. Uma curva padréo de H»O: foi
utilizada para o calculo da atividade.

A atividade foi determinada em U/ mg de proteina, onde uma unidade de atividade foi

definida como a quantidade de H202 em pmol decomposto por minuto.

4.3.2.2 Determinacdo da atividade da GSH-Px

A GSH-Px teve sua atividade determinada segundo o procedimento descrito por Hafman
(1974). A GSH foi utilizada como substrato, o qual sofre oxidacdo na presenca de H2O>, onde
a atividade da enzima é obtida pela quantidade de GSH ndo oxidado quantificada ao final da
reacao.

Inicialmente foi preparada uma mistura reacional contendo homogenato do figado (10
uL) (10%), tampéo fosfato de sddio 0,1 mol.L™ pH 7,4 (100 pL), azida de sodio 0,01 mol.L™?
(50 pL), para evitar a decomposicdo do H.0; pela catalase, GSH 2. 10 mol.L? (100 pL) e
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agua (140 pL), totalizando um volume de 400 pL. A mistura foi pré-incubada por cinco
minutos. Em seguida, adicionou-se 100 pL de H20 (1,25.10° mol.L ™) e a mistura foi incubada
em diferentes tempos, 1, 2, 3, 4 e 5 minutos. A reacdo foi paralisada pela adicao de 400 pL de
solucéo de precipitagdo contendo H3PO4 (1,67%), EDTA (0,2%) e saturada com NaCl. Em
seguida a mistura foi centrifugada a 3.000 rpm por 5 minutos. Em 400 pL do sobrenadante
foram adicionados 400 pL de NazHPO4 (0,4 mol.L™) e 200 pL de acido DTNB (1.10° mol.L
1. Ap6s 15 minutos procedeu-se com a leitura em espectrofotometro a 412 nm. A GSH foi
utilizada como padréo.

A atividade da GSH-Px foi expressa em U/ mg de proteina, sendo uma unidade de

atividade igual a um micromol de glutationa oxidada por minuto (umol.min),

4.4 Determinacdo dos Niveis de Hidroperdxidos (HP)

A peroxidacéo lipidica pode ser aferida atraves dos niveis de HP. A oxidag&o do ferro
Il (Fe?*) a ferro 111 (Fe*") em meio &cido foi utilizada para determinar a concentra¢io desses
produtos de lipoperoxidagdo. O Fe** ao ser formado é complexado pelo alaranjado de xilenol,
gerando um complexo que absorve em 560 nm (Wolff, 1994).

Foi preparada uma solucéo (reagente de Fox) contendo alaranjado de xilenol (2,0.10*
mol.L1), sulfato ferroso de aménia (5,0.10* mol.L™Y), BHT (butilato hidroxitolueno) (8,0. 103
mol.L) e HzSO4 (0,025 mol.LY) em 90% de metanol. Para a reagdo foram utilizados o
homogenato de figado (100 uL) e o reagente de Fox (900 pL). O meio reacional foi abrigado
da luz a temperatura ambiente e apds 30 minutos prosseguiu-se com a leitura das amostras em
espectrofotdbmetro a 560 nm.

Os niveis de HP foram expressos em nmol.mg de proteina™.

4.5 Determinacéo dos Niveis de Tiois Totais (TT)

A quantidade de TT foi dosada com base na oxidag¢do dos grupamentos tidis causada
pelo DTNB (Ellman, 1959). Ao homogenato de tecido hepatico (100 pL) foram acrescidos
tampéo fosfato de sodio 0,1 mol.L"* pH 7,5 (800 pL), DTNB 1.10° mol.L* (200 pL) e
incubados por 15 minutos a temperatura ambiente. Em seguida, procedeu-se com a leitura da

mistura a 412 nm. GSH foi utilizada como padrao.
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A concentracdo de tidis totais foi dada como nmol.mg de proteina™.

4.6 Dosagem de Proteina

A concentragéo de proteina no homogenato foi determinada pelo método de Bradford
(1976), que utiliza o corante azul brilhante de coomassie. O meio reacional foi constituido de
50 uL do homogenato de tecido (cerebral e hepatico) e 1,5 mL de Reagente de Bradford. O
método consistiu na reagdo entre o corante e a proteina. No pH da mistura reacional a interacéo
resultante promove o deslocamento do equilibrio do corante para sua forma anionica, a qual
absorve em 595 nm (Zaia et al., 1998). A albumina de soro bovino foi utilizada como padréo
para a construcdo da curva de calibracdo utilizada no célculo para a determinacdo da

concentracdo de proteina.

4.7 Analise Estatistica

O tratamento estatistico dos dados foi realizado utilizando-se andlise de variancia
(ANOVA) com o teste de Student-Newman-Keuls (SNK) adotando um p-valor referencial de
0,05.

5 RESULTADOS

5.1 Peso Médio
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A Tabela 1 apresenta os valores dos pesos médios obtidos para as espécies estudadas.
Os valores médios dos pesos ndo apresentaram grandes diferencas entre as quatro espécies
(Figura 8), sendo o piau trés pintas a que teve o maior peso medio registrado e que mais

apresentou variacdo. A pirambeba apresentou 0 menor valor desse parametro.

Tabela 1- Peso médio (g) dos peixes em estudo. Os valores apresentados sao média * erro padréo
(n = Ep), desvio padrio (o) e coeficiente de variagédo (CV).

PESO (g)
Espécie Mt Ep o Cv
Piau trés pintas 154,79 + 40,99 129,61 83,74
Pirambeba 117,79 £ 12,28 40,73 34,58
Sarap6 135,71 +£12,34 40,93 30,16
Traira 146,67 + 22,47* 63,54 43,32

As diferencas foram consideradas significativas quando P < 0,05. * significativo.

A andlise de variancia mostrou que a traira apresentou diferencas significativas do peso
médio entre os meses de coleta estudados. As demais espécies ndo exibiram esse

comportamento.

Figura 8- VValores médios dos pesos (g) dos peixes analisados.
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5.2 Atividade da AChE
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Entre os valores médios de atividade da AChE encontrados para as quatro espécies

estudadas, o piau trés pintas apresentou atividade de ordem superior as demais espécies, com

média de 203,36 U.mg proteina™. A traira exibiu o menor valor (70,90 U.mg proteina?). Estas

observagdes podem ser verificadas na Tabela 2 e na Figura 9. A atividade da AChE variou

semelhantemente entre as espécies piau trés pintas e traira e entre pirambeba e sarapd, sendo

estas Ultimas as que menos apresentaram variag¢fes desta variavel. A pirambeba foi a espécie

que sofreu mudancas significativas na atividade da AChE entre os meses de estudo.

Tabela 2- Atividade da AChE (U.mg proteina®) no cérebro. Os valores apresentados sdo média +

erro padrio (n = Ep), desvio padrao (o) e coeficiente de variacéo (CV).
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AChE (U.mg proteina™)

Espécie U+ Ep o Cv
Piau trés pintas 203,36 + 22,90 64,76 31,84
Pirambeba 90,31 + 5,45* 15,43 17,08
Sarap6 138,01 £+ 8,61 24,36 17,65
Traira 70,90 + 7,66 21,68 30,57

As diferencas foram consideradas significativas quando P < 0,05. * significativo.

Figura 9- Valores médios da atividade da AChE (U.mg proteina™) no cérebro.
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5.3 Atividade da Catalase

Na tabela 3 estdo apresentados os valores das atividades da catalase no figado de piau
trés pintas, pirambeba, sarap0 e traira. Entre 0os meses de coletas realizadas o piau trés pintas
teve a maior atividade da catalase (825,65 U.mg proteina™) em relagio as demais espécies.
Além disso, o piau trés pintas foi o peixe que mais sofreu variacdo desse parametro durante o
periodo estudado. Pirambeba, sarapd e traira apresentaram variabilidades semelhantes. Este

comportamento também pode ser verificado na Figura 10.

Tabela 3- Atividade da catalase (U.mg proteina™) no figado. Os valores apresentados sdo média +
erro padrio (n = Ep), desvio padrao (o) e coeficiente de variacéo (CV).
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CATALASE (umol.min*t.mg proteina™)

Espécie u+Ep o Cv
Piau trés pintas 825,65 + 145,26** 435,79 52,78
Pirambeba 516,68 + 47,99* 159,16 30,80
Sarap6 425,82 + 47,11 156,25 39,69
Traira 400,96 + 49,66 140,47 35,03

As diferencas foram consideradas significativas quando P < 0,05. * significativo.
**altamente significativo

Na avaliacdo do efeito de més, verificou-se que piau trés pintas e pirambeba
apresentaram diferencas significativas na atividade da catalase entre os meses estudados, sendo

que sarapd e traira ndo tiveram diferencas estatisticas na atividade dessa enzima.

Figura 10- Valores médios da atividade da catalase (U.mg proteina™) no figado.
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5.4 Atividade da GSH-Px

O piau trés pintas exibiu a maior atividade para a GSH-Px entre todas as espécies (Figura
11). A traira apresentou a menor variacdo e o menor valor de atividade média da GSH-Px. A

atividade da GSH-Px apresentou diferencas significativas em piau trés pintas e sarapd.
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Tabela 4- Atividade da GSH-Px (U.mg proteina™) no figado. Os valores apresentados séo média +
erro padréo (U1 £ Ep), desvio padrio (o) e coeficiente de variacao (CV).

GSH-Px (umol.min™.mg proteina™)

Espécie h+Ep o Cv
Piau trés pintas 80,10 £ 13,19* 41,72 52,08
Pirambeba 31,31+2,49 8,25 26,33
Sarap6 24,88 * 3,34** 11,09 44,57
Traira 16,42 £ 1,17 3,32 20,23

As diferencas foram consideradas significativas quando P < 0,05. * significativo.
**altamente significativo

Figura 11- Valores médios da atividade da GSH-Px (U.mg proteina®) no figado.
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5.5 Niveis de HP

A tabela 5 apresenta os valores médios dos niveis de HP no figado das espécies
analisadas. No piau trés pintas foi encontrada concentracdo de HP bastante elevada quando
comparada com os valores obtidos nas demais espécies (Figura 12), sendo 0 peixe que mais
variou o0s niveis desse subproduto ao longo do periodo avaliado. A pirambeba exibiu o menor
nivel de HP no figado. Pirambeba e sarapé apresentaram diferencas significativas destes niveis

entre os meses de coleta.
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Tabela 5- Concentracdo de HP (nmol.mg proteina) no figado. Os valores apresentados sdo média
+ erro padrio (n = Ep), desvio padrao (o) e coeficiente de variacdo (CV).

HP (nmol.mg proteina?)

Espécie HtEp o CVv
Piau trés pintas 14,96 + 3,40 10,77 72,01
Pirambeba 5,36 + 0,49** 1,64 30,61
Sarapo 6,80 + 0,95** 3,0 4411
Traira 7,08 + 0,72 2,04 28,78

As diferencas foram consideradas significativas quando P < 0,05. **altamente significativo

Figura 12- Valores médios da concentracdo de HP hepaticos (nmol.mg proteina).
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5.6 Niveisde TT

Os valores dos niveis de TT exibiram menor variacdo quando comparados aos
distanciamentos verificados entre os valores observados nos dados de atividade das trés enzimas
avaliadas nas quatro espécies. Além disso, as concentracfes desse subproduto do metabolismo

oxidativo ndo apresentaram grandes distanciamentos entre os valores obtidos entre as espécies

estudadas (Figura 13).
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O sarap0 exibiu o maior nivel de TT e a traira 0 menor. Este foi o Gnico pardmetro em
que o piau trés pintas ndo apresentou o maior valor, porém ndo foi muito distante do maior

encontrado, no sarap0. Estas informac6es podem ser mais bem visualizadas na Tabela 6.

Tabela 6- Concentracdo de TT (nmol.mg proteina™) no figado. Os valores apresentados sdo média
* erro padrao (U = Ep), desvio padrio (o) e coeficiente de variacdo (CV).

TIOIS TOTAIS (nmol.mg proteina™)

Espécie u+Ep o Cv
Piau trés pintas 311,87 + 17,44 55,14 17,68
Pirambeba 317,31 + 20,04* 66,46 20,95
Sarap0 343,98 + 20,08 66,60 19,36
Traira 275,52 + 25,02* 70,78 25,69

As diferencas foram consideradas significativas quando P < 0,05. * significativo.

A andlise de variancia apontou que pirambeba e traira apresentaram diferencas

estatisticas dos niveis de TT (Tabela 6).

Figura 13- Valores médios da concentracdo de TT hepaticos (nmol.mg.proteinal).
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Inimeros fatores podem ter contribuido para induzir mudancas nas atividades das
enzimas estudadas e nos niveis de subprodutos do estresse oxidativo avaliados. Fatores como 0
tempo em que 0s animais capturados permaneceram presos nas redes, temperatura da agua,
concentracdo de oxigénio, a presenca e concentracdo de espécies quimicas poluentes, 0 habito
alimentar e o estado de maturacdo dos peixes, entre outros fatores ambientais e fisiologicos,
podem ter contribuido para os elevados indices de variacbes observados nos parametros
analisados.

Com base no indice de relatos na literatura dos efeitos de uma enorme gama de
substancias sobre a atividade da AChE, parece que esta enzima possui sensibilidade a um maior
namero de contaminantes do que as enzimas antioxidantes. Isso pode ter relacdo com a menor
tendéncia de variacdo de atividade apresentada pela AChE quando comparada com as demais
enzimas estudadas, uma vez que 0s peixes de uma determinada espécie seriam mais
semelhantemente afetados pelos xenobidticos presentes na dgua sobre a AChE do que com
relagdo as enzimas antioxidantes.

Ao longo das estacdes do ano, as propriedades fisico-quimicas de um ambiente aquético
podem sofrer significativas variacdes. A diminuicdo do nivel de rios e lagos em periodos de
estiagem, bem como as cheias em periodos chuvosos, alteram as concentracdes das diversas
substancias dissolvidas na dgua. Estas mudancas sdo capazes promover alteraces fisioldgicas
nos peixes, as quais podem depender da concentracdo de xenobidticos na dgua nesses tipos de
ambientes. Devido a isso, € possivel verificar diferencas nos valores de atividade da AChE em
monitoramentos realizados com a enzima em periodos que abrangem diferentes épocas do ano.

Em um ambiente como o rio Sdo Francisco, onde a préatica da agricultura é bastante
comum em suas margens, é provavel que seja possivel a entrada de componentes agricolas
como herbicidas e pesticidas. Foi constatado que um baixo tempo de exposi¢cdo do organismo
a herbicidas é suficiente para alterar significativamente a atividade da AChE em cérebros e
figado de peixe (DE LA TORRE; FERRARI; SALIBIAN, 2002; PINER; UNER, 2012).

Em testes realizados com piau (Leporinus obtusidens) exposto a um herbicida
(clomazone) amplamente utilizado em campos de arroz no sul do Brasil, a AChE apresentou
diminuicdo da atividade em tecidos de quatro 6rgdos analisados, cérebro, musculo, olho e
coracdo (MIRON et al., 2008). Em geral, o tecido do cérebro apresenta maior atividade para a
AChE do que os tecidos de outros 6rgdos (CHUIKO; PODGORNAYA; ZHELNIN, 2003;
CORSl et al., 2003; GLUSCZAK et al., 2006; MIRON et al., 2008; MORAIS et al., 2007).
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Diminuicdo na atividade da AChE cerebral ocorreu com a exposicéo de piau (Leporinus
obtusidens) ao herbicida glifosato, ao contrario do musculo, onde a enzima ndo sofreu
significativas variagcdes na atividade (GLUSCZAK et al., 2006). Piau (Leporinus obtusidens)
exposto ao herbicida 2,4-D (acido 2,4-diclorofenoxiacético) exibiu diminuicdo na atividade da
AChE em tecidos de cérebro e musculo. Na mesma avaliagdo foram encontrados cerca de 60%
de 2,4-D na &gua ap06s a exposi¢do dos animais, relacionando, assim, a diminuicdo da atividade
enzimatica com a presenca do herbicida ou seus metabolitos na agua (FONSECA et al., 2008).

Um trabalho realizado com duas espécies de peixe (Cyprinus carpio e Cnesterodon
decemmaculatus) no rio Reconquista, um dos cursos de &gua mais poluidos da Argentina,
revelou diminuicdo da atividade da AChE em ceérebros de duas amostras de animais, uma
confinada no rio e outra constituida de peixes capturados, comparadas a um controle
experimental testado. O perfil fisico-quimico da &gua mostrou que o local estudado era um sitio
poluido, revelando a presenca de alguns metais pesados em elevadas concentracdes (DE LA
TORRE; FERRARI; SALIBIAN, 2002).

A atividade de AChE cerebral em pirarucu (Arapaima gigas), cobia (Rachycentron
canadum) e tilapia (Oreochromis niloticus), manteve-se inalterada na faixa de pH entre 7,5 e
8,0, considerada como ideal para as condi¢des do trabalho, apresentando redugdo em pH
superior a 8,5 (ASSIS et al., 2012). Isto mostra que o potencial hidrogeniénico da dgua exerce
forte influéncia sobre esse parametro fisiologico.

O piau trés pintas apresentou os maiores valores de atividade para a catalase nos
periodos de coleta (Tabela 3). Os Gltimos meses de coleta estdo compreendidos em um periodo
chuvoso da regido, logo, essa resposta pode estar relacionada com as cheias do Rio S&o
Francisco no estado de Alagoas que, além de dissolver componentes de agrotdxicos presentes
em solos nas proximidades do rio, resultantes de praticas agricolas desenvolvidas as margens,
também pode condiciona a entrada de muitos outros materiais. Tais contaminantes podem
induzir o estresse oxidativo, o qual pode ser evidenciado por alteracdes nas atividades de
enzimas antioxidantes, como a catalase, SOD e GSH-Px.

Foi constatado por Mirion et al. (2008) que a catalase hepatica em piau (Leporinus
obtusidens) sofreu reducdo em sua atividade quando exposta ao herbicida clomazone. Morais
et al. (2007) testando o herbicida clomazone e propanil em piau (Leporinus obtusidens) e
verificou 0 aumento da atividade da catalase ap0s a exposi¢do. Monteiro (2011) avaliando os

efeitos da contaminacdo alimentar por mercurio sobre biomarcadores do estresse oxidativo em
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trairas (Hoplias malabaricus), observou um aumento de 285 % na atividade da catalase no
figado e de 51 % no musculo.

Trabalho conduzido por Amado et al. (2006) com curvinas (Micropogonias furnieri) de
dois sitios do estuario da lagoa de Patos, no sul do Brasil, um poluido e outro ndo afetado por
poluicdo, mostraram que a catalase exibiu diferengas de atividade entre duas estagdes do ano.
Em coletas realizadas no inverno na regido ndo poluida da lagoa, a enzima apresentou valor de
atividade inferior (40,0 + 4,5 pmol.min*. proteina™) ao encontrado no verdo do mesmo ano
(90,8 + 13,2 umol.min. proteina*). Curvinas do local poluido mostraram atividade da catalase
significativamente mais elevada no verdo (130,0 + 12,0 umol.min™. proteina) do que as
coletadas no inverno (40,5 + 4.0 pmol.min. proteina™).

Semelhantemente a atividade da catalase do piau trés pintas, a atividade da GSH-Px foi
maior nessa espécie (Tabela 4). Ambas as enzimas atuam na degradacdo de H,O> convertendo-
0 em &gua e oxigénio molecular. Isto faz parte de um mecanismo de desintoxicacéo da célula
que visa protegé-la dos efeitos nocivos causados pela producdo excessiva de H20»
(BAGNYUKOVA et al, 2005).

A catalase compete com a glutationa peroxidase na desintoxicacédo celular de peréxido
de hidrogénio (VALKO et al., 2007).. Neste caso, provavelmente a elevada atividade da GSH-
Px do piau trés pintas entre as quatro espécies pode ser um indicativo de elevadas quantidades
de H202 produzido, o que justificaria também a alta atividade da catalase na mesma espécie.
Elevada atividade da GSH-Px pode esta relacionada com um importante desempenho da espécie
em destruir o H2O> produzido como resultado de flutuagdes na concentracdo do oxigénio
dissolvido e consumo de nutrientes (CUNHA BASTOS et al, 2007).

Monteiro (2011), estudando os efeitos da contaminacdo alimentar e sub-cronica por
mercurio inorganico em trairas, registrou aumento na atividade da GSH-Px no figado (30%) e
no musculo branco (180%). Também foi constatado que o mercurio induziu um desequilibrio
entre a producdo de EROs e a atividade do mecanismo de defesa antioxidante do organismo,
levando, consequentemente, a formagéo de lesdes oxidativas. O mesmo autor, avaliando os
efeitos da exposicdo de matrinxd (Brycon amazonicus) ao cloreto de mercdrio verificou um
aumento na atividade da GSH-Px de 23% no figado, 33% nas branquias e 35 % no musculo
branco.

Um aumento significativo na atividade da GSH-Px foi verificado em trairas expostas a
saxitoxina, uma neurotoxina solivel em agua que pode ser produzida por cianobactérias,
mostrando que a via antioxidante foi estimulada (SILVA DE ASSIS et al., 2013). Em outra



50

avaliacdo com a mesma espécie, Da Silva et al. (2011), observaram diminuig&o na atividade da
GSH-Px exposta a saxitoxina.

A atividade da GSH-Px em figado de Killifish (Fundulus heteroclitus) apresentou
aumento com a elevacéo da temperatura de aclimatacdo, provavelmente devido ao aumento do
metabolismo associado a elevacao da temperatura, indicando que a temperatura pode induzir a
producdo de EROs (LEGGATT et al., 2007).

Diante do exposto, evidencia-se que 0 monitoramento de enzimas do estresse oxidativo
e da AChE pode ser um potente sinalizador do meio aquatico e das condi¢fes de saude dos
animais.

O fato de os maiores niveis de HP serem registrados no piau trés pintas pode ter alguma
relacdo com a enzima antioxidante GSH-Px. O piau trés pintas, apresentou a maior atividade
para esta enzima (Tabela 4). Isto coincidiu com a observacéo verificada na anéalise dos niveis
de HP, que também exibiram este comportamento (Tabela 5). As atividades da GSH-Px e da
catalase estdo intimamente relacionadas com a producgéo de HP (VALKO et al., 2007). A GSH-
Px também utiliza H2O> e perdxidos organicos como substratos, decompondo-0s em agua e
alcool, respectivamente, e a0 mesmo tempo oxidando GSH. Os hidroperdxidos de lipideos
formados no processo de peroxidacdo lipidica sdo degradados pela GSH-Px na presenca de
GSH (Figura 6) (VALKO et al., 2007). Logo, altos niveis desses HP podem implicar no
aumento da atividade da GSH-Px.

Aumento nos niveis de HP foi registrado em hepatocitos de traira (Hoplias malabaricus)
exposta a alguns poluentes, dentre eles o DDT (dicloro-difenil-tricloroetano).
Concomitantemente a esta observacgdo verificou-se 0 aumento na producdo de H.O2 no figado
(FILIPAK NETO, 2008). O H202 ¢ uma ERO que pode esta relacionada com a producéo de
HP. Os radicais *OH podem ser produzidos na presenca de ferro pela reacdo de Fenton (Reagado
1), os quais passam a reagir com diversas biomoléculas (HALLIWELL; GUTTERIDGET,
1986; VALKO; MORRIS; CRONIN, 2005). Os ataques aos lipideos promovidos por esta ERO
levam a formag&o dos HP de lipideo (VALKO; MORRIS; CRONIN, 2005).

Curvinas (Micropogonias furnieri) de um sitio ndo poluido da lagoa de Patos, no sul do
Brasil, apresentaram maior teor significativo de HP de lipideos hepético no verdo do que as
coletadas no inverno do mesmo local. Em uma avaliagdo simultanea, curvinas de um sitio
poluido da mesma lagoa ndo exibiram diferencas significativas nos niveis de HP de lipideos

entre 0s animais capturados no verdo e inverno. Diferencas entre os dois sitios foram
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encontradas apenas no verao, quando na area ndo poluida foram registrados os maiores niveis
de HP (AMADO et al., 2006).

Tagliari et al (2004) registraram niveis significativamente maiores de TBARS no figado
de animais capturados em uma area poluida de uma lago afetado por contaminacéo industrial,
urbana e agricola, quando comparados aos obtidos de animais do local de referéncia.

Da Silva et al. (2011) verificaram aumento nos niveis de HP em traira (Hoplias
malabaricus) exposta a saxitoxinas, sugerindo o comprometimento da integridade da
membrana celular apos a exposicdo. Semelhantemente, Silva de Assis et al. (2013) avaliou o
processo de peroxidacéo lipidica pela concentragdo de HP de lipideo no figado de traira causada
pela exposicédo a saxitoxinas. O autor constatou a ocorréncia desse processo oxidativo no tecido
hepatico, sugerindo que saxitoxinas podem causar danos a membrana do figado.

Trabalho realizado por Sampaio et al. (2012) mostrou que a exposi¢do ao cobre sob
condigdes de hipercambia induziu estresse oxidativo em pacu (Piaractus mesopotamicus), e
que a utilizagcdo de biomarcadores como enzimas antioxidantes e a concentracdo de HP esta
condicionado as condic¢des fisico-quimicas da agua.

A formacéo elevada de produtos de HP é um indicativo da ocorréncia do processo de
peroxidacdo lipidica, o qual pode ser induzido pela presenca de xenobidticos na &gua
(FERREIRA et al., 2010). Estudos anteriores tém revelado que o indice de estresse oxidativo
causado por xenobi6ticos depende do tipo de poluente avaliado e do tecido efetado (STARA et
a.l, 2013).

Variacdes da temperatura da agua podem alterar o metabolismo redox dos peixes
resultando em alteracdes nas concentracGes de indicadores bioquimicos do estresse oxidativo
(BAGNYUKOVA et al., 2007; LEGGATT et al., 2007). Tecido hepéatico e muscular de
Platichthys stellatus apresentou reducéo na concentracdo de tidis apos exposi¢do ao calor por
6 e 12 horas, respectivamente, sendo que no musculo, o contetdo de tidis caiu dramaticamente
até ndo ser mais possivel sua deteccdo (BAGNYUKOVA et al., 2007). Lushchak e Bagnyukova
(2006) estudando os efeitos do aumento da temperatura sobre o indice de estresse oxidativo em
quatro tecidos de kinguio (Carassius auratus) constataram aumento das concentracdes de tiois
de baixo peso molecular no cérebro, rim e musculo, sendo que os tecidos hepéatico e muscular
foram os Unicos a apresentar aumento dos niveis de tiois de elevado peso molecular
(LUSHCHAK; BAGNYUKOVA, 2006). Tensbes causadas por deltametrina e estresse
induzido por elevacdo da temperatura alteraram significativamente o conteddo de GSH em
Channa punctata (KAUR et al., 2011).
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A concentracgdo de tidis de baixo peso molecular sofreu diminuicdo em tecido cerebral,
muscular e hepético de Perccottus glenii submetidos a baixa concentracdo de oxigénio. O
cérebro ndo apresentou alteracdo significativa nos niveis de tiois proteicos. Com relacdo ao
figado e musculo, em ambos os tecidos os niveis de tidis proteicos foram significativamente
reduzidos pela hipoxia (LUSHCHAK ; BAGNYUKOVA, 2007).

O nivel de tidis pode ser afetado pela acdo de xenobidticos sobre o organismo do animal.
Tidis biologicamente ativos sdo caracterizados pela presenca de residuos sulfidrilos. Ha relatos
de que o grupo funcional sulfidrila apresenta um importante papel no processo de
desintoxicacdo do organismo causada por xenobidticos (DUH et al., 2009).

A exposicdo de kinguio (Carassius auratus) ao cobalto (Co?*) elevou o contetido de
tidis em proteinas nas branquias e no baco do animal. Nas branquias, a exposi¢éo induziu um
aumento de 71% dos niveis de tiois em relacdo ao controle experimental, ao passo que no baco
este contetdo foi mais fortemente afetado pelo cobalto, onde aumentos desta ordem foram
registrados com exposicdo a concentracfes mais baixas do metal testado (KUBRAK et al.,
2012).

A atuacdo dos tidis como agente redutor constitui o papel bioldégico mais importante
dessas espécies quimicas em sistemas celulares. Um exemplo desta funcdo consiste na
participacdo dos tidis bioldgicos em processos de desintoxicacdo celular, regulando o estado
redox intracelular para proteger a célula contra a acdo de xenobi6ticos tdxicos (DUH et al.,
2009). Porém, as determinacdes individuais de parametros bioquimicos ndo sdo suficientes para
avaliar a influéncia de fatores ambientais sobre o metabolismo de xenobiéticos (BAGNASCO
etal., 1991).

7 CONCLUSOES

As enzimas antioxidantes catalase e GSH-Px exibiram mudancas em suas atividades

entre 0s meses estudados para as quatro espécies, sendo piau trés pintas a que apresentou 0s



53

maiores valores para ambas as enzimas. Logo, este comportamento ao longo do periodo de
estudo tendeu a apontar caracteristicas potenciais dessas enzimas como indicadores
bioquimicos ambientais.

Os niveis dos subprodutos do metabolismo oxidativo avaliados, TT e HP, registrados
para as quatro espécies, apresentaram mudancas entre 0os meses de coleta. Os niveis de tiois
totais apresentaram a menor variagdo entre todos os parametros avaliados em todas as espécies
estudadas, incluindo as enzimas analisadas.

Com base nos resultados obtidos, concluiu-se que a atividade da AChE cerebral sofreu
alteracOes ao longo dos meses de estudos e apresentou diferentes tendéncias entre as espécies
estudadas. O piau trés pintas foi a espécie que apresentou 0s maiores valores de atividade para

esta enzima.
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