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A auséncia de evidéncia ndo significa evidéncia da auséncia.

(Carl Sagan)



REsSumMO

Poucos sd0 os estudos que abordam os efeitos do Gleo lubrificante sobre a biota aguética.
Somando seu carater toxico e persistente a falta de fiscalizacéo e informacao, percebemos que
este composto merece grande atencdo. O O6leo usado possui algumas caracteristicas
particulares em relacdo ao Oleo lubrificante novo, tais como maior viscosidade e uma
composicao/proporcdo diferentes de substancias devido a queima deste produto. A partir
destas informacdes, a principal questdo a ser respondida neste trabalho é até que ponto o 6leo
lubrificante usado pode produzir mais ou maiores alteracBes bioquimicas nos peixes em
comparacéo ao lubrificante novo, e 0 quanto estes dois causam mudancas em parametros
bioquimicos em relacéo a animais controles ndo expostos. Com isso, este trabalho teve como
objetivo investigar possiveis efeitos subletais em organismos expostos a 6leos lubrificantes
novos e usados, usando como modelo biolégico a tilépia-do-nilo (Oreochromis niloticus).
Grupos de seis animais foram expostos durante trés e sete dias as concentracdes de 0,01 e 0,1
mL/L do 6leo lubrificante novo e as mesmas concentracdes para o 0leo lubrificante usado.
Para verificar os efeitos dos contaminantes foram realizadas analises enziméticas no figado e
na branquia de enzimas de fase | (EROD), fase Il (GST), antioxidantes (CAT, GPx, SOD e
G6PDH), avaliacdo da lipoperoxidacdo além, do teste in vitro da atividade da EROD hepética.
A exposicdo a estas concentragdes tanto do 6leo lubrificante novo como do usado resultou em
variagOes nas atividades de todas as enzimas utilizadas neste estudo no periodo de trés dias exceto
pela GPx. Foi observado um aumento da peroxidacdo lipidica apenas no tratamento com
concentracdo de 0,1 mL/L de dleo lubrificante novo no figado de animais expostos por trés dias, o
gue significa que nos outros tratamentos as defesas antioxidantes foram eficientes contra as ERO.
No geral os resultados foram similares, inclusive considerando que a CAT aumentou nas
brénquias apos sete dias em todos os tratamentos, porém o aumento do MDA no tratamento com o
0leo novo e ndo no usado, sugere que houve estresse oxidativo apenas com 0 ON. O teste in vitro
realizado mostrou inibicdo da EROD com o aumento da concentrag@o do 6leo lubrificante novo e
usado, porém efeito do 6leo usado foi maior do que o novo, mostrando que in vitro a composi ¢ao
e a proporcdo de compostos na mistura do 6leo lubrificante usado parecem ter um potencial mais

toxico do que o 6leo novo.

PALAVRAS-CHAVE: Oleo Lubrificante, Biomarcadores; Estresse Oxidativo.



ABSTRACT

There are few studies on effects of lubricating oil in aquatic biota. Adding character to the
toxic and persistent lack of monitoring and reporting, we realize that compound deserves
attention. The oil used has some unique characteristics regarding the new oil such as increased
viscosity and a composition/proportion of substances different from the burning of the
product. From this information, the main question to be answered in this paper is to what
extent the used lubricating oil can produce more or larger biochemical changes in fish in
comparison with new lubricant, and how these two causes changes in biochemical parameters
compared to control animals not exposed. Therefore, this study aimed to investigate potential
sublethal effects on organisms exposed to new and used |ubricating oils, as a biological model
using the Nile tilapia (Oreochromis niloticus). Groups of six animals were exposed for three
and seven days at concentrations of 0,01 to 0,1 mL/L of the new oil and the same
concentrations used for the lubricating oil. To check the effects of contaminants were
analyzed enzyme in the liver and gill of phase | enzymes (EROD), phase Il (GST),
antioxidant (CAT, GPx, SOD and G6PDH), evaluation of lipid peroxidation in addition, the
in vitro test EROD activity of liver. Exposure to these concentrations of both the new oil as
the one used resulted in changes in the activity of all enzymes used in this study in three days
except for GPx. An increased lipid peroxidation in the treatment only with a concentration of
0,1 mL/L of new oil in the liver of animals exposed for three days, which means that the other
treatments were effective antioxidant defenses against ROS. In general, the results were
similar, whereas the even increased CAT gills after seven days in al treatments, but the
increase of MDA in the treatment with the new oil and not in use, suggests that oxidative
stress was only with the ON. In vitro tests carried out showed inhibition EROD with
increasing concentration of the lubricating oil and used again, but the effect of oil used was
greater than new in vitro showed that the composition and the proportion of compounds in the

mixture of lubricant oil seem have a potentially more toxic than the new ail.

KEY-wORDS: Lubricating Oil, Biomarkers, Oxidative Stress.
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APRESENTACAO

O tema desta dissertacdo de mestrado serd apresentado em trés capitulos, os quais
possibilitardo estimar os efeitos do 6leo lubrificante. No primeiro capitulo sera apresentada
uma introducdo expondo as justificativas para a realizagdo deste trabalho, bem como uma
revisdo hibliografica acerca dos principais aspectos tedricos dos 6leos lubrificantes e seus
principais constituintes, organismos-testes, biomarcadores, biotransformagéo e estresse
oxidativo.

No capitulo I, através de andlises bioquimicas, serdo mostrados os efeitos do 6leo
lubrificante novo e usado em diferentes tempos de exposi¢céo e concentragdes. Os parametros
utilizados foram biomarcadores enzimaticos e ndo enziméticos relacionados a0 estresse
oxidativo em organismos da espécie Oreochromis niloticus.

E no dltimo capitulo seréo apresentados os resultados encontrados através da andlise
das enzimas de biotransformacdo EROD e GST em organismos in vivo. Neste mesmo capitulo
também serdo revelados os dados encontrados em testes in vitro realizados. Estes testes foram
feitos a fim de obter mais informagbes sobre o comportamento destas mesmas enzimas

expostas ao 6leo lubrificante novo e usado.



CAPITULO

INTRODUCAO E DESENVOLVIMENTO DO ESTUDO




1. INTRODUCAO

Considerados simbolos do mundo moderno, os meios de transporte automotivos e as
maguinas motorizadas estdo plenamente disseminados pelo mundo. Automoéveis, Onibus,
caminhdes, motaocicletas, barcos, trens, avides, além de um grande nimero de equipamentos
motorizados tais como colheitadeiras, tratores e motosserras, destinados e adaptados aos mais
diversos fins, todos tem algo em comum: dependem de lubrificacdo, em especial nos seus
motores, para seu perfeito funcionamento (APROMAC, 2009). Para tal funcdo existe o 6leo
lubrificante, um produto derivado de petrdleo, composto basicamente por hidrocarbonetos.
Além destes hidrocarbonetos, sdo colocados diversos aditivos para uma melhor performance.
Esses aditivos so, em geral, metais (HILIGOSS; O'LEAR, 2001).

Oleos lubrificantes ndo sdo consumidos por completo durante o uso, porém tém um
tempo de uso adequado para se evitar danos ao motor (<http://www.fecombustiveis.org.br>).
Por este motivo, trocar o 6leo lubrificante dos veiculos € um ato dos mais corriqueiros e
certamente a maioria dos motoristas brasileiros ja foi pelo menos uma vez a um posto de
combustiveis ou oficina para esta finalidade. Apesar disso, poucas pessoas sabem dos riscos
para 0 ambiente, para a salde humana e até para a economia do pais que 0 gerenciamento
inadequado do dleo lubrificante usado pode causar (FONTENELLE, 2007).

Desta forma, o presente estudo teve por objetivo comparar os efeitos dos 6leos
lubrificantes novos e usados para peixes da espécie Oreochromis niloticus, conhecida
popularmente como tildpia-do-Nilo. A avaliacdo foi feita por meio da andlise de
biomarcadores, com o intuito de verificar até que ponto o 6leo usado € mais ou menos toxico
gue o novo. Os dados obtidos neste trabalho contribuirdo, portanto, para melhor se
compreender a toxicologia destes compostos. Além de fornecer informacdes importantes
como subsidio para interpretacdo de futuros estudos de biomonitoramento ambiental através

da analise de biomarcadores bioquimicos de contaminacdo em til apias.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1. OLEOSLUBRIFICANTES

Oleos lubrificantes minerais sdo subprodutos do refino do petrdleo (CAMARGO,
2003). Eles apresentam alta viscosidade e longas cadeias de hidrocarbonetos alifaticos e
arométicos (HILIGOSS; O'LEAR, 2001). A funcdo basica de um dleo lubrificante é reduzir o
atrito e o desgaste entre partes méveis de um objeto, aumentando assim, a vida Util dos
equipamentos. Dependendo de sua aplicacdo também pode exercer fungdes de refrigeracéo e
limpeza das partes movels, transmissdo de forca mecénica, vedacdo, isolacdo, protecéo do
conjunto ou de componentes especificos e até a transferéncia de determinadas caracteristicas
fisico-quimicas a outros produtos (APROMAC, 2009).

Além do 6leo basico produzido a partir do petrdleo, sdo colocados aditivos, muitos
deles metdlicos. Estes aditivos sdo incorporados ao 6leo com o objetivo de melhorar sua cor,
viscosidade, ponto de fluidez, capacidade antidesgaste, propriedades anticorrosivas e anti-
oxidativas (EKANEM; LORI; THOMAS, 1997; BORIN; POPPI, 2004). Além de serem
adicionados, os metais também podem ser incorporados através do desgaste de componentes
mecanicos. O desgaste de componentes mecanicos € produto da deterioracéo por friccdo ou
por corrosdo e esta diretamente relacionado & composicéo da maquinaria. (BROWN, 1982). E
importante ressaltar que nas aplicacbes automotivas os niveis de aditivacéo, de contaminacao
e de degradacdo do dleo bésico sGo bem mais elevados do que nas aplicacOes industriais
(RAMOS, 2001).

Os Oleos lubrificantes estdo entre os poucos derivados de petrdleo que ndo séo
totalmente consumidos durante o uso (RAMOS, 2001) produzindo, portanto, um residuo
final. De acordo com Ramos (2001) esse residuo final produzido a partir do consumo do 6leo
[ubrificante ndo € biodegradavel e pode ocasionar sérios problemas ambientais se ndo for

descartado de maneira adequada. Apos o periodo de uso recomendado, a deterioracéo parcial,



forma compostos oxigenados (acidos organicos e cetonas), compostos aromaticos
polinucleares de elevada viscosidade (e potencialmente carcinogénicos), resinas e lacas
(RAMOS, 2001; <http://www.petrogquimicasul.com.br>).

Além dos produtos de degradacdo do 6leo basico, estédo presentes no 6leo usado os
aditivos que foram acrescidos no processo de formulagcdo de lubrificantes e que ainda néo
foram consumidos (fendis, compostos de zinco, de cloro, de enxofre ou de fosforo), metais de
desgaste dos motores e das maguinas |lubrificadas (chumbo, cromo, bario, cadmio e arsénio) e
contaminantes diversos (RAMOS, 2001).

Tanto o dleo lubrificante novo (ON) como o usado (OU) podem causar intoxicacéo na
fauna agquética pelo fato de conterem em sua composicdo compostos toxicos, tais como 0s
hidrocarbonetos monoaromaticos benzeno, tolueno, etileno e xileno (BTEX) e poliarométicos
(HPAS), metais, aém de outros. O 6leo ainda pode agir obstruindo fisicamente os tecidos,
causando asfixia e danos subletais, por impregnar na pele, nas branquias ou em outras partes
vitais (BRASIL, 2006).

Além destes danos diretos da contaminacéo dos oleos lubrificantes automotivos, ha
também problemas indiretos. A presenca de 6leos no ambiente diminui a area de contato entre
a superficie da dgua e o ar atmosférico devido a formagdo de uma pelicula impermeavel,
impedindo dessa forma, a transferéncia de oxigénio da atmosfera para a agua (BRASIL,
2006). Isso pode provocar asfixia dos animais, aém de impossibilitar a realizacdo da
fotossintese pelo fato da luz entrar com maior dificuldade pela presenca da camada de 6leo na
superficie (PEREIRA, 2004).

Em aguas paradas, 0 6leo tende a empocar, permanecendo no ambiente por um longo
periodo. Por outro lado, nos rios e corregos, onde a movimentagéo da dgua € maior, o 0leo
tende a se acumular nas raizes dos vegetais aquéticos e daqueles que crescem nas margens,

interagindo de certa forma com os sedimentos ali encontrados. Dessa maneira, 0 0leo pode



afetar 0s organismos que vivem naquele determinado ambiente ou que se aimentam destes
sedimentos e plantas, como por exemplo, os peixes (USEPA, 1999).

Por todos os problemas decorrentes da contaminacdo do 6leo lubrificante, a norma da
ABNT (NBR1004) classifica o 0leo lubrificante usado como um residuo perigoso (classe 1).
Consideram-se residuos perigosos ou Classe | “[...] residuos sdlidos ou mistura de residuos
que, em funcdo de suas caracteristicas de inflamabilidade, corrosividade, reatividade,
toxicidade e patogenicidade, podem apresentar risco a salide publica[...]” (ROCCA, 1993).

Apesar de ser um residuo, o 6leo lubrificante usado, ou também chamado de
contaminado, ndo pode ser descartado de qualquer maneira. O 6Oleo lubrificante basico — a
matéria-prima nobre que serve como base para produzir lubrificantes novos — existe apenas
em pequena quantidade no petréleo e grande parte do que o pais necessita para seu consumo
acaba tendo que ser importada. Por este motivo, no Brasil e em vérios outros paises, o destino
destes Oleos € o rerrefino. O rerrefino restabelece as condi¢des do éleo lubrificante bésico,
cuja qualidade é t&o boa quanto o composto basico produzido no primeiro refino. Os 6leos
rerrefinados voltam ao mercado gerando empregos, economizando divisas e evitando o
aumento da poluicéo ambiental (APROMAC, 2005).

Pela capacidade de recuperacdo da matéria-prima nobre e pela minimizacdo da
geracao de residuos o Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA) regulamentou a
guestdo dos Oleos lubrificantes usados por meio da Resolugdo N° 362, de 23 de junho de
2005. Na resolucéo estabeleceu-se no Art. 5°, que tanto o produtor quanto o revendedor de
oOleo lubrificante, bem como o gerador do 6leo lubrificante usado, so responsaves pelo seu
recol himento, tendo como destino obrigatorio o encaminhamento para o rerrefino.

Na literatura ainda sdo poucos os estudos sobre a acéo toxica de 6leos lubrificantes
automotivos em organismos aquaticos (BIEGER; HELLOU; ABRAJANO, 1996;

MARIGOMEZ; BAYBAY-VILLACORTA, 2003). E de se esperar que estes 6leos sgjam



fontes de grande contaminagdo do ambiente aquético, principalmente nagqueles recursos
hidricos proximos a éreas urbanas. Considerando gque grande parte da frota de automoveis das
cidades ndo é submetida a revisdes e manutencdes periodicas, € bastante comum o0 vazamento
destes dleos para 0 ambiente. Tais 6leos podem ser posteriormente carregados pelas chuvas
inserindo-se nos ambientes aquéti cos e causando efeitos prejudiciais a biota.

Os poucos estudos existentes na literatura sobre os efeitos danosos de Oleos
lubrificantes em animais aquéticos sdo referentes a 6leos novos (CANCIO; ORBEA;
VOLKL, 1998; MARIGOMEZ; BAYBAY-VILLACORTA, 2003). Até onde sabemos, ndo
existe nenhum relato sobre os efeitos em organismos aquéticos expostos a 6leos lubrificantes
usados ap0s varios quildmetros rodados em um automovel. Geralmente, na medida em que o
0leo € queimado sua viscosidade diminui, facilitando vazamentos em motores danificados.
Assim, 0s maiores casos de despegjo destes compostos no ambiente se da através do Gleo ja
usado, e ndo do novo, 0 que indica uma necessidade de se estudar mais profundamente os

efeitos dessas substancias em animais expostos.



2.2. HIDROCARBONETOS POLICICLICOSAROMATICOS
Segundo o CONAMA, oOleos lubrificantes sdo classificados como toxicos,
potencialmente carcinogénicos, devido principamente a presenca de hidrocarbonetos
policiclicos aromaticos (HPAS). Os HPAs sdo caracterizados por possuirem dois ou mais
anéis aromaticos em sua estrutura molecular, apresentando forte caréter lipofilico (SIMKO,

2005) (Figura 1). Estes hidrocarbonetos sdo resultados da combust&o incompleta de materiais

organicos, principalmente de derivados do petréleo, alcatréo, madeira e carvao (AN; SHIN;

CHOI, 2008).
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Figura 1. Hidrocarbonetos policiclicos arométicos (HPAS). Nesta figura estédo os 16 HPAs
prioritarios em estudos ambientais de acordo com a Agéncia de Protecdo Ambiental dos
Estados Unidos (EPA, 1987).

HPAs sdo atamente lipossolUveis e rapidamente absorvidos pelos pulmdes, intestinos
e pela pele de animais experimentais, independente da rota de administracdo. Niveis

detectaveis de HPAs podem ser observados em muitos 6rgéos internos de minutos a horas



apos a administragcdo. Os maiores nivels séo encontrados geralmente no figado (IARC 1983,
FOTH; KAHL; KAHL, 1988).

A grande maioria dos organismos aquéticos € capaz de metabolizar de forma eficiente
estes compostos. Entretanto, durante este processo de metabolizacdo podem ser formadas
espécies reativas do oxigénio (ERO), que atacam biomol éculas podendo causar diversos tipos
de lesbes oxidativas. Além disso, alguns metabdlitos formados durante a biotransformacéo
podem ser metabolicamente ativados e, desta maneira, tornam-se reativos a grupos
nucleofilicos presentes em macromoléculas celulares. As principais macromol éculas afetadas
s80 lipidios presentes na membrana plasméticae o DNA. No caso do DNA, quando haligacdo
covaente destes compostos ocorre a formagdo de adutos que, presumivelmente, inicia
processos de mutagénese e carcinogénese (XUE; WARSHAWSKY,, 2005).

Por estes motivos, os HPAs foram classificados pela Agéncia Norte Americana de
Protecdo ao Meio Ambiente (EPA) como poluentes prioritérios que representam uma ameaga
a saude e a integridade do homem e dos ecossistemas agquaticos (MILLER; RAMOS, 2001).
A biotransformacdo dos HPAs abrange uma série de reagdes de oxidacdo, reducdo, hidrélise e
de conjugacdo que sdo realizadas principalmente no figado por enzimas do sistema de
monooxigenases de funcdo mista da superfamilia dos citocromos P450 (KLAASSEN;
DOULL; AMDUR, 1996). Este tipo de transformagédo tem como objetivo bioldgico fazer com
gue um determinado metabdlito sgja mais hidrofilico que o seu precursor, e com isso facilitar
a excrecdo atraves dos fluidos bioldgicos (VAN DER OOST; BEYER; VERMEULEN,
2003).

Os efeitos da contaminagéo por HPAs podem ser avaliados por meio de analises de
biomarcadores, em organismos considerados bons bioindicadores de qualidade ambiental, tais
como 0s peixes. Estes organismos sdo amplamente estudados por terem presenca ubiqua nos

ambientes aquéticos, nivel trofico apropriado, além de importancia econdmica e ecol 0gica.



2.3. ORGANISMO-TESTE E BIOMARCADORES

Na avaliagdo do impacto de substancias potencia mente toxicas em sistemas aquéticos,
as andlises quimicas s80 muito importantes. Entretanto, muitas vezes sdo limitadas e
insuficientes para a real compreensdo dos processos e interagdes do meio com a biota. Para
suprir estas limitagdes os testes ecotoxicol égicos podem ser utilizados como instrumento de
predicdo (ESPINDOLA; BRIGANTE; DORNFELD, 2003), antecipacdo e diagnostico de
possiveis impactos causados pelos compostos toxicos (CALOW, 1993), bem como para
classificacéo, regulacdo e mapeamento da contaminacdo (CAIRNS; NIEDERLEHNER,;
BIDWELL, 1998).

Estes testes de toxicidade sdo ensaios laboratoriais realizados sob condigdes
experimentais especificas e controladas. Neles sdo utilizadas amostras ambientais ou misturas
complexas para estimar a toxicidade de substancias. Nestes ensaios, organismos-testes séo
expostos a diferentes concentragdes de uma determinada substancia, sendo os efeitos toxicos
produzidos sobre eles observados e quantificados (RIBO, 1997; RONCO; BAEZ;
GRANADOS, 2004).

De acordo com Alves-Costa (2001), a espécie O. niloticus, conhecida popularmente
como tilgpia-do-Nilo, € um excelente organismo-teste para ensaios laboratoriais realizados
para a investigacdo de substancias potencial mente toxicas nos ecossistemas aquéticos. Isto se
deve ao fato desta espécie ser amplamente distribuida e capaz de responder rapidamente as
alteracoes ambientais (VIJAYAN et a., 1996).

Alarmes sobre os efeitos de vérias substancias toxicas em diferentes espécies e
popul acbes de peixes geralmente sdo veiculados depois da morte dos animais. Porém a morte
de um organismo € um critério muito extremo para determinar se uma substancia € danosa ou

ndo para a biota aquética e, infelizmente, ndo tem qualquer carater preventivo. Inversamente,



além da protecdo de espécies visando a conservacdo da biodiversidade, € ecol ogicamente mais
saudavel, mesmo para 0 homem, medir os efeitos subletais de poluentes sobre a biota.

A sensibilidade dos organismos a diferentes substancias toxicas € critério fundamental
na escolha de bioindicadores de poluicdo (LEWIS, 1995). Algumas espécies sdo
particularmente sensiveis a poluicdo (bioindicadoras de resposta), enquanto outras, as
bioindicadoras de acumulagéo, podem acumular poluentes em concentragdes elevadas, sem
apresentarem sintomas visivels (SILVA et a., 2000). Isso se deve ao fato dos organismos
possuirem diferentes histérias evolutivas que podem acarretar em diferentes graus de
sensibilidade a0 estresse induzido por contaminantes. Por isso o efeito toxico destes
compostos quimicos deve ser avaliado em diferentes espécies de peixes para um melhor
entendimento dos mecanismos de defesa.

Por este motivo, quando trabalhamos com compostos potenciamente toxicos,
devemos dar preferéncia ao estudo de niveis de organizac@o mais simples, pois estes possuem
uma resposta mais rapida a perturbacdo, com menor interferéncia e maior capacidade de
previsibilidade, tais como células e enzimas de biotransformacdo. A detectabilidade e a
resposta sdo prejudicadas ao se estudar nivels de organizacdo de elevada complexidade
biol6gica, devido a grande interferéncia de fatores externos (MOORE et al., 2004) (Figura 2).

Atualmente uma das principais ferramentas desenvolvidas para se analisar as respostas
dos organismos a contaminantes sd0 os biomarcadores. De acordo com Huggett e
colaboradores (1992), biomarcadores refletem o status saudavel de organismos nos niveis
mais baixos de organizacdo (molecular ou celular) e apresentam rpida resposta ao estresse e
alta importancia toxicolégica. Eles podem ser utilizados como indicadores precoces de
alteractes no ecossistema antes da ocorréncia de danos irreversiveis (WALKER et al., 1996).

Entre os principais parametros utilizados como biomarcadores estdo: enzimas e

produtos de biotransformacéo; parametros de estresse oxidativo; metalotioneinas; parametros



hematologicos, imunologicos, reprodutivos, endécrinos, fisiologicos, morfolégicos e de

genotoxicidade (VAN DER OOST; BEY ER; VERMEULEN, 2003).

Figura 2. Representacdo esquemética da sequéncia de ordem de respostas a polui¢do dentro de
um sistema biolégico. Ao se estudar niveis de organizacdo de elevada complexidade
biologica, a detectabilidade e a resposta séo prejudicadas devido a grande interferéncia por
fatores externos, enquanto que agentes biol6gicos mais simples possuem uma rapida resposta
a perturbacdo (biomarcadores), com menor interferéncia e com capacidade de previsibilidade,
o0 que é fundamental para estudos ecotoxicol 6gicos (Adaptado de MOORE et a., 2004).

Estudar o potencia téxico de determinados contaminantes gjuda na identificacdo dos
fatores que causam estresse nas espécies de peixes, bem como o reconhecimento e a
padronizagéo de biomarcadores das consequéncias deste estresse (DAGGETT et al., 1998).
Os estudos das alteragdes na fisiologia das espécies geram conhecimentos necessarios para

entender como os efeitos negativos de substancias toxicas que interferem no seu metabolismo.



2.4. EFEITOSDE POLUENTES

2.4.1. BIOTRANSFORMACAO

Para assegurar a sobrevivéncia frente a todos os potenciais efeitos causados por
substéncias nocivas, 0s organismos desenvolveram mecanismos de defesa para protecéo de
suas células. Os mecanismos de defesa utilizados incluem bombas de efluxo ou sequiestro de
drogas, sistemas de reparo dos sitios alvos destas substancias e a transformacdo metabdlica
(biotransformacao). A biotransformacédo dos compostos quimicos nos organismos é essencial
para alterar a atividade biol6gica do composto e, consequentemente, cessar a interagdo entre o
elemento quimico e a cdlula (DI GIULIO et a., 1995), podendo desta maneira eliminar o
composto mais facilmente.

Uma vez absorvidos, 0s organismos possuem duas formas para eliminar um composto.
Ele pode ser excretado na sua forma original ou biotransformado pelo organismo. O figado é
0 O0rgdo que se encontra mais ativamente envolvido no processo de biotransformacdo de
compostos estranhos ao organismo, devido a sua funcéo, posicéo e circulacdo sanguinea. No
entanto, existem outros 6rgdos com capacidade biotransformadora, tais como o rim, as
branguias e o intestino, embora com menor capacidade que a do figado (VAN DER OOST;
BEYER; VERMEULEN, 2003).

A biotransformacéo pode ser subdividida em duas fases: fase I, fase Il (Figura 3). Na
fase | os compostos sdo oxidados por um sistema de mono-oxigenases, também designadas
por oxidases multi-funcbes (MFOs), que geralmente estdo associadas ao complexo citocromo
P450. Os citocromos P450 sdo hemeproteinas presentes na membrana, predominantemente,
do reticulo endoplasmatico do figado (STEGEMAN et al., 1992; BUCHELI; FENT, 1995),
porém, apresentam atividade significativa em diversos outros 0rgaos.

Nafase Il ocorrem reacdes enzimaticas sintéticas de conjugacédo, facilitando, portanto,

a excrecdo dos compostos através da adicdo de grupos mais polares e reconheciveis por



proteinas transportadoras de membrana, podendo, por isso, desempenhar um importante papel
nd sO na manutencdo da homeostasia como também na desintoxicacdo e eliminagdo de
muitos compostos (COMMANDEUR; STIINTJES; VERMEULEN, 1995; VAN DER OOST;

BEYER; VERMEULEN, 2003).

Figura 3. Esquema do processo de biotransformacédo de xenobi6ticos.

A classe de enzimas que se destaca na fase |l é a das glutationa S-transferases (GST).
Estas enzimas sdo responsaveis por catalisar reagdes de conjugacdo da glutationa (GSH), com
uma variedade de compostos eletrofilicos, envolvendo a detoxificagdo de intermediérios
reativos e radicais de oxigénio (HAYES; FLANAGAN; JOWSEY, 2005). Esta reacdo de
conjugacdo acaba formando produtos mais sollvels e, portanto, mais féceis de serem
excretados pelo organismo (FITZPATRICK et a., 1997).

E importante ressaltar que a biotransformac&o também pode alterar a toxicidade de um
composto, 0 que pode ser benéfico ou prejudicial para o organismo. Caso hgja uma reagdo de
desintoxicagdo, a toxicidade do composto é reduzida enquanto a excrecdo € geramente
elevada. No caso de haver bioativagdo o composto € transformado num metabdlito reativo que

€ mais toxico que o composto original. Os efeitos toxicos podem se manifestar quando o



composto original ou os seus metabdlitos se ligam a macromoléculas celulares. Em Ultima
instancia, este processo levar a ruptura membrana, lesdo celular e/ou efeitos genotoxicos que,
por sua vez, podem levar ao desenvolvimento e progresséo de doengas, tais como 0 cancer

(VAN DER OOST; BEYER; VERMEULEN, 2003).



2.4.2. ESTRESSE OXIDATIVO

O desequilibrio entre a producéo de ERO e o sistema antioxidante enddgeno é um
fator que pode causar uma série de mudangas fisiolOogicas, chamadas de estresse oxidativo
(HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007). Trabalhos relatam que a exposicdo a derivados de
petréleo induzem a producdo de ERO (ACHUBA; OSAKWE, 2003; LOPEZ-BAREA, 2000).
Estas ERO podem reagir com biomoléculas como proteinas, carboidratos, lipidios e acidos
nuclécos. A peroxidagdo lipidica e a inativagdo de enzimas sdo resultados observados do
dano oxidativo (ZHANG et a., 2004).

Rattner e Heath (2002) mostraram uma maior toxicidade de xenobidticos quando
animais aquaticos se encontravam em estado de hipoxia. Provavel mente essa maior toxicidade
do xenobidtico em estados de hipdxia deva-se a uma maior captacdo do téxico pelo peixe,
causada pelo esforgo de alcancar uma maior absor¢do de oxigénio. Como o nimero de
substancias quimicas testadas € muito pequeno, os dados sobre efeitos subletais sdo raros, nao
permitindo generalizagdes. Em geral, peixes mostram maior resisténcia aos estados de hipdxia
e até andxia em aguas de temperaturas mais baixas devido a maior solubilidade do oxigénio.
Em clima tropical, onde a temperatura da agua é quase sempre elevada, 0 metabolismo dos
animais € maior e ndo é certo o grau de toxicidade dos poluentes sobre a biota, dai a
importancia deste estudo nas nossas condi¢es ambientais.

Certas respostas fisiopatol 6gicas a algumas concentracdes elevadas de poluentes sdo
idénticas aguelas de algumas espécies de peixes em hipoxia, condicdo em que a quantidade de
oxigénio dissolvido é baixa, ou mesmo em andxia, quando a concentracdo de oxigénio chega
proxima a zero (VIG; NEMSCOK, 1989). Isso porgue peixes além de produzirem espécies
reativas de oxigénio (ERO) em varias reagbes metabdlicas, também sofrem processos de

estresse oxidativo quando passam por periodos de hipoxia (LENARTOVA et al., 1997).



ERO sdo encontradas em todos os sistemas biologicos. Em condicdes fisioldgicas do
metabolismo celular aerdbio, o O, sofre reducéo tetravalente, com aceitagdo de quatro
elétrons, resultando na formacdo de 2 H,O. Durante esse processo sdo formados
intermediérios reativos, como os radicais superoxido (O,") hidroperoxila (HO,) e hidroxila

(OH), e 0 peréxido de hidrogénio (H-0,) (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007) (Figura 4).
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Figura 4. ReacOes de sintese e de degradacéo de algumas ERO.



A formacdo de ERO também pode ocorrer durante a biotransformacdo de
xenobioticos. Elas sdo formadas principamente como subprodutos da acdo do complexo
multienzimético P450, de diversas monooxigenases e de reagdes de ciclo-redox (SOLE;
PORTE; ALBAIGES, 1995).

Para proteger contra os efeitos deletérios das ERO, as células possuem sistemas de
defesa antioxidantes tais como as enzimas superoxido dismutase (SOD), que reduz 0 O;” a
H.0O, e O, as enzimas catalase (CAT) e glutationa peroxidase (GPx), que detoxificam H,O,, e
enzimas complementares como a glicose 6-fosfato-desidrogenase (G6PDH, regenera NADPH
a partir de elétrons da glicose 6-fosfato) (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007). Estas
enzimas antioxidantes muitas vezes podem ser induzidas ou inibidas por determinadas
substancias toxicas.

Conforme exposto acima, fica claro que os derivados de petrdleo podem promover
alteracOes significativas em parédmetros bioguimicos e fisiologicos de peixes e que estas
alteracdes podem ser utilizadas como biomarcadores na andlise e monitoramento da qualidade
da &gua de locais impactados por estes contaminantes. Entretanto, poucas pesquisas tém sido
realizadas sobre o efeito de contaminantes em espécies neotropicais € muito pouco €é
conhecido sobre a sensibilidade destas espécies aos contaminantes potencialmente presentes
nos ecossistemas aquéticos tropicais (MARTINEZ et a., 2004, ALMEIDA; MELETTI;
MARTINEZ, 2005).

Tendo em vista que estudos sobre os efeitos toxicos do 6leo lubrificante novo e usado
s80 escassos mesmo sendo classificado como um produto perigoso (Classe 1), a abordagem
proposta para este trabalho, certamente, trara uma contribuicdo sobre os potenciais riscos,
pelo uso inadequado do 6leo lubrificante, nas varias atividades em que este produto esta
envolvido. Além disso, os dados gerados a partir deste tipo de pesquisa podem ser de grande

importancia para o biomonitoramento em ambientes de dgua doce.



3. OBJETIVOSGERAIS

O presente trabalho teve como objetivo principa comparar o efeito do Oleo
[ubrificante novo e usado em tilapias-do-Nilo (O. niloticus) apds exposi¢ao controlada a duas
concentragdes diferentes de cada tipo de 6l eo.

A hipotese de nosso trabalho é a de que o 6leo lubrificante usado pode produzir mais
efeitos subletais nos peixes em comparacdo ao |ubrificante novo, o que foi avaliado por meio
da andlise de mudancas em pardmetros bioquimicos em relacdo a animais controles néo

expostos.

3.1. OBJETIVOSESPECIFICOS
1. Comparar o nivel de estresse oxidativo da espécie O. niloticus frente a exposicdo ao 6leo
lubrificante novo e 0 usado em diferentes concentracbes e tempo de exposi¢ao utilizando

como parametros as enzimas GPx, SOD, CAT, G6PDH.

2. Verificar em qual tecido o estresse oxidativo é mais evidente: no figado ou nas branquias.

3. Comparar o nivel de peroxidacdo lipidica frente a exposi¢cdo ao 6leo lubrificante novo e

usado em diferentes concentracdes e tempo de exposi ¢ao.

4. Comparar a atividade das enzimas de biotransformacdo (EROD e GST) in vivo na espécie
O. niloticus frente a exposicdo ao ON e a0 OU em diferentes concentractes e tempo de

eXPosi ¢ao.

5. Analisar o comportamento da EROD in vitro frente a concentracdes crescentes de ON e

Ou.

6. Comparar as alteregdes ocorridas nos peixes em 3 e 7 dias de exposi ¢ao.

7. Andisar em qual concentragdo 0s contaminantes causam maiores prejuizos aos animais.



4., MATERIAL E METODOS
4.1. OBTENCAO DOSANIMAIS
Os animais usados nos experimentos desse trabalho foram obtidos nos tanques da
UNESP de S&o José do Rio Preto — IBILCE. O tamanho padréo determinado foi o de 15 cm,
todos com peso aproximado de 100g (

Figura5 e Tabelal).

Tabela 1. Médias dos pesos e tamanhos dos individuos utilizados no experimento.

GRUPO EXPERIMENTAL PESsO (G) TAMANHO (CM™m)
Controle 122,30 + 42,50 16,25 + 1,99
Tratamento ON [0,01] 99,83 + 25,95 15+1,38
Tratamento ON [0,1] 102,70 + 24,50 15,16 + 1,47
Tratamento OU [0,01] 101,97 + 20,54 15,25+ 0,93
Tratamento ON [0,1] 102,70 + 24,50 15,16 + 1,47

Nota: Dados expressos em média + desvio padréo.

Figura 5. Tamanho médio dos espécimes de O. niloticus.



4.2. OLEO LUBRIFICANTE

O dleo lubrificante mineral utilizado no experimento de exposi¢éo foi 0o MOTOR OIL
SAE 15W40 — CG4 da marca SCANIA® (Tabela 2). O desenvolvimento dos aditivos
melhoradores de indice de viscosidade possibilitou a fabricacdo dos Oleos de multipla
graduacdo. Esses 6leos também chamados de multiviscosos ou multigraus, como o SAE
5W30 e SAE 15W40, sdo largamente usados porque sdo fluidos o bastante em baixas
temperaturas e suficientemente espessos a altas temperaturas, para terem um desempenho
satisfatério (<http://www.orbiquimica.com.br/arquivos/boletim/36_30.pdf>) (Tabela 3). O

0leo usado foi damesma marca, coletado apds 15 mil km rodados em caminhéo.

Tabela 2. Especificacdes do produto utilizado para exposicéo dos animais.

CARACTERISTICAS RESULTADOS

CoR Oleo limpido viscoso ambar

ODOR Caracteristico de 6leo minera

DENSIDADE 0,866 — 0,871

SOLUBILIDADE Insolivel em &gua e miscivel em hidrocarbonetos

CoMPOSICAO Oleo derivado de petroleo, aditivos anticorrosivos, antidesgaste,

antioxidante, dispersante, detergente e antiespumante




Tabela 3. Classificagéo do 0leo lubrificante multiviscoso 15W40.

SAE]300 Janeiro 2001
— Viscosidade a Baixas Temperaturas Viscosidade a Altas Temperaturas
rau ae
) ] Viscosidade (cSt*a | Viscosidade
viscosidade Viscosidade Viscosidade minima
100 °C) (cP*a 150
(SAE) méaxima (cP*) (cP¥) _ _
Minimo | Maximo °C)
ow 6200 até -35 °C 60000 até -40 °C 3,8 -
5W 6600 até -30 °C 60000 até -35 °C 3,8 -
10W 7000 até -25 oC 60000 até -30 °C 41 -
15W 7000 até -20 °C 60000 até -25 °C 5,6 -
20W 9500 até -15 °C 60000 até -20 °C 5,6 -
25W 13000 até -10 °C 60000 até -15 °C 9,3 -
20 - - 5,6 <93 2,6
30 - - 9,3 <12,5 2,9
40 - - 12,5 < 16,3 2,9
40 - - 12,5 <16,3 3,7
50 - - 16,3 <21,9 3,7
60 - - 21,9 < 26,1 3,7

Nota: *Unidade da viscosidade dindmica = Centipoise (cP). +Unidade da viscosidade cinemética = Centistokes
(cst).
4.3. PROTOCOL O DE EXPOSICAO CONTROLADA DOS ANIMAISAO OLEO LUBRIFICANTE

O experimento foi realizado no més de julho de 2011, no periodo do inverno. Antes do
inicio dos experimentos, os animais foram acondicionados em caixas d’ gua com termostatos
durante uma semana, permitindo a aclimatacdo fora dos tanques de origem. Os experimentos
de exposicdo dos peixes aos contaminantes foram feitos em nove aquarios de 50 x 40 x 60
cm, divididos em 6 compartimentos de 17 L cada, e trés aquarios de 17 x 20 x 20 cm
(aproximadamente 17 L). Esta divisdo foi necesséria, pois no dia de inicio do experimento o

vidro de um dos aquarios maiores com subdivisdes trincou e ndo pode ser usado. Entretanto,



como todos os peixes foram acondicionados em compartimentos isolados de 17 L, essa
divisdo ndo aterou as réplicas do experimento. Os animais foram aimentados diariamente
com racéo comercial e mantidos sob aeracéo e temperatura constantes.

O experimento continha seis animais por grupo experimental, totalizando 60 animais
(Figura 6). As concentragdes escolhidas de 0,01 e 0,1 mL/L foram as mesmas concentragoes
previamente testadas em nosso laboratério para o 6leo diesel, onde ndo foi observada
mortalidade dos animais.

Ap6s uma semana de aclimatacéo, os peixes foram transferidos para os aguérios no
periodo da manhd, quando eles estdo menos agitados. Depois de colocados nos diferentes
compartimentos foram adicionados os contaminantes, sendo constituidos 10 grupos
experimentais organizados como na Figura 6 onde foram testadas as variaveis: tipo de 6leo
(novo e usado), concentracdo (0,01 e 0,1 mL/L) e periodo de exposicéo (3 e 7 dias).

Depois do periodo pré-estabelecido de exposicdo, os animais foram mortos por
imersdo do anestésico 2-Phenoxyethanol (Sigma-Aldrich) a 3 mL/L de agua. ApOs este
procedimento os individuos foram medidos e pesados em balanca analitica de precisdo. Os
espécimes, dentro de bandgjas (Figura 7), foram posicionados em decubito dorsal e a fim de
possibilitar a seccdo através de incisdo mediana na parede ventral, expondo os 6rgaos da
cavidade celomética para retirada do figado para analises bioguimicas (Figura 8). Depois da

retirada do figado, a cavidade opercular foi aberta para a retirada das branquias (Figura 9).



Figura 6. Delineamento experimental. Peixes colocados em aqu&ios com seis
compartimentos isolados. Trés peixes foram colocados em aquérios separados devido a

rachaduras em um dos aguérios compartimentalizados.



Figura 7. Dissecacéo datilgpia-do-Nilo.

Figura 8. Visceras retiradas da cavidade celomética. Seta indicando o figado, 6rgéo retirado e
utilizado para as analises.



Figura 9. Regido opercular arrebatada mostrando o posicionamento dos arcos branquiais.

4.4. DESCARTE DE RESIDUOS TOXICOS E DE AGUA CONTAMINADA
A égua contaminada dos aquérios foi tratada através de filtros de carvao ativado. Este
tipo de carvdo retém os residuos téxicos evitando, portanto, o descarte inadequado no
ambiente. Além disso, todos os residuos quimicos produzidos durante as andlises foram
devidamente armazenados em recipientes apropriados para o descarte que futuramente sera

dado o tratamento adequado a todos eles.

4.5. TRATAMENTO ESTATISTICO DOSDADOS
Os resultados estéo expressos em medias + erro padréo correspondentes a seis réplicas
(n=6). O software STATISTICA 8.0 foi usado para efetuar a analise estatistica.
Os dados experimentais foram inicialmente testados para normalidade (Shapiro-Wilk) e
homogeneidade da variancia (Levene), de forma a obedecer a requisitos estatisticos. No caso
de dados paramétricos, o teste aplicado foi ANOVA para verificacdo de diferencas

estatisticamente significantes entre trés ou mais grupos e teste t para correlagdo entre dois



grupos. Em seguida foi aplicado um teste post-hoc (Tukey HSD) para verificar quais grupos
apresentam diferencas significantes e quais ndo apresentam (ZAR, 1999).

Nos casos onde os dados foram considerados ndo-paramétricos aplicou-se os testes
Mann-Whitney, para dois grupos amostrais e Kruskal-Wallis, paratrés ou mais. As diferencas

entre as médias foram consideradas estati sticamente significantes quando p < 0,05.



CAaPITULOII

BIOMARCADORES BIOQUIMICOS DE ESTRESSE OXIDATIVO
EM Oreochromis niloticus EXPOSTOS A

OLEO LUBRIFICANTE NOVO E USADO




1. INTRODUCAO

As ERO tém importante funcdo biolégica, como na fagocitose, fendbmeno em que
essas especies sdo produzidas para eliminar 0 agente agressor. Entretanto, quando sua
producdo é exacerbada, o organismo dispde de um eficiente sistema antioxidante que
consegue controlar e restabelecer o equilibrio. A situacdo de estresse oxidativo resulta do
desequilibrio entre o sistema pré6 e antioxidante que poderd acarretar danos celulares
(SCHAFER; BUETTNER, 2001).

Variaveis como, idade, variagdes sazonais de temperatura da agua e disponibilidade de
oxigénio, periodo reprodutivo, comportamento e a presenca de poluentes na agua, ateram o
metabolismo e consequentemente a formagdo de ERO. Este aumento de ERO tem como
consegquéncia ateragdes nos niveis de lipoperoxidacdo (LP) e na atividade de enzimas
antioxidantes (LIVINGSTONE et a., 1990; REGOLI, 2000; VIDAL; BASSERES,
NARBONNE, 2002).

As ERO sdo, devido a sua alta reatividade, potencialmente téxicas, mutagénicas e
carcinogénicas (NORDBERG; ARNER, 2001). Elas podem reagir com diferentes alvos
celulares originando leses oxidativas as macromoléculas (ALMEIDA et a., 2003), como o
DNA, lipideos e proteinas. Entretanto, em alguns casos, 0 estresse oxidativo moderado pode
regular positivamente as defesas, de modo a proteger as células de danos subsequentes mais
severos (SALO; DONOVAN; DAVIES, 1991).

As enzimas antioxidantes compdem a principal linha de defesa aos componentes
oxidantes do sistema, impedindo o atague as macromoléculas e a perda da integridade celular.
Dentre as enzimas antioxidantes temos a CAT, GPx e a SOD. A enzima SOD catalisa a
dismutacéo do O,", formando assim peréxido de hidrogénio (H2O,) e oxigénio molecular. A
CAT e a GPx desempenham importante papel na eliminacéo de H,O,. O perfeito equilibrio

entre as enzimas antioxidantes e a producdo de ERO é importante para a manutencdo da



integridade celular, pois de maneira conjunta, a SOD, CAT e GPx reduzem o acumulo de O,~

e H,0,, e consequentemente o dano celular (SCHNEIDER; OLIVEIRA, 2004) (Figura 10).
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Figura 10. Representacéo esquematica do sistema oxidante e antioxidante da célula (Adaptado
de FORTUNO et d., 2005; RAY; SHAH, 2005).

Sabe-se que muitas classes de poluentes podem atuar no aumento da formacéo
intracelular de ERO (MAESTRO, 1980; WINSTON; DI GIULIO,1991). Organismos
expostos a ecossistemas poluidos podem revelar indugdo ou inibicdo de suas defesas
antioxidantes. Variagdes nos componentes desse sistema de defesa antioxidante e presenca de
danos aos tecidos tém sido propostos como biomarcadores de poluicdo em organismos
aquéticos tais como moluscos e peixes (DI GIULIO et. a, 1989; LIVINGSTONE et. a,
1990).

O processo de LP é considerado a principa causa de injuria e morte celular, e muitas
condicdes patoldgicas estdo diretamente associadas a esse processo. Basicamente, a LP
consiste em uma reacdo em cadeia, na maioria dos casos catalisada por metais de transicéo, na
qual oxidantes fortes causam a quebra dos fosfolipidios de membrana que contém acidos

graxos polinsaturados. Os danos da LP para as membranas biolgicas podem ser de varios



nivels de severidade, dependendo da natureza e concentragdo do oxidante, variando desde
reducdes localizadas na fluidez da membrana até a ruptura total da integridade da bicamada
(HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007). Além disso, os hidroperoxidos resultantes da
peroxidacdo sdo instaveis e se decompdem em misturas complexas de aldeidos, cetonas,
alcanos e acidos carboxilicos que podem formar adutos com o DNA.

Muitos estudos tém demonstrado o aumento da LP em varios tecidos de peixes
expostos a diversos tipos de contaminantes. Exempl os incluem carpas expostas ao agrotoxico
Paraquat e bagres expostos a sedimento contaminado com HPA, dentre outros (STEGEMAN
et al., 1992).

Como dito anteriormente, 0 petréleo € uma mistura de compostos organicos,
principalmente hidrocarbonetos, com toxicidade variada aos organismos aquéticos. Estudos
revelam que a exposicdo de peixes ao petréleo causa mudangas nos seus parametros
moleculares, bioguimicos, fisioldgicos e comportamentais. O 6leo lubrificante, sendo um
derivado do petréleo, possui muitas caracteristicas semelhantes. Verificar quais sdo 0s
possive's efeitos toxicos do oleo lubrificante é importante para a definicéo de biomarcadores
sensivels a exposi¢ao a esse contaminante.

O sistema de defesa antioxidante esta sendo cada vez mais estudado devido ao seu
potencial em fornecer respostas em baixos niveis de organizacdo bioldgica. Estas respostas
podem ser utilizadas como ferramentas em programas de monitoramento ambiental pelo fato
da facilidade das andlises e baixo custo (WINSTON; DI GIULIO, 1991; ORUC et al., 2004).
Ja que os peixes respondem a exposicao a poluentes aterando ou adaptando suas funcoes
metabdlicas (BEBE; PANEMANGALORE, 2003), neste estudo, foram investigados
parametros relacionados ao estresse oxidativo como biomarcadores a mistura complexa que

compdem tanto o 6leo lubrificante novo como o usado.



2. MATERIAL EMETODOS
2.1. PROCESSAMENTO DASAMOSTRAS

Para determinar o grau de estresse oxidativo causado pelo 6leo novo e usado nos
peixes, os tecidos (branquia e figado) retirados dos animais como descrito no item 4.3 do
Capitulo | foram colocados em tubos de eppendorf e preservados a -80° C. No momento da
analise as amostras foram descongeladas em gelo, homogeneizadas em tampéo Tris-HCl 50
mM, EDTA 1 mM, DTT 1 mM, sacarose 0,5 M; pH 7,4, contendo inibidores de protease
(PMSF) e centrifugado a 10.000 x g por 30 minutos. A fragdo sobrenadante foi entéo coletada
e centrifugada novamente a 50.000 x g por uma hora, de forma a obtermos assim as fractes
citosolica e microsomal. Para as andlises das enzimas antioxidantes realizadas foi utilizada

apenas a fragdo citosolica.

2.2. PREPARO DASAMOSTRAS PARA A AVALIACAO DA PEROXIDAGAO LIPIDICA
Fragmentos de figado e branquias foram homogeneizados (1:3, massa:volume) em
tampdo TRIS-HCI, 0,AM, pH 8,0. Em seguida, foram adicionados 300 mL de solucéo de
acido 2-tiobarbiturico (TBA) 0,4% diluido em HCI 0,2M. As amostras foram incubadas por
40 minutos a 90 °C em um aguecedor tipo dry block. Apds este periodo, as amostras de
malondialdeido (MDA) e TBA foram extraidas com 1 mL de n-butanol e entéo centrifugadas
a 3.600 x g por cinco minutos. Posteriormente € retirada a por¢do sobrenadante que foi

analisadano HPLC.

2.3. ANALISES BIOQUIMICAS
2.3.1. SUPEROXIDO DISMUTASE
A dividade da SOD foi medida pelo méodo de McCord e Fridovich (1969),

utilizando um sistema de geracdo de radical anion superdxido (xantina/xantina oxidase)



acoplado a reducéo do citocromo ¢ pelo radical anion superéxido, provocando aumento de
absorbancia em 550 nm em 25 °C. A adicdo da amostra contendo a SOD promove uma
inibicdo na velocidade de reducéo do citocromo ¢, uma vez que a SOD compete com 0

citocromo pelo superoxido.

2.3.2. CATALASE
A atividade da CAT foi medida através do método de Beutler (1975). Este método é
baseado na quantificacdo da velocidade de decomposicdo do perdxido de hidrogénio pela

enzima, através do decréscimo de absorbancia em 240 nm, em temperatura ambiente.

2.3.3. GLUTATIONA PEROXIDASE

A medida da GPx foi feita pela técnica descrita por Sies; Koch e Martino (1979). Este
método baseia-se na medida do decréscimo de absorbancia a 340 nm, promovido durante a
reducéo da GSSG, catalisada por GR, em presenca de NADPH, em temperatura ambiente, que

€ proporcional ao consumo de GSH pela GPx, na oxidac&o do substrato t-butil-hidroperdxido.

2.3.4. GLICOSE-6-FOSFATO-DESIDROGENASE
A aividade da G6PDH do tecido hepatico foi determinada pelo aumento de
absorbancia provocado pela reducdo de NADP+ a NADPH a custa de glicose-6-fosfato em

340 nm, de acordo com o0 método de Glock e McL ean (1953).

2.3.5. PEROXIDACAO LIPIDICA

A técnica para se avaliar os niveis de peroxidagdo lipidica nos tecidos foi a deteccéo
por HPLC-UV/Vis em 532 nm do produto formado entre o MDA (produto da
lipoperoxidagdo) e o acido 2-tiobarbitirico (ALMEIDA et a., 2004). A fase movel foi

composta por solucdo fosfato de potassio monobéasico 50 mM, pH 7,0 com 40% metanoal,



bombeada isocraticamente (1 mL/min). A coluna utilizada foi uma LC-18 (150 x 4,6 mm, 5
um de didmetro de poro). A quantificacdo do MDA se deu por comparacdo das areas dos
picos das amostras no cromatograma com as &reas dos picos de uma curva padréo

previamente injetada no HPLC de padrdes auténticos de MDA reagido com o TBA.

2.3.6. QUANTIFICAGCAO DE PROTEINAS
Para medir a quantidade de proteina de todas as amostras, o método foi o utilizado por

Bradford (1976), com curva padréo de soro abumina bovina



3. RESULTADOSE DISCUSSAO
3.1. SUPEROXIDO DISMUTASE
A atividade da SOD foi medida apenas no figado por falta de tecido branquial para a
realizacdo desta andlise. Os resultados obtidos a partir da andlise da SOD hepatica néo
mostraram diferencas estatisticamente significantes para nenhum dos tratamentos em relacéo

aos grupos controle nos dois periodos de exposicao testados (Figura 11 e Tabela 4).
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Tabela 4. Andlise de variancia da atividade enzimética da SOD no figado de O. niloticus
através de aplicagdo de teste ndo-paramétrico (Kruskall-Wallis).

SOD
EFEITO H GL P
ATIVIDADE EM 3DIAS 8,227 4 0,083
ATIVIDADE EM 7 DIAS 8,136 4 0,086

Foi observada uma reducdo estatisticamente significante da atividade da SOD do
tratamento de trés dias de exposicdo a concentracdo de 0,01 mL/L de OU para 0 mesmo
tratamento, porém com 0s animais expostos por sete dias (Tabela 5). Se compararmos 0s
grupos controles de trés e sete dias podemos notar que a atividade enzimética da SOD
também sofreu uma reducdo do menor para 0 maior tempo de exposicdo. Este fato pode
explicar a reducéo do grupo tratado com a concentracéo de 0,01 mL/L de OU, uma vez que
ele acompanha a tendéncia de reducdo da atividade da SOD ocorrida nos animais do grupo

controle.

Tabela 5. Comparacdo da atividade enzimatica da SOD hepética entre os periodos de 3 e 7
dias de exposi¢ao de mesmo tratamento.

GRuPO  ON(0,1ML/L) ON (0,01 ML/L) OU (0,1 ML/L) OU (0,01 ML/L)

P 0,521 0,054 0,465 0,017*

Nota: *Valores significantes (p<0,05). Vaores em negrito indicam aplicacdo de teste ndo-paramétrico (Mann-
Whitiney).

Achuba e Osakwe (2003) verificaram alteracOes dose-dependente na atividade da CAT
e da SOD e na LP, em varios tecidos do bagre africano (Clarias gariepinus) apos 14, 21 e 28
dias de exposicéo ao petrdleo cru. Zhang e colaboradores (2003) submeteram individuos de
Carassius auratus a diferentes concentractes de 6leo diesel durante 40 dias e observaram que

o diesel, dependendo da concentragdo testada, induz o aumento da atividade hepatica da GPX,



SOD e CAT. Esses resultados mostraram que o petroleo e derivados séo mediadores na
geracao de radicais livres em peixes. O aumento da atividade das enzimas antioxidantes pode
representar uma resposta adaptativa para proteger os peixes das ERO ap0s a exposi¢ao a estes
poluentes (ACHUBA; OSAKWE, 2003).

A enzima SOD tem suaimportancia reconhecida como antioxidante sendo responsavel
por catalisar a conversdo de anions superéxidos reativos em oxigénio e peréxido de
hidrogénio, uma ERO menos téxica. Sob condi¢cdes naturais (organismos ndo expostos a
agentes tOxicos ou estressores), a SOD e GPx estédo entre as defesas antioxidantes mais
importantes (JANSSENS et al., 2000; LUSHCHAK et a., 2001). Entretanto, sob condicoes
de estresse causado por xenobidticos tais como os HPAs, provavelmente a SOD é
compensada em importancia por outras defesas antioxidantes como a CAT (VEGA-LOPEZ,
2007).

Alteracbes encontradas na atividade de enzimas antioxidantes por exposicdo a
poluentes sugerem que mudancas observadas podem ser uma resposta adaptativa as ERO.
Além disso, a atividade destas enzimas pode ser estimulada ou inibida sob a acéo de estresse
guimico dependendo da intensidade e duracdo do estresse aplicado, bem como da
susceptibilidade da espécie exposta (BALLESTEROS; WUNDERLINB; BISTONI, 2009).
De acordo com Cheung e colaboradores (2001), um aumento na concentracdo do xenobiotico

e consegquente inducdo de atividade antioxidante ndo € umaregra geral.

3.2. CATALASE
A andlise de variancia realizada detectou diferencas significantes na atividade da CAT
nas branquias entre os grupos de animais expostos aos contaminantes tanto com trés dias
como com sete dias de exposicdo (Figura 12 e Tabela 6). No tratamento de trés dias 0 OU na

concentragdo de 0,1 mL/L causou um decréscimo significante na atividade da CAT em



relacdo ao grupo controle. Entretanto, nos animais expostos a mesma concentracéo de OU por
sete dias a resposta foi inversa, mostrando um aumento significante da CAT comparando com
0 grupo controle. Ainda em relagdo aos grupos expostos por sete dias, as duas concentracoes
de ON também causaram um aumento significante da CAT em relagdo ao grupo controle
(Figura12).

A exposicdo a0 mesmo contaminante, porém em diferentes concetragdes apresentou
diferecas estatisticamente significantes. Pode-se observar que atividade da CAT sofreu um
decréscimo nos animais do grupo exposto a menor concentracdo do OU em relacdo a maior

concentracdo (p = 0,002) (Figura 12).
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contaminante com diferentes concentragdes. © Diferenca significante entre os tempos de

€XP0Si G0 para 0 Mesmo grupo.

Tabela 6. Andlise de variancia da atividade enzimética da CAT nabranquiade O. niloticus.

CAT
EFEITO F GL P
ATIVIDADE EM 3 DIAS 3,061 4 0,0359*
ATIVIDADE EM 7 DIAS 6,967 4 0,0007*

Nota: *Valores significantes (p<0,05).

Também foram encontradas diferencas significantes entre 0 mesmo tratamento com
diferentes tempos de exposicdo (Tabela 7). Os animais expostos por trés dias as duas
concentragdes do OU tiveram uma menor atividade da enzima se comparado com 0s animais
expostos por sete dias. O mesmo padrdo também foi encontrado para o tratamento com

concentracdo 0,01 mL/L de 6leo lubrificante novo.

Tabela 7. Comparacao da atividade enziméticada CAT na branquia entre os periodosde 3 e 7

dias de exposicao de mesmo tratamento.

GRUPO  ON (0,1ML/L) ON (0,01MLI/L) OU (0,1MLI/L) OU (0,01MLI/L)

P 0,358 0,0285* 0,0435* 0,0237*

Nota: *Valores significantes (p<0,05).

Comparando com os grupos controles, no figado ndo foram encontradas diferencas
estati sticamente significantes na atividade da CAT em nenhum dos tratamentos e periodos de
exposicao (Figura 13 e Tabela 8). Também ndo foram encontradas diferencas significantes da

CAT no figado entre trés e sete dias de exposi¢do ao mesmo tratamento (Tabela 9).
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Tabela 8. Andlise de variéncia da atividade enzimatica da CAT no figado de O. niloticus
através de aplicacdo de teste ndo-paramétrico (Kruskall-Wallis).

CAT

EFEITO H GL P

ATIVIDADE EM 3 DIAS 55 4 0,238
ATIVIDADE EM 7 DIAS 6,735 4 0,15




Tabela 9. Comparagdo da atividade enzimatica da CAT hepética entre os periodos de 3 e 7

dias de exposi¢ao de mesmo tratamento.

GRUPO  ON(0,AML/L) ON (0,01 ML/L) OuU (0,A1mL/L) OuU (0,01 ML/L)

P 0,423 0,2 0,3 0,167

Nota: *Valores significantes (p<0,05). Valores em negrito indicam aplicacdo de teste ndo-paramétrico (Mann-
Whitiney).

E bem conhecido que determinados xenobidticos podem gerar ERO, tais como
peréxido de hidrogénio e radical anion superéxido que, por sua vez, S80 responsaveis por
danos celulares e teciduais (FILHO et al., 2001; PINTO et a., 2003). Mecanismos de defesa
antioxidantes, incluindo a CAT, tém uma importancia consideravel para os peixes e outros
organismos, pois € induzida para protegé-los contra os efeitos dos radicais livres produzidos
devido ao estresse oxidativo e outros fatores.

A presenca de metais e HPAs no composto testado pode ter mediado a formacéo de
ERO, sendo que quanto mais tempo exoposto, mais 0 organismo produz estas espécies
reativas. Além disso, sabe-se que 0 processo de biotransformacéo também pode atuar na
producdo de ERO através de reacOes realizadas por enzimas do complexo de
monooxigenases, aumentando ainda mais sua quantidade (STEGEMAN et a. 1992). Sabe-se
gue em organiSmos expostos a metais ocorre 0 aumento destas espécies instaveis, 0 que pode
elevar a atividade das enzimas antioxidantes, como a CAT, SOD e GST, que utilizam esses
compostos como seus substratos especificos (ATLI; CANLI, 2007). No presente estudo, este
aumento de ERO no organismo provocou uma inducdo da CAT que foi evidenciada nos
grupos de animais expostos por sete dias as duas concentragdes de ON e a maior concentracao
de OU.

O aumento da atividade desta enzima nas branquias no tratamento com sete dias pode
estar relacionado com o maior tempo de exposi¢cdo. Estudos mostram que em exposicoes

agudas a um determinado contaminante o organismo pode ndo responder a perturbacéo



causada. Entretanto, apds algum periodo em contato com a substéncia toxica 0 organismo
acaba se tornando responsivo aela (ARIAS et a., 2007). Além disso, estudos mostram que a
exposicao a um contaminante em concentractes elevadas pode fazer com que 0 organismo
ndo consiga responder a perturbacdo de maneira efetiva. Entretanto, com um maior periodo de
exposicao ao composto o individuo responde induzindo a atividade da CAT, como o ocorrido
Nos grupos expostos ao OU durante sete dias.

A inducdo da CAT neste estudo sugere uma defesa do organismo frente a agentes

oxidantes, pois € uma enzima chave para remover H,O, e evitar a formacdo de ‘OH que

podem causar danos celulares (REGOLI et a., 2000). Outros trabalhos tém sugerido que a
inducdo da CAT pode ser uma resposta a exposicéo de HPASs. Sturve e colaboradores (2006)
mostraram que a exposicdo do bacalhau (Gadus morhua) as &guas contaminadas com
derramamento de petréleo, resultou em aumento da atividade da CAT. O mesmo padréo foi
encontrado para os mexilhdes (Mytilus galloprovincialis) no Rio Siagne, Baia de Cannes
(Franca), onde foi verificada a presenca de HPAs em seus tecidos (DAMIENS et al., 2006).
Outros estudos também tém demonstrado aumento da atividade da CAT por exposicdo a
metais (LIU; KUEH 2005; GRAVATO et a., 2006; HANSEN et al., 2006).

No menor periodo de exposicdo podemos observar uma diminuicdo da atividade da
CAT nas branquias dos animais tratados com a maior concentracéo de OU. Este decréscimo
da enzima poderia estar relacionado com ainibicdo direta no sitio ativo da enzima provocada
pela presenca de metais, HPAS e outros compostos que possivelmente se encontram mais
concentrados no OU devido a queima ocorrida durante o periodo de uso no motor do
automovel. Estudos recentes realizados com o gastropode Achatina fulica, demonstrou uma
enorme reducao na atividade da CAT ap0s a exposi¢ao dos individuos ao cadmio e ao zinco, o
gue indicou efeito prejudicial dos metais na enzima em tecidos especificos (glandula digestiva

e rim) (CHANDRAN et a. 2005). Bainy e colaboradores (1996) também mostraram que a



inibicdo da atividade da CAT em O. niloticus pode ser um importante resultado na andlise e
monitoramento de areas poluidas.

Na literatura encontramos outra explicacdo para a reducdo da atividade enzimética da
CAT. Hutchinson e colaboradores (2003) observaram uma relacdo entre a diminuicdo na
producéo de H,O, e aumento na producéo de O, - em peixes (Limanda limanda L.) expostos a
sedimento contaminado com HPAs. Kono e Fridovich (1982) descreveram ainibicéo da CAT,
mostrando uma relacdo entre esta enzima antioxidante e o anion superéxido. A reducdo da
atividade enzimética pode ser explicada através da conversdo da CAT nativa (Fe Il1) para
Ferro |l na presenca do anion superéxido. Esse padréo pode ser prevenido e revertido na
presenca da SOD.

Escobar e colaboradores (1996) também demonstraram inativagcdo da CAT por O, e
radicais peroxidos e discutiram que, apesar de um aumento na taxa de producéo de espécies
reativas de oxigénio freguentemente induzir um aumento da atividade de enzimas
antioxidantes, num primeiro estagio de exposicdo e/ou em altas concentracbes de radicais
livres prevalece a inativacdo enzimética e reducdo da atividade levando a autocatdlise do
processo de dano oxidativo.

De acordo com os trabalhos acima citados, estes contaminantes podem gerar um
aumento na producdo de espécies reativas de oxigénio capazes de causar inibicdo de atividade
enzimética, pode-se sugerir que 0s organismos deste local estejam sofrendo estresse oxidativo
associado a exposicao a HPAS.

O dleo lubrificante, tanto 0 novo como o0 usado sdo considerados misturas complexas,
sendo que sua composicdo compreende diversas substancias em sua férmula. Portanto, € dificil
estabel ecer exatamente 0 composto que causou 0 aumento ou ainibicéo da atividade da CAT nos
organismos testados. Isso porque ndo sabemos se pode estar ocorrendo interagOes entre as

substancias ou mesmo qual tipo de interagéo.



Caracteristicas das branquias, tais como sua elevada superficie de troca composta por
umafina camada de células, faz com que assumam um papel de sumaimportancia em funcoes
metabdlicas vitais para os peixes, tais como respiracéo, osmorregulacéo e excregdo (MOYLE;
CECH Jr., 1988). Este 0rgéo possui permanente contato com o ambiente o que pode refletir
na sua integridade. 1sso porque em casos de contaminagéo ou de poluic¢&o, as branquias séo
uma importante via de entrada de compostos lipofilicos, como os HPAs (HY LLAND, 2006).
Isso explicaria as respostas encontradas nas branquias.

A hip6tese para a auséncia de respostas significantes no figado € que os periodos de
exposicdo a0 ON e OU ndo foram suficientes para causar os efeitos esperados. Ainda
podemos sugerir que as branquias estivessem acumulando os compostos, fazendo com que
grande parte deles ndo chegassem ao figado para ser metabolizado e ndo fossem capazes de
causar alteracOes relevantes.

Resultados semelhantes aos mostrados neste trabalho foram observados por Atli e
colaboradores (2006). Através de um experimento de exposicao aguda (96h) a metais esses
pesquisadores mostraram que a CAT pode apresentar diferentes respostas em relacéo ao tipo

de tecido.

3.3. GLUTATIONA PEROXIDASE
A atividade da GPx nas branquias ndo sofreu alteraces em nenhum dos tratamentos em
relacdo ao controle (Figura 14). A andlise de variancia ndo mostrou nenhuma diferenca
significante nos animais expostos aos contaminantes por trés dias (F = 1,53; gl= 4; P=0,225),

nem por setedias (F=1,67; gl =4; P=0,19).
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Figura 14. Gréfico da atividade da GPx na branquia de O. niloticus controle e expostas por 3 e

7 dias ao ON e OU, nas concentragdes de 0,1 e 0,01 mL/L.
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Figura 15. Gréfico da atividade da GPx no figado de O. niloticus controle e expostas (T) por 3
e 7 diasao ON e OU, nas concentracdes de 0,1 e 0,01 mL/L.

Assim como nas branquias, o figado também n&o apresentou nenhuma diferenca
estatisticamente significante na atividade da GPx dos tratamentos em relagdo aos controles

(Figura 15 e Tabela 10).

Tabela 10. Andlise de variancia da atividade enzimatica da GPx no figado de O. niloticus.

GPx
EFeITO F GL P
ATIVIDADE EM 3 DIAS 0,973 4 0,439
ATIVIDADE EM 7 DIAS 2,158 4 0,706

Nota: Valores em negrito indicam aplicacéo de teste ndo-paramétrico (Kruskall-Wallis).



Da mesma maneira ndo houve nenhuma diferenca entre 0s mesmos tratamentos com

diferentes tempos de exposicéo (Tabela 11).

Tabela 11. Comparagdo da atividade enzimética da GPx hepatica entre os periodos de 3 e 7

dias de exposi¢ao de mesmo tratamento.

GRUPO  ON(0,AML/L) ON (0,01 ML/L) OuU (0,A1mL/L) OuU (0,01 ML/L)

P 0,499 0,336 0,809 0,076

Nota: Valores em negrito indicam aplicagéo de teste ndo-paramétrico (Mann-Whitiney).

A atividade da GPx no figado e nas branquias ndo mostrou nenhuma alteracéo
significante. A GPx, segundo Devlin (2003), € um importante mecanismo de protecéo contra
danos causados por radicais livres, pois € responsavel por catalisar a reducéo de peréxido de
hidrogénio e de perdxidos de lipidios. Entretanto, sabe-se que algumas isoformas de GST
possuem atividade peroxidase (ALMEIDA et a., 2005), o que pode ter ajudado no combate as
ERO e ndo ter disparado a atividade da GPx no figado e nas branquias dos peixes expostos

aos oleos |ubrificantes.

3.4. GLICOSE-6-FOSFATO-DESIDROGENASE
O figado € o principal local onde ocorrem os processos lipogénicos nos peixes. Este
processo envolve a acdo de enzimas especificas que fornecem energia para 0S processos
bioquimicos, como a G6PDH (WANG et a., 2005), sendo portanto, o tecido hepatico o
principal local para atuacdo desta enzima. Dessa forma, a andlise da atividade dessa enzima
foi realizada apenas no figado, onde a atuacéo desta enzima é realmente significativa
A andlise de variancia ndo indicou nenhuma diferenca dos tratamentos em relacéo aos

controles em nenhum dos dois tempos de exposi¢ao testados (Figura 16 e Tabela 12).
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EXPOsi 30 para 0 mesmo grupo.

Tabela 12. Andlise de variancia da atividade enzimética da G6PDH no figado de O. niloticus
através de aplicacéo de teste ndo-paramétrico (Kruskall-Wallis).

G6PDH

EFEITO H GL P

ATIVIDADE EM 3 DIAS 5,234 4 0,264
ATIVIDADE EM 7 DIAS 1,74 4 0,783




Tabela 13. Comparagdo da atividade enziméatica da G6PDH hepética entre os periodos de 3 e

7 dias de exposi¢cao de mesmo tratamento.

GRUPO  ON (0,1ML/L) ON (0,01 MLI/L) OU (0,1ML/L) OU (0,01 MLIL)

P 0,844 0,336 0,954 0,044*

Nota: *Valores significantes (p<0,05). Valores em negrito indicam aplicacdo de teste ndo-paramétrico (Mann-
Whitiney).

Os animais dos grupos expostos a concentracdo de 0,01 mL/L de OU por trés dias e
sete dias apresentaram um comportamento na atividade enzimatica diferente (Figura 16).
Houve uma reducdo estatisticamente significante da atividade da G6PDH do grupo exposto
por trés dias para 0 mesmo tratamento, porém, com sete dias de exposicdo (Tabela 5).

Um trabalho que esta de acordo com os resultados aqui encontrados € o de Winzer;
Van Noorden e Kohler (2002). Neste estudo eles encontraram que a resposta de hepatocitos a
estressores oxidativos € a inativagdo da G6PDH, que pode causar maior susceptibilidade a
toxicidade de xenobidticos. Esta observacdo explicaria areducdo da G6PDH no grupo exposta
a concentracéo de 0,01 mL/L do OU. Com um maior periodo de exposi¢do ao OU as células
do figado podem ter se tornado responsivas a presenca do contaminante na dgua. Esta reducéo
deixa claro que a exposicdo de peixes ao petréleo ou derivados pode provocar ateractes na
atividade das enzimas de defesa antioxidante que consequentemente podem levar a ocorréncia
de danos oxidativos.

Entretanto, assim como o0 encontrado em outras enzimas, € muito importante
considerar que estes animais estdo expostos a varias substancias presentes no OU
concomitantemente, por isso, torna-se dificil estabelecer relacdes diretas entre o efeito toxico

do dleo lubrificante e esta alteracéo da enzima G6PDH.

3.5. PEROXIDAGAO LIPIDICA
A concentracéo de MDA nas branquias nos tratamentos realizados com ON e OU nas

duas concentraces ndo sofreu alteragcbes em relacdo ao controle de acordo com o teste de



Kruskal-Wallis (Tabela 14). Este resultado pode ser observado tanto nos animais expostos por
trés como por sete dias. Em relacdo a0 mesmo periodo de exposicdo, as diferencas
estatisticamente significantes encontradas est&o nos niveis de LP nos animais tratados com
concentracdo de 0,1 mL/L e 0,01 mL/L de OU com trés dias de exposi¢do (p = 0,004) (Figura

17).
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Tabela 14. Andlise de variancia da LP nabranquiade O. niloticus.

LP
EFEITO F GL P
ATIVIDADE EM 3 DIAS 3,668 4 0,017*
ATIVIDADE EM 7 DIAS 6,884 4 0,142

Nota: *Valores significantes (p<0,05). Valores em negrito indicam aplicacdo de teste ndo-paramétrico (Kruskall-
wallis).

Apos sete dias de exposicdo, podemos observar que a peroxidacdo nas branquias dos
peixes expostos a concentracdo 0,1 mL/L de OU foi maior do que nos peixes expostos por

trés dias a0 mesmo composto ha mesma concentracéo (Tabela 15).

Tabela 15. Comparacdo da LP na branquia entre os periodos de 3 e 7 dias de exposi¢cdo de

mesmo tratamento.
GRUPO  ON(0,AML/L) ON (0,01 ML/L) OuU (0,AmL/L) OuU (0,01 ML/L)
P 0,173 0,097 0,031* 0,082

Nota: *Valores significantes (p<0,05).

No figado, o grupo de peixes expostos a concentragdo de 0,1 mL/L do ON por trés
dias teve uma aumento estatisticamente significante na concentracéo de MDA em relacéo ao

controle (Figura 18 e Tabela 16).
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Tabela 16. Andlise de variancia da peroxidacado lipidica no figado de O. niloticus.

LP
EFEITO F GL P
ATIVIDADE EM 3 DIAS 5,46 4 0,0026*
ATIVIDADE EM 7 DIAS 0,629 4 0,646

Nota: *Valores significantes (p<0,05).

Também foram encontradas diferencas significantes do nivel de LP no figado de

peixes tratados com OU expostos a diferentes concentracfes (Figura 18). Os peixes expostos



a concentracéo de 0,1 mL/L do OU apresentou um grau maior de LP em relacdo aos animais
expostos a concentragéo de 0,01 mL/L também de OU.

Outro resultado observado foi a maior concentracdo de MDA encontrada nos peixes
expostos por trés dias ao ON (0,1 mL/L e 0,01 mL/L) em comparacdo aos animais tratados
com as mesmas concentragdes de 6leo novo, porém com umaior tempo de exposicdo ao

contaminante (Tabela 17).

Tabela 17. Comparacdo da LP no figado entre os periodos de 3 e 7 dias de exposicdo ao

mesmo tratamento.
GRUPO  ON(0,1ML/L) ON (0,01 MLI/L) OU (0,1ML/L) OU (0,01 MLI/L)
P 0,000005* 0,003* 0,144 0,768

Nota: *Valores significantes (p<0,05). Valores em negrito indicam aplicagdo de teste ndo-paramétrico (Mann-
Whitiney).

A peroxidacdo de lipidios € umaimportante consequéncia do estresse oxidativo e pode
ser provocada por um unico radical livre que promove uma série de reagdes bioguimicas
deletérias (VAN DER OOST; BEYER; VERMEULEN, 2003). A LP pode ser definida como
uma cascata de eventos bioquimicos resultante da agdo dos radicais livres sobre os lipidios
insaturados das membranas celulares, levando a destruicdo de sua estrutura, faléncia dos
mecanismos de troca de metabdlitos e, numa condicdo extrema, a morte celular (BENZIE,
1996).

Em geral as branquias apresentaram um maior grau de peroxidacao lipidica em relacéo
a0 figado, mesmo comparando os animais dos grupos controle. 1sso ocorre porgue as
branguias possuem uma grande superficie de contato com 0 meio e sdo uma das primeiras
regides do corpo do animal a entrar em contato com contaminantes presentes na agua
(SIMONATO; GUEDES; MARTINEZ, 2008).

O maior nivel de LP nos animais expostos a maior concentracdo de OU em

comparagdo com a menor concentragdo também de OU pode ser explicado pelo fato de que



alguns organismos ndo sd0 responsivos a baixas concentracbes de um determinado
contaminante. Este comportamento pode ser invertido se o contaminante permanecer em
contato com o organisSmo por mais tempo. No caso, isso pode ser percebido com 0 aumento
da LP no grupo exposto a concentragdo de 0,1 mL/L de OU por trés dias para 0 grupo com o
mesmo tratamento, porém exposto por sete dias.

Varios estudos tém detectado aumento da peroxidacdo lipidica em organismos
aquaticos expostos a altas concentraces de xenobidticos na agua (BANO; HASAN, 1989;
THOMAS; WOFFORD, 1993). Neste trabalho, os niveis de LP nos grupos expostos aos
contaminantes por sete dias foram baixos, comparados aos dados obtidos dos grupos expostos
por trés dias. Este fato pode estar relacionado com uma possivel adaptacdo do organismo,
aumentando suas defesas antioxidantes e reduzindo a LP nas células do figado. Ou ainda,
podemos sugerir que determinados contaminantes podem ser capazes de ativar 0S mecanismos
de defesa contra radicais livres que causam a LP, reduzindo, portanto, os danos celulares. No
caso dos 6leos lubrificantes a principal linha de defesa ativada contra os radicais livres é a

CAT.



4. CONCLUSOES

Os resultados obtidos neste capitulo mostraram que para a espécie estudada, o tempo
de exposicdo ao ON e a0 OU é uma varidvel extremamente importante. A resposta dos
organismos frente a exposicéo ao ON e OU diferiu bastante em relagdo ao periodo que os
animais ficaram expostos aos diferentes compostos. Isso sugere que a tildpia-do-Nilo tem a
capacidade de modular sua resposta frente a determinados contaminantes ou ainda se adaptar
ao ambiente poluido por 6leos lubrificantes.

No caso das enzimas antioxidantes e do efeito oxidativo, fica claro que os principais
efeitos causados pel os dois contaminantes testados foram nos animais expostos por trés dias e
amenor concentracdo. Para a questdo do tempo de exposi¢do, a explicacdo parece ser que 0S
organismos se adaptaram a presenca dos 6leos na agua e conseguiram se reestabel ecer.

Apbs a andlise integrada dos dados obtidos neste capitulo, observa-se que 0s
resultados foram muito similares em relagdo a exposi¢cdo aos dois tipos de dleos, inclusive
considerando que a CAT aumentou nas branquias apds 7 dias nos dois tratamentos.
Entretanto, o maior nivel de MDA nos animais expostos ao ON reflete em um maior grau de

estresse oxidativo.



CAPITULOIII

AVALIACAO DASENZIMAS DE BIOTRANSFORMACAO
EROD E GST NA PRESENCA DE OLEO LUBRIFICANTE

NOVO E USADO EM Oreochromis niloticus




1. INTRODUCAO
1.1. ETOXIRESORUFINA- O-DESETILASE
As enzimas de fase | estdo relacionadas a reagGes onde ocorre uma alteracéo ndo
sintética (oxidacdo, reducdo ou hidrdlise) da molécula origina (COMMANDEUR;
STIINTJES; VERMEULEN, 1995), expondo ou introduzindo grupos funcionais no
xenobidtico (VERMEULEN, 1996). Estas reacdes levam, geraimente, a formacdo de um
composto mais hidrofilico, ou sgja, mais facilmente excretavel que o composto original

(COMMANDEUR; STIINTJES; VERMEULEN, 1995) (Figura 19).

Figura 19. O sistema do citocromo P450. P450*3: citocromo P450 com o ferro no estado
oxidado (Fe™); P450"% citocromo P450 com o ferro no estado reduzido (Fe™); RH:
substrato/xenobidtico; € : elétron (Fonte: adaptado de LANDIS; YU, 1995).

A capacidade que o citocromo P450 tem de realizar reacbes com um grande nimero
de substratos € decorrente da variedade de isoenzimas citocromo P450 e da ndo especificidade
para um substrato Unico. Esta pouca especificidade prové importante flexibilidade ao
metabolismo de xenobioticos (PEDERSEN et al., 1996). As isoformas sdo classificadas em
familias, subfamilias e membros de acordo com sua composicdo de aminoacidos, sequéncia

N-terminal, especificidade de substrato e tipos de reacdes que catalisam (NELSON et al.,



1993). A terminologia mais aceita e hoje utilizada permite compreender, por exemplo, que
CYP1A1 significa que a molécula em questdo € um citocromo P-450 (CYP), da familia 1
(CYPL), dasubfamilia A, membro 1.

Em animais aquaticos, principalmente vertebrados, a subfamilia CYP1A é expressa
cataliticamente pela atividade da 7-etoxi-resorufina-O-desetilase (EROD) que tem como
substrato a 7-etoxi-resorufina, participando de uma reacdo O-desalquilagdo (BUCHELI;
FENT, 1995), dependente de NADPH (STEGEMAN; HAHN, 1994). O produto formado na
reacao, a resorufina, € uma estrutura com multi anéis, com forma similar a varios substratos
indutores de CYP1A (BURKE; MAYER, 1985) e pode ser medido por espectrofotdmetro ou
espectrofluorimetro.

A subfamilia CYP1A é hoje a mais amplamente estudada, pelo fato destas enzimas
estarem envolvidas no metabolisno de um grande nimero de compostos Ccitotoxicos,
cancerigenos e mutagénicos. Uma das vantagens primérias da inducéo da atividade da EROD
como biomarcador é a simplicidade de ser mensurada, além de ser altamente sensivel a
determinados xenobiontes orgéanicos, tais como PCBs, HPAs 3-naphthoflavona (NICARETA,
2004).

Aring; Sem e Bozcaarmutlu (2000) mostraram que a medic¢éo da atividade da EROD
parece ser a andlise mais sensivel e amplamente utilizada para se determinar a resposta de
indugdo do CYP1A em peixes. A inducdo da EROD é usada como um biomarcador da
exposicdo a HPAs e compostos estruturalmente relacionados (STEGEMAN; HAHN, 1994;
BUCHELI; FENT, 1995). No entanto, tem sido mostrado que figado de peixes a atividade da
EROD pode ser inibida por metais (VIARENGO et al., 1997), detergentes ndo-idnicos (Y UN;
SONG:; KIM, 1996) e pesticidas (TRIDICO et al., 2010).

A inducéo é o processo pelo qual um xenaobiético aumenta a quantidade de RNAm que

ira traduzir uma determinada proteina e com isso causa aumento do contelido dessa proteina.



A inducdo pode ser medida pelo aumento da concentracdo de RNAmM como também pelo
aumento da concentragdo da proteina, no caso do citocromo P450. PCB, HPA, b-naftoflavona
e muitas outras substancias podem induzir o citocromo P4501A1 de figado de peixes
(GOKSOYR et d., 1991; VACCARO et d., 2005).

O receptor envolvido na regulacdo da expressdo do gene CYP1A é conhecido como
receptor Ah (receptor hidrocarboneto aromético). A inducdo € iniciada pela ligacdo do
xenobidtico especifico ab complexo proteico que compreende o receptor Ah e proteina 90
(hsp 90), funcionando entdo como um agonista (WHYTE et al., 2000). Apds a liberacéo da
hsp 90, o complexo receptor-indutor liga-se a uma outra enzima, a hidrocarboneto aril nuclear
transferase (ARNT), e pode entdo ser transferido do citoplasma da célula para o nucleo. No
nucleo, a ARNT liga-se aregido especifica do DNA, o elemento de resposta ao xenobidtico.
Fatores transcricionais so usados para acessar a regiao promotora do gene CYP1A, e 0 RNA
mensageiro pode ser sintetizado (STEGEMAN; HAHN, 1994) (Figura 20).

Em varias espécies de peixe, os niveis de proteina de CY P1A no figado demonstraram
ser um biomarcador muito sensivel a exposicéo a HPAS, o que certamente se enquadra nos
procedimentos necessarios a uma correta avaliacdo do risco ecologico (VAN DER OOST;
BEYER; VERMEULEN, 2003). A avaiacdo de CYP1A pode ser usada em vérias fases do
processo de avaliacdo do risco ecologico, nomeadamente, ao nivel da quantificacdo do
impacto e exposicao a varios poluentes organicos, monitoramento ambiental da “salde” dos
organismos e dos ecossistemas, identificacdo de efeitos toxicos primarios, investigacdo dos
mecanismos de toxicidade dos xenobidticos e identificacdo da exposicdo a compostos
especificos (STEGEMAN et a., 1992). A utilizacdo da EROD como biomarcador tem
aumentado nos ultimos anos devido, essencialmente, a otimizagdo de protocolos para a
medicéo da sua atividade catalitica de uma forma rgpida e relativamente pouco dispendiosa

(BURKE; MAYER, 1974).
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Figura 20. Esquema do mecanismo de indugéo da EROD.

Os testes toxicolégicos in vitro tém vantagens sobre os sistemas tradicionais in vivo
por diminuir a necessidade de morte de organismos indicadores, um melhor controle das
varidveis ambientais, a possibilidade de uma amostragem simulténea ou repetida ao longo do
tempo, e um estudo sob condigdes controladas (MOORE; SIMPSON, 1992; VAN DER
OOST; BEYER; VERMEULEN, 2003). Portanto, comparar a atividade da enzima EROD in
Vivo e in vitro em organismos expostos ao 6leo lubrificante novo e usado é importante para

tentar entender os mecanismos de toxicidade dos compostos utilizados neste trabal ho.



1.2. GLUTATIONA S-TRANSFERASE

As GSTs representam 0 maior grupo de enzimas de detoxificacdo. Todas as espécies
de eucaridticos possuem multiplas isoenzimas GST citoplasméticas ou relacionadas a
membranas. Dentre as GSTs, cerca de 95% predominam enzimas da fracéo citosdlica e 5%
pertencem a fracdo microssomal (reticulo endoplasmatico) e mitocondria (HAYES;
PULFORD, 1995; KLAASSEN, 1996).

A GST representa uma familia de enzimas homaologas envolvidas com as reactes de
Fase |1 no figado: conjugag@o da GSH com o xenobionte ou com o metabdlito produzido na
Fase |, gerando compostos mais facilmente eliminados pela bile ou que sgam convertidos a
&cido mercaptirico no rim para serem eliminados através da urina (HABIG; PABST,;
JAKOBY, 1974). A GST catalisa a conjugacao da glutationa a uma gama de substratos
hidrofdbicos e etrofilicos, durante a fase |1 da biotransformacdo (RIOL et al., 2000). Além de
participarem em processos de desintoxicacdo por formagdo de conjugados com a glutationa
reduzida (GSH), as GSTs possuem papel no metabolismo de produtos secundarios, incluindo
a estabilizacdo de flavonodides, atuam com peroxidase na reducdo de hidroperoxidos a
monohidroxi-alcool durante o estresse oxidativo (DIXON; LAPTHORN, 2002).

A glutationa reduzida (GSH) é um tripeptidico (y-glutamilcisteinil-glicina) que perfaz
amaior parte dos grupos tidlicos livres da maioria das células vivas (MANAHAM, 2000). A
GSH, segundo Manaham (2000), participa: da desintoxicagdo de xenobiontes organicos
(reacOes de conjugacado: biotransformacao de fase 11); da remocdo de perdxidos pela GPx; da
protecdo contra radiacéo ionizante e contra eletréfilos (cétions metdlicos, por exemplo); da
modulacdo de atividades enzimaticas dependentes do equilibrio redox e da manutencéo da
condicdo reduzida dos grupos-SH de proteinas citosdlicas.

A GSH atua, portanto, como um tampédo oxidativo, mantendo o citosol na condicéo

reduzida, essencial para a célula. A oxidagcdo da GSH produz o dissulfeto de glutationa



(GSSG), essa forma oxidada € produzida sob a acdo enzimética da glutationa peroxidase
(GPx) ou mesmo em reagdes ndo catalisadas. Pela agéo de tioltrasferases como a GST, a GSH
pode também originar compostos dissulfidrilicos. A glutationa redutase (GR) ligada a um
sistema de carreadores de elétrons (NADPH/NADP+) mantém os niveis normais de GSH na
célula. A GPx, a GST, e a GR atuam juntas para o equilibrio redox do sistema GSH/GSSG
(DAGGETT et d., 1998, MANAHAM, 2000; WRIGHT et al., 2000).

Diferentes GSTs exibem diferentes atividades quando induzidas por um composto
especifico ou por um metabdlito formado de um composto particular. A acdo conjunta de
vérias isoenzimas de GST compde uma rede de defesa do organismo contra as substancias
toxicas (HAYES, 1989). Evidéncias sugerem gue o nivel de expressdo de GST sgja um fator
crucia na determinacdo da sensibilidade das células a um amplo espectro de substancias
toxicas (HAYES; PULFORD, 1995).

Esta enzima de biotransformac&o tem sido muito estudada em trabalhos de campo no
monitoramento de poluentes nas Ultimas décadas (FENET et al., 1998, KANTONIEMI;
KIRSI; OIKARI, 1996). Um exemplo é o estudo feito por Willet e colaboradores (1999) que
utilizaram mexilhdes (Bathymodiolus sp. e Modiolus modiolus) provenientes de locais
contaminados por HPAs oriundos de escoamento da perfuracdo de petrdleo na regido do
Golfo do México. A andlise da GST nestes animais indicou inducéo da atividade da enzima.
Em um trabalho de biomonitoramento do Mar Baltico com sedimento contaminado por HPAs
e metais foi observado um aumento da atividade da GST na espécie de peixe Platichthys
flesus, sugerindo esta enzima como biomarcador para estudos de campo (NAPIERSKA;
PODOLSKA, 2005). Sendo este trabalho a andlise do efeito da exposicdo de peixes a
compostos (6leo lubrificante novo e usado) que possuem tanto HPAS como metais em sua
constituicdo, mesmo que em diferentes proporcdes, a andlise da GST torna-se indispensavel

paraverificar possivels consequéncias da exposi¢ao a estes contaminantes.



2. MATERIAL EMETODOS
2.1. PROCESSAMENTO DASAMOSTRAS

Os tecidos utilizados foram colocados em tubos de eppendorf e preservados a uma
temperatura de -80°C. No momento da andlise as amostras foram descongeladas em gelo,
homogeneizadas (1:4, massa:volume) em tampé&o TrissHCl 50mM, EDTA 1mM, DTT 1mM,
Sacarose 0,5M; pH 7,4; contendo inibidores de protease (PMSF 100uM), e centrifugado a
10.000 x g por 30 minutos. A fragdo sobrenadante foi entdo coletada e centrifugada
novamente a 50.000 x g por uma hora, de forma a obtermos as fracfes citosolica e
microsomal. A GST foi medida na frac&o citosdlica, enquanto que na fragdo microsomal, que
foi ressuspendido em tampédo de microssoma (50 mM Tris, 1 mM dithiothreitol, 1 mM

EDTA, 20% glicerol, pH 7,4), foi medida a atividade da EROD.

2.2. ANALISES BIOQUIMICAS

2.2.1. ATIVIDADE DA 7-ETOXIRESORUFINA-O-DESETILASE

A avidade da EROD foi medida através do método fluorimétrico na fracéo
microsomal dos extratos protéicos do figado e da branquia. Este método cinético mede a 0-
desalquilacdo do substrato nédo fluorescente 7-etoxi-resorufina em um produto fluorescente, a
resorufina (Aexcit=537 NM, Aemiss=583 M) (SARASQUETE; SEGNER, 2000; MUNRO et 4.,
2007). A cubeta foram adicionados 1950 pL de tamp&o fosfato de potassio 80 mM, pH 7,4;
20 uL de solugéo de 7-etoxiresorufina 335 uM, 20 uL de NADPH 20 mM e 10 uL de extrato
microsoma (FERNANDES et al., 2002). A reagdo foi monitorada por 3 minutos, a uma

temperatura de 30 °C. A atividade da EROD foi expressa em pmol/mim/mg de proteina.



2.2.2. GLUTATIONA S-TRANSFERASE

A atividade da GST foi feita pelo méodo de Keen;, Habig e Jakoby (1976). As
amostras foram adicionadas em um meio de reagdo contendo 100 mM de 1-cloro-2,4-
dinitrobenzeno (CDNB), 100 mM de GSH. O aumento de absorbancia foi acompanhado a

340 nm.

2.2.3. QUANTIFICAGCAO DE PROTEINAS
A concentragdo microsomal de proteina foi determinada de acordo com o método

utilizado por Bradford (1976), com curva padréo de soro abumina bovina.

2.3. TESTEINVITRO

Pararealizacdo do teste in vitro foram utilizadas amostras de figado de peixes expostos
a Oleo diesdl em um experimento anteriormente realizado. As amostras foram
homogeneizadas para a obtencdo da fracdo microsomal. A partir de 26 amostras de figado
com a EROD induzida foi feito um pool. Para fazer este pool as amostras foram misturadas
durante 30 segundos num vortex e separadas em 22 aliquotas de 100uL, que foram divididas
em 2 grupos de duas aliquotas (duas repetictes). As amostras foram incubadas durante 60
minutos a 37 °C em banho-maria com concentragdes crescentes de 0,00% (controle), 0,25%,
0,50%, 1,00%, 2,50% e 5,00% de ON em um grupo e OU no outro grupo. Apos as
incubacdes, a atividade EROD foi medida através do método fluorimétrico.

As amostras utilizadas neste teste foram as mesmas do teste in vitro realizado com 0leo
diesel no trabalho de Nogueira e colaboradores (2011). Por este motivo, 0 teste de
temperatura ndo foi repetido, sendo gque neste trabalho foi mostrado que a atividade da EROD
mantinha-se estavel apds a incubacdo das amostras a 37 °C apos 1 h, com medicoes feitas a

cada 15 minutos.



3. RESULTADOSE DISCUSSAO
3.1. ETOXIRESORUFINA- O-DESETILASE IN VIVO
Apbs a exposicao ao ON e OU em duas concentragdes (0,1 € 0,01 mL/L) durantetrés e
sete dias, foram encontrados diferentes padrdes de inibicéo e inducdo da atividade microsomal

da EROD na branquia e no figado de O. niloticus (Figura 21).

Atividade Enzimatica (pmol/min/mg de ptn)

[]25%-75%
T Non-Outlier Range
A Qutliers

Controle 3 dias
ON 0,01 3 dias |
ON 0,1 3 dias |
0OU 0,01 3 dias
0OU 0,1 3 dias |

Controle 7 dias
ON 0,01 7 dias
ON 0,17 dias |
0OU 0,01 7 dias |
0uU 0,1 7 dias |

Figura 21. Atividade da EROD em branquia de O. niloticus. Grupo controle e grupos
expostos por 3 ou 7 dias a0 ON e OU, nas concentracdes de 0,1 e 0,01 mL/L. a Diferenca
significante em relacéo ao controle. b Diferenca significante em relagcdo ao grupo exposto ao
mesmo contaminante com diferentes concentracdes. ¢ Diferenca significante entre os tempos

de exposi¢ao para 0 mesmo grupo.



Em relacdo a atividade da EROD na branquia observamos uma inibicéo em relacdo ao
controle tanto com trés como com sete dias de exposi¢do. O ON na concentragéo de 0,1 mL/L
ndo foi capaz de inibir a EROD, mostrando que esta reducéo na atividade enzimatica ndo foi
dose-dependente, sendo que apenas a menor concentracdo do ON causou decréscimo da
EROD, tanto com trés como com sete dias de exposi¢éo (Figura 21).

Este padréo de inibicdo fica muito claro nos grupos expostos por sete dias ao ON a
onde observa-se que a EROD foi inibida cerca de 45% mais no tratamento com 0s animais

expostos a concentracdo de 0,01 mL/L em relagd@o a concentracdo de 0,1 mL/L (p = 0,017).

Tabela 18. Andlise de variancia da atividade enzimatica da EROD na branquia de O. niloticus.

EROD
EFEITO F GL P
ATIVIDADE EM 3 DIAS 3,097 4 0,033*
ATIVIDADE EM 7 DIAS 15,871* 4 0,032*

Nota: *Valores significantes (p<0,05). Vaores em negrito indicam aplicacéo de teste ndo-paramétrico (Kruskall-
wallis).

Comparando os dois periodos de exposicdo podemos observar que a atividade da
EROD foi maior nos peixes expostos por sete dias a concentracdo de 0,1 mL/L em relacéo aos

animais expostos por trés dias a mesma concetracéo do ON (Figura 21 e Tabela 19).

Tabela 19. Comparagéo da atividade enzimética da EROD na branqguia entre os periodos de 3

e 7 dias de exposicéo de mesmo tratamento.

GRUPO  ON(0,AML/L) ON (0,01 ML/L) QU (0,AmL/L) QU (0,01 ML/L)

P 0,062* 0,681 0,006* 0,458

Nota: *Valores significantes (p<0,05).
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[]25%-75%
T Non-Outlier Range
A OQutliers

Controle 3 dias |
ON 0,01 3 dias
ONO,13dias
OuU 0,01 3 dias
0U 0,13 dias
Controle 7 dias |
ON 0,01 7 dias
ON 0,1 7 dias
OU 0,01 7 dias
0U 0,17 dias

Figura 22. Atividade da EROD no figado de O. niloticus controle e expostas por 3 e 7 dias ao
ON e OU, nas concentragdes de 0,1 e 0,01 mL/L. ? Diferenca significante em relagdo ao
controle. ® Diferenca significante em relacso ao grupo exposto ao mesmo contaminante com

diferentes concentragdes. © Diferenca significante entre os tempos de exposi¢éo para o mesmo

grupo.

A atividade enzimatica da EROD no figado teve uma alta variancia entre os individuos
dos tratamentos com exposicao por trés dias, refletindo em erros muito elevados (Figura 22).
Devido a esta ata variacdo, os dados foram considerados ndo-paramétricos, por ndo terem
obedecido aos padrdes de normalidade e homogeneidade para aplicacéo de testes estatisticos
paramétricos (Tabela 20).

No experimento de sete dias foram encontradas diferencas significantes entre o

controle e os tratamentos (Figura 22). Esta diferenca esta relaciona a inducéo da enzima no



tratamento com a maior concentracdo de Oleo lubrificante usado (Figura 22). Também foi
observada diferenca entre os grupos expostos por sete dias as duas concentracdes do Oleo
usado. Os individuos expostos a maior concentracdo do 6leo usado tiveram uma diferenca
significante em relacdo aos peixes expostos a menor concentragéo (p = 0,01), sendo que os
animais apresentaram uma forte inducéo da EROD hepatica.

As células normamente respondem a concentracfes realisticas de contaminantes
através do aumento da atividade de enzimas de defesa, enquanto concentracdes excessivas

podem inibi-las (GOKS@YR, 1991).

Tabela 20. Andlise de variancia da atividade enzimatica da EROD no figado de O. niloticus

através da aplicacéo de testes ndo-paramétricos.

EROD
EFEITO H GL P
ATIVIDADE EM 3 DIAS 7,655 4 0,1050
ATIVIDADE EM 7 DIAS 11,319 4 0,0232*

Nota: *Valores significantes (p<0,05).

Assim como foi visto para as branquias, também foram encontradas diferencas
significantes entre os dois periodos de exposicdo (Tabela 21). As diferencas foram observadas

em todos os tratamentos, exceto no tratamento com a maior concentracdo do 6leo usado.

Tabela 21. Comparagéo da atividade enzimatica da EROD hepética entre os periodos de 3 e 7
dias de exposi¢cao de mesmo tratamento.

GRUPO  ON(0,AML/L) ON (0,01 ML/L) QU (0,AmL/L) QU (0,01 ML/L)

P 0,0104* 0,0039* 0,275 0,0039*

Nota: *Valores significantes (p<0,05). Vaores em negrito indicam aplicacdo de teste ndo-paramétrico (Mann-
Whitiney).



Os resultados encontrados neste estudo ndo mostraram uma forte inducéo da atividade
da EROD pelos tratamentos com 6leos |ubrificantes novos e usados, mesmo sabendo que 0s
compostos utilizados apresentam HPAS em sua composi¢éo. Entretanto, alguns trabalhos tém
mostrado que a inducéo do CYP1A em peixes através da exposicdo a HPAs com tamanho
molecular pequeno (contendo 4 ou menos anéis arométicos fundidos), tais como criseno,
fenantreno, pireno e naftaleno é irregular e depende da espécie. Em experimentos in vitro com
células de figado de truta arco-iris expostas ao fenantreno, Bols e colaboradores (1999) n&o
obtiveram resultados de inducdo da atividade do CYP1A. Entretanto, na literatura ha
trabalhos em que ocorre ainducéo da EROD pelo fenantreno em outras espécies de peixestais
como o bacalhau e linguado (GOKS@YR et al., 1986; STEGEMAN et al., 1998).

Do mesmo modo, o pireno e o criseno ndo causaram aumento da atividade EROD na
truta arco-iris (BOLS et al., 1999) mas, novamente, na carpa a atividade foi induzida (VAN
DER WEIDEN et a., 1994). Dessa maneira, fica evidente que a resposta a HPAs em
particular, a compostos tendo inferior a 4 anéis aromaticos fundidos, ndo € uniforme entre
diferentes espécies de peixes nem dentro da mesma espécie. Isto pode estar relacionado a
variagoes intrinsecas na afinidade do receptor de hidrocarboneto-aril (Ahr) de diferentes
espécies de peixes para moléculas de pequeno tamanho molecular. Também foram relatadas
grandes variagfes na inducdo da atividade da EROD entre espécies de peixes tropicais e de
aguas temperadas (O. niloticus e truta arco-iris) (PATHIRATNE; GEORGE, 1996).

Uma outra explicacdo para este resultado € que talvez o tempo de exposi¢cdo, ndo tenha
sido suficiente para induzir a enzima em todos os tratamentos. Sabe-se que € necessario um
determinado tempo para que ocorra transcricdo dos genes ativados pelo receptor AhR. Além
disso, o tipo de composto ligado ao receptor pode levar a padroes distintos de expressao

CYPI1A.



Associada a questdo da irregularidade da inducdo da EROD por HPAS, temos que
levar em conta a presenca de outros compostos interagindo, podendo atuar de forma
antagbnica ou sinergética. Como ja comentado, o 6leo lubrificante, tanto o novo como o
usado contém metais pesados, porém, em diferentes proporcoes.

A atividade da EROD nas branquias dos individuos tratados apresentou uma resposta
curiosa. Observou-se que 0s animais expostos a menor concentragdo (0,01 mL/L)
apresentaram uma maior inibicdo em comparagdo com os animais expostos a 0,1 mL/L. Este
resultado repetiu tanto no experimento com periodo de exposicdo trés dias como no de sete
dias. Outros estudos também relataram este comportamento de misturas de HPAs que
possuem um efeito maior em menores concentracdes (NOGUEIRA et al., 2011; KOPECKA-
PILARCZYK; CORREIA, 2009). Os resultados aqui encontrados também estdo de acordo
com os dados obtidos por Bucheli e Fent (1995) que observaram que a atividade da EROD
poderia ser inibida a concentracbes mais elevadas de aguns indutores, tais como B-
naphthoflavona e determinados PCBs (GOK S@Y R, 1991).

Os resultados agui mostrados estdo de acordo com um trabalho anterior de Bucheli e
Fent (1995) onde observaram que a atividade do CYPlA poderia ser inibida com
concentracfes mais elevadas de alguns indutores, tais como alguns HPAs. Além disso, na
literatura existem trabalhos que mostram que a atividade da EROD em figado de peixe pode
ser inibida por metais pesados (VIARENGO et al., 1997). Um dos trabal hos revela claramente
uma significativa inibicdo da atividade da EROD em uma cultura de células do figado de
enguia exposta a Cr (VI), apos in vivo ser exposta a0 composto B-naphthoflavona (FBN)
(OLIVEIRA et al., 2003)

De acordo com Eggens e colaboradores (1992), contaminacdo por metais pesados €
uma possivel explicacdo para as discrepancias encontradas entre os niveis de xenobioticos

organicos, por vezes observados em tecidos de peixes e a atividade da EROD. Esta explicagdo



pode ser apoiada por outros estudos, onde foi relatada de forma inesperada uma baixa
atividade da EROD. Estes niveis baixos coincidiram com a presenca de metais pesados no
ambiente (ROMEOQ et a., 1994).

Comparando os tecidos, o figado tem uma concentracdo muito mais elevada de EROD
do que a branquia. Podemos comparar as escalas dos gréficos dos dois tecidos e notar que o
figado apresenta cerca de cinco vezes mais EROD do que as branquias. Portanto, o figado
ainda é o principal 6rgao responsavel pela metabolizacdo. Entéo a atividade e resposta mais
baixa da branquia podem ser explicadas pela inibicéo ocorrida, considerando que houve um
aporte maior e imediato dos componentes dos 6leso nesse tecido. No figado, por ter uma
capacidade maior de metabolizar compostos, responde melhor, induzindo a atividade. Além
disso, 0s compostos que chegam via corrente sanguinea no figado estdo em uma concentracéo
mais reduzida em relacdo as branquias.

Viarengo e colaboradores (1997) demonstraram in vitro que a atividade da EROD no
figado de peixes, previamente induzida por tratamentos in vivo com exposi¢ao a xenobiéticos
organicos, pode ser afetada por concentragdes micromolares de Hg*? ou Cu*. De acordo com
os resultados experimentais, deste trabalho a sensibilidade da atividade da EROD hepética
utilizando como organismo teste o robalo a diferentes metais pesados pode ser ordenada como
se seque; Hg'™? < Cu™ < Zn*2 < Fe"™ < Cr (VI).

Varios mecanismos para explicar a toxicidade do metal celular tém sido
documentados. Os metais pesados podem aterar a atividade das enzimas através da ligacéo
aos seus grupos funcionais (sulfidrilo, carboxilo, imidazol entre outros) ou através do
deslocamento do metal associado com a enzima (VIARENGO, 1985).

Estudos in vitro e in vivo demonstraram que Cu*? pode atuar tanto diretamente, como
através de ligacdo em grupos SH de proteina, e indiretamente, pela inducdo de estresse

oxidativo (VIARENGO et da., 1990; VIARENGO; NOTT, 1993, STOHS; BAGCHI, 1995).



Goksayr e colaboradores (1994) mostraram que em peixes tratados com Fe™ o figado
apresentava uma pronunciada inibicdo da atividade da EROD. Essa inibicdo pode ser
explicada através da alteracdo de grupos SH de proteinas transmembrana e seu ambiente
lipidico causada pela producéo radicais de oxigénio produzidos pela reacéo de Fenton seguido
pela lipoperoxidacdo. Além disso, os fons metais redox-ativos, tais como Cu*? e Fe™ estéo
envolvidos na oxidacdo de GSH, dando origem aos radicais tiol e hidroxil (HALLIWELL;
GUTTERIDGE, 2007; STOHS; BAGCHI, 1995; LIOCHEV, 1999).

No figado foi encontrado um comportamento diferente. O 6leo lubrificante parece ter
induzido a enzima no tratamento com a maior concentracdo do 6leo usado. Além disso, as
maiores atividades enziméticas foram encontradas no menor periodo de exposicao (trés dias).
Este fato pode estar relacionado com a adaptacdo do organismo a presenca do contaminante,
indicando que os animais foram capazes de lidar com as concentragoes de HPAS presentes
tanto no dleo lubrificante novo como usado diesel. Além disso, a concentragdo na agua e no
organismo, de HPAs pode ter diminuido ao longo do tempo, isso porque estes compostos
podem ter sido metabolizados através dos processos de biotransformacéo e eliminados pelos
peixes.

Através dos resultados obtidos podemos notar um claro padréo de inibicdo da EROD
nas branquias e um comportamento instavel de inducdo no figado. As enzimas podem
apresentar diferentes padroes de comportamento dependendo do 6rgéo analisado. Muitas
vezes um determinado composto pode ter maior influéncia em um outro tecido. No caso da
branquia parece que os metais influenciaram mais do que os hidrocarbonetos arométicos
presentes tanto no ON como no OU. Ja no figado, podemos inferir que tenha ocorrido uma
competicdo entre 0s componentes umas vezes induzindo, outra inibindo.

Em relacdo aos 6leos lubrificantes, podemos notar que a EROD foi mais responsiva

com o OU. No caso das branquias onde foi observada inibicdo da enzima, o padréo de



decréscimo foi relativamente maior com as concentragdes do OU. Assim como no caso do

figado que teve umainducdo, esta foi observada nos peixes expostos ao OU.

1.1. ETOXIRESORUFINA- O-DESETILASE IN VITRO

Vé&ios fatores podem influenciar a atividade do citocromo P450 em peixes e a sua
conseguente andlise. Os altos desvios encontrados podem ter diversas explicacfes que vao
desde diferencas nas respostas dos individuos a um composto, o nivel de estresse do animal, a
preparagdo do tecido, conservacdo da amostra, até as condigdes da execucdo do ensaio
(NICARETA, 2004).

Para entender melhor a relagdo existente entre oS compostos presentes nos
contaminantes e a resposta encontrada em organismos in vivo foi realizado um teste in vitro
com tecido hepético com a EROD previamente induzida por 6leo diesel. A temperatura €
provavelmente o fator abidtico dominante que exerce influéncia sobre o citocromo P450, por
este motivo foi realizado o teste de temperatura previamente.

O teste de temperatura realizado antes da incubacdo da amostra foi feito para 0 mesmo
pool de amostras do trabalho publicado por Nogueira e colaboradores (2011). Neste trabalho
foi observado que a atividade da EROD permanecia estavel apos a incubacéo das amostras a
37 °C durante 1 hora. A atividade da enzima também se manteve estavel em todas as
medi ¢cOes realizadas cada 10 minutos.

Apbs aincubacdo dos extratos proteicos das amostras de tecido hepatico com a EROD
induzida previamente in vivo com concentracfes crescentes de 6leo lubrificante novo e usado,
foi observada umainibicao significativa da atividade da EROD (Figura 23).

Os resultados mostraram os dois tipos de 6leos foram capazes de inibir a atividade da
EROD. Entretanto, o 0leo lubrificante usado teve um efeito inibitorio maior sobre a enzima

do que o ON. Enquanto a menor concentracdo de 6leo (0,25%) novo inibiu cerca de 15%, o



OU, na mesma concentracdo inibiu 60% da atividade enzimatica. Através do grafico, nota-se
gue o padréo de inibicéo da atividade enzimaticafoi dose-dependente, ou sgja, quanto maior a
concentracdo do Oleo incubado na amostra, maior o grau de inibicdo. Este padréo foi
encontrado tanto para o 6leo lubrificante novo, como para o usado. Estainibi¢éo da EROD foi
relatada por Nogueira e colaboradores (2011), porém com exposicao a 6leo diesel.

O dleo lubrificante, assim como o diesel, € uma mistura complexa de varios compostos
derivados do petroleo (VIEIRA et a., 2007) e de outros compostos, entre eles os metais.
Diversos trabal hos ja mostraram que HPAs, normamente, induzem a EROD in vivo. Quando
0 animal esta vivo, uma série de respostas e 0 comportamento de algumas enzimas podem ser
diferentes. Isso porque existem interacBes entre outros tecidos e Orgdos (OLIVEIRA
RIBEIRO et a., 2005). Além disso, apesar da EROD n&o perder atividade no decorrer do
experimento, comprovado pelo teste de temperatura, outros fatores podem estar sendo
inibidos com o descongelamento das amostras o que poderia alterar arespostafinal da EROD.

Entretanto, o 6leo lubrificante usado causou uma maior inibicdo da enzima em relacéo
ao ON. Nas amostras incubadas com 0 OU areducéo da atividade foi cerca de 40% maior do
gue nas amostras incubadas com o0 ON. A explicacdo para este fato é que o 6leo lubrificante
usado passou por um processo de queima o fazendo com que novos compostos surjam € a
concentracdo de determinadas substancias aumente dentro da mistura.

Além disso, sabe-se que os HPAs sdo produzidos a partir da combustéo de varios
compostos, entre eles os derivados de petréleo (AN; SHIN; CHOI, 2008). Portanto, novos
HPAs podem ter sido produzidos com o decorrer do uso do 6leo lubrificante dentro do motor.
Esses novos HPAS podem ser os responsaveis pelo aumento dainibi¢cdo da EROD no teste in

vitro.



Ainda devemos considerar que no teste in vitro ha maior exposicéo do tecido hepatico
ao Oleo lubrificante, 0 que o torna semelhante a branquia, umavez que o contato com metais e

outros inibidores & maior do que no tecido hepatico in vivo.
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Figura 23. Porcentagem da inibicdo da atividade da EROD no figado de O. niloticus de
acordo com o aumento da concentracéo do 6leo lubrificante novo e usado.

Estudos de biotransformacéo em peixes revelaram que a exposicéo aos HPAS induz
um aumento na concentracéo de CYP1A e, portanto, na sua atividade catalitica (WHY TE et
al., 2000; VAN DER OOST; BEYER; VERMEULEN, 2003). Entretanto, outros trabalhos
mostram que a concentragdo tem um papel fundamental, sendo que alguns HPAS e outras
substancias em concentracfes el evadas podem levar ainibicdo da enzima (NOGUEIRA et al.,
2011; KOPECKA-PILARCZYK; CORREIA, 2009).

A maior inibicdo ocorrida com o OU no teste in vitro realizado pode ser explicada
através de ligagao direta no sitio catalitico no caso dos metais presentes no 6leo lubrificante
novo e usado, porém, provavelmente maior no OU pelo aumento da concentracéo dos metais,

devido ao desgaste do motor; ou ainda pelainterferéncia de HPAS ou outras substancias.



1.2. GLUTATIONA-S-TRANSFERASE IN VIVO
Nas brénquias nota-se um aumento da atividade da GST em relagdo ao controle no
experimento de trés dias (Figura 24) em todos 0s grupos expostos. O inverso do que ocorreu
no experimento com sete dias de exposi¢éo, onde parece que ha um decréscimo da atividade

desta enzima no tratamento com menor concentragdo do OU (Figura 24).
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0U 0,1 3 dias
Controle 7 dias
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Figura 24. Atividade da GST em branquias de O. niloticus controle e expostas por 3 e 7 dias
a0 ON e OU, nas concentragdes de 0,1 e 0,01 mL/L. a Diferencga significante em relagdo ao
controle. b Diferenca significante em relagéo ao grupo exposto ao mesmo contaminante com

maior concentragdo. ¢ Diferenca significante entre os tempos de exposicdo para 0 mesmo

grupo.



Tabela 22. Andlise de variancia da atividade enzimatica da GST na branquia de O. niloticus.

GST
EFEITO F GL P
ATIVIDADE EM 3 DIAS 5,4637 4 0,0028*
ATIVIDADE EM 7 DIAS 4,6578 4 0,0063*

Nota: *Valores significantes (p<0,05).

Em relacdo ao tempo de exposicéo foi encontrado um padréo de inibicdo na atividade
da GST. Os peixes expostos por trés dias tiveram uma maior atividade da GST do que os
peixes expostos por sete dias. Foram encontradas diferencas significantes em relacéo aos
tratamentos com OU com as duas concentragcdes e no tratamento com a menor concentragao

do ON (Tabela 23).

Tabela 23. Comparagdo da atividade enzimética da GST nas brénquias entre os periodos de 3

e 7 dias de exposi¢éo de mesmo tratamento.

GRUPO ON ON ou ou
(0,1ML/L) (0,01mL/L) (0,1 ML/L) (0,01mL/L)
P 0,085 0,035* 0,0005* 0,0007*

Nota: *Valores significantes (p<0,05).

No figado ndo foram encontradas diferencas estatisticamente significantes no periodo
de trés dias de exposicdo (F = 1,289; gl = 4; P = 0,301) nem no periodo de sete dias de

exposicao (F = 0,4535; gl = 4; P =0,7688).



10

Atividade Enzimatica (U/mg de ptn)
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Figura 25. Atividade da GST em figado de O. niloticus controle e expostas por 3 e 7 dias a0
ON e OU, nas concentracdes de 0,1 e 0,01 mL/L.

Diferente das branquias, no figado ndo houve nenhuma diferenca entre os tratamentos

em relacdo ao tempo de exposicao aos contaminantes (Tabela 24).

Tabela 24. Comparagéo da atividade enzimética da GST hepética entre os periodos de 3 e 7

dias de exposi¢ao de mesmo tratamento.

GRUPO  ON(0,AML/L) ON (0,01 ML/L) QU (0,AmL/L) OU (0,01 ML/L)

P 0,415 0,771 0,348 0,134

A GST é uma familia de enzimas que tem uma forte atuacdo no figado. Estudos
mostram que a GST hepética € responsiva a exposicdo de HPAs e metais (ZHANG et al.,

2004). O esperado era que esta enzima fosse induzida neste 6rgéo. Entretanto, os efeitos



observados na atividade da GST foram nas branquias e ndo no figado. Entretanto, assim como
no caso da EROD a concentragcdo desta enzima € muito maior no tecido hepatico (Figura 24 e
Figura 25). Portanto, a ndo observacdo de mudancas na concentragéo deste 6rgao pode ser
plausivel no sentido de que os compostos chegam em menor quantidade neste 6rgéo em
relacdo as branquias e pelo fato do figado ter uma concentracéo suficiente de enzimas para
biotransformar aquelas que estdo chegando.

Segundo Simonato e colaboradores (2008) as branquias sdo consideradas uma
importante regido para a excregdo de compostos. Esse aumento da GST nas branquias nos
grupos expostos por trés dias pode ter produzido uma maior quantidade de conjugados da
GSH, formando assim, moléculas menos toxicas e mais sollveis que seriam mais facilmente
excretaveis por esse 0rgao. Atividade extra-hepética GST tem sido demonstrada em vérias
espécies, 0s outros o6rgdos envolvidos s@o 0 intestino e as branquias (MALINS,
OSTRANDER, 1993).

No caso da inibicdo ocorrida nas branquias dos organismos expostos por sete dias
Regoli e colaboradores (1998), sugerem que esta inibicdo pode estar envolvida com a
desestabilizacdo da membrana lisossdmica provocada pela exposicdo aos metais ou ao
estresse de radicais livres. Esta desestabilizacdo pode causar a ruptura da membrana e liberar
diversos outros radicais e ions acidos, que prejudica o funcionamento normal da enzima em
guestéo.

Em estudos anteriores realizados com o peixe Carassius auratus a atividade hepatica
da GST aumentou apds quatro dias de exposicdo a fracdo solivel do Oleo diesel em agua
(ZHANG et al., 2004). No entanto, Zhang e colaboradores (2003 e 2004) constataram uma
inibicdo da atividade desta enzima a partir de 40 dias de exposicdo a mesma fragéo solUvel.
Esses resultados mostram que a resposta deste biomarcador bioquimico pode variar em

funcdo do tempo de exposicdo ao xenobidtico. No caso deste trabalho, o tempo de exposicéo



foi importante para a resposta da GST na branquia que mostrou uma inducéo apos trés dias e
inibic&o depois de sete dias.

Mesmo constatando a inducdo da GST em outros trabalhos, este padréo € altamente
complexo e envolve tanto 0 metabolismo (ativacdo e desativagdo) do agente indutor, como
também o controle de funcionamento de regides laterais dos genes que codificam isoformas
diferentes de GST. Como foram utilizadas misturas complexas (6leo lubrificante novo e
usado) é dificil apontar a causa da inducéo, inibicdo ou mesmo o fato da GST se apresentar

N&o responsiva aos contaminantes aqui utilizados.

1.3. GLUTATIONA-S-TRANSFERASE IN VITRO

Diferentes enzimas possuem maneiras variaves de se comportar frente a temperatura.
Por este motivo, também foi realizado o teste de temperatura antes da realizacdo do teste in
vitro da GST na presenca do ON e do OU.

O teste de temperatura feito foi 0 mesmo realizado no teste in vitro da EROD. O
objetivo deste teste € avaliar se a atividade enzimatica continua estavel apos o periodo de 1
hora na temperatura de 37 °C.

Apbs analisar os dados obtidos no teste de temperatura da GST obtivemos o grafico
abaixo. Nota-se uma clara inibicdo da GST em relacdo ao tempo de incubacdo do pool de
amostras utilizado. Por este motivo o teste in vitro ndo pode ser realizado, uma vez que a
estabilidade da atividade enzimatica € essencial para arealizacdo do teste sugerido.

Erro! Vinculo ndo valido.

Figura 26. Gréfico obtido através do teste de temperatura da GST. Reducdo da atividade da

enzima apbs 60 minutos incubada a 37 °C.



2. CONCLUSOES

Os resultados obtidos a partir da analise da EROD e da GST permitem concluir que o OU
possui um maior grau de toxicidade para esta espécie no presente delineamento experimental.
Enquanto a atividade da EROD apresenta um padréo de inibicdo nas branquias em ambos os
periodos de exposi¢do, no figado ocorre uma inducéo da enzima nos tratamentos com trés dias de
EXPOosi G0 e no grupo de animais expostos por sete dias a maior concentragdo de OU.

A GST nas branquias apresentou um comportamento de indugdo nos grupos expostos
por trés dias e inibicdo nos grupos expostos por sete dias. No figado ndo observa-se nenhum
padréo evidente de alteracéo da atividade. 1sso mostra novamente, que o tempo de exposi¢ao
€ umavariavel importante a ser considerada em estudos de toxicologia

O teste in vivo realizado revela que essas enzimas foram mais responsivas a menor
concentracdo dos contaminantes utilizados no experimento. Isso revela que a menor
concetracdo pode ter um efeito toxico maior nos organismo do que a maior concentracdo dos
compostos.

O teste in vitro feito com células hepéticas para analisar a atividade da EROD mostrou
que existem diferentes mecanismos de toxicidade atuando em situagdes in vivo e in vitro. In
vitro o Oleo lubrificante tem um forte poder de inibicdo da enzima. O padréo de inibicéo
observado € dose-dependente. Além disso, nota-se que o OU tem uma capacidade de inibir a

EROD com mais eficiéncia do que o ON.



DISCUSSAO GERAL

Para ter uma visdo geral das informagdes mostradas neste trabalho, foi feita uma
discussdo geral, mostrando algumas correl agdes encontradas entre os dados analisados.

Nas branquias dos animais tratados durante trés dias observa-se que a GST teve um
aumento em todos os tratamentos, enquanto a EROD teve um decréscimo para as duas
concentragdes do OU e para a menor concentracdo do ON. A CAT também teve sua atividade

reduzida entre 0s animais expostos a concentracdo de 0,1 mL/L (Tabela 25).

Tabela 25. Alteragdes das enzimas analisadas na brénquia para cada tratamento do periodo de
3dias.

CAT GPx LP GST EROD
0,01 mL/L ON - - - 1 )
0,1 mL/L ON - - - 1 -
0,01 mL/L OU - - - 1 !
0,1 mL/L OU ! - ] 1 |

Os grupos de peixes expostos pelo periodo de sete dias apresentaram aguns
comportamentos inversos aos tratados por trés dias. A GST que apresentou inducdo em todos
os tratamentos com trés dias, agora revela uma inibicdo no tratamento de 0,01 mL/L de OU e
nenhuma alteracdo nos outros grupos. A atividade da CAT teve um aumento em todos 0s
grupos, exceto pelo tratamento com a maior concentracdo do OU. Justamente aguele que
sofreu inibicdo com trés dias de exposicdo. JaA a EROD continua com 0 mesmo padréo de

decréscimo, porém apenas no grupo tratado com 0,01 mL/L de ON (Tabela 26).



Tabela 26. Alteragdes das enzimas analisadas na branquia para cada tratamento do periodo de
7 dias.

CAT GPx LP GST EROD
0,01 mL/L ON 1 - - - )
0,1 mL/L ON 1 - ; ] ]
0,01 mL/L OU 1 - ; l ]

0,1 mL/L OU - - - - -

A questdo do decréscimo na atividade ja foi relatada na literatura. Varios indutores da
sintese de CYP1A também podem inibir a atividade catalitica de EROD (STEGEMAN;
HAHN, 1994), quando presentes em elevadas doses (HAASCH et a., 1993). Além disso,
outros componentes presentes no 6leo lubrificante, tanto no novo como no usado, como 0s
metais podem inibir aEROD (VIARENGO et al., 1997).

Algumas evidéncias sugerem que a inducdo da GST esta aém da protegdo contra
substancias quimicas de origem desconhecida. Elas também estdo envolvidas na protecéo
contra o estresse oxidativo. Estudos relacionam a resposta causada pela tentativa de infeccéo
de microrganismos com uma répida inducdo de GST causada pelo acumulo de H,O,
(DUDLER et dl., 1991; LEVINE et al., 1994).

No caso deste trabalho como a GPx né&o foi induzida e a CAT foi inibida na branquia
na maioria dos tratamentos com trés dias de exposi¢cdo, a GST pode ter sido induzida para
compensar e combater 0 estresse oxidativo causado tanto pelo ON como pelo OU. Porém,
apGs um tempo maior de exposiGEo a expressio de determinadas proteinas pode se aterar. E o
gue os resultados dos grupos expostos por sete dias nos revela. Na maioria dos tratamentos a
GST néo responde a presenca dos contaminantes, ou ainda € inibida, no caso do tratamento
com a menor concentragdo de OU. Entretanto, nestes tratamentos onde a GST ndo possui sua

atividade dterada, a CAT foi induzida para suprir a necessidade de uma defesa antioxidante.



No figado a Unica enzima gque sofreu alteracdo frente aos tratamentos foi a EROD. A
alteracdo relatada foi uma induc&o nos dois tratamentos expostos ao OU por trés dias e entre

os animais tratados com 0,1 mL/L de OU durante sete dias (Tabela 27 e Tabela 28).

Tabela 27. AlteracBes das enzimas analisadas no figado para cada tratamento do periodo de 3

dias.

CAT GPx SOD G6PDH LP GST EROD

00ImL/LON - - i - - i
0O1mL/LON - - - ; 1 ; ]
00lmL/LOU - - ; ; ; ] 1
olmL/LOU - - ; - ; ; 1

Tabela 28. Alteraces das enzimas analisadas no figado para cada tratamento do periodo de 7

dias.

CAT GPx SOD G6PDH LP GST EROD

0,01 mL/L ON

0,1 mL/L ON

0,01 mL/L OU

0,1 mL/L OU

1

1

1

1

1

1
—

Na literatura ha diversos relatos que a exposicdo de peixes e outros organismos
aquéticos a HPAs induz um aumento na concentraco do CYP1A (MARTINEZ-GOMEZ et
al., 2006; ABRAHAMSON et al., 2008; HAGGER et a., 2006). Desa forma, a EROD é
considerada um biomarcador de exposicdo atamente sensivel a este tipo de poluente

(WHYTE et a., 2000). Os HPAs estdo presentes no petréleo e seus derivados, como o



composto testado. A existéncia de HPAs mais concentrados ou em diferentes proporgdes no
OU pode ter causado a elevacdo na atividade da EROD.

Entretanto, sabe-se que os HPAs mais leves (2-3 anéis benzénicos), como o naftaleno,
acenafteno e fluoranteno, s@o0 mais hidrossolUvels, tornando-se mais biodisponiveis e
causando uma maior toxicidade aguda nos organismos. Ja os HPAs mais pesados (4-10 anéis
benzénicos), como o pireno, benzo[a]pireno e benzo[a]antraceno, séo menos hidrossol lveis e
menos disponiveis, porém causam uma maior toxicidade crénica na biota, por serem mais
lipossoliveis (MEIRE et a., 2007). Por este motivo, 0s peixes podem ter tido um
comportamento ndo responsivo devido as elevadas concentracdes destes HPASs no 6leo.

Os dados disponiveis acerca da inducdo de CY P1A nos peixes, por HPAs de pequeno
tamanho, com 4 ou menos anéis aromaticos fundidos, disponibilizaram resultados nédo
consensuais, sendo essas respostas dependentes da espécie testada (SHAILAJA; D’ SILVA,
2003).

A CAT e a SOD hepaticas demonstram um comportamento bem semelhante (Figura
13 e Figura 11). Isso porgue elas estdo diretamente relacionadas. Uma superexpressao da
SOD resulta na excessiva producdo de perdxido de hidrogénio, que pode mediar dano as
membranas através da peroxidacdo lipidica ou reagir com ferro para gerar radical hidroxil via
reacdo de Fenton, com diminuicédo da viabilidade celular (PODEROSO et a., 1996). A CAT
sendo induzida também ira converter o peroxido de hidrogénio em agua e oxigénio molecular,
diminuindo, portanto, possiveis danos celulares.

O substrato da SOD ¢é o radica superéxido gerado normalmente nos organismos
aerdbicos, durante o processo de oxidacdo. Por esse motivo, o primeiro impasse para a
realizacéo de um teste dessa enzima € a disponibilizac&o do radial livre, que devera ser gerado
no processo de estudo (FLOHE; OTTING, 1984). Isso pode explicar o fato da SOD néo ter

sua atividade elevada no presente estudo.



A extensdo dos danos biologicos causados pela geracdo de radicais livres pode ser
minimizada pelas defesas antioxidantes, ou sgja, a LP é normalmente observada na auséncia
de defesas antioxidantes eficientes. Assim, podemos notar uma relacéo entre uma baixa taxa,
mesmo que ndo segja estatisticamente relevante, de atividade no figado das enzimas
antioxidantes CAT (Figura 13), GPx (Figura 15), SOD (Figura 11), e G6PDH (Figura 16) e
um maior grau de peroxidacdo lipidica nos peixes dos grupos expostos as duas concentractes
de ON e damaior concentracéo do OU.

Um dado interessante foi que nos pontos onde ndo houve aumento da GST ocorreu
aumento da LP, sugerindo que os poluentes ali presentes ndo estdo sendo conjugados.
Resultado semelhante ocorreu em pesqguisa realizada por Regoli e colaboradores (2005), em
Pleuragramma antarcticum, onde foi evidenciado produtos da LP em grupos tratados com
benzo[a]pireno sem que tenha ocorrido resposta da GST, iSsO por que uma conjugagao
inadequada leva a um acimulo de metabdlitos reativos de oxigénio causando lesdo celular.
No estudo de Shallga e D’Silva (2003) realizado com exposicdo de Oreochromis
mossambicus a HPAs, mostrou inducdo da atividade da GST quando submetidas a altas
concentragdes, entretanto, para as baixas concentracbes de HPAs parece haver uma

inadequada conjugacao dos metabdlitos reativos, levando a danos nos tecidos.



CONCLUSOESFINAIS

1. No gerd os resultados foram similares, inclusive considerando que a CAT aumentou nas
branquias apods sete dias nos dois tratamentos, porém o aumento do MDA no ON e ndo no

OU, sugere que houve estresse oxidativo apenas com o ON.

2. Observa-se que no figado o estresse oxidativo foi mais evidente do que nas branquias.

3. O nivel de peroxidacéo lipidica nos animais expostos por trés dias ao ON foi maior em

relacéo ao OU na concentragdo de 0,1 mL/L.

4. Em relagdo a EROD e & GST, nota-se que 0 OU exerceu um maior efeito toxico. A EROD no
figado foi induzida, enquanto nas branquias o padréo foi de inibicdo. A GST nas brénquias
apresentou um comportamento de indugdo nos grupos expostos por trés dias e inibicdo nos

grupos expostos por sete dias

5. O teste in vitro da EROD mostrou que o 6leo lubrificante tem um forte poder de inibicdo da
enzima. A inibicdo € dose-dependente, sendo que o OU consegue inibir a EROD com maior

eficiénciado que o ON.

6. Ficou claro que os principais efeitos causados pelos dois contaminantes testados foram
observados nos grupos expostos por trés dias, sendo que com sete dias com a maioria das

enzimas ndo foram observadas resposta exceto o aumento da CAT nas branquias.

7. Em relagdo as concentragdes utilizadas houve variagdo nas respostas dos animais, sendo
que na maioria delas a menor concentragdo causou mais efeitos observaveis do que a maior

concentracao.



CONSIDERACOES FINAIS

Os ecossistemas aquaticos sdo frequentemente impactados pelos mais diversos tipos
de poluentes e os efeitos toxicos destas moléculas em diferentes espécies precisam ser bem
conhecidos para que se compreenda como evitar este impacto ou minimiza-lo, protegendo a
vida e a salide dos ecossistemas. Ainda que haja uma legislagdo que regularize o destino de
oOleos lubrificantes a contaminacdo do ambiente por estes compostos ocorre devido a falta de
revisdes e manutengdes periddicas. Tais 6leos podem ser posteriormente carregados pelas
chuvas inserindo-se nos ambi entes aquaticos e causando efeitos prejudiciais a biota.

Os resultados obtidos no presente trabalho contribuem com dados inéditos a respeito
dos efeitos do 6leo lubrificante novo e principamente do 6leo usado, sendo este a principal
fonte de contaminagdo por esses compostos. A espécie O. niloticus, escolhida para a
realizacdo deste estudo foi de grande importancia pelo fato de ser uma espécie bem
conhecida, muito consumida pela populacdo e que tem sido amplamente estudada pela
toxicologia.

A interpretac@o das respostas obtidas neste estudo € um desafio porque sdo induzidas
por muitos contaminantes. As andlises bioquimicas mostraram que tanto o 6leo lubrificante
novo como o usado, interfere no metabolismo destes animais, podendo causar diferentes
efeitos, sgjam eles sinérgicos ou antagbnicos. E importante ainda destacar que, apesar das
dificuldades relacionadas & interpretacdo dos resultados, estudos como este que utilizam
misturas complexas sdo extremamente relevantes para que se conhega o estado de salde dos
organi Smos expostos.

Outros estudos devem ser financiados para que se conheca melhor o potencial toxico
dos dleos lubrificantes em diferentes espécies. Isto porque os investimentos na area de
toxicologia ainda sdo limitados, ao contrério dos crescentes investimentos relacionados a

producdo, utilizacdo e melhoramento destes compostos, sendo que estes investimentos levam



ao aumento da aditivagéo e consequen temente a adicdo de mais substancias potenciamente

toxicas em sua composi G&o.
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