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RESUMO

Os queldnios estdo entre os grupos de vertebrados com maior risco de extingdo, sendo
as principais ameacas para as populacoes, a degradagéo e poluicdo ambiental. A espécie
Phrynops geoffroanus, popularmente conhecida como “Cagado-de-Barbelas”, tem se
proliferado em ambiente poluido, sujeita a condi¢Ges adversas que podem influenciar
nos seus habitos de vida e condicdes fisioldgicas. Estudos que monitorem os efeitos da
contaminacdo ambiental sdo fundamentais para o conhecimento da biologia da espécie e
delineamento de estratégias de conservacao efetivas. Deste modo, as analises dos
parametros hematolégicos e bioquimicos mostram-se importantes na avaliacdo da salde
de animais silvestres e riscos para o animal e ecossistema. O objetivo do trabalho foi
verificar a influéncia do ambiente na fisiologia de uma populagdo de Phrynops
geoffroanus por meio da avaliacdo da capacidade antioxidante e respostas aos
estressores ambientais, em comparacdo com espécimes de local sob condi¢tes
controladas. Foram avaliadas, por meio do hemograma completo, dosagem de espécies
reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS), ensaio da capacidade antioxidante em
equivaléncia ao Trolox (TEAC) e atividades das enzimas antioxidantes catalase e
glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PDH), amostras sanguineas de sessenta especimes,
sendo trinta provenientes do corrego Felicidade, ambiente poluido, no perimetro urbano
de Séo José do Rio Preto-SP; e trinta do criatorio “Reginaldo Uvo Leone”, Tabapui-SP,
local sob condicGes controladas, cujas amostras constituem o grupo controle dos
experimentos. Houve grande variacdo nos parametros hematoldgicos de Phrynops
geoffroanus de ambiente urbano. Os valores de gldbulos vermelhos e hemoglobina
foram significantemente menores que os observados em animais do criatorio (p =
0,0004; p = 0,0371, respectivamente). Houve aumento significante de trombdcitos (p <
0,0001) e leucocitos (p < 0,0001) para os especimes do corrego Felicidade. Os valores
do indice de estresse foram similares entre os dois grupos (p = 0,4077). A dosagem de
TBARS mostrou o potencial citotoxico dos compostos presentes no ambiente urbano,
cujos animais apresentaram elevados niveis de peroxidag&o lipidica (p < 0,0001), apesar
de demonstrarem uma resposta aos danos ambientais com aumento da capacidade
antioxidante, verificada pelo ensaio TEAC (p = 0,0207). A reducdo na atividade da
enzima catalase observada nos individuos do ambiente (p = 0,000184) pode ser devido a
presenca de compostos inibitérios; por outro lado, a atividade da enzima G6PDH foi
elevada (p = 0,002962), atuando na geracdo de NADPH, que ¢ utilizada em varias vias
de detoxificacdo de compostos quimicos. Assim, concluimos que a contaminagdo
ambiental pode aumentar os danos oxidativos e gerar alteracdes fisiologicas na espécie
em estudo. Esses dados sdo de grande utilidade para a conservacdo da espécie e dos
quelbnios em geral e, confirmam o uso dessas técnicas no monitoramento das regides
naturais e a adequacdo de Phrynops geoffroanus como um bioindicador de
contaminacao ambiental.

Palavras chave: Hematologia, ecotoxicologia, peroxidacdo lipidica, defesas
antioxidantes, Phrynops geoffroanus.



ABSTRACT

The turtles are among the most endangered vertebrates groups, and the main threats to
populations are the environmental pollution and degradation. The species Phrynops
geoffroanus, popularly known as "Geoffroy's side-necked turtle”, has proliferated in
polluted environments, subject to adverse conditions that could influence their living
habits and physiological conditions. Studies that monitor the effects of environmental
pollution are the key to understand the species biology and design effective
conservation strategies. Thus, the analysis of hematological and biochemical parameters
showed to be important in assessing the health of wild animals and for the animal and
ecosystem risks. This work aimed to assess the environmental influence on the
physiology of a Phrynops geoffroanus population through the evaluation of antioxidant
status and responses to environmental stressors, compared to specimens from a place
under controlled conditions. They were evaluated by hemogram, measuring
thiobarbituric acid reactive species assay (TBARS), Trolox-equivalent antioxidant
capacity evaluation (TEAC) and the activities of antioxidant enzymes, catalase and
glucose-6-phosphate dehydrogenase (G6PDH), blood samples of sixty specimens, thirty
from the Felicidade stream, polluted environment, within the Sdo José do Rio Preto city,
and thirty from the "Reginaldo Uvo Leone" breeding farm, Tabapud-SP, place under
controlled conditions, whose samples constitute the control group of the experiments.
There was a wide variation in hematological parameters of Phrynops geoffroanus from
the urban environment. The red blood cells and hemoglobin values were significantly
less than those observed in animals from breeding farm (p = 0.0004; p = 0.0371,
respectively). There was significant increase of thrombocytes (p < 0.0001) and
leukocytes (p < 0.0001) to the animals from the Felicidade stream. The stress index
values were similar between the two groups (p = 0.4077). The TBARS levels showed
the cytotoxic potential of compounds in the urban environment, whose animals had
elevated levels of lipid peroxidation (p <0.0001), despite showing a response to
environmental damages with increase of antioxidant capacity, verified by TEAC assay
(p = 0.0207). The reduction of the catalase enzyme activity noticed in individuals from
the environment (p = 0.000184) could be by presence of inhibitory compounds; on the
other hand, the activity of the GGBPDH enzyme was higher (p = 0.002962), acting in the
NADPH generation, which is used in several pathways of chemical compounds
detoxification. We concluded that environmental contamination can increase oxidative
damages and generate physiological changes in this species. These data are very useful
for the conservation of species and of turtles in general, and confirm the use of these
techniques for monitoring of natural regions and the adequation of Phrynops
geoffroanus as an environmental contamination bioindicator.

Key words: Hematology, ecotoxicology, lipid peroxidation, antioxidant defenses,
Phrynops geoffroanus.
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1. INTRODUCAO

1.1. Caracteristicas gerais da espécie

A Classe Reptilia foi a primeira cujos animais se adaptaram
completamente para habitarem o ambiente terrestre, porém, tem sofrido significativa
reducdo no nimero de espécies no decorrer da sua histdria evolutiva sendo que, das
16 ordens existentes no passado, apenas quatro possuem representantes na atualidade.
Essas quatro ordens se definem atualmente em: Testudines (jabutis, cdgados e
tartarugas), Crocodilia (jacarés, aligatores, crocodilos e gaviais), Squamata
(serpentes, lagartos e anfisbenas) e Rhynchocephalia (com duas espécies de tuataras),
totalizando mais de 8.700 espécies (GARCIA-NAVARRO; PACHALY, 1994;
STORER et al., 2000; GOULART, 2004; RIDLEY, 2006; SHAFTER, 2009).

Atualmente, o Brasil ocupa a segunda colocagdo na relacdo de
paises com maior riqueza de espécies de repteis, possui aproximadamente 721
espécies naturalmente ocorrentes e se reproduzindo, sendo cerca de seis espécies de
jacarés, 67 anfisbenas, 241 lagartos, 371 serpentes e 36 quelénios. Porém, ainda ha
poucas informacdes a respeito desses animais (BERNILS, 2010).

A ordem Testudines apresenta aproximadamente 328 espécies
conhecidas no mundo atualmente (TURTLE TAXONOMIC WORKING GROUP, 2010).
Possui caracteristicas evolucionérias peculiares, resultantes de milhdes de anos de
evolugdo e adaptacdes, conforme as dificuldades impostas pela natureza; porém, ha
poucos estudos sobre seus exemplares, principalmente quanto ao perfil hematologico
e bioguimico (GARCIA-NAVARRO; PACHALY, 1994; STORER et al., 2000).
Aproximadamente 20% das espécies de queldnios do mundo ocorrem na Ameérica do
Sul, com representantes de oito familias. Dessas, a familia Chelidae € a mais
diversificada, contando com 23 espécies, das quais 20 ocorrem no Brasil (SOUZA,
2004; BERNILS, 2010).
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A espécie Phrynops geoffroanus, popularmente conhecida como
“Cagado-de-Barbelas”, pertence a ordem Testudines, subordem Pleurodira, familia
Chelidae. Foi descrita pela primeira vez por Schweigger em 1812, e apresenta ampla
distribuicdo em &reas tropicais e temperadas da América do Sul. No Brasil, Phrynops
geoffroanus estd distribuida em quase todo territério, nas bacias do rio Parang,
Amazonas e Sdo Francisco. O animal pode ser influenciado pelas alteragdes
ambientais, principalmente pelas condi¢Ges da &gua em que habita, cujos compostos
estdo em contato direto com suas superficies corpdreas, podendo alterar sua fisiologia
(PRITCHARD; TREBBAU, 1984; ERNEST; BARBOUR, 1989; GOULART, 2004;
SOUZA, 2004).

Possui carapaca achatada e larga, que oferece pequena resisténcia
ao deslocamento na agua, com coloracdo uniforme, marrom ou cinza esverdeada, e
plastrdo com entalhe anal e coloracdo vermelho/rosada com manchas pretas
irregulares. A cabeca € grande e achatada e os olhos sdo grandes e desenvolvidos,
localizados dorso-lateralmente e recobertos por péalpebras. As caracteristicas
proeminentes dessa espécie sdo uma linha preta e larga que se estende
longitudinalmente pelo olho, e um par de barbelas na mandibula com a extremidade
preta. Os membros, acinzentados, tém patas palmadas com garras e membranas
interdigitais, para facilitar a locomocdo, copula e procura por alimentos
(PRITCHARD; TREBBAU, 1984; ERNEST; BARBOUR, 1989; GOULART, 2004).
S&o animais de porte pequeno, com machos medindo cerca de 21 cm e as fémeas 35
cm. Além da diferenca em tamanho, 0 macho possui pequena concavidade no
plastrdo e cauda mais longa e robusta, com abertura cloacal na por¢do médio-distal; ja
a fémea possui cauda menor e abertura cloacal que ndo ultrapassa o rebordo da
carapaca (Figura 1) (PRITCHARD; TREBBAU, 1984).

A espécie Phrynops geoffroanus tem habitos diurnos, é onivora,
mas entre 0s principais recursos alimentares destacam-se muitos itens de origem
animal, incluindo pequenos peixes, moluscos, minhocas, insetos e matéria organica

de origem animal em decomposi¢do. Porém, em locais degradados pela presenca
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humana, se alimentam de esgoto doméstico. Muito provavelmente esses animais sao
oportunistas, aproveitando-se da disponibilidade local de alimento (PRITCHARD;
TREBBAU, 1984; SOUZA, 2004).

Figura 1. A — Visdo geral de um espécime de Phrynops geoffroanus. B — Visdo dos animais em
decubito dorsal, considerando as diferencas entre machos e fémeas. C — Detalhe do dimorfismo sexual
feminino. D — Detalhe do dimorfismo sexual masculino. @ - Fémea. & - Macho. Fotos obtidas em
camera digital por Zago (2007).

1.2. Hematologia de queldnios

A determinagdo do estado de salde de animais silvestres € baseada
no exame fisico, e em valores hematoldgicos e bioquimicos. Os exames laboratoriais
sd0 métodos Uteis para diagnosticar e prevenir doencas, e também indicar a qualidade
ambiental, uma vez que a satude do meio ambiente influencia na biologia e ecologia
dos organismos que nele vivem (ALMOSNY; MONTEIRO, 2007; FALCE, 2009).

Assim, os estudos que combinam dados laboratoriais e inferéncias fisioldgicas tém
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fundamental importancia para obtencdo de pardmetros sobre a biologia da espécie e,
sua utilizacdo como ferramenta diagnostica para manejo adequado e preservacao.
Estes estudos sdo ainda mais importantes em répteis, cuja manutencéo e regulacdo da
temperatura corporea e atividades metabolicas estdo relacionadas a variagdo
ambiental (GOULART, 2004; MACHADO et al., 2006).

O sistema sanguineo tem importancia no transporte de gases,
nutrientes e residuos metabdlicos; e também na protecdo contra agentes invasores,
refletindo varias caracteristicas fisioldgicas do animal (TROIANO; SILVA, 1998). O
hemograma pode ser usado para detectar condi¢cbes como anemia, doencas
inflamatorias, parasitemias, distirbios hematopoiéticos e alteracdes hemostaticas. A
hematologia também é importante para avaliar a resposta dos animais a doencas e
tratamentos (CAMPBELL, 2004; FALCE, 2009).

Os queldnios possuem eritrécitos e leucécitos nucleados, alem dos
elementos envolvidos no processo de coagulacdo, que sdo células nucleadas
chamadas trombocitos (ALMOSNY; MONTEIRO, 2007; FALCE, 2009). A
producdo das células vermelhas esta dividida entre o bago e a medula 6ssea, tendo o
figado como sitio hematopoiético secundario (STACY; WHITAKER, 2000;
GOULART, 2004). Os eritrocitos sdo células normalmente grandes e numerosas,
com formato ovoide ou eliptico. Sdo consideradas carreadoras de oxigénio, devido ao
citoplasma rico em hemoglobinas, e possuem um ou, raramente, dois nucleos
irregulares com cromatina nuclear espessa e densamente granular. Por serem
nucleadas, essas células podem realizar mitoses no sangue circulante e tém vida util
mais longa que os eritrocitos de mamiferos (GARCIA-NAVARRO; PACHALY,
1994; GOULART, 2004; MIYAMOTO; VIDAL; MELLO, 2005; PITOL et al., 2008;
ZAGO etal., 2010).

Os trombdcitos sdo células elipticas, menores que o0s eritrocitos,
com citoplasma escasso e finamente granular e nucleo basofilico de formato eliptico,
com padrdo de cromatina denso. S&o originados a partir de tromboblastos e

desempenham multiplas fungdes importantes nos repteis, atuando na inflamagéo,
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promovendo a fagocitose, e com agdo no processo de coagulacdo e de agregacdo
(GARCIA-NAVARRO; PACHALY, 1994; GOULART, 2004; MIYAMOTO;
VIDAL; MELLO, 2005; PITOL et al., 2008; FALCE, 2009; ZAGO et al., 2010).

As celulas brancas, responsaveis pelos mecanismos de defesa,
apresentam classificagdo controversa em répteis, pois critérios variados sdo utilizados
para categorizar celulas ou linhagens celulares (PITOL et al., 2008). Os globulos
brancos presentes no sangue periférico de queldnios sao classificados em: mondcitos,
linfocitos, neutrofilos, heterdfilos, eosindfilos, basofilos e azurdfilos. E importante
ressaltar a baixa quantidade de neutrofilos e o aumento dos eosinofilos e basofilos
circulantes, quando comparadas aos outros animais, além da presenca de heterdéfilos e
azurdfilos, encontrados apenas em répteis e aves (GOULART, 2004; FALCE, 2009;
ZAGO et al., 2010).

Os mondcitos sdo células grandes, com o nulcleo denteado ou
curvado e cromatina condensada, requisitados no combate a doengas infecciosas de
origem bacterianas e infecgdes cronicas. Sua contagem total varia de 3% até 20% do
total de leucdcitos de queldnios. Os linfocitos sdo células menores que 0os mondcitos,
com nuacleo grande, arredondado e citoplasma ligeiramente basofilico. Estdo
presentes na resposta imune mediante quadro de infeccéo viral, podendo variar entre
15% e 40% do total de leucdcitos, dependendo das condi¢des ambientais e,
principalmente, climaticas (GARCIA-NAVARRO; PACHALY, 1994; CANFIELD,
1998; GOULART, 2004; ZAGO et al., 2010).

Os neutrdfilos ndo possuem o ndcleo segmentado como nos
mamiferos, e o citoplasma apresenta cadeias fibrilares e granulacfes. Respondem as
infeccBes bacterianas e sua contagem pode variar entre as espécies de 0,5% a 10% do
total de leucdcitos. Os heterdfilos sdo acidofilos com granulagdes citoplasmaticas na
forma de granulos alongados ou bastBes e nucleo periférico, lobado ou bilobado.
Estdo presentes no combate a infeccOes bacterianas, com funcdo semelhante aos
neutrofilos, sendo considerado por muitos autores como o neutrofilo de répteis,

porém, sdo claramente diferenciados por microscopia de luz e eletrbnica, e
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representam 20% a 40% da contagem geral dos leucdcitos (GARCIA-NAVARRO;
PACHALY, 1994; CANFIELD, 1998; GOULART, 2004; PITOL et al., 2008; ZAGO
et al., 2010).

Os eosinofilos séo acidofilos de formato esférico, com um nucleo
periférico simples ou lobulado, e citoplasma preenchido com granulos ovais. Essas
ceélulas representam de 7% a 20% da contagem total de leucocitos e sdo encontradas
em proporcbes elevadas nas infecgdes parasitiarias (GARCIA-NAVARRO;
PACHALY, 1994; CANFIELD, 1998; PITOL et al., 2008; ZAGO et al., 2010). O
relato da presencga da enzima fosfatase acida no citoplasma de eosindfilos sugere que
estes sdo ricos em lisossomos e vacuolos secretores, fato relacionado a sua
mobilizacdo como célula de defesa (SILVA; AZEREDO-OLIVEIRA; BONINI-
DOMINGOS, 2011).

Os basofilos apresentam conformacgdo esférica, com nucleo
segmentado e granulos esféricos no citoplasma. A presenca da enzima peroxidase nos
basofilos de Phrynops geoffroanus, que representam de 10% a 25% do total de
leucocitos de quelbnios e possuem grande nimero de granulagdes citoplasmaticas,
sugere a existéncia de grande guantidade de enzimas e organelas como lisossomos e
peroxissomos, possivelmente associadas a sua participacdo em reagGes imunes
(GARCIA-NAVARRO; PACHALY, 1994; CANFIELD, 1998; PITOL et al., 2008;
SILVA; AZEREDO-OLIVEIRA; BONINI-DOMINGOS, 2010; ZAGO et al., 2010).

Outras células encontradas nos répteis sdo os azurdfilos, que
possuem formato irregular, nucleo e citoplasma basofilicos e representam 2% a 5%
da contagem total de leucdcitos (CANFIELD, 1998; ZAGO et al., 2010). Este tipo
leucocitario pode apresentar alteracdes no tamanho celular, devido a variacdo na
quantidade de vesiculas e granulacfes citoplasmaticas (SILVA, W. et al., 2009). A
definicdo acerca da natureza do azurodfilo e sua funcdo é ainda imprecisa, mas ha
relatos da sua participacdo em respostas inflamatérias e no combate a infeccdes,
sendo as doencas granulomatosas cronicas consideradas a principal causa de
azurofilia em répteis (ROSSKOPF, 2000; SILVA, W. et al., 2009).
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1.3. As influéncias antropicas sobre as espécies de répteis

Queldnios sdo animais de vida longa; no entanto, apresentam baixa
taxa de reposicdo de individuos na populacdo, pois possuem lentas taxas de
crescimento e longos periodos para alcancarem a maturidade sexual. Espécies com
estas caracteristicas e historia de vida sdo mais suscetiveis as pressdes antropicas e
risco de extincdo (POUGH; JANIS; HEISER, 2005). Aproximadamente 47,6% das
espécies de queldnios estdo nas mais altas categorias de risco (extintas, extintas na
natureza, criticamente ameacadas ou vulneraveis), e muitas outras espécies que ainda
ndo foram avaliadas também podem estar sob séria ameaca. Dentre todos 0s grupos
de vertebrados, os queldnios s&o os mais ameagados de extin¢do e apresentam um
status preocupante de conservagao, o que coloca 0 grupo no topo da “Lista Vermelha”
da International Union for the Conservation of Nature (IUCN) (TURTLE TAXONOMIC
WORKING GROUP, 2010).

Os padrdes de atividade dos queldnios, em geral, estdo intimamente
associados as condicOes climaticas. VariacGes sazonais afetam a morfologia e funcéo
do sistema imune de vertebrados ectotérmicos, especialmente dos répteis.
Temperatura, fotoperiodo, estressores ambientais, fatores quimicos e
comportamentais modificam a reatividade imune e a fisiologia, afetando os
parametros hematologicos. Além disso, fatores nutricionais e habitagdo modificam a
imunoreatividade reptiliana (SOUZA, 2004; PITOL et al., 2008).

Espécies de répteis apresentam declinio populacional numa escala
global, sendo as principais ameacas para as populacdes, a degradagdo e poluigédo
ambiental, introducdo de espécies exdticas, doencas, uso insustentavel do ambiente e
mudangas climaticas. Mudangas nas condigdes térmicas proximas aos ninhos podem
resultar em desvios da razdo sexual, o que constitui uma ameaca por si SO
(RODRIGUES, 2005; GENOY-PUERTO, 2008; POLETTA et al., 2008).

Um dos mais graves problemas da ocupagdo humana, tanto a nivel

mundial como no Brasil, é a falta de sistemas eficientes de tratamento de esgoto
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(GALINDO; MOREIRA, 2009). Por conta da expansdo das fronteiras agricolas
durante os ultimos anos, muitas areas de distribuicdo geografica das espécies se
sobrepbem com as regibes de agricultura intensiva e estas populacGes sao
prejudicadas pela perda, destruicdo e poluicdo do habitat, em favor da producdo. A
contaminacdo quimica do meio ambiente, incluindo os efeitos de longo prazo e
exposicdo cronica dos organismos, tém resultado no declinio ou desaparecimento de
muitas populacdes. O uso excessivo de fertilizantes, pesticidas e outros agroquimicos
permanece como pratica comum, especialmente em regides tropicais, podendo afetar
significativamente varias espécies de répteis, principalmente as aquaticas. Residuos
de pesticidas podem persistir em solos, e atingir os corpos de agua, sendo
transportados pela chuva (RODRIGUES, 2005; GARBELLINI; ULIANA, 2007;
KAUR; SANDHU, 2008; POLETTA et al., 2008).

1.4. Estresse Oxidativo

Os radicais livres sdo atomos ou moléculas que contém ndmero
impar de elétrons em sua Ultima camada eletrdnica, resultando no ndo-
emparelhamento dos mesmos, o que confere a eles alta reatividade. Porém, algumas
moléculas reativas ndo apresentam elétrons desemparelhados em sua ultima camada,
ndo podendo ser designadas como radicais livres. Deste modo, usa-se 0 termo
espécies reativas por ser mais geral e abranger ambos os casos. Dentre as inimeras
espécies reativas, as derivadas do oxigénio se destacam em processos bioldgicos,
como peroxido de hidrogénio (H,0,), oxigénio singlete (*O,), os radicais anion
superoxido (O;7), hidroxil ((OH), alcéxido (RO™) e perdxido (ROO™), dentre outros
(PERCARIO et al., 2004; NETO et al., 2005; HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007).

As espécies reativas de oxigénio (EROs) sdo formadas e degradadas
por organismos aerobios, e sdo encontradas em concentracdes fisioldgicas dentro das
células, para um funcionamento normal (NORDBERG; ARNER, 2001). O estado

oxidativo é determinado pelo equilibrio entre agentes pro-oxidantes e antioxidantes,
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atuando em vérias fungdes celulares, como a transducdo de sinais. Ja o estresse
oxidativo é gerado quando a taxa de producdo das EROs excede a taxa de
decomposicdo das mesmas pelos sistemas antioxidantes, o que provoca danos a
diferentes componentes celulares (ALMEIDA et al., 2005; VOITURON et al., 2006;
VALDIVIA et al.,, 2007; ANTUNES et al.,, 2008; FIBACH; RACHMILEWITZ,
2008). A Figura 2 ilustra algumas vias de formacdo de EROs, assim como a atuacao

de enzimas antioxidantes.

Figura 2. Esquema simplificado de sistemas oxidantes e antioxidantes dentro de uma célula. Anion
super6xido é produzido em quantidades significativas no citosol por monooxigenases, Fe?* ou Cu*, e
na mitocondria pelo escape de elétrons provenientes da cadeia respiratéria. Duas moléculas de
superoxido reagem espontaneamente ou via SODs, produzindo peroxido de hidrogénio, o que
permitird o fluxo de EROs entre compartimentos celulares. O peréxido de hidrogénio pode ser
metabolizado a agua e oxigénio molecular por diversos sistemas enzimaticos, ou convertido a radical
hidroxil, o qual é muito reativo, por meio de rea¢des catalisadas por metais. Adaptado de Nordberg e
Arner (2001).

As EROs podem reagir rapidamente com a maioria das
biomoléculas, iniciando uma cadeia de formacao de radicais livres. As trés principais
formas de EROs, o radical superdxido (O, ), o radical hidroxil (OH) e o perdxido de
hidrogénio (H,0;), sdo encontradas em todos os sistemas bioldgicos. O ferro é um
importante catalisador de reagdes de oxidacdo de biomoléculas, como observado nas
reacOes de Fenton e de Haber-Weiss, nas quais sdo formados diferentes tipos de
EROs, conforme descrito abaixo (FERREIRA; MATSUBARA, 1997; NORDBERG,;
ARNER, 2001; HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007).
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Reacéo de Fenton:
Fe?* + 0, <> Fe¥* + O,”
20,"+2H" - 0, + H,0;
Fe** + H,0, — Fe** + OH + "OH

Reacdo de Haber-Weiss:
Fe** + 0, > Fe?* + 0,
Fe’* + H,0, — Fe** + OH + *OH
0, + H,0; > O, + OH + *OH

Devido a sua alta reatividade, as EROs sdo potencialmente
citotoxicas e podem reagir com lipideos, carboidratos, proteinas e &cidos nucléicos,
originando lesBes oxidativas que modificam sua estrutura e/ou funcdo e podem
ocasionar a morte celular ou dano ao 6rgdo (PERCARIO et al., 2004; NETO et al.,
2005; HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007).

Estresse oxidativo pode ocorrer em animais aquaticos sob uma série
de condi¢Ges ambientais adversas. O estudo de diferentes sistemas, relatados para
monitorar estresse oxidativo nesses organismos, pode fornecer informacgdes
importantes sobre seu estado fisioldgico e também sobre a salide ambiental, pois
tanto os niveis de danos oxidativos quanto os sistemas de defesa antioxidantes sdo
fortemente afetados pelos diferentes estressores ambientais (ALMEIDA et al., 2007).
Indicadores de estresse oxidativo tais como a peroxidacao lipidica e as atividades das
principais enzimas antioxidantes, tém sido utilizados com sucesso como
biomarcadores de exposicdo a contaminantes em uma variedade de espécies
(VALDIVIA et al., 2007).

Acidos graxos poli-insaturados sdo particularmente suscetiveis ao
ataques por EROs frente ao estresse oxidativo. A oxidacao desses acidos graxos poli-

insaturados, ou peroxidacdo lipidica, € uma importante consequéncia do estresse
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oxidativo e tem sido considerada como uma das maiores causadoras da perda da
funcdo celular, pois acarreta alteragdes na estrutura e permeabilidade das membranas
celulares, que podem resultar no seu rompimento (VAN DER OOST; BEYER,;
VERMEULEN, 2003; ANTUNES et al., 2008).

O estudo da peroxidacdo lipidica indica, indiretamente, a acdo de
espécies reativas, sendo uma das formas mais utilizadas para a avaliacdo do estresse
oxidativo. O processo inicia-se com a retirada de um atomo de hidrogénio destes
acidos graxos por uma espécie reativa. Forma-se um radical lipidico, que por sua vez
pode reagir com o oxigénio molecular, formando um radical peroxil. Este pode
subtrair um atomo de hidrogénio de outro acido graxo adjacente, estabelecendo assim
uma cadeia de reacOes autocataliticas que leva a oxidacdo das membranas em
hidroperoxidos lipidicos. Estes, posteriormente, podem ser metabolizados
enzimaticamente, produzindo uma série de produtos de menor peso molecular como
cetonas e aldeidos, cujo principal ¢ o malondialdeido (MDA), passiveis de serem
quantificados como marcadores de danos oxidativos (VAN DER OOST; BEYER,;
VERMEULEN, 2003; PERCARIO et al., 2004; VALDIVIA et al., 2007; ANTUNES
et al., 2008).

Um método de identificagdo amplamente utilizado consiste na
reacdo dos metabdlitos da peroxidagdo lipidica com o &cido tiobarbitdrico (TBA),
quantificando a soma das diferentes substancias reativas ao acido tiobarbiturico,
denominadas TBARS, por meio da leitura espectrofotométrica (ANTUNES et al.,
2008). Constitui também um util biomarcador de danos oxidativos do DNA, pois
indica a formacdo de adutos de DNA a partir da liberagdo de produtos aldeidicos
durante a quebra de peroxidos lipidicos. A maioria dos aldeidos resultantes da
peroxidacao lipidica reage com bases do DNA, aumentando os adutos (VOITURON
et al., 2006).

Existem poucos estudos de estresse oxidativo em queldnios,
principalmente nos de habitats dulcicolas, que enfrentam estressores naturais e

antropogénicos durante toda a sua vida. Além de serem suscetiveis a grandes
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variacOes na disponibilidade de oxigénio para os tecidos, os efeitos prejudiciais
incluem comprometimento da fisiologia, estresse cronico, funcdo imunitéria
diminuida e aumento da suscetibilidade a doenca (VOITURON et al., 2006;
VALDIVIA et al., 2007).

1.5. Sistemas de Defesa Antioxidante

Para neutralizar o efeito oxidativo das EROs, todos os organismos
aerobicos desenvolveram defesas bioquimicas, como 0s sistemas enzimaticos
antioxidantes envolvidos na detoxificacdo celular (VOITURON et al., 2006).
Organismos com altos niveis de antioxidantes, constitutivos ou induzidos, por
impedir, neutralizar ou reparar danos das EROs-induzidas, séo reportados como mais
tolerantes a danos oxidativos (DIONISIO-SESE; TOBITA, 1998; SREENIVASULU
etal., 1999; BAKER et al., 2007; VALDIVIA et al., 2007).

Dentro da vasta gama de métodos utilizados para rastrear estas
defesas bioquimicas, o ensaio da capacidade antioxidante em equivaléncia ao Trolox
(TEAC) permite avaliar o status antioxidante em fluidos bioldgicos, tais como o
plasma, por verificar a capacidade antioxidante de misturas. Como estes sistemas
bioquimicos sdo complexos e diversificados em sua constituicdo, com o numero de
compostos relatados sempre aumentando, este ensaio torna-se Util para examinar a
soma das defesas antioxidantes (VAN DEN BERG et al, 1999; ARTS et al., 2003;
BAKER et al., 2007).

Sistemas de defesa antioxidante enzimaticos e ndo-enzimaticos
protegem as células contra os danos causados pelas EROs, produzidas por vias
enddgenas e/ou metabolismo de detoxificagdo de contaminantes, nas vias de
biotransformacdo dos compostos quimicos. Esses sistemas podem prevenir sua
formacéo, inativar as reacOes oxidativas ou reparar 0 dano causado. A atividade dos
sistemas antioxidantes pode ser aumentada ou inibida sob estresse quimico. Estes

dois tipos de resposta dependem da intensidade e tempo de exposi¢cdo ao
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contaminante, e da suscetibilidade da espécie exposta. Assim, antioxidantes
constituem Uteis marcadores, refletindo a exposicdo a poluentes e a toxicidade
(COSSU et al., 2000; VAN DER OOST; BEYER; VERMEULEN, 2003).

As enzimas superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e
glutationa S-transferase e peroxidase (GST e GPx), alguns dos mais importantes e
bem estudados antioxidantes, eliminam os produtos primarios de oxigénio
parcialmente reduzido (BAKER et al., 2007; LIMON-PACHECO; GONSEBATT,
2009). A SOD ¢é uma metaloenzima que age como primeira linha de defesa,
catalisando a transformacéo de O, em H,0; e oxigénio. CAT, entdo, detoxifica H,0,
(VAN DER OOST; BEYER; VERMEULEN, 2003), como demonstrado nas reacdes

abaixo.

20,"+2 H" — 0, + H,0O, (SOD)
2 H,0, —» O, + 2 H,O (CAT)

O balango entre atividades de SOD e CAT em células € crucial para
a determinacdo do nivel do estado de equilibrio de radicais superdéxido e peroxido de
hidrogénio. Este balanco, juntamente com o sequestro de ions metélicos, é importante
para prevenir a formacao do radical hidroxil. A CAT é uma heme-enzima, composta
por uma fracdo protéica e um grupo prostético heme, que contém um atomo de ferro.
Sua atividade, dependente de NADPH, ¢ indispensavel para detoxificacdo e remocao
de EROs durante o estresse (MITTLER, 2002; VAN DER OOST; BEYER;
VERMEULEN, 2003; LIMON-PACHECO; GONSEBATT, 2009). A CAT ¢
encontrada no sangue, medula dssea, mucosas, rim e figado. Estd presente em
organelas subcelulares, principalmente em peroxissomos, justificando a proliferacdo
peroxissomal em casos de polui¢do por compostos quimicos artificiais - xenobidticos,
sendo H,0, a molécula sinal para esta proliferacdo (DEL RIO et al, 2002; LIMON-
PACHECO; GONSEBATT, 2009).
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Glicose 6-fosfato desidrogenase (G6PDH) pertence a uma via
metabélica intermediéria, especifica, relacionada & defesa ao estresse. E a enzima
chave da via pentose fosfato e responsavel pela producdo de NADPH, um importante
cofator na biossintese de lipidios e fornecedor de elétrons para regeneracao do ciclo
de varios antioxidantes. O estresse oxidativo aumentado € bem documentado na
deficiéncia de G6PDH em eritrocitos, pois a diminuigdo no fornecimento de NADPH
pode resultar na reducédo e/ou retardo da atividade de sistemas de biotransformacao de
xenobidticos dependentes de NADPH, tais como o citocromo P450 e a glutationa, e
uma menor capacidade de sistemas de defesa ndo-enzimaticos (GUL et al, 2004;
FIBACH; RACHMILEWITZ, 2008).

1.6. Bioindicadores e Biomarcadores de Contaminagdo Ambiental

Bioindicadores sdo espécies utilizadas para avaliar a qualidade
ambiental, por verificar os efeitos bioldgicos causados pela exposicdo aos poluentes,
estabelecendo, assim, a conexdo entre efeitos ecoldgicos e salide do organismo
(COLBORN, 1994; VIOQUE-FERNANDE?Z et al., 2009). As analises quimicas de
amostras ambientais ndo distinguem facilmente todos os contaminantes, nem a acgao
destes no organismo. Neste contexto, especies sentinelas sdo Uteis ferramentas de
diagnostico para manejo ambiental integrado, pois fornecem informacdes importantes
a respeito das interacGes dos contaminantes com os sistemas bioldgicos (JHA et al.,
2000).

Organismos com ciclo de vida longo, ampla distribuicdo e com
populacdes persistentes na area de estudo sdo bons bioindicadores para avaliar 0s
efeitos de contaminantes (VIOQUE-FERNANDEZ et al., 2009). Os queldnios
apresentam destagque no contexto ecotoxicolégico mundial, com potencial para serem
utilizados em programas de monitoramento de contaminacgdo quimica e radioativa nos
ecossistemas aquéticos; uma vez que sdo animais de vida longa, com ampla

distribuicdo geogréafica, encontrados em grande variedade de habitats, além de
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estarem posicionados intermediariamente na cadeia trofica e serem facilmente
capturados. A utilizacdo de quel6nios de vida livre combina informacdes sobre 0s
efeitos da poluicdo a longo e curto prazo nas areas onde estes animais estdo presentes
naturalmente (VIARENGO et al., 2007; PINA et al., 2009; TSANGARIS et al.,
2010). Desta forma, a espécie Phrynops geoffroanus apresenta potencial para
bioindicadora de contaminacdo ambiental.

A ecotoxicologia tem se preocupado cada vez mais com 0 uso de
biomarcadores para avaliar o risco bioldgico de quimicos toxicos e a satde ambiental.
Um biomarcador é definido como uma variagdo induzida por xenobidticos em
componentes e processos celulares ou bioquimicos, que sdo mensuraveis em amostras
bioldgicas. Tais variacdes podem indicar a magnitude da resposta do organismo aos
contaminantes, bem como a relacdo entre a presenca de um poluente e um efeito
ecologico. A abordagem por biomarcadores pode ser utilizada para avaliar a
sensibilidade intrinseca da espécie, indicando a sua vulnerabilidade & contaminacdo
ambiental (FOSSI, 1994; LAM; GRAY, 2003).

A biodisponibilidade quimica, bioacumulagdo de contaminantes e
as respostas dos biomarcadores podem ser influenciadas por fatores como periodo de
exposicdo, condi¢cbes ambientais, concentracbes de compostos quimicos
potencialmente toxicos e interacdes entre essas substancias quimicas. Deste modo, o
uso de espécimes capturados a partir de uma Unica populacdo garante que estes
estejam submetidos a condi¢cBes equivalentes, o que permite uma avaliagdo mais
precisa dos efeitos bioldgicos reais dos contaminantes (VIARENGO et al., 2007,
BANNI et al., 2009; PINA et al., 2009; TSANGARIS et al., 2010).

1.7. O ambiente em que vivem
Phrynops geoffroanus podem ser encontrados em rios poluidos que

atravessam o perimetro urbano e recebem esgotos domésticos e industriais, como

observado durante o percurso do Rio Preto, em S&o José do Rio Preto-SP (Figura 3).
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A cidade (20°49°12”S; 49°22°44”0; elevac¢do 489 metros) possui clima tropical de
altitude, que indica inverno seco e ameno, e a média de temperatura anual € de
23,6°C. Durante o ano, a temperatura minima média € de 17°C, a maxima media é
30,4°C e a pluviosidade média anual é 1259,1mm (CEPAGRI, 2010).

Figura 3. Representacdo esquematica da cidade de S&o José do Rio Preto e sua posi¢do no Estado de
Sdo Paulo. A populacdo de Phrynops geoffroanus em estudo se localiza no percurso do cérrego
Felicidade, destacado no mapa da cidade, com um dos pontos de coleta indicado a direita (seta) (Mapa
da cidade adaptado de Whitacker, 2007).

A cidade é rodeada por rios e cOrregos, que pertencem a Bacia
Turvo-Grande, que atualmente, ap0s estudo da Secretaria do Estado do Meio
Ambiente, é considerada a bacia hidrografica mais poluida do Estado de S&o Paulo

(MARQUES; BERTI, 2009). O Rio Preto recebe agua de diversos corregos como o
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Canela, Bord, Piedade e, antes de terminar sua travessia pelo municipio, encontra-se
com o corrego Felicidade, local de coleta de exemplares da populacdo em estudo.
Nesses ambientes, os animais sobrevivem alimentando-se da matéria organica
proveniente de efluentes urbanos e outras fontes. Estdo expostos a pressdes
ecologicas, devido as atividades multissetoriais intensas que ameagam a sua
conservagédo, como por exemplo, o uso de agroquimicos nas monoculturas da regiéo,
tipo de contaminacdo difusa e de dificil avaliacdo, que juntamente com o despejo de
efluentes domésticos e industriais, comprometem a qualidade dos corpos de agua
(SILVA, M., 2009).

Em artigo publicado no jornal Diario da Regido (27 de setembro de
2009), relata-se o descarte irregular e sem critério de lixo orgénico, garrafas pet,
pneus, produtos eletrénicos e plasticos em nove importantes cdrregos da regido, e
inclui o corrego Felicidade entre os trés considerados em pior situacdo. A poluicdo
indiscriminada prejudica a fauna e a flora e, atrapalha o curso natural da agua. O lixo
acumulado nos cérregos desencadeia uma série de impactos ao meio ambiente, entre
as quais estd o acumulo de matéria organica que, quando atinge a agua, limita o
oxigénio destinado aos organismos, colocando em risco todo o ecossistema aquatico
(MARQUES; BERTI, 2009).

A exposicdo a xenobioticos leva a interages entre estes agentes e
0s sistemas biologicos, originando alteragfes bioquimicas nas defesas antioxidantes e
aumento das especies reativas, com consequente geracdo de estresse oxidativo. Os
estudos em relagdo a diversas condi¢cGes ambientais contribuirdo para o conhecimento
dos habitos de vida, adaptacdes ao ambiente e influéncia deste sobre a fisiologia dos
quelbnios, possibilitando uma futura comparacdo com outras espécies para maior
compreensdo dos aspectos evolutivos, permitindo entéo, sua preservagéo.

H& poucos relatos na literatura sobre a utilizacdo desta espécie de
quelbnio endémica da América do Sul, em estudos ecotoxicoldgicos, sendo este o
primeiro trabalho com a espécie que se propds a analisar a capacidade antioxidante,

resposta de alguns antioxidantes e indices de danos oxidativos como biomarcadores
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de contaminacdo ambiental. Esses estudos contribuirdo para a avaliagdo da saude e
riscos do animal e do ecossistema, permitindo verificar efeitos de curto prazo e
toxicidade aguda. A abordagem de parametros antioxidantes representa
biomarcadores de interesse, considerando a complexidade dos agentes poluentes nos
ecossistemas aquaticos, pois aplicados a espécie, considera a biodisponibilidade e os
efeitos combinados dos contaminantes. Também permite a detecgdo precoce de
alteracOes bioldgicas que podem resultar em distarbios fisiologicos. Portanto, € valido
estudar biomarcadores que predizem toxicidade e sistemas de detoxificacdo que
garantam protecdo celular contra agressbes enddgenas e exdgenas, cujo

comprometimento da funcdo leva a lesdo celular.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivos Gerais

Verificar a influéncia do ambiente na fisiologia de uma populacéo
de Phrynops geoffroanus por meio da avaliacdo da capacidade antioxidante e
respostas aos estressores ambientais, em comparacdo com espécimes de local sob

condigdes controladas.

2.2. Objetivos Especificos

e Pelo hemograma de espécimes de Phrynops geoffroanus (machos e fémeas) de
ambiente urbano e de criatdrio, verificar possiveis variagdes em relagdo aos valores
do grupo controle, por influéncia do ambiente;

e Avaliar a peroxidacdo lipidica das membranas celulares pela dosagem de especies
reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS);

e Avaliar a capacidade antioxidante por meio do ensaio TEAC;

e Investigar as respostas das enzimas antioxidantes catalase e GGPDH no processo

de detoxificacdo, em relacdo a poluicdo do meio ambiente aquético.
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3. MATERIAL E METODO

3.1. Amostras

Para a execu¢do do projeto foram analisadas amostras sanguineas
de 60 espécimes de Phrynops geoffroanus, adultos, sendo 30 (9 machos e 21 fémeas)
provenientes do corrego Felicidade, afluente do Rio Preto, na &rea urbana de S&o José
do Rio Preto-SP; e 30 (12 machos e 18 fémeas) do criatdrio “Reginaldo Uvo Leone”,
Tabapud-SP, utilizados como controle. O estudo obteve autorizagdo do
IBAMA/ICMBIo (registro 2838725/n° 16488-1 e n°16488-2), e aprovacdo pela
Comissdo de Etica na Experimentacio Animal (CEEA) da Faculdade de Medicina de
Sao José do Rio Preto (FAMERP) (Protocolo FAMERP n° 5517/2008), comprovados
nos Anexos A, Be C.

Para todos os espécimes coletados foram tomadas duas medidas: a
massa corporal em gramas, utilizando balanca com escala (10g-10Kg); e a medida do
tamanho do animal, utilizando como parametro o comprimento curvilineo maximo da
carapaga (CCCmsx), que recobre toda a curvatura da carapaca, do ponto anterior
médio do escudo nucal até a extremidade posterior dos escudos supracaudais
(WYNEKEN, 2001), com auxilio de uma trena flexivel (0,1mm). As médias da
massa corporal foram de 2093 + 1009 g (variando de 750 a 4500 g) para 0s animais
do cérrego, e de 2013 + 748 g (variando de 750 a 4400 g) para os animais de
criatorio. As médias dos CCCsx foram 284 + 45 mm (variacdo: 213 — 370 mm) e 311
+ 34 mm (variagdo: 242 - 396 mm) dos animais de ambiente urbano e criatério,
respectivamente, caracterizando-os como adultos.

O corrego Felicidade (20° 46° 20,6”S, 49° 21° 18,00, elevagao
475m, posicdo atual NE 1m) recebe esgoto doméstico sem tratamento, despejo
clandestino de lixo e apresenta-se degradado, sem preservacdo de sua mata ciliar e

com decorrente assoreamento. O criatorio (20° 59’ 47.4”S, 49° 07’ 16.670) é um
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local livre de exploracdo agricola e atividade urbana, para desta forma, garantir que

os exemplares ndo tinham sido expostos a qualquer xenobiotico (Figura 4).

Figura 4. Imagens dos dois locais de coleta. A esquerda: criatério “Reginaldo Uvo Leone” e a direita:
corrego Felicidade. O circulo destaca um ponto de despejo de efluentes (Fonte: ZAGO, 2007).

No criatério, os quelbnios sdo mantidos em recintos de
aproximadamente 100 m2 de &rea, apresentando um tanque na regido central, com
profundidade méxima de 1,5 m. Cerca de metade da area do recinto € sombreada,
enquanto a outra metade é exposta ao sol. No tanque existe uma rampa e vegetacao
aquatica, e sua agua é trocada a cada 3 meses. Sdo colocados até 50 animais por
tanque e os exemplares de Phrynops geoffroanus ocupam recintos separados de
outras espécies de queldnios.

Foram coletados de 3 a 5 mL de sangue dos 60 espécimes, por
puncdo cardiaca, cujas amostras foram acondicionadas em tubos identificados,
contendo heparina (Roche®) como anticoagulante, e mantidas sob refrigeracdo. O
periodo de armazenamento até as analises ndo excedeu 24 horas, evitando a
coagulacdo das amostras. Para o procedimento, os animais foram lavados com agua
corrente e posicionados em decuUbito dorsal para assepsia com alcool 70% e solucdo
de iodo a 2% (Figura 5A). Na cardiocentese, os animais foram perfurados entre as

placas umerais e peitorais, no centro frontal e o sangue coletado diretamente do
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coracdo, utilizando agulhas (BD Precision Glide®) com calibre apropriado ao
tamanho do animal, calibre 40:12 para animais de pequeno porte e, calibre 50:12 para
animais maiores, acopladas a seringas de 5mL (BD Precision Glide®) (Figura 5B).
Apbs a coleta, o orificio foi vedado com cola cirlrgica (Vetband®) e os animais
mantidos em observacdo por 72 horas antes de serem devolvidos ao ambiente
(ZAGO, 2007).

Figura 5. A) Exemplar de Phrynops geoffroanus em decubito dorsal para a assepsia. B) Procedimento
de puncéo cardiaca para coleta de sangue, com o orificio entre as placas umerais e peitorais.

3.2. Hemograma (CAMPBELL, 2004; modificado por ZAGO, 2007)

O hemograma € o exame laboratorial que fornece dados
quantitativos sobre os eritrocitos, leucocitos, trombdcitos e hemoglobina, para avaliar
0 estado geral de saude do animal. Os exames foram efetuados manualmente,
conforme metodologia preconizada para a clinica veterindria, com protocolo
apresentado no Anexo D, que inclui:

e O hematocrito: verifica o volume globular, pela relacdo entre os globulos
vermelhos e o volume de plasma, em porcentagem de eritrécitos no sangue.

e A dosagem da hemoglobina circulante: fornece a concentracdo de hemoglobina
a partir do método da cianometahemoglobina. A hemoglobina e todos os seus

derivados sdo transformados por um reativo a base de cianeto, em
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cianometahemoglobina e em seguida quantificada por espectrofotometria com
comprimento de onda de 540 nm. Ao final a concentragdo em g/dL é obtida.

e Contagem global de células: permite calcular o nimero absoluto de células
contidas em um determinado volume de sangue. Consiste em colocar numa camara de
Neubauer, uma amostra de sangue diluido com reativo apropriado para o tipo de
célula a ser estudado. A solucdo de Natt and Herrick (1952) foi utilizada como
diluidor para as contagens de eritrocitos e leucocitos. Em alguns minutos, os
elementos depositaram-se no fundo da camara, cujo quadriculado permite a contagem
ao microscopio. As contagens dos eritrocitos e leucdcitos foram efetuadas
separadamente, obedecendo a suas particularidades. Um calculo, que considera a
diluicdo e o volume da célula, forneceu o nimero de elementos, expressos por plL.

e Célculo dos indices hematimétricos: podem ser utilizados para avaliar as
caracteristicas de eritrocitos no sangue periférico e representam valores importantes
na analise sanguinea por sofrerem variagdes nos estados patoldgicos:

A)Volume globular médio (VGM) - indica o volume médio de eritrocitos expresso
em femtolitros (fL).

B) Concentracdo de hemoglobina globular média (CHGM) - designa o indice médio
da porcentagem de hemoglobina por hemécia (em %).

C) Hemoglobina globular média (HGM) - indica a quantidade total de hemoglobina
em picogramas (pg).

e Contagem diferencial dos leucécitos: formula leucocitaria obtida por meio do
exame dos esfregacos sanguineos corados com Panétipo (Hematocor-Bioldgica®), e
que permite identificar a variedade de leucGOcitos e estabelecer suas proporgdes
relativas. Estabeleceu-se o valor percentual de cada tipo de leucécito no sangue
circulante, para depois, conhecendo-se o total de leucdcitos circulantes, obter-se o
total de cada tipo celular.

e Contagem de trombdcitos: permite calcular o nimero absoluto de trombdcitos

em determinado volume de sangue, a partir de sua contagem relativa em esfregacos
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sanguineos corados com Panétipo (Hematocor-Biol 6gica®). Estabeleceu-se o nimero
de trombdcitos a cada 1000 eritrdcitos, e entdo, de acordo com o total de eritrocitos

da respectiva amostra, calculou-se o total de trombdcitos por pL de sangue.
3.2.1. Indice de Estresse (Raz&o Heterdfilo/Linfocito)

A partir dos valores obtidos por meio da contagem diferencial de
leucécitos, pode-se calcular a razdo heteréfilo/linfécito, resultando em um indice
indicativo de estresse cronico, que é representado por uma elevagdo no numero de
heterofilos e uma diminuicdo dos linfdcitos (SIEGEL, 1980).

3.3. Dosagem de espécies reativas ao acido tiobarbitarico (TBARS) (YAGI,
1976; modificado por PERCARIO et al., 2004)

De todos os subprodutos e produtos intermediarios da peroxidacdo
lipidica, a dosagem das espécies reativas ao acido tiobarbitarico (TBARS) tem sido a
forma mais utilizada de avaliacdo da integridade de membranas. O método € baseado
na reacdo destes produtos com o &cido tiobarbitirico em condi¢Bes acidicas e
aquecimento.

Aldeidos sdo frequentemente produzidos quando lipoperoxidos sdo
metabolizados por organismos aerobios. Sua identificacdo fornece indice indireto de
lesdo oxidativa resultante de peroxidacdo lipidica. Esses aldeidos, cujo principal e
mais abundante é o malondialdeido (MDA), reagem com duas moléculas de TBA, em
pH baixo e temperatura elevada, para formar um complexo de cor rosa e pico maximo
de absorbancia em 535 nm. Ao final, um célculo fornece a concentragdo de TBARS
da amostra, em ng/mL. O procedimento técnico é apresentado no Anexo E.

Esta analise pode ser realizada em soro, plasma, liquidos corporais

e homogenados de tecido. As dosagens foram realizadas no plasma, para podermos
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observar a resposta do organismo como um todo. O intervalo de 0 a 440 ng/mL de
TBARS é considerado o intervalo de normalidade para esta determinacéo laboratorial
em humanos, ndo existindo valores de normalidade determinados na literatura para
répteis. Portanto, os valores de referéncia para quelénios foram estabelecidos nesse

estudo.

3.4. Dosagem da capacidade antioxidante em equivaléncia ao Trolox
(TEAC) (MILLER et al., 1993, modificado por RE et al., 1999)

O potencial antioxidante foi determinado segundo a sua
equivaléncia a um potente antioxidante conhecido, o trolox (&cido 6-hidroxi-2,5,7,8-
tetrameticromono-2-carboxilico), analogo sintético hidrossoldvel da vitamina E.
Trata-se de uma técnica colorimétrica baseada na reacdo entre o ABTS (2,2’-
azinobis-3-etilbenzotiazolina-acido-6-sulfonico-diaménio) com persulfato de potassio
(K2S,0s), produzindo diretamente o radical cation ABTS™, cromdforo de coloragéo
verde/azul, com absorbancia maxima nos comprimentos de onda 645, 734 e 815nm.
A adicdo de amostras contendo antioxidantes a este radical cétion pré-formado o
reduz novamente a ABTS, sendo o0 grau e extensdo da descoloracdo dependente da
capacidade e concentracdo de antioxidantes e duracdo da reacdo. O produto é
mensurado por espectrofotometria pela observacdo da mudanca na absorbancia lida a
734nm durante o intervalo de tempo de 5 minutos. Assim, a extensao da descoloracao
como indice de inibigao do radical cation ABTS™ foi determinada como a atividade
antioxidante total da amostra, sendo entdo calculada a sua relacdo com a reatividade
do trolox como padrdo, sob as mesmas condi¢bes. Os resultados finais foram
expressos em micromoles por litro (mmol/L) correspondente a concentragdo do trolox
com capacidade antioxidante equivalente a das amostras plasmaticas deste estudo,
padrdo de medida este denominado TEAC. O Anexo F contém o protocolo completo.

Os valores de referéncia para a espécie foram estabelecidos nesses ensaios.
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3.5. Atividade enzimatica de biomarcadores de contaminag¢do ambiental

As atividades antioxidantes da catalase (CAT) e da glicose-6-
fosfato desidrogenase (G6PDH) foram realizadas em amostras de sangue total. O
material foi adicionado em um meio de reacdo especifico, para cada enzima avaliada,
e a variagdo da absorbancia por produgdo ou consumo do substrato foi acompanhada.
Posteriormente, a taxa de variacdo da absorbancia foi relacionada com a
quantificagdo protéica, obtida pelo método de Bradford (1976), resultando no valor da

atividade enzimaética.

3.5.1. Catalase (BEUTLER, 1975)

O meio de reacdo foi preparado com 90 mL da solucdo de H,0O;
10mM, a qual foi adicionada 5 mL do tampéo da catalase e completada com 4 mL de
H,O MiliQ. Para o ensaio, acrescentou-se 40uL de amostra a 960 uL de meio de
reacao e quantificou-se a velocidade de decomposic¢édo do peroxido de hidrogénio pela
enzima, pelo decréscimo de absorbancia em 240 nm, a 30° C. O ensaio completo esta

descrito no Anexo G.

3.5.2. G6PDH (GLOCK; McLEAN, 1953)

O meio de reacdo foi preparado com Tris.HCI 0,1 M, pH 7,4,
acrescido de MgCl, 0,2 M, G6P, NADP e H,0 MiliQ. Uma parte do meio de reacdo
foi preparada sem G6P e utilizada como o branco da reacdo. No ensaio com 980 uL
de meio de reacdo e 20uL de amostra, a G6PDH foi determinada pelo aumento de
absorbéncia provocado pela redugio de NADP* a NADPH em 340 nm, a 30°C. O

protocolo desse ensaio é apresentado no Anexo H.
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3.6. Analise Estatistica

As analises estatisticas foram realizadas utilizando-se o programa
STATISTICA 8.0. Para anélise dos perfis estudados nos dois grupos e comparacao
entre seus dados em cada método, os resultados foram submetidos a anélise estatistica
descritiva. As varidveis foram testadas quanto a normalidade, pela inspecdo dos
histogramas segundo o teste de Shapiro-Wilk, e homogeneidade das variancias, pelo
teste de Levene. Para dados paramétricos, foi utilizado o Teste t Independente, e para
dados ndo-paramétricos, o teste Mann-Whitney (ZAR, 1999).

Posteriormente, para avaliar o grau de associacdo entre as variaveis
estudadas, realizou-se a andlise de correlacdo de Pearson para dados paramétricos, e
correlacdo de Spearman para dados ndo-paramétricos. O nivel de significancia (p)
adotado foi de 5% (p < 0,05).
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4. RESULTADOS

4.1. Hemograma

Na comparacdo entre os valores hematoldgicos dos animais, por
local de origem, houve diferenca significante na maioria dos pardmetros analisados
para a série vermelha, com excecdo do hematocrito (Ht). A dosagem da hemoglobina
circulante ([Hb]) (p = 0,0371), contagem total de glébulos vermelhos (p = 0,0004), e
a Concentracdo de Hemoglobina Globular Média (CHGM) (p < 0,0001) foram
maiores para 0s animais do criatério. Por outro lado, os indices hematimétricos
Volume Globular Médio (VGM) (p < 0,0001) e Hemoglobina Globular Média
(HGM) (p = 0,0073), e a contagem de trombdcitos (T<) (p < 0,0001) mostraram-se
elevados para os espécimes do corrego Felicidade.

A analise da série branca revelou aumento significante para a
contagem total de leucdcitos (p < 0,0001) nos espécimes do corrego Felicidade em
comparacdo aos do criatorio. Em relacdo aos valores percentuais de cada tipo de
leucocito, os dois grupos apresentaram grandes semelhangas, havendo diferenca
significante apenas para o percentual de eosinéfilos (EZ) (p = 0,0233), que foi maior
nos espécimes de ambiente urbano. Porém, como houve leucocitose nos especimes do
corrego Felicidade, os valores totais de cada tipo celular mostraram-se
significantemente maiores nestes animais em comparagdo aos controles: basofilo
(BD) (p = 0,0003), eosinofilo (EX) (p < 0,0001), heterdfilo (HD) (p < 0,0001),
azurofilo (AY) (p < 0,0001), neutréfilo (N) (p = 0,0001), linfocito (LY) (p <
0,0001) e mondcito (MJ) (p < 0,0001).

Os valores médios, respectivos desvios padrbes, medianas,
minimos, maximos e comparagdes estatisticas dos pardmetros analisados nos
hemogramas dos espécimes de ambiente urbano e de recinto com condi¢Bes

controladas estdo ilustrados na Tabela 1.
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De acordo com os valores hematimétricos observados nas amostras
do grupo controle deste estudo, foram estabelecidos valores de referéncia para os
parametros do hemograma da espécie Phrynops geoffroanus da regido noroeste do
estado de S&o Paulo. A amplitude de variacdo nos valores hematimétricos das séries

vermelha e branca sdo apresentados na Tabela 2.

Tabela 2. Valores hematimétricos de referéncia para Phrynops geoffroanus da
regido noroeste do estado de Sdo Paulo; amplitude de variacdo estabelecida para
cada parametro das séries vermelha e branca.

PARAMETROS VALORES DE REFERENCIA
SERIE VERMELHA
Hematdcrito 20,75% - 30,65%
Dosagem de Hemoglobina 4,11 g/dL - 5,75 g/dL
Hemaceas 4.5 x 10° hem/uL - 6.9 x 10° hem/uL
VGM 428,66 fL - 486,48 fL
CHGM 17,7% - 21,04%
HGM 78,34 pg - 99,18 pg
Trombdcitos 3470 células/uL - 8050 células/uL
SERIE BRANCA
Leucdcitos 7700 células/uL - 12560 células/uL
Basofilos 6,72% - 14,02%
Eosindfilos 19,63% - 30,91%
Porcentagem Heterofilos 27,3% - 41,16%
de cada tipo Azurofilos 4,98% - 7,02%
de leucdcito Neutréfilos 0,78% - 1,88%
Linfocitos 13,29% - 17,91%
Mondcitos 5,85% - 8,55%

Foram analisadas amostras sanguineas de 30 espécimes de
Phrynops geoffroanus (9 machos e 21 fémeas) provenientes do corrego Felicidade e

30 (12 machos e 18 fémeas) do criatério. Embora o nimero de amostras de machos e
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fémeas coletadas para as analises ndo seja homogéneo, realizou-se a comparagdo dos
valores hematoldgicos entre os sexos de cada local de coleta.

Na comparacdo dos parametros hematoldgicos entre fémeas e
machos do cdrrego Felicidade, ndo houve diferenca significante em nenhum dos
valores da série vermelha. Em relacdo a série branca, houve diferenca significante
apenas na contagem de azurofilos, cujos valores foram maiores para 0s machos na
contagem absoluta (p = 0,0208), assim como no percentual de azuréfilos (p =
0,0395). Na contagem absoluta, as fémeas apresentaram média de 1020,48 (+ 316,47)
azurofilos/uL e os machos, média de 1396,67 (+ 518,77) azurdfilos/uL. Em relagdo
ao percentual deste tipo de leucdcito, a média estabelecida para as fémeas foi de
5,33% (£ 1,2%) e para os machos foi de 6,78% (z 1,79%).

Na comparacao dos valores hematoldgicos de fémeas e machos do
criatorio, observou-se diferenca significante em dois valores da série vermelha, que
foram maiores para os machos: CHGM (p = 0,0154) e HGM (p = 0,0158). A média
de CHGM para as fémeas foi de 18,78% (+ 1,68%), em comparacdo com 20,26% (+
1,27%) dos machos. Ja para HGM, as fémeas apresentaram média de 85,11 (+ 9,66)
pg e 0s machos, média de 94,25 (+ 9,35) pg.

Em relacdo a série branca, fémeas e machos do criatdrio
apresentaram diferenca significante apenas na contagem de eosinofilos, que
apresentaram valores absolutos (p = 0,0089) e em percentuais de glébulos brancos (p
= 0,0211) mais elevados nas fémeas do grupo. Na contagem absoluta, as fémeas
obtiveram média de 2841,11 (£ 804,08) eosinofilos/uL e os machos, média de
2091,67 (£ 552,61) eosinofilos/uL. Em rela¢do ao percentual deste tipo de leucdcito,
a média estabelecida para as fémeas foi de 27,17% (+ 4,96%) e para 0s machos foi de
22,42% (£ 5,58%).
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4.1.1. Indice de Estresse (Razdo Heterdfilo/Linfocito)

Na razdo Heterofilo/Linfocito em Phrynops geoffroanus em funcgéo
do local de coleta e sexo, ndo houve diferenca estatistica entre os grupos amostrados.
A proximidade entre os valores medios desse indice ndo permitiu uma nitida
separacdo entre os grupos, porém a amplitude de variacdo dos resultados foi muito
maior entre os animais de ambiente urbano, enquanto os niveis do criatorio foram
mais estaveis. A Tabela 3 apresenta as médias, desvios padrdes, amplitude de
variagdo, medianas e comparacdes estatisticas dos indices de estresse em funcdo do

local de coleta e sexo.

Tabela 3. indice de Estresse em Phrynops geoffroanus em funcdo do local de coleta e sexo.
Média, desvio padrdo (DP), amplitude de variacdo (entre parénteses), mediana e comparacao
estatistica dos valores por local de coleta e por sexo em cada local.

indice de Estresse

Sexo/Local o L .
Média + DP Variacdo  Mediana p
Animais de ambiente urbano 2 2g +1 2 (1,0 - 6,29) 1,89
(n=30) 0,4077
Animais de criatorio 2,28+0,78  (1,4-4,54) 2,12
(n=230)
Fémeas - ambiente urbano 2,37 +1,25 (1,18 - 6,29) 1,87
(n=21) 0,4552
Machos - ambiente urbano 207 +11 (1,0 - 3,83) 1,92
(n=9)
Fémeas — criatério 2,17+0,6 (1,53 -3,92) 2,09
(n =18) 0,6567
Machos — criatério 245+099  (1,4-454) 2,14
(n=12)

Utilizou-se o Teste Mann-Whitney para todas as analises; Diferenca significante - p < 0,05.
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4.2. Dosagem de espécies reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS)

De acordo com os valores da concentracdo de TBARS das amostras
do grupo controle e nas condigdes de estudo, estabeleceu-se o intervalo de
normalidade para P. geoffroanus de 256,96 ng/mL a 344,84 ng/mL de TBARS.
Considerando o valor de normalidade, 25 animais (83,33%) do corrego Felicidade
apresentaram concentracdes acima deste valor, enquanto apenas cinco animais
(16,67%) do criatorio demonstraram alteragdes, sendo seus valores pouco elevados
em relacdo ao normal.

As concentracfes de TBARS dos animais de ambiente urbano
variaram de 263,70 ng/mL a 934,86 ng/mL, apresentando média de 481,63 ng/mL e
um desvio-padrdo de 147,44 ng/mL. Ja os animais de criatorio apresentaram uma
média das concentracfes de TBARS de 300,90 ng/mL, com um desvio-padrdo de
43,94 ng/mL, sendo que os valores individuais alteraram entre 183,34 ng/mL e
357,09 ng/mL.

O teste Mann Whitney, comparando as concentracfes de TBARS de
acordo com o local de origem dos animais coletados, revelou aumento significante (p
< 0,0001) para o grupo de ambiente urbano, conforme demonstrado na Figura 6. A
Tabela 4, com os valores individuais da concentracdo de TBARS e analise descritiva
dos dados de cada grupo, esta representada no Apéndice A.

Na comparacdo dos niveis de TBARS em funcdo do sexo, nédo
houve diferenga estatistica entre fémeas e machos do corrego Felicidade, nem entre
fémeas e machos do criatorio. No ambiente urbano, houve grande amplitude de
variagdo dos valores de TBARS entre espécimes do mesmo sexo, estabelecendo-se
média £ desvio-padrao de 459,73 + 121,41 ng/mL para as fémeas, e de 532,74 ng/mL
+ 194,29 ng/mL para os machos. J& no criatorio, onde os niveis de TBARS foram
menores e mais estaveis, as fémeas apresentaram média + desvio-padrao de 303,11 +
38,79 ng/mL, e os machos 297,59 + 52,40 ng/mL.
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Figura 6. Concentracdo de TBARS em ng/mL em amostras de animais de ambiente urbano e
criatério. Diferenca estatisticamente significante (p < 0,0001) - Teste Mann Whitney.

4.3. Dosagem da capacidade antioxidante em equivaléncia ao trolox (TEAC)

Os valores de TEAC das amostras plasmaticas dos sessenta
espécimes foram comparados pelo teste Mann Whitney, de acordo com o local de
origem, revelando um aumento significante (p = 0,0207) dos valores de TEAC para
as amostras dos animais de ambiente urbano (Figura 7).

A média dos valores de TEAC das amostras dos espécimes de
ambiente urbano foi de 1,84 mmol/L e o desvio-padrdo de 0,46 mmol/L, sendo o
valor minimo de TEAC apresentado por esses animais de 0,52 mmol/L e o méximo
de 2,43 mmol/L. Os valores de TEAC observados nos animais de criatorio variaram
entre 0,66 mmol/L e 2,36 mmol/L, apresentando uma média de 1,68 mmol/L e
desvio-padrdo de 0,36 mmol/L. A Tabela 5, no Apéndice A, apresenta os valores

individuais de TEAC e a andlise descritiva dos dados de cada grupo.
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Figura 7. Valores de TEAC em mmol/L em amostras de animais de ambiente urbano e
criatorio. Diferenga estatisticamente significante (p = 0,0207) - Teste Mann Whitney.

Com base nos resultados do grupo controle do estudo, estabeleceu-
se o intervalo de normalidade para TEAC entre 1,32 mmol/L e 2,04 mmol/L, valores
esses, ultrapassados por 36,67% dos espécimes de ambiente urbano.

O teste Mann Whitney, comparando os valores de TEAC de acordo
com o sexo, ndo revelou diferenca significante entre fémeas e machos do cérrego
Felicidade, nem entre fémeas e machos do criatorio. As médias + desvios-padrdo
apresentados por fémeas e machos de ambiente urbano foram, respectivamente, de
1,77 = 0,51 mmol/L e 2,0 + 0,27 mmol/L. Em relagcdo aos valores de TEAC de
fémeas e machos do criatério, as medias * desvios-padrdo observados foram de 1,68

+ 0,4 mmol/L e 1,69 + 0,32 mmol/L, respectivamente.
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4.4. Atividade enzimética de biomarcadores de contaminagdo ambiental

4.4.1. Catalase

A Figura 8 apresenta a comparacdo das atividades da catalase
(U/mg de proteina) entre os grupos dos dois ambientes, realizada pelo teste Mann
Whitney.
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Figura 8. Atividade da catalase em U/mg de proteina em amostras de animais de ambiente
urbano e criatério. Diferenca estatisticamente significante (p = 0,000184) - Teste Mann
Whitney.

A atividade desta enzima apresentou-se reduzida com diferenca
significante (p = 0,000184) para as amostras dos animais de ambiente urbano, quando
comparadas aos valores obtidos para os animais controle. De acordo com o0s
resultados obtidos no grupo controle, estabeleceu-se os valores de referéncia entre



Resultados 58

1,64 e 2,96 U/mg da proteina. Segundo esses valores, 19 espécimes do cOrrego
(63,33%) mostraram a atividade enzimatica menor que o limite inferior de referéncia.

As atividades da catalase nas amostras dos animais de ambiente
urbano apresentaram valor minimo de 0,69 U/mg e méaximo de 3,18 U/mg de
proteina; compondo uma media de 1,61 U/mg para o grupo, com desvio-padrdo de
0,69 U/mg. Ja os animais de criatorio tiveram uma atividade minima de 1,45 U/mg e
méxima de 3,80 U/mg de catalase, sendo a média das atividades da catalase deste
grupo de 2,30 U/mg e o desvio-padrdo de 0,66 U/mg. A Tabela 6, no Apéndice A,
apresenta os valores individuais e a analise descritiva dos dados de cada grupo.

N&o houve diferenca significante para a atividade desta enzima
entre fémeas e machos do corrego Felicidade, de acordo com o teste Mann Whitney,
sendo que as fémeas apresentaram uma média de 1,61 U/mg de catalase, com desvio-
padrdo de 0,74 U/mg da proteina; valores similares aos dos machos cuja média foi de
1,63 U/mg e o desvio-padrdo de 0,61 U/mg de catalase. A comparacdo da atividade
da catalase entre fémeas e machos do criatorio foi realizada pelo o teste t
Independente e também ndo revelou diferenca significante. Os valores médios e
respectivos desvios-padao observados foram de 2,26 e 0,61 U/mg da proteina para as

fémeas, e de 2,36 e 0,74 U/mg da proteina para os machos.

4.4.2. G6PDH

Para a atividade de G6PDH, a comparacéo pelo teste Mann Whitney
revelou aumento significante (p = 0,002962) para os espécimes de ambiente urbano,

como apresentado na Figura 9.
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Figura 9. Atividade da G6PDH em mU/mg de proteina em amostras de animais de

ambiente urbano e criatorio. Diferenca estatisticamente significante (p = 0,002962) - Teste

Mann Whitney.

A média das atividades da G6PDH para o grupo de ambiente
urbano foi de 11,50 mU/mg, com desvio-padrdo de 11,05 mU/mg de proteina. O
valor do desvio padrdo deve-se a grande amplitude de variacdo dos valores das
atividades enzimaticas entre os espécimes do mesmo grupo, minimo de 4,73 e
méaximo de 54,67 mU/mg de G6PDH. As atividades desta enzima apresentadas pelas
amostras sanguineas dos animais controle variaram entre 1,40 mU/mg e 23,86
mU/mg, com média de 6,92 mU/mg e desvio-padrdao de 5,68 mU/mg. Os valores
individuais e a analise descritiva dos dados de cada grupo estdo representados na
Tabela 7 do Apéndice A.

Os resultados obtidos com o0s animais controle permitiram

estabelecer os valores de referéncia para a atividade da GGPDH em sangue entre 1,24
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mU/mg e 12,6 mU/mg de proteina. Pela ampla faixa de variacdo, apenas 26, 67 % dos
animais do cérrego encontram-se fora do limite, apesar dos valores deste grupo serem
relativamente elevados em relagdo ao controle.

As andlises comparativas das atividades enzimaticas em fungéo do
sexo de cada local, realizadas pelo teste Mann Whitney, ndo demonstraram diferenca
significante entre fémeas e machos de um mesmo local. No corrego Felicidade, as
fémeas apresentaram uma media de 10,46 mU/mg de G6PDH, com desvio-padréo de
8,64 mU/mg; e os machos, média de 13,92 mU/mg e desvio-padréo de 15,72 mU/mg
de G6PDH. Entre os animais do criatorio, as médias observadas para as fémeas foi de
6,68 mU/mg, com desvio-padrdo de 5,85 mU/mg de G6PDH. Os machos obtiveram

média de 7,28 mU/mg e desvio-padréo de 5,67 mU/mg da proteina.

4.5. Analise de Correlacéo entre as varidveis hematoldgicas e bioquimicas

De acordo com esta andlise, estabeleceu-se a correlacdo entre
algumas das variaveis estudadas em cada um dos grupos, indicando o grau de
associacdo entre elas. No grupo de ambiente urbano, houve correlagéo forte e positiva
entre a contagem absoluta de eritrécitos e o hematdcrito (r = 0,7778; p < 0,00001), e
entre a contagem absoluta de eritrécitos e a concentragdo de hemoglobina (r =
0,7156; p = 0,00001) (Figura 10 A). Outra correlacédo positiva foi estabelecida entre a
concentracdo de TBARS e a atividade da catalase, porém esta se apresentou como
uma associagdo fraca (r = 0,4464; p = 0,0134) (Figura 10 B).

A atividade enzimética da G6PDH se correlacionou de modo fraco
e negativo a concentracdao de hemoglobina (r = - 0,3761; p = 0,0405), como ilustrado
na Figura 11. Houve associacao entre o indice de estresse e as variaveis: concentragdo
de TBARS, contagem absoluta de leucdcitos e contagem diferencial de leucocitos
(Figura 12).
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Figura 10. Correlaces lineares positivas estabelecidas pelas analises em animais de ambiente urbano.
A) Correlacéo positiva de 78% entre a contagem absoluta de eritrécitos (GV) e o hematocrito (Ht) (r =
0,7778; p < 0,00001), e de 72 % entre a contagem absoluta de eritrécitos e a concentracdo de
hemoglobina (Hb) (r = 0,7156; p = 0,00001). B) Correlag&o positiva de 45% entre os niveis de TBARS

e atividade da catalase (CAT) (r = 0,4464; p = 0,0134).
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Figura 11. Correlagdo linear negativa de aproximadamente 38% entre a atividade enzimatica da
G6PDH e a concentracdo de hemoglobina (Hb) dos animais do cérrego Felicidade (r = - 0,3761; p =
0,0405).
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Figura 12. Correlag@es lineares positivas do indice de estresse (IE) com os niveis de TBARS (47%) e
os valores de heterofilo (HQ) (58%). O IE apresenta correlagdes negativas com: a contagem absoluta
de glébulos brancos (GB) (46%), valores de baséfilos (BD) (52%), eosindfilos (EQD) (42%), azurdfilos
(AD) (50%), neutrofilos (ND) (35%), linfocitos (LD) (84%) e mondcitos (MJ) (70%).
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A Tabela 8 apresenta o tipo de correlacdo (positiva/negativa e
intensidade) entre o indice de estresse e cada uma das variaveis: concentragdo de
TBARS, contagem absoluta de leucdcitos e contagem diferencial de leucocitos; além

dos valores de r e p, que indicam o grau da associacao.

Tabela 8. Correlacdo entre o indice de estresse e as seguintes varidveis: concentracdo de
TBARS, contagem total de leucécitos e de cada tipo de glébulo branco. Tipo de
correlagdo (positiva/negativa e intensidade) e valores de r e p entre cada associagao.

indice de Estresse Correlacao r p

TBARS (ng/mL) Positiva e Fraca r=0,4728 p=0,0083
Leucdcitos (x 103 I/uL) Negativa e Fraca r=-0,4620 p=0,0102
B (x 103/uL) Negativa e Moderada r=-0,5156 p =0,0035
EZ (x 103/uL) Negativa e Fraca r=-0,4189 p=0,0212
HZ (x 10%/uL) Positiva e Moderada r=0,5762  p=0,0009
A (x 103/uL) Negativa e Moderada r=-0,5019 p=0,0047
NG (x 10%/uL) Negativa e Fraca r=-0,3546 p=0,0545
LI (x 103/uL) Negativa e Forte r=-0,8373 p<0,00001

M (x 10°/uL) Negativa e Moderada r=-0,6963 p =0,00002

Numero de leucécitos (x 103 leucdeitos/pL); Basdfilo (x 10%/uL) (BYD); Eosindfilo (x
103/uL) (EQ); Heterdfilo (x 103/ul) (HD); Azurdfilo (x 10°/uL) (AD); Neutrdfilo (x
103/uL) (NQ); Linfécito (x10°/uL) (LY); Mondcito (x 10°/uL) (MJ). Utilizou-se a
analise de correlacdo. Valor de significancia (p); coeficiente de correlagéo (r).

Em relacdo aos resultados obtidos nas anélises para os animais do
criatorio, observou-se, assim como no ambiente urbano, uma correlacdo forte e
positiva entre a contagem absoluta de eritrocitos e o hematdcrito (r = 0,9733; p <
0,00001), e entre a contagem absoluta de eritrécitos e a concentracdo de hemoglobina
(r = 0,8875; p < 0,00001) (Figura 13 A). Também houve uma correlagdo positiva o
indice de estresse e a contagem total de leucdcitos, apesar de ser uma associa¢do fraca
(r=0,4647; p =0,0097) (Figura 13 B).
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Figura 13. Correlagdes lineares positivas estabelecidas pelas avaliagbes em animais controle. A)
Correlacdo positiva de 97% entre a contagem absoluta de eritrécitos (GV) e o hematdcrito (Ht) (r =
0,9733; p < 0,00001), e de 89% entre a contagem absoluta de eritrdcitos e a concentracdo de
hemoglobina (Hb) (r = 0,8875; p < 0,00001). B) Correlacéo positiva de 46% entre o indice de estresse
(IE) e a contagem total de glébulos brancos (GB) (r = 0,4647; p = 0,0097).
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Por outro lado, estabeleceu-se uma correlagdo linear negativa e
fraca entre os valores de TEAC e a atividade enzimatica da catalase nos espécimes

controle (r = - 0,4316; p = 0,0173), como ilustrado na Figura 14.

CAT
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Figura 14. Correlacdo linear negativa de 43% entre os valores de TEAC e a atividade enzimética da
catalase (CAT) dos animais do criatério (r = - 0,4316; p = 0,0173).
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5. DISCUSSAO

5.1. Anélise de Hemograma

Os valores de glébulos vermelhos e a concentracdo de hemoglobina
dos espécimes do ambiente urbano encontram-se significantemente menores que 0s
valores dos individuos do criatério, o que sugere que as condigdes ambientais do
corrego interferiram na quantidade dos eritrécitos, o que pode prejudicar o
suprimento de oxigénio dos animais e agravar os danos fisioldgicos ocasionados pela
exposicdo aos contaminantes. Valores da hematologia de vertebrados ectotérmicos
exibem extensas variacdes inter e intra-especificas. Essas diferencas sdo atribuidas a
nutricdo, sexo, idade, dindmica da populacdo e condi¢cBes ambientais (STACY;
WHITAKER, 2000). A propria hidrodindmica do rio pode influenciar nos valores de
globulos vermelhos, pela forga do fluxo de agua estar relacionada ao esfor¢o do nado
e consequente consumo de oxigénio (FERRONATO et al., 2009).

Segundo Miyamoto, Vidal e Mello (2005), hemoglobinas de répteis
revelam grandes variagdes quando as comparagdes sdo promovidas entre espécies de
diferentes ambientes. Eventualmente, eritrécitos de répteis de locais com diferentes
condi¢cbes ambientais podem apresentar duracdo de vida diferente. Assim, as
variaches observadas na hemoglobina e contagem de eritrocitos podem ser
explicadas, em parte, pelas diferencas entre os ambientes de estudo, principalmente,
quando se observa o elevado indice de peroxidagdo lipidica nas amostras de animais
de ambiente urbano, capaz de ocasionar um aumento na hemdlise. Ja as diferengas
observadas nos indices hematimétricos, como sdo varidveis calculadas a partir do
hematdcrito, concentracdo de hemoglobina e contagem de glébulos vermelhos, foram
provavelmente influenciadas por estes valores (FERRONATO et al., 2009), aos quais
estdo relacionados direta ou inversamente.

Os valores dos hemogramas dos espécimes de ambiente urbano

mostraram-se alterados em relacdo ao padréo estabelecido, ao longo do estudo, para a
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espécie nesta regido, indicando maior suscetibilidade a danos ou constantes ajustes
fisioldgicos. Este dado sugere que os animais submetidos as influéncias das
condicdes ambientais podem estar enfrentando infec¢des ou estresse. Contudo, ndo ha
resultados criticos de hemograma, indicando o potencial desses animais de se
ajustarem as condi¢cdes do meio.

Em relagdo a série branca, os valores totais de leucdcitos
apresentados pelos espécimes do cérrego Felicidade mostraram-se significantemente
elevados quando comparados aos valores de referéncia estabelecidos, e também em
relagdo aos valores médios relatados para Trachemis scripta por Goulart (2004) e aos
valores de Phrynops geoffroanus de outros rios da regido sudeste do Brasil (BRITES;
RANTIN, 2004; FERRONATO et al., 2009). A leucocitose €, geralmente, resultante
de processo infeccioso, em resposta a microrganismos e poluentes, mas ainda pode
ocorrer apds situacdes de estresse e traumatismos, longa época de seca, altas
temperaturas ou hipoxia (BRITES; RANTIN, 2004; GOULART, 2004). Em nosso
estudo, pode indicar resposta a agressao ambiental por esgoto néo tratado e despejos
clandestinos, especialmente pela presenca de microrganismos patogénicos, néo
excluindo a provavel agressao por outros poluentes.

Apesar de apenas os eosindéfilos diferirem no percentual do total de
leucécitos, os altos valores da contagem de globulos brancos elevaram os valores
absolutos de todos os tipos de leucocitos, em relacdo a faixa de normalidade relatada
para diversas espécies de queldonios (GARCIA-NAVARRO; PACHALY, 1994;
CANFIELD, 1998; GOULART, 2004; PITOL et al., 2008), e também em relagdo aos
valores de referéncia estabelecidos pelo grupo controle. Esses leucocitos sao
responsaveis por respostas a infeccbes de origem bacterianas e infeccdes cronicas
(mondcitos, heterdfilos e neutrofilos), participacdo em reacdes imunes (baséfilos),
defesa mediante quadro de infeccéo viral (linfécitos), resposta a infeccBes parasitarias
(eosinofilos) e resposta inflamatdria (azurofilos).

Embora os animais de ambiente apresentem leucocitose, até o0s

valores obtidos para o controle mostraram-se mais elevados na contagem total e
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diferencial do que os apresentados em outros estudos com a mesma espécie
(BRITES; RANTIN, 2004; FERRONATO et al., 2009). Desta forma, poderia haver
um perfil hematoldgico caracteristico para a espécie na regido de Sdo José do Rio
Preto, uma vez que o sistema imunitario reptiliano é afetado pelo ciclo sazonal. As
variacOes climéaticas produzem mudangas no ritmo neuroendocrino, o que afeta o
sistema imune, a histologia dos oOrgdos linfoides e as fungdes dos leucocitos
(ZAPATA et al,, 1983; ZAPATA; VARAS; TORROBA, 1992; SOUZA, 2004;
PITOL et al., 2008). Por outro lado, os animais do criatorio apresentaram indice de
estresse semelhante ao do corrego, indicando que o ambiente de cativeiro com area
limitada também é uma situacdo estressante. Isto poderia alterar a producdo de
glébulos brancos dos animais, o que explicaria 0 aumento de leucécitos observados
neste estudo em relacéo aos outros trabalhos com a mesma espécie.

De acordo com o local de coleta dos animais, também houve
diferenca significante na quantidade de trombacitos, que assim como os valores de
globulos brancos, também apresentou aumento no grupo de ambiente urbano. A
contaminagdo ambiental associada as altas temperaturas e ma distribuicdo dos
periodos de chuvas durante o0 ano, que caracterizam o clima da regido, pode favorecer
a exposicdo da espécie a diferentes microrganismos, aumentando sua demanda de
leucécitos e também de trombocitos. Estes, alem de atuarem na coagulagdo, tém
outras fungdes importantes, respondendo a inflamacdo e promovendo a fagocitose
(ROSSKOPF, 2000; GOULART, 2004; PITOL et al., 2008; FALCE, 2009; ZAGO et
al., 2010).

Diferencas nos parametros hematologicos em relacdo ao sexo séo
comuns em algumas espécies de quelbnios. Apesar de Ferronato e colaboradores
(2009) ndo encontrarem diferengas nos pardmetros entre machos e fémeas de
Phrynops geoffroanus de vida livre; Brites (2002), comparando duas subpopulagdes
dessa espécie no rio Uberabinha, observou diferencas quanto ao sexo nos parametros,
hemoglobina, HGM, CHGM, contagem total de leucdcitos e eosinofilos. Muito

semelhante ao encontrado na comparacao entre fémeas e machos do criatério neste
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estudo, no qual os valores de CHGM, HGM também foram maiores nos machos,
enquanto o aumento de eosindfilos ocorreu nas fémeas.

A frequencia dos diferentes leucdcitos pode variar em funcdo da
resposta a varios fatores como sexo, idade, sazonalidade, distribuicdo geogréfica,
efeitos ecoldgicos e condigbes patologicas (DUGUY, 1970; PITOL et al., 2008). A
diferenca entre os sexos no numero de eosinofilos poderia ser uma resposta das
fémeas a estimulos antigénicos ou um carater adaptativo ao maior esforco requerido
na reproducdo para producdo e postura de grande nimero de ovos. Na comparagao
entre fémeas e machos de ambiente urbano, os machos apresentaram maior
quantidade de azurofilos, assim como observado por Brites (2002) na mesma espécie
e no estudo de Hart e colaboradores (1991) com Geochelone gigantea.

Os dados hematoldgicos revelam influéncia das condigdes
ambientais sobre o organismo em estudo, que apesar da capacidade de ajuste as
adversidades do ambiente, necessita de um monitoramento eficiente das possiveis
contaminacdes ambientais, de modo a propiciar um ambiente adequado a espécie na
regido e garantir sua preservacéo.

5.1.1. indice de Estresse

O cativeiro pode ser uma situacdo estressante para queldnios
(CASE; LEWBART; DOERR, 2005), assim como ambientes antropizados (RUIZ et
al., 2002), principalmente quando poluidos. Portanto, para este parametro, o grupo de
animais de criatério ndo pode ser considerado controle. Como também nédo ha valores
de referéncia de normalidade para este indice, nem estudos de longo prazo com
animais de vida livre, ndo pode se afirmar com certeza que os valores estejam
elevados ou diminuidos, apenas demonstrar a relagdo entre os grupos estudados.
Apesar de todos os cuidados com os animais no criatorio, a pequena area do recinto

(~100 m?) e o grande numero de animais por area sdo fatores estressantes e podem
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alterar o comportamento desses animais. Além disso, ndo ha nenhum fluxo de agua e
nem troncos para que possam escalar e se apoiarem para assoalhar.

Embora os animais de vida livre tenham uma grande area de
atividade e deslocamento, que os permitam interagir melhor com o meio, as descargas
continuas de efluentes domésticos e industriais, além de ocasionar desequilibrio
ecologico, representam um grande estressor ambiental que acarreta a degradagéo da
qualidade da agua e, consequentemente, altera as comunidades biologicas desse
ambiente aquatico. Deste modo, os valores similares apresentados por ambos 0s
grupos desta espécie pode ser indicativo de que ambos 0s ambientes apresentam
condicg0es estressantes, embora sejam estressores de origens diferentes.

Ferronato (2008) analisou animais de dois rios proximos a grandes
centros urbanos, com polos industriais e monoculturas ao redor, e um grupo de
animais de cativeiro, provenientes da Fundacdo Parque Zoologico de S&o Paulo. Foi
observado que o grupo de animais em cativeiro apresentou 0s maiores valores de
indice de estresse, quando comparados aos outros, dando indicios que possam ser 0s
animais mais estressados. Uma interpretacdo desse resultado poderia ser o fato de
haver registro de dados populacionais e reprodutivos de Phrynops geoffroanus em
rios urbanos poluidos, onde os animais apresentam elevada biomassa e densidade
(SOUZA; ABE, 2000).

No presente estudo, 0s ajustes apresentados por animais de
ambiente poluido, como aumento da capacidade antioxidante e aumento das defesas
leucocitarias, embora ndo evitem danos oxidativos e outras alteragGes fisioldgicas,
mostram capacidade de resposta para reduzir o nivel de estresse. Essa afirmacgao pode
ser corroborada pelas populagbes de Phrynops geoffroanus existentes e com
capacidade de reproducéo nos rios urbanos poluidos, parecendo estar aptas a este tipo

de ambiente.
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5.2. Verificagéo de estresse oxidativo e acdo indireta de radicais livres

Os mais altos niveis de TBARS apresentados pelos animais do
corrego Felicidade, em comparacdo com os do local de referéncia, indicam danos
causados por EROs e reforcam a associagdo existente entre exposi¢cdo ao
contaminante e aumento nos danos celulares. A peroxidacdo de lipidios representa
uma consequéncia primaria do estresse oxidativo celular e produz espécies reativas
adicionais (por exemplo, 4 — hidroxinonenal, malondialdeido e outros aldeidos), que
podem agravar a toxicidade (FIBACH; RACHMILEWITZ, 2008). Deste modo, a
concentracdo de TBARS tem sido largamente utilizada como indicador de danos
oxidativos em diferentes organismos aquaticos, e € um dos biomarcadores que melhor
respondem a presenca de contaminantes prooxidantes (ALMEIDA et al., 2005;
VOITURON et al., 2006).

A exposigdo dos organismos aos contaminantes prooxidantes
aumenta a geracdo de EROs e induz o estresse oxidativo intracelular. A toxicidade
das espécies reativas depende da sua reatividade e tempo de vida. Maior tempo de
vida lhes permite difundir, interagir com substratos bioldgicos sensiveis e causar
danos a varias organelas, interrompendo o desenvolvimento e diferenciacdo celular
normal. O estresse oxidativo € citotoxico, pode causar numerosos efeitos deletérios as
células, incluindo a peroxidacéo lipidica, inativacdo de enzimas, oxidacao de bases de
DNA, e degradacdo protéica, causando disturbio morfolégico-funcional da célula
lesada, morte celular e danos aos orgaos (ALMEIDA et al., 2005; FIBACH,;
RACHMILEWITZ, 2008; KAUR; SANDHU, 2008).

A peroxidagdo lipidica é facilitada pela hemoglobina, um
catalisador para a geracdo de radicais hidroxila, que podem se difundir para o exterior
de hemacias danificadas apos estresse. O ferro livre pode aumentar a geracao de
EROs e levar a dano oxidativo. Estudos sugerem que os tecidos do sistema
cardiovascular podem ser suscetiveis ao ataque de espécies reativas (BAKER et al.,

2007). No sangue, a funcdo normal do eritrocito depende da integridade de sua
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membrana, j& que esta pode ser afetada por muitos produtos quimicos toxicos, 0s
quais podem danifica-la, comprometendo as funcbes bioquimicas e fisioldgicas dos
eritrocitos. Danos oxidativos as células eritroides podem ocasionar hemolise,
eritropoiese ineficaz e curta sobrevida dos glébulos vermelhos na circulacéo.
Gldbulos brancos também s@o expostos ao estresse oxidativo, o que pode resultar em
infeccdes bacterianas recorrentes (ALMEIDA et al, 2005, FIBACH,;
RACHMILEWITZ, 2008; KAUR; SANDHU, 2008). Neste contexto, o estresse
oxidativo induzido por xenobidticos presentes no corrego Felicidade é responsavel
pelo alto nivel de peroxidacgdo lipidica nas células sanguineas, alterando os valores
hematoldgicos dos espécimes deste local.

Parte da producdo de EROs é enddgena, resultante do proprio
metabolismo, como subprodutos da respiracdo celular. Cerca de 2% do consumo de
O, mitocondrial total resulta em formacdo de radical superdxido (O;7). Além da
producdo mitocondrial, EROs podem surgir como produto de reacGes enzimaticas.
NADPH oxidases produzem EROs em resposta a estimulos exdgenos, como parte da
resposta imune inata das células fagociticas a infeccdo ou para respostas de
sinalizacdo aos estimulos fisiol6gicos. Apesar da biotransformacdo resultar na
detoxificacdo de muitos xenobidticos a metabdlitos facilmente excretaveis, muitas
vezes pode resultar também na ativacdo de espécies quimicas mais reativas
(ALMEIDA et al., 2005; FIBACH; RACHMILEWITZ, 2008). Assim, a produgao
endégena de EROs pode ser responsavel por pelo menos parte do aumento da
peroxidacao lipidica dos animais de ambiente urbano, uma vez que a maior atividade
do sistema de defesa pode causar aumento das EROs, como subprodutos indiretos da
atividade enzimatica.

Além dos efeitos gerados pela interacdo direta dos poluentes com os
constituentes celulares, estes ainda podem alterar 0 metabolismo dos organismos
expostos a eles. Isto pode agravar os danos celulares, uma vez que o aumento na

atividade metabdlica favorece a ocorréncia de lesdes oxidativas em biomoléculas,
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conforme demonstrado por Souza Jr, Oliveira e Perreira (2005), em estudos sobre
estresse oxidativo com animais experimentais e seres humanos.

O wvalor de normalidade para TBARS apresentam grande
variabilidade nos diversos estudos, estando relacionados com as condigdes
experimentais utilizadas nos diferentes ensaios (STEGHENS et al., 2001; SIM et al.,
2003). Desta forma, torna-se clara a necessidade de se determinar o intervalo de
referéncia para cada método desenvolvido e para cada organismo analisado
(ANTUNES et al., 2008), como realizado no presente trabalho, no qual o método
mostrou-se importante para comparagdo de peroxidagdo lipidica entre os grupos de
ambiente urbano e criatorio.

A andlise dos parametros hematoldgicos e bioguimicos, incluindo
indicadores de estresse oxidativo (como sistemas de defesa antioxidante, danos do
DNA e peroxidacdo lipidica), € um instrumento Gtil na avaliacdo da satde de animais
silvestres, especialmente em organismos aquéticos. Estes estudos podem fornecer
informacgdes importantes sobre o estado fisiologico de espécies ameacadas ou em
perigo e sobre a salde ambiental, podendo ser parte de um sistema de biomarcadores
para examinar a qualidade ambiental em estudos de ambientes impactados,
colaborando para o desenvolvimento desse sistema (ALMEIDA et al., 2007;
VALDIVIA et al., 2007).

5.3. Verificacdo da capacidade antioxidante

Nossos dados revelaram um aumento significante dos valores de
TEAC para as amostras de animais de ambiente urbano, em relacdo as amostras de
animais provenientes do criatdrio. Valores mais elevados de TEAC para as amostras
dos espécimes de ambiente urbano indicam uma melhor resposta antioxidante e, um
possivel ajuste enziméatico na tentativa de evitar danos causados por estressores
locais. Mesmo em animais com extraordinéria capacidade antioxidante, o estresse

oxidativo pode, no entanto, ocasionar problemas durante longos periodos de
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exposi¢do aos contaminantes (BAKER et al., 2007). Apesar dos animais de ambiente
urbano apresentarem aumento da capacidade antioxidante, essas defesas ndo foram
suficientes para proteger o organismo ap0s a persisténcia das condicdes estressoras
ambientais e evitar acimulo de produtos de danos oxidativos, conforme observado
pelo aumento na concentracdo plasméatica de TBARS. Essa elevacdo no plasma de
produtos de peroxidag&o lipidica pode retratar a falta de capacidade do organismo em
suportar o estresse oxidativo por longo tempo.

Todos os animais aer6bios dependem de defesas antioxidantes para
evitar danos oxidativos aos componentes celulares. Baker e colaboradores (2007)
descreveram vérias adaptacdes bioquimicas e fisioldgicas que permitem que animais
ectotérmicos, como a tartaruga Chrysemys picta, hibernem no frio, em agua andxica
sem risco de mortalidade. Muitos dos organismos tolerantes a andxia aumentam as
atividades das enzimas antioxidantes para prevenir dano oxidativo, que poderia
resultar de EROs geradas durante a recuperacdo aerébia apés o mergulho (BAKER et
al., 2007). No entanto, altera¢cBes importantes nos sistemas antioxidantes desses
organismos podem ocorrer durante a privacdo de oxigénio (ALMEIDA et al., 2005),
comprometendo a capacidade de detoxificacdo das EROs geradas. Abele e Puntarulo
(2004) sugeriram que a producao de EROs em animais ectotérmicos pode ser elevada
durante o estresse fisioldgico. Sob estresse, alguns queldnios aquaticos mantém altas
atividades das enzimas antioxidantes para neutralizar qualquer espécie reativa gerada
pelo metabolismo ou por compostos exogenos.

Os antioxidantes trabalham em conjunto, e a medigdo de apenas um
ou alguns compostos pode ser enganosa. Deste modo, o ensaio TEAC foi atil na
avaliacdo da capacidade antioxidante no plasma, demonstrando as respostas dos
animais ao estresse oxidativo pelo aumento da sua capacidade antioxidante potencial.
Porém, a analise de vias antioxidantes especificas pode esclarecer os efeitos
especificos dos contaminantes e auxiliar na compreensdo dos mecanismos

bioquimicos de detoxificacdo e defesa antioxidante na especie.
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5.4. Atividades enzimaticas da CAT e da G6PDH

Fisiologicamente, o organismo pode se defender da agressdo
mediada pelas espécies reativas utilizando reservas antioxidantes celulares, que sdo
constituidas por trés sistemas de defesa antioxidante: enzimatico, moléculas pequenas
e o sistema de quelacdo de metais (NETO et al., 2005). Uma vez que as enzimas
antioxidantes estdo sob regulagdo de acordo com as necessidades, pode-se detectar
um aumento nas suas atividades ap6s a formagdo de EROs, como um mecanismo de
protecdo. Porém, animais de locais contaminados podem algumas vezes apresentar
uma menor atividade de suas enzimas do que animais controles, provavelmente
devido a presenca de compostos inibitérios, como pesticidas e O,", que podem
inativar ou danificar a CAT e vérias outras enzimas antioxidantes. Além disso,
compostos oxidantes, tais como metais redox-ativos, induzem a heme oxigenase
desencadeando o decaimento dos grupos heme, essenciais para a atividade da CAT
(FIBACH; RACHMILEWITZ, 2008; VIOQUE-FERNANDEZ et al., 2009).

Apesar da CAT ndo ser a Unica enzima a detoxificar o peroxido de
hidrogénio, desempenha papel importante na aquisicdo de tolerdncia ao estresse
oxidativo e na resposta adaptativa das células (DEL RIO et al., 2002). DiminuicGes
na atividade da CAT, em organismos de locais contaminados, podem resultar na
reducdo da capacidade de neutralizar as EROs e também, no aumento da
suscetibilidade ao estresse oxidativo, assim como observado por Pampanin e
colaboradores (2005). Assim, a reducdo da atividade da CAT em 30% nos espécimes
do local poluido pode aumentar a dificuldade em compensar o estresse oxidativo e,
consequentemente, os danos celulares ocasionados pelo ataque das espécies reativas.

Estudo com mexilhes transplantados para areas impactadas por
diferentes atividades antrépicas ao longo do litoral grego também encontraram
atividades da CAT significantemente inferiores nos locais impactados quando
comparadas aos locais de referéncia (TSANGARIS et al., 2010). A resposta da CAT

aos produtos quimicos tdxicos muitas vezes demonstra um aumento inicial na
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atividade devido a inducdo enzimatica, seguida pela diminuicdo na atividade devido
ao reforco da taxa catabolica e/ou inibicdo direta por produtos quimicos toxicos
(VIARENGO et al., 2007). Tais tendéncias nas atividades da CAT podem ser
encontradas nos organismos de locais poluidos de acordo com os niveis e duracdo da
exposicao aos poluentes. Esta enzima responde a uma ampla gama de contaminantes
capazes de produzir EROs, tais como hidrocarbonetos policiclicos aromaticos
(HPAS), bifenilas policloradas (PCBs), metais pesados, pesticidas (TSANGARIS et
al., 2010), de modo que a evidente alteracdo observada na atividade da CAT esteja
relacionada aos diferentes poluentes presentes no coOrrego, provenientes da
contaminacao por fontes difusas urbanas, industriais e agricolas.

A G6PDH ¢é uma enzima vital para todas as células, pois catalisa a
primeira etapa da via metabdlica do ciclo das pentoses, enquanto reduz NADP" a
NADPH, o qual é utilizado nas vias de protecdo contra danos oxidativos (BILMEN et
al., 2001). A reducdo de NADP* a NADPH permite sua reutilizagio no metabolismo,
em muitas reacdes biossintéticas, detoxificacdo e remo¢do de EROs. NADPH além de
ser necessario para a manutencdo da atividade da catalase, também a protege de dano
oxidativo ligando-se a ela para evitar sua conversao para o estado inativo (DEL RIO
etal., 2002; DEL RIO et al., 2005).

Apesar do aumento da G6PDH em 66,18% e, consequentemente, de
NADPH nos individuos do cérrego Felicidade, sua atividade ndo foi suficiente para
prevenir a reducdo da atividade da CAT e protegé-la de compostos inibitorios.
Possivelmente, a atividade de G6PDH esta sendo requisitada por outros sistemas
antioxidantes dependentes de NADPH, tais como o citocromo P450 e a glutationa,
que sdo vias importantes nas fases | e 1l do metabolismo de biotransformacédo de
xenobidticos e, provavelmente, devem estar em maior atividade, devido a grande
quantidade de poluentes do corrego Felicidade. Deste modo, a NADPH produzida
estaria sendo utilizado por sistemas ativos, ndo restando moléculas livres para se
ligarem & CAT. Nao foi possivel estabelecer a ordem das alteracbes enzimaéticas,

apesar dos valores de G6PDH néo estarem elevados nas primeiras coletas, de modo
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que a reducdo da CAT pode ter ocorrido anteriormente ao aumento da atividade de
G6PDH, e o organismo ainda ndo ter conseguido recuperar os niveis normais da
CAT.

Como a catalase € indispensavel para detoxificacdo de EROs
durante o estresse, a diminui¢cdo da atividade observada sugere um estado precério
caracterizado por uma maior suscetibilidade ao estresse ambiental e potencial efeito
adverso. Como a G6PDH é responsavel por gerar NADPH para sua reutilizagdo em
varios sistemas de biotransformagdo de xenobiéticos, essa inducdo pode ser
considerada um ajuste dos organismos ao ambiente para evitar danos fisiol6gicos.
Apesar destas respostas, ha outros sistemas antioxidantes respondendo as agressdes
ambientais e producdo de EROs, e € possivel que essas outras vias de detoxificacdo
de xenobidticos estejam em alta atividade, o que justificaria o valor aumentado da
capacidade antioxidante detectada pelo ensaio TEAC para os individuos do ambiente.
O aumento na concentracdo de TBARS nos animais de ambiente poluido pode indicar
que a capacidade antioxidante inata ndo foi suficiente para proteger o organismo
frente a persisténcia das condigdes estressoras.

A toxicidade dos produtos depende do tempo e da concentracdo a
que se estd exposto. Muitos dos efeitos de pesticidas, por exemplo, sdo cronicos e
podem ter consequéncias para todo o ecossistema, incluindo lesbes e morte em
animais, supressdo do sistema imune, alteracGes do sistema enddcrino, inibigdo ou
falha reprodutiva, efeitos teratogénicos e carcinogénicos, alteracbes celulares e
moleculares, incluindo danos de DNA (POLETTA et al., 2008). Fatores diferentes
podem ser alistados para explicar a maior suscetibilidade de espécies aquaticas, como
a taxa de bioacumulacdo e eliminacdo de metais de transicdo, que contribuem para
realcar a formagdo de danos, diferencas relacionadas a taxa metabolica, ou a
eficiéncia das defesas antioxidantes e/ou 0s mecanismos de reparo, mas estas
permanecem pouco esclarecidas (ALMEIDA et al., 2007).

Pifia e colaboradores (2009) avaliaram a concentracdo de metais em

amostras sanguineas de Phrynops geoffroanus, provenientes de local contaminado
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com metais pesados, e encontraram presenca de varios metais no plasma desses
animais, sendo os niveis plasmaticos de cobre e chumbo os mais altos ja descritos em
répteis. Porém, nenhum sinal clinico de patologia foi detectado. Embora atualmente
esta contaminagdo ndo seja patologica, ndo ha informacao sobre o tempo necessério
para que esses contaminantes exercam alteracdes fisioldgicas e causem danos aos
organismos, de modo que, tal contaminacdo poderia, por exemplo, afetar o sucesso
reprodutivo da populacdo, em alguns anos. Do mesmo modo, em nosso estudo,
embora o grupo experimental analisado tenha alteragcGes nos parametros bioquimicos,
com peroxidacdo lipidica da membrana e alteracbes nas defesas antioxidantes
causados por poluentes, os animais também ndo apresentam sinais clinicos de
patologia grave e a populacdo persiste no local, indicando a grande tolerancia a

contaminacdo apresentada pela espécie.

5.5. Analise de Correlacao

A forte correlagdo positiva da contagem absoluta de eritrécitos com
0 hematdcrito e a concentragdo de hemoglobina foi também observada no estudo de
Brites (2002) com a mesma espécie. Esta associacdo ja era esperada, tanto para o
grupo de ambiente urbano, como para o controle; uma vez que estes parametros sdo
intimamente relacionados. Como os eritrocitos sdo carreadores de hemoglobina,
proteina de enorme importancia no transporte de gases, a quantidade de eritrocitos,
considerando um volume celular normal, é diretamente proporcional a concentracdo
de hemoglobina, correlacdo também estabelecida para o quel6nio asidtico Trionyx
gangeticus (VERMA; BANERJEE, 1981). Uma vez que o hematdcrito exprime a
porcentagem do volume ocupado pelos glébulos vermelhos, em geral, um aumento
do hematocrito indica maior proporcdo de glébulos vermelhos. Destaca-se que,
embora 0 grau dessas associacdes tenha sido forte, o percentual de correlacdo do

grupo controle foi muito maior, o que destaca que seus valores hematologicos
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encontram-se mais proximo ao esperado, sem grandes variagdes como observado nos
0s animais do cdrrego.

A correlacdo positiva entre a concentracdo de TBARS e a atividade
da catalase dos animais de ambiente urbano deve-se a relacdo desta enzima
antioxidante e os niveis de peroxidacdo lipidica observados. A catalase pode sofrer
uma inducdo inicial, com aumento na sua atividade, na tentativa de combater o
desequilibrio do estado oxidativo pelo excesso das EROs geradas. Porém, como ha
uma inibicdo da catalase neste ambiente, as EROs, que seriam em parte neutralizadas
pela catalase ndo fosse sua inibi¢do, geram maior nivel de peroxidacao lipidica, o que
eleva a concentracdo de TBARS. Contudo, ha outros fatores atuando sobre essas
variaveis, visto que o grau da associacao entre as variaveis foi fraco.

Ja a atividade enzimatica da G6PDH se correlacionou
negativamente a concentracdo de hemoglobina no grupo do ambiente urbano. Nos
eritrocitos esta enzima é a unica fonte de NADPH, o que torna G6PDH essencial para
proteger a hemoglobina e prevenir a oxidacdo da membrana (SANCHEZ et al., 2003;
BEUTLER, 2008). Além disso, NADPH também ¢é capaz de se ligar a algumas
hemeproteinas, como é o caso da hemoglobina, o que ajuda na prote¢do contra agao
das EROs (DEL RIO et al., 2002; DEL RIO et al., 2005). G6PDH foi induzida pela
geracdo de espécies reativas, porém seu aumento nao foi suficiente para evitar danos
oxidativos, que podem gerar hemdlise, com perda de hemoglobina ou agirem
diretamente sobre esta, danificando-a.

O indice de estresse, por sua vez, mostrou-se associado a varios
parametros no grupo do corrego Felicidade: concentracdo de TBARS, contagem
absoluta de leucécitos e contagem diferencial de leucécitos. Como este indice utiliza
a razdo de heterdfilos por linfécitos, a correlacdo positiva com heterdfilo e negativa
com linfdcito resultam do préprio célculo. A outra variavel com a qual o indice de
estresse apresentou correlacdo positiva foi TBARS. Apesar dessa associagdo fraca, é
plausivel que um aumento na peroxidagdo lipidica das membranas, considerada a

principal causa de morte celular, ocasione um estresse maior ao organismo.



Discussao 81

A correlacdo entre o indice de estresse e a contagem total de
leucécitos foi negativa, assim como a correlagéo entre o indice de estresse e a maioria
dos tipos leucocitarios. Uma vez que os globulos brancos sao células de defesa do
organismo, sua producéo é elevada em um ambiente poluido e que também apresenta
microrganismos patogénicos. Este aumento da defesa leucocitaria é capaz de reduzir
o0 nivel de estresse, atenuando 0s danos que esses estressores causariam ao organismo.
Isto explica o fato do indice de estresse ndo ser criticamente elevado na presenca de
tantos estressores ambientais.

Ao contrario dos animais do corrego, a correla¢do entre o indice de
estresse e a contagem total de células brancas foi positiva para os espécimes do
criatorio. Como os leucocitos sdo requisitadas conforme a necessidade, um fator
gerador de estresse que atue sobre o organismo, pode induzir a produgdo de
leucocitos como um mecanismo de defesa.

Embora o0s espéecimes do criatério apresentem capacidade
antioxidante e atividade das enzimas analisadas, consideradas normais, a correlacdo
estabelecida entre os valores de TEAC e a atividade da catalase foi negativa. Uma
explicacdo provavel seria que a capacidade antioxidante desses organismos, que é
menor e mais estavel, ndo esteja sendo requisitada além da taxa normal de combate a
espécies reativas do metabolismo endogeno. Porém, as espécies aquaticas sao sujeitas
a maior variacdo na taxa de oxigénio disponivel, por exemplo, durante mergulhos
anaerobios. Tal como outros répteis tolerantes a hipdxia, P. geoffroanus lida com
uma quantidade significativa de EROs gerados como consequéncia da isquemia e
reperfusdo associados com o mergulho. Deste modo, a catalase nesses animais estaria
presente para responder as EROs geradas pelo proprio metabolismo enddgeno e em
situacBes de hipdxia. Como inimeros outros antioxidantes estdo envolvidos no valor
do TEAC, a correlacdo é fraca, pois a catalase ndo poderia ter uma resposta tdo

expressiva na capacidade antioxidante geral do organismo.
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5.6. Considerac0es finais

Apesar da riqueza e diversidade, a pesquisa sobre a fauna de répteis
no Brasil é restrita e menos ainda se sabe sobre as caracteristicas hematoldgicas e
bioquimicas de répteis em ambientes alterados em consequéncia as diferentes
influéncias antropicas. Estudos que monitorem os efeitos da degradacao e da poluigédo
dos ecossistemas naturais sdo fundamentais para aprimorar o entendimento desse
grupo e delinear estratégias de conservacdo efetivas que preservem o potencial
evolutivo das linhagens existentes (RODRIGUES, 2005). Deste modo, as analises
dos parametros hematoldgicos e bioquimicos, incluindo indicadores de estresse
oxidativo, mostram-se importantes na avaliagdo da salde de animais silvestres
(VALDIVIA et al., 2007). A mensuracdo do estresse oxidativo é uma ferramenta
eficaz para a avaliacdo da salde de espécies ameacadas ou em perigo, além de bom
biomarcador no monitoramento de ambientes impactados, como demonstrado neste
estudo, no qual revelou a ameaca que os poluentes do cdrrego Felicidade representam
para a populacéo de Phrynops geoffroanus, afetando a fisiologia desses animais.

O Estado de S&o Paulo destaca-se como 0 maior consumidor de
pesticidas do Brasil (GARBELLINI; ULIANA, 2007). A toxicidade aguda de
pesticidas é bem documentada, mas pouca atencao tem sido dada aos efeitos cronicos
de baixas doses, que podem ndo ter sintomas clinicamente reconheciveis, mas
poderiam produzir efeitos metabdlicos cumulativos que eventualmente afetam a
salde e o desempenho geral de um animal (KAUR; SANDHU, 2008). Os efeitos da
exposi¢do a contaminantes em longo prazo precisam ser compreendidos para delinear
estratégias de conservacao apropriadas. O monitoramento de populacdes de répteis é
essencial em situacbes como esta, para melhor avaliar a influéncia ambiental na
fisiologia da espécie e verificar o potencial dos compostos poluentes de causarem
lesbes oxidativas e as respostas dos organismos a essas agressdes (RODRIGUES,
2005; POLETTA et al., 2008).
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O presente estudo mostrou o comprometimento ambiental do
corrego Felicidade, onde a degradacdo e assoreamento, juntamente com a
contaminacdo e baixa disponibilidade de oxigénio na agua, resultaram no
desaparecimento dos peixes e de grande parte da vegetacdo. Atualmente, o local €
habitado principalmente por quel6nios, cuja respiracdo € essencialmente pulmonar e,
que persistem e se reproduzem no local, apesar de terem a fisiologia e sobrevida
comprometidas pela contaminacdo. Outro fato importante € que os poluentes ou
contaminantes, como efluentes domésticos e industriais, carga difusa urbana e
agricola, podem ser transportados a longas distancias, propagando-se pelas aguas,
alterando suas caracteristicas naturais de qualidade e determinando impactos
negativos e/ou riscos sobre 0s organismos, localizados na propria area ou em seus
arredores. A auséncia de controle dos residuos despejados no afluente submete os
organismos ali presentes a exposicdo a diversos contaminantes, colocando em risco a
qualidade de vida e comprometendo a salde e sobrevivéncia desses animais, a longo
prazo. Essas condigdes podem influenciar nos habitos de vida e condicGes
fisioldgicas do animal. Compostos quimicos toxicos presentes no corrego Felicidade
podem ocasionar aumento na frequéncia de micronucleos, inducdo de aberragdes
cromossdmicas, demonstrada pela andlise de fragmentacdo do DNA no ensaio
cometa, e outros danos oxidativos, confirmando o potencial mutagénico, genotdxico e
citotoxico dos poluentes sobre a espécie (SILVA, M., 2009).

Além da peroxidacdo lipidica das membranas, os altos niveis de
TBARS indicam a formagdo de adutos de DNA. Estes resultam da reacdo dos
aldeidos, liberados durante a quebra de peroxidos lipidicos, com as bases do DNA, e
podem gerar aumento da frequencia de microntcleos e aberragcbes cromossémicas
observadas por Silva, M. (2009). Outro estudo envolvendo dois organismos modelos,
Allium cepa (cebola) e Oreochronis niloticus (tilapia-do-nilo), também evidenciaram
0 comprometimento dos recursos hidricos superficiais da cidade de Sdo José do Rio
Preto. A agua da represa municipal apresentou-se poluida com metais pesados como

cobre, ferro, manganés, chumbo, aluminio, zinco e cddmio, 0s quais provocaram
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alteragdes a nivel celular nos dois organismos-testes anteriormente citados
(MASCHIO, 2008).

O desenvolvimento de um sistema de biomarcadores para avaliar o
estado de saude de queldnios e detectar precocemente a exposicdo a contaminantes
ambientais e outros estressores, proporcionaria um instrumento Util para a
conservagdo das espécies aquéticas e poderia ser usado como referéncia em areas
onde a poluicdo e outros impactos ambientais tém ameacado as populacfes
(MITCHELMORE; CHIPMAN, 1998; VALDIVIA et al., 2007). Em nossa
contribuicdo, temos padronizado e aplicado as analises de hemograma, TBARS,
TEAC e atividade das enzimas antioxidantes CAT e G6PDH em amostras sanguineas
de P. geoffroanus e confirmado a influéncia da poluicdo e degradacdo ambiental
sobre os parametros hematoldgicos, estado oxidativo e atividades antioxidantes da
espécie, por comparagdo com um grupo controle da mesma regido.

As alteracOes hematoldgicas refletem as mas condi¢des ambientais
do corrego, que acarretam danos fisiologicos como, por exemplo, reducdo de
eritrdcitos circulantes e da concentracdo de heméceas, prejudicando o suprimento de
oxigénio dos animais. Por outro lado, os aumentos nas quantidades de trombdcitos e
leucdcitos demonstram ajustes fisiolégicos para combater microrganismos
patogénicos ou, 0S mecanismos de protecédo a infecgdes e inflamagdes.

Os danos oxidativos, que podem ser responsaveis por parte da
reducdo eritrocitaria devido a hemodlise, confirmam o potencial citotoxico dos
contaminantes e o desequilibrio entre os agentes oxidantes e antioxidantes. Os
poluentes presentes no corrego também geram alteragdes nas atividades antioxidantes
dos organismos; podendo reduzir a atividade de algumas enzimas, como ocorreu com
a catalase, por provavel presenca de compostos inibitérios. Porém, ha inducédo
enzimatica, com elevacdo da atividade de outras enzimas antioxidantes, conforme
demonstrado pela G6PDH, sendo provavelmente requisitada para geracdo de NADPH
utilizada em outras vias de detoxificacdo de xenobidticos, que explicariam o0 aumento

da capacidade antioxidante dos espécimes, detectada pelo ensaio TEAC. Apesar deste
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aumento nédo ser suficiente para evitar danos oxidativos, alteragdes hematologicas e
bioguimicas, os animais do ambiente urbano demonstraram Vvarios ajustes que
respondem a persisténcia das condi¢des estressoras locais, permitindo a proliferacao
da populagéo neste habitat e evitando patologias mais graves, que poderiam ser letais.

Os resultados globais confirmam o valor potencial da dosagem de
TBARS como ferramenta para avaliacdo de agentes citotoxicos, e a utilizacdo do
ensaio TEAC para avaliar a capacidade antioxidante de amostras bioldgicas de
queldnios, refletindo a atividade antioxidante geral do organismo. O uso conjunto
dessas técnicas mostra-se Util como instrumento de monitoramento ambiental,
auxiliando no delineamento de estratégias visando a conservacdo de queldnios de
vida livre. Os dados fornecidos aqui sdo Uteis para futuros estudos que envolvam o
biomonitoramento das regifes naturais onde ocorre P. geoffroanus, empregando esta

espécie como organismo sentinela de avaliagcdo da qualidade ambiental.
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6. CONCLUSOES

A partir dos resultados encontrados neste estudo, conclui-se que:

1) H& grande variacdo nos parametros hematolédgicos de Phrynops
geoffroanus de ambiente urbano, quando comparado aos valores de referéncia do
grupo controle, por influéncia ambiental, com reducéo significante dos valores de
globulos vermelhos e hemoglobina. Ha aumento significante na quantidade de
leucdcitos e trombdcitos nos espécimes do cérrego Felicidade, como resposta a
agressdo ambiental por esgoto ndo tratado e presenca de microrganismos patogénicos.
Porém, os valores similares entre os indices de estresse de ambos 0s grupos indicam
que a condicdo de cativeiro também € estressante e, que os ajustes fisioldgicos dos
animais do cdrrego possibilitam a persisténcia e reproducdo no ambiente poluido.

2) O aumento da concentracdo de TBARS no plasma dos quel6nios
indica o potencial citotoxico dos compostos presentes no corrego Felicidade, pois o0s
espécimes coletados nesse local apresentaram niveis mais altos de peroxidagdo
lipidica em comparagdo com os espécimes do grupo controle, corroborando a
associacao entre a exposic¢ao ao contaminante e 0 aumento de danos oxidativos.

3) Nos animais do ambiente urbano foi encontrada uma resposta aos
danos ambientais, indicada pelo aumento da capacidade antioxidante, detectada pelo
ensaio TEAC. Apesar deste aumento, as defesas antioxidantes ndo foram suficientes
para proteger 0 organismo, com a persisténcia das condi¢des estressoras.

4) A reducdo na atividade da enzima catalase no grupo do ambiente
urbano pode ser devido a presenga de compostos inibitérios. A atividade elevada da
enzima G6PDH se deve a requisicdo para geracdo de NADPH, utilizada em outras

vias de detoxificagéo, explicando o aumento na capacidade antioxidante.
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APENDICE A - Tabelas

Tabela 4. Concentracdo de TBARS em ng/mL em amostras de individuos de ambiente urbano e
criatério: média, desvio padrdo, mediana, minimo e maximo dos valores de cada grupo (total
avaliado: 60 espécimes).

Concentracdo de TBARS (ng/mL)

Local Animai§ de ambiente Animais de criatério
poluido (n=30) (n=30)
934,86 314,17
625,28 337,16
628,35 310,65
758,62 342,53
528,73 291,19
643,67 325,67
471,26 347,89
521,07 324,90
548,57 303,45
508,05 311,87
606,03 289,65
332,04 298,85
588,49 357,09
529,82 236,01
410,67 352,49
287,29 350,95
296,97 256,70
263,70 350,95
472,97 233,71
527,40 260,53
313,30 320,85
353,21 311,24
370,15 321,59
443,94 234,35
413,09 183,34
434,26 301,63
355,63 328,98
390,11 315,67
454,82 285,36
436,68 227,70
Média 481,63 300,90
Desvio Padrao 147,44 43,94
Mediana 463,04 311,56
Minimo 263,70 183,34

Méximo 934,86 357,09
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Tabela 5. Valores de TEAC em mmol/L nas amostras de individuos de ambiente urbano e criatério:
média, desvio padrdo, mediana, minimo e méaximo dos valores obtidos de acordo com o local de
coleta (total avaliado: 60 espécimes).

TEAC (mmol/L)

Local Animais de ambiente Animais de criatorio
poluido (n=30) (n=30)
1,89 1,44
1,71 1,67
1,65 1,79
2,37 1,37
1,74 1,59
1,84 1,33
1,79 0,66
1,89 1,37
1,88 1,61
0,52 1,52
1,89 1,64
2,26 1,44
2,27 1,50
2,33 1,59
2,43 1,50
2,26 1,77
2,33 1,48
1,43 1,43
1,16 1,53
1,99 1,59
0,82 1,50
1,45 181
1,53 2,07
2,17 2,27
1,71 1,94
1,71 2,21
1,49 2,18
2,07 2,28
2,39 2,02
2,27 2,36
Média 1,84 1,68
Desvio Padréo 0,46 0,36
Mediana 1,89 1,59
Minimo 0,52 0,66

Maximo 2,43 2,36
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Tabela 6. Atividade da catalase, em U/mg da proteina, das amostras de individuos de ambiente
urbano e criatorio: média, desvio padrdo, mediana, minimo e maximo dos valores das amostras
de cada local de coleta (total avaliado: 60 espécimes).

Atividade da CAT (U/mg)
Local Animais de ambiente Animais de criatorio
poluido (n=30) (n=30)
1,86 1,85
2,65 3,32
2,26 3,01
3,02 1,45
1,81 3,80
1,31 2,86
1,99 2,88
2,98 3,47
3,18 2,35
1,63 2,00
1,23 3,06
1,99 2,52
1,56 1,66
2,13 2,50
2,25 2,11
1,01 2,49
1,38 3,27
1,48 1,85
1,30 2,00
0,85 2,80
1,02 2,21
1,38 1,99
0,69 1,68
1,02 1,64
0,95 1,51
1,10 1,74
1,28 1,61
0,94 1,72
0,79 1,98
1,36 1,74
Média 1,61 2,30
Desvio Padréo 0,69 0,66
Mediana 1,38 2,06
Minimo 0,69 1,45

Maximo 3,18 3,80
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Tabela 7. Atividade da G6PDH, em mU/mg da proteina, das amostras de individuos de ambiente
urbano e criatério: média, desvio padrdo, mediana, minimo e maximo dos valores de cada grupo
(total avaliado: 60 espécimes).

Atividade da G6PDH (mU/mg)

Local Animais de ambiente Animais de criatorio
poluido (n= 30) (n=30)
6,15 23,86
5,78 18,80
10,94 13,93
13,87 17,82
14,71 10,42
4,73 3,19
6,82 5,78
16,60 4,08
4,86 5,98
17,14 1,85
43,15 3,24
54,67 3,53
17,19 2,97
17,78 3,72
5,92 1,58
10,46 3,44
7,99 5,22
6,12 1,40
6,21 1,89
7,70 15,09
6,49 3,23
5,84 9,26
7,35 9,87
7,36 7,68
5,97 4,99
6,19 6,39
5,86 3,73
6,74 7,06
8,15 3,50
6,19 4,08
Média 11,50 6,92
Desvio Padréo 11,05 5,68
Mediana 7,09 4,54
Minimo 4,73 1,40

Maximo 54,67 23,86
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ANEXO A - Autorizacao do IBAMA/ICMBIo (registro 2838725/n° 16488-1)
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ANEXO B - Autorizacédo do IBAMA/ICMBIo (registro 2838725/n° 16488-2)
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ANEXO C - Aprovacao pela Comissdo de Etica na Experimentacdo Animal da
FAMERP
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ANEXO D - Protocolo para realizagdo de Hemograma em queldnios

Hemograma (CAMPBELL, 2004; modificado por ZAGO, 2007).

O hemograma € o exame laboratorial que fornece dados
quantitativos sobre os eritrocitos, leucocitos, trombdcitos e hemoglobina e permite
avaliar o estado geral de salde do animal. Os exames séo efetuados manualmente,

conforme metodologia preconizada para a clinica veterinaria.

Hematocrito:

Verifica o volume globular, pela relacdo entre os globulos
vermelhos e o volume de plasma, ou seja, a porcentagem de eritrocitos no sangue.
Consiste dos seguintes passos:

e Homogeneizar bem a amostra com delicadeza; preencher ¥ do tubo capilar de
microhematocrito com sangue.

e Fechar uma das extremidades do tubo e coloca-lo na centrifuga propria por cerca
de 5 minutos a 13.000 rpm.

e Fazer a leitura no cartdo de referéncia, cujos valores sdo dados em porcentagem
de volume celular em relacdo ao total.

e O valor de hematdcrito normal para a maioria dos répteis varia entre 20 e 40%.

Dosagem da hemoglobina circulante:

Fornece a concentragdo de hemoglobina do sangue analisado a
partir do método da cianometahemoglobina. A hemoglobina e todos 0s seus
derivados sdo transformados, por um reativo especial a base de cianeto, em
cianometahemoglobina e em seguida, quantificada por espectrofotometria. Sua

realizacdo consiste nas seguintes etapas:
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e Adicionar 20 uL da amostra em 5 mL de solucdo Drabkin (Solugdo Drabkin:
0,20g de ferricianeto de potassio, 0,20g de cianeto de potassio e 1000 mL de
agua destilada q.s.p.).

= Medir em espectrofotdbmetro com comprimento de onda de 540nm. O resultado
da leitura da absorbancia é dividido por 15,3 e multiplicado por 250 como fator
de correcdo, tendo a concentragdo de hemoglobina em mM. Este total
multiplicado por 1,7 fornece a concentragdo em g/dL.

= Branco: solucao de Drabkin.

A concentracdo de hemoglobina normal de muitas espécies de

répteis varia entre 5,0 e 10,0 g/dL.

Contagem global de células:

Permite calcular o nimero absoluto de células contidas em um
determinado volume de sangue. Consiste em colocar numa camara de Neubauer, uma
amostra de sangue diluido com um reativo apropriado para o tipo de célula. Em
alguns minutos, os elementos depositam-se no fundo da camara, cujo quadriculado
permite a contagem ao microscopio. Um célculo, que considera a diluicéo e o volume
da celula, fornece o nimero de elementos, expressos por puL. O numero de eritrocitos
e leucdcitos é varidvel entre os répteis e dependem das condi¢des ambientais, estado
nutricional, o sexo, e sazonalidade. As contagens dos eritrocitos e leucécitos sdo

efetuadas separadamente, obedecendo a suas particularidades, como descrito a seguir.

a) Contagem de eritrdcitos:
= Com a pipeta de Thomas, aspirar sangue total homogeneizado até a graduacéo 1
e completar com a solucdo de Natt and Herrick (1952) até a marca 101. Esta
solucdo é utilizada como diluidora, por destacar os leucécitos com coloragéo anil.
= Agitar a pipeta com movimentos circulares, homogeneizando a mistura. O

sangue, agora diluido em 1:100, deve permanecer de um a dois minutos na
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pipeta. Despreza-se as primeiras gotas. Colocar a pipeta na abertura da cdmara de
Neubauer, formando com ela um angulo de 45° enche-la com o liquido que
penetra por capilaridade entre a cAmara e a laminula.

= Deixar a cdmara em ambiente Umido por 5 minutos, para a perfeita sedimentacédo
dos eritrocitos.

= O numero total de eritrécitos nos 5 pequenos quadrantes (4 das extremidades e o
central), na &rea do grande quadro central da cAmara de Neubauer (Figura 15), €
determinado no microscopio, em objetiva de 40x (aumento de 400 vezes).

= O valor total dessa contagem (N) deve ser multiplicado por 5000, valor que
considera a diluicdo, a altura da camara e area contada, resultando no valor

estimado de eritrocitos por microlitro de sangue.

[I IIII llll IIIHIII

Figura 15. Imagem microscépica da camara de Neubauer, onde é realizada a contagem de eritrdcitos
e leucdcitos. Os quatro quadrantes representados pela letra L sdo utilizados para a contagem total de
leucécitos; e no quadrante central, os cinco quadrados em destaque sdo utilizados para a contagem de
glébulos vermelhos.
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b) Contagem de leucdcitos:

» Realiza-se 0 mesmo procedimento inicial e a mesma diluigdo de sangue com
solucdo de Natt and Herrick (1: 100), e entdo a cdmara de Neubauer é preenchida
por capilaridade.

= Deixar a cdmara em ambiente umido por 5 minutos, para a perfeita sedimentacédo
das células.

» Usando a iluminagdo reduzida do microscopio, observar primeiramente na
objetiva de 10x, para verificar a distribuicdo das células; depois passar para
objetiva de 40x e fazer a contagem. Os leucdcitos, corados de azul, sdo contados
nos quatro quadros laterais da camara, marcados com L na Figura 15.

= O valor desta contagem é multiplicado por 1000, resultando no total de leucdcitos

por microlitro de sangue.

Solucdo de Natt and Herrick:
Os seguintes reagentes sdo adicionados a agua destilada para
produzir um volume total de 1L de solugéo:
e Cloreto de sédio (NaCl) — 3,88 g
e Sulfato de sddio (Na, SO,)— 2,50 g
e Fosfato de sodio dibasico (Na; HPO,: 12H,0) — 2,91 g
e Fosfato de potassio monobasico (KH, PO, )-0,25 ¢
e Formalina (37%) — 7,50 mL
e Metil violeta 2B - 0,10 g

A solucdo é mantida overnight e filtrada antes do uso.

Calculo dos indices hematimétricos:
Os indices podem ser utilizados para avaliar as caracteristicas de
eritrocitos no sangue periférico e representam o volume médio de eritrocitos, o teor

de hemoglobina das hemacias e a quantidade total de hemoglobina, valores
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importantes na andlise sanguinea por sofrerem alteracGes nos estados patolégicos.

S&o obtidos por meio dos célculos detalhados a seguir.

= VGM ou Volume Globular Médio: Indica o volume médio de eritrocitos
expresso em femtolitros (fL). E obtido, dividindo-se o volume globular fornecido
pelo hematocrito, pelo nimero de eritrocitos presentes no mesmo volume (obtido

pela contagem), em seguida multiplicado por 10, segundo a formula:

VGM=Ht x 10 fL
H

= CHGM ou Concentracao de Hemoglobina Globular Média: Designa o indice
médio da porcentagem de hemoglobina por hemécia. O célculo consiste em dividir
o0 resultado da dosagem de hemoglobina pelo hematdcrito, relaciona-se assim a
hemoglobina & unidade de volume do eritrdcito resultado geralmente expresso em

%, como indica a formula:

CHGM=Hb x 100 %
Ht

= HGM ou Hemoglobina Globular Média: Indica a quantidade total de
hemoglobina em picogramas (pg). E obtida relacionando-se o resultado da
dosagem da hemoglobina ao nimero de eritrocitos obtido pela contagem. Sua

formula é:

HGM= Hb x 10 pg
H

=  Os indices utilizados s&o obtidos a partir de valores de hemoglobina, hematdcrito

e contagem das células, representados pelas seguintes abreviagdes:
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Ht: Valor do hematocrito.
H: NUmero de eritrdcitos/ pL.

Hb: Hemoglobina.

Contagem diferencial dos leucdcitos:
E a formula leucocitaria, que por meio do exame de esfregacos
sanguineos corados com Pandtipo (Hematocor-Bioldgica®™), permite identificar a
variedade de leucdcitos e estabelecer suas proporcOes relativas. Visa estabelecer o
valor percentual de cada tipo de leucécito no sangue circulante, para depois,
conhecendo-se o total de leucdcitos circulantes, conhecer-se o total de cada tipo
celular.
= Utiliza-se o esfregaco sanguineo, feito com uma gota da amostra de sangue total,
que ¢ estendida sobre uma lamina de vidro com ajuda de uma segunda lamina, e
corado com Panétipo (Hematocor-Biol 6gica®).
= O esfregago € observado ao microscopio com objetiva de imerséo a 6leo (100x) e
contam-se 100 células, anotando cada tipo diferencial. Ao final da contagem, sdo
estabelecidos os valores percentuais relativos de cada tipo.
= Multiplicando-se o valor obtido na contagem total de leucdcitos pelo ndmero
percentual de cada tipo diferencial e dividindo por 100, obtém-se o valor
absoluto desses tipos celulares.

Contagem de trombdcitos:

Permite calcular o numero absoluto de trombdcitos em
determinado volume de sangue, a partir de sua contagem relativa em esfregagcos
sanguineos corados com Panétipo (Hematocor-Biol 6gica®).
= Utiliza-se 0 mesmo esfregaco sanguineo corado com Pan6étipo (Hematocor-

Biolégica®) feito para a contagem diferencial de leucdcitos.
= Em objetiva de imersdo (100x), realiza-se a contagem do nimero de trombacitos
para 1000 eritrocitos.
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= Este valor, multiplicado pelo nimero de eritrocitos/ pL da respectiva amostra e

dividido por 1000, resulta no total de trombdcitos por microlitro.

indice de Estresse:

Por meio da contagem diferencial de leucocitos, pode-se calcular o
indice de estresse, dividindo-se o numero absoluto de heterdfilos pelo de linfocitos
(AGUIRRE et al., 1995; GROSS; SIEGEL, 1983; LANCE; ELSEY, 1999). Essa
razdo heterdfilo/linfocito € um indicativo de estresse cronico, representada pela

elevagdo no nimero de heterdfilos e diminuicdo dos linfécitos (SIEGEL, 1980).

ANEXO E - Protocolo da dosagem de TBARS

Dosagem de TBARS (YAGI, 1976; modificado por PERCARIO et al.,
2004)

Principio:
A dosagem plasmatica das espécies reativas ao acido tiobarbitdrico
(TBARS) foi utilizada para avaliar a peroxidacdo lipidica das amostras. O método é
baseado na reacdo do malondialdeido e outros aldeidos com o &cido tiobarbitdrico
(TBA) em pH baixo e temperatura elevada, para formar um complexo com absorcao
méxima em 535 nm. Esta dosagem pode ser realizada em soro, plasma, liquidos

corporais e homogenados de tecido.

Reagentes:
Agua ultrapura ou agua destilada
Cloreto de Potéassio (KCI) 1,15%
Fosfato Monobasico de Potassio (KH,PO,) — Tampao fosfato 75Mm (pH 2,5)
Acido Tiobarbittrico (TBA) 10nM
Solucédo Padrdo MDA (1,1,3,3, tetrahidroxipropano) 20uM
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Alcool n-Butilico
Preparo de plasma:
O sangue foi coletado em tubo heparinizado e identificado.
Permaneceu por um periodo de 20 minutos em descanso, sob Banho Maria a 38°C.
Apos, centrifugar a 1500 rpm, durante 20min. Foi separado em recipiente (tudo
1,5mL) devidamente identificado de acordo com o protocolo de identificacdo de pecas
da pesquisa ImL (ou mais) de plasma (quantidade minima aceitavel 800uL) que estara

pronto para a dosagem de TBARS.

Preparo final dos controles e amostras:

Estd é a etapa final de preparacdo, a qual antecede a leitura dos
valores de absorvancia em espectrofotdmetro. O reagente TBA deve ser sempre
preparado no dia da dosagem de TBARS, ndo podendo ser estocado.

Recomenda-se que os tubos de ensaio tenham paredes reforgadas,
resistentes a alta temperatura (dimens@es de 11x100, parede de 2mm). Pipeta-se 1 mL
do reagente TBA para cada tubo.

O tubo de ensaio de namero 1 recebe, entdo 0,5ml (500uL) de agua
destilada. Estes serdo os tubos de controle branco. O tubo de ensaio de numero 2
recebe 0,5mL (500uL) da Solucdo Padrdo MDA 20uM. Estes serdo os tubos de
controle padrdo MDA. Por fim, os tubos de ensaio de nimero 3 em diante deverdo
receber 0,5mL (500uL) das amostras. Utiliza-se 2 tubos de ensaio para cada amostra
(ensaio em duplicata).

ApoOs a pipetagem das amostras, todos os tubos devem foram
colocados em Banho Maria a temperatura de 94°C, onde permanecem durante 1h.
Apb6s uma hora em Banho Maria a 94°C, as amostras foram resfriadas. Durante este
tempo j& podera se observar uma coloragéo transparente nos tubos 1 (controle branco)

e rosea nos tubos 2 (controle padrdo MDA).
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Terminado o resfriamento, acrescenta-se 4 mL do reagente alcool n-
Butilico a cada tubo de ensaio. Nessa etapa, utiliza-se um dispensador automatico de 4
mL.

Os tubos sdo cuidadosamente tampados com rolhas apropriadas e
individualmente, homogenizados em agitador de tubos tipo vortex, para que haja a
méaxima extracdo de TBARS para a fase orgénica.

Por fim, centrifuga-seu os tubos a 2500 rpm durante 10 minutos, de
modo que a amostra obtém duas fases. Uma ao fundo, transparente e limpida e outra
mais superficial de coloracdo mais ou menos rosea, de acordo com a quantidade de
TBARS na amostra. Retira-se 3mL da fase mais superficial e realiza-se a leitura a

535nm no espectrofotdmetro.

Leitura em Espectofotdmetro:
Horas antes da leitura, colocamos as cubetas em solugéo
desincrustante e ajustamos o espectrofotometro em 535 nm. Zeramos o aparelho com
0 CONTROLE BRANCO (tubo 1) e a dosagem dos tubos de nimero 2 sdo anotadas

para os calculos finais de dosagem do TBARS.

Calculo do valor de TBARS da amostra:
O valor final de TBARS da amostra, em ng/mL é obtido pelo
emprego da seguinte formula:
TBARS = A média x F, no qual:
A média = (A1+A2)/2
(amostras com diferencas entre Al e A2 superiores a 10% devem ser
desconsideradas).
F = ([padrdo TBARS] x 440,61)/ A padréo TBARS, como a solucdo padrdo MDA
utilizada tem concentracdo de 10nM temos:
F =10 x 440,61/ A padrdo TBARS,
F =4406,1/A padrdo TBARS
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(lembrando que A padrdo TBARS é a média, ou seja (A1+A2)/2 referente as

amostras 2).

ANEXO F - Protocolo da dosagem de TEAC

Dosagem da capacidade antioxidante em equivaléncia ao Trolox (TEAC)
modificado (MILLER et al., 1993; RE et al., 1999).

O potencial antioxidante das amostras foi determinado segundo a
sua equivaléncia a um potente antioxidante conhecido, o trolox (acido 6-hidroxi-
2,5,7,8-tetrameticromono-2-carboxilico), andlogo sintético hidrossoltvel da vitamina
E. Trata-se de uma técnica colorimétrica baseada na reacdo entre o ABTS (2,2’-
azinobis-3-etilbenzotiazolinaacido-6-sulfonico-diamonio) com persulfato de potassio
(K2S,0g), produzindo diretamente o radical cation ABTSe+, cromdforo de coloracdo
verde/azul, com absorbancia maxima nos comprimentos de onda 645, 734 e 815nm.
A adicdo de amostras contendo antioxidantes a este radical cétion pré-formado o
reduz novamente a ABTS e a descoloragdo é avaliada em 734nm. Os resultados finais
foram expressos em micromoles por litro (mmol/L), correspondente a concentragdo
do trolox com capacidade anti-oxidante equivalente a da amostra que foi estudada,
padrdo de medida este denominado TEAC.

Reagentes:
PBS pH 7.2
Solucdo Salina Isotonica com pH 7.2 foi usada como solvente no preparo de
reagentes e diluicdo de amostras.
= 1,489 de Na,HPO, (Fosfato de Sédio Dibasico)
= 0,43g de NaH,PO, (Fosfato de S6dio Monobaésico)
= 79 de NaCl
= H,0 destilada g.s.p. ----------- 1 litro
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Ajustar em Phmétro para pH 7.2, acrescentar mais Na,HPO, ou Acido Acético se

necessario. Volume final: 1L.

Solucao de estoque ABTS™
Sal diaménio do acido 2,2’-azinobis(3-etilbenzotiazolina-6-sulfonico) — ABTS:
Sigma-Aldrich® (A1888).
A solucio de estoque ABTS™ foi preparada de 12 a 16h antes das dosagens.
Deverd ser misturada uma solucdo do sal diamdnio ABTS a 7mM com uma solugdo
de persulfato de potéssio (K»S,0g — Sigma-Aldrich P5592) cuja concentracdo final
seré de 2,45mM.
ClxV1=C2xV2
140mM x 352uL = C x 20.000puL

C~2,45mM
(A) ABTS 7mMM: 0,0768( ---------=---- 20mL de PBS
(B) K2S,05 140mM: 0,7560g ----------- 20mL de PBS

= Retirar com pipeta automatica 352uL da solucdo (A) e misturar a esta 352uL da
solucéo (B):
19,648 ml de (A) + 352 pL* de (B) **

* pipetar 176 pL + 176 pL

** A concentracdo final de (B) nessa mistura sera 2.45 mM

= Foram preparados 20 mL da solugdo de estoque ABTS™,

= A mesma deve permanecer no escuro, em temperatura ambiente (em bancada)
durante 12-16h para formar o radical cation ABTS™

» O radical é estavel por cerca de dois dias estocado desta forma, no escuro, a

temperatura ambiente.

Solugao de trabalho de ABTS™:
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= Misturar a solugédo de estoque ABTS a PBS até que a absorbancia a 734 nm seja de
0.7 £ 0.02 (concentracdo de ABTS £ 47 uM), equilibrada a 30°C.

A expectativa € diluir 2289 pL da solucdo de estoque ABTS em 200 mL de PBS.

= Calibrar o espectrofotdmetro na leitura de 734 nm, zerando com PBS.

= Preparar Erlenmeyer com 200 mL de PBS.

= Comecar com 1800 pL da solucdo de estoque ABTS, misturar ao PBS,
homogenizar e ler no espectro. Subir ou diluir até atingir valor de leitura de 0.7 + 0.02
a 30°C, ou seja, de 0,680 a 0,720. Atingido esse valor esta pronta a solucdo de
trabalho ABTS™

Solucéo estoque de trolox (2.5mM):
Trolox (Aldrich Chemical Co 23,881-3), acido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrameticromono-2-
carboxilico.
= Célculo base: 0,647g de TROLOX (Aldrich 23,881-3) em 1L de PBS.
= Logo, para 200 mL — 0,1294g de Trolox
para 100 mL — 0,0647g de Trolox
Atencéo:
o Material de dificil dissolug&o.
o Medir o volume desejado em PBS.
o Colocar apenas uma parte deste volume em placa agitadora magnética, turbilhonar
com leve aquecimento.
o Acrescentar todo o soluto (trolox), despejando-o diretamente no solvente (PBS)
sem diluir antes — retirar o material que ficara retido lavando o becker com PBS.
o Esperar diluir por completo.
o Esta solugdo é estavel por uma semana quando estocada a 4°C ou 6 meses se

estocada a -20°C.

Preparo das amostras:
Plasma:
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= Colher o sangue usando anticoagulante (heparina).

= Centrifugar a 1500 rpm durante 20 minutos.

= Pipetar a camada superficial amarela (correspondente ao plasma)
cuidadosamente.

= Estocar em freezer a -20°C ou em gelo caso seja prontamente analizado.

Dosagem:
Adequamos 0 método para leitura em espectrofotbmetro em temperatura ambiente:
25°C. O volume final de cada amostragem para leitura sera de 3 mL (3000 uL).
Se a capacidade antioxidante da amostra que se pretende estudar ndo é conhecida
ou se espera que ela seja superior a escala estabelecida na curva padréo (0 a 2,5
mM), € prudente realizar as dosagens da mesma sob diversas diluigdes.
Convém que sejam feitas amostragens para leitura em duplicatas (Al e A2) para
termos maior certeza dos resultados, nesse caso aceitar diferencas de até 10% entre
a média das leituras Al e A2. Para a realizacdo da curva padrdo, convém que
sejam feitas triplicatas.

A leitura foi feita em espectrofotdmetro, a 734 nm.

Realizando asleituras:
Em uma cubeta colocar com pipeta automética 2970 pL da solucdo de trabalho
ABTS"™ outrora preparada. Realizar leitura da absorbancia a 734 nm e anotar o
valor (correspondente a TO).
Retirar a cubeta e imediatamente acrescentar 30 pL da solucdo de trolox
acionando neste exato momento o crondmetro.
Homogenizar a mistura manualmente por 20 segundos e re-iniciar leitura (734nm)
anotando o valor decorridos exatos 5 minutos (corresponderd a T5).

Repetir o procedimento para cada solucéo de trolox (tubos de A-F).
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= Fazer em triplicata anotando os resultados na tabela do protocolo curva padrdo da
atividade antioxidante do trolox. Aceitar diferencas de até 10% entre a média das
absorbancias de 5 minutos (T5) e os valores individuais.

= Fazer o mesmo procedimento com as amostras bioldgicas a serem estudadas. Fazer
também um controle branco (com 30 pL de PBS) e um padrdo (com 30uL de
Trolox 1mM). Realizar a dosagem das mesmas em duplicatas anotando os valores
referentes de TO e T5. Aceitar diferencas de até 10% entre a média das

absorbancias de 5 minutos (T5) e os valores individuais.

Calculo dos resultados:
= Defina o Valor Médio da absorbancia em T5 conforme descrito no item anterior.
= Calcule a Atividade Anti-oxidante Total (TAA) de cada amostra usando a seguinte
formula:
TAA=T0-T5
TO

= Calcule o valor corrigido da Atividade Anti-oxidante total de cada amostra
(TAAC) de cada amostra subtraindo o valor de TAA das amostras bioldgicas e do
Padréo do valor de TAA encontrado para o Branco:
TAAc = TAA - TAA do Branco
ANEXO G - Protocolo do ensaio da Catalase
Ensaio da Catalase (BEUTLER, 1975 - com modificagdes)
Tampao para catalase (50 mL):

Em 50 mL de H,O MiliQ adicionar:
1- Tampdo Tris-Acido Cloridrico (TRIS-HCI) 1M: 6,055 g
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2- Acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA) 5 mM: 0,7305¢
* Ajustar em pH 8,0.

Meio de Reacéo:
1- Colocar 100 pL de H20, 30% em 100 mL de H,O MiliQ (Concentracdo obtida: 10
mM);
2- Desta solucdo de H,O, 10 mM, descartar 10 mL;
3- Nos 90 mL restantes, adicionar 5 mL do Tampdao para catalase;
4- Adicionar 4 mL de H,O MiliQ.

Ensaio:
960 pL de meio de reacdo + 40 pL de amostra ja diluida. Realizar a leitura no
espectrofotdbmetro a 240 nm a 30°C.
Usar H,O MiliQ como o branco da reagéo.
Observacdo: No caso de sangue de quelbnios, a amostra precisa ser diluida em 1: 50,
ou seja, 10 pL de sangue total + 490 pL de H,O MiliQ, antes da sua adicdo ao meio

de reacdo.

ANEXO H - Protocolo do ensaio da G6PDH

Ensaio da glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PDH) (GLOCK; MCLEAN,
1953 — com modificagdes)

Para 10 mL de meio de reacao:
e Tampdo Tris-Acido Cloridrico (Tris.HCI) 0,1 M, pH 7,4: 5,0 mL
e Cloreto de magnésio (MgCl,) 0,2 M: 0,18 mL
e Glicose-6-fosfato (G6P): 4,25 mg

e Nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato (NADP): 1,0 mg
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e H,0 MiliQ: 4,8 mL

Técnica de Preparo do meio de reacao:
Deve ser preparada sempre uma parte do meio de reacdo sem G6P,

que servird como o branco da reagéo.

Procedimento:
Para 50 mL de meio de reacdo completo e 50 mL do meio de

reacdo sem G6P, deve-se proceder da seguinte forma:
1) Misturar em um erlenmeyer de 250 mL:
- 50 mL de tampéo Tris.HCI 0,1M, pH 7,4
- 1,8 mL de MgCl,
- 10 mg de NADP
- 48 mL de H,0 MiliQ
2) Retirar 50 mL desta mistura e transferir para um erlenmeyer de 125 mL. Esta
solucdo serd o branco da reacao (solugdo sem G6P).
3) Adicionar 21,25 mg de G6P ao erlenmeyer inicial. Esta solucdo sera utilizada para

dosar a enzima (solugcdo com G6P).

Ensaio:
e Zerar com tampao Tris.HCI 0,1M, pH 7,4
e Para cada amostra a ser analisada utilizar duas cubetas, uma com 980 pL da
solucdo com G6P + 20 uL de amostra ja diluida (dosagem da enzima), e a outra
com 980 pL da solugdo sem G6P + 20 pL de amostra j& diluida (referéncia).
Realizar a leitura no espectrofotdmetro por 2 ou 3 minutos a 340 nm, a

temperatura de 30°C.
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e Observacdo: No caso de sangue de quelbnios, a amostra precisa ser diluida em 1:
20, ou seja, 10 pL de sangue total + 190 pL de H,O MiliQ, antes da sua adi¢éo
ao meio de reacdo.

Determinacao Protéica (BRADFORD, 1976)

O reagente de Bradford pode ser usado para determinar a
concentracdo de proteinas em solugdes bioldgicas. O procedimento é baseado na
formacdo de um complexo entre o corante e as proteinas da solu¢do. O complexo
proteina-corante provoca uma mudanca no maximo de absor¢do do corante de 465
nm para 595 nm, quando a ligagdo a proteina ocorre. A quantidade de absorcéo é
proporcional a quantidade da proteina presente, e essas interacdes estabilizam a forma
anidnica do corante, provocando uma mudanca de cor visivel (marrom para azul). O

reagente de Bradford ndo exige diluicdo e € apropriado para ensaios padroes.

Processo:
e Zerar utilizando apenas o reagente Bradford. Entre as leituras lavar a cubeta com
alcool.
e 990 pL do Reagente Bradford + 10 puL da amostra j& diluida (a mesma amostra
utilizada nos ensaios das enzimas). Homogeneizar para comecar a reagdo entre o
corante e as proteinas, entdo deixar de 40 a 50 minutos no escuro.

e Apos este periodo é realizada a leitura no espectofotdémetro a 595 nm.

Para estabelecer a curva padrdo da dosagem utilizam-se cinco
concentracdes de Bradford com BSA (albumina bovina):

P1: 995 uL do Reagente Bradford com 5 pL de BSA.

P2: 990 pL do Reagente Bradford com 10 pL de BSA.

P3: 985 uL do Reagente Bradford com 15 pL de BSA.
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P4: 980 pL do Reagente Bradford com 20 pL de BSA.
P5: 975 pL do Reagente Bradford com 25 pL de BSA.

A partir da curva padrdo de absorbancia determinada, séo
estabelecidas as quantificacbes protéicas das amostras, em quantidade de
proteina/amostra, considerando no célculo o fator de diluicéo.

Posteriormente, a taxa de variacdo da absorbancia analisada nos
ensaios de cada enzima (CAT e G6PDH), € relacionada com a quantificacdo proteéica,

resultando no valor da atividade enzimatica.
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