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RESUMO

Dentre os efeitos negativos da exposicdo a poluentes nos animais aquaticos podemos
destacar o estresse oxidativo, uma producdo exacerbada de espécies reativas de
oxigénio, consequentemente, uma cascata de eventos bioquimicos denominados
peroxidacao lipidica (PL) ocorrem tendo como principal produto o malondialdeido
(MDA). Assim, ainda que o aumento dos niveis de MDA esteja relacionado a
intoxicacdo por poluentes, alguns trabalhos tém mostrado uma diminuicdo do MDA
frente a essa exposi¢gdo, mesmo com alteragdes em enzimas antioxidantes. Deste modo,
este trabalho teve por objetivo avaliar se possiveis decréscimos nos niveis de MDA em
peixes Astyanax altiparanae expostos a contaminantes ambientais pode ter relacdo com
aumentos na atividade de defesas antioxidantes, aumentos na atividade da ALDH ou
excrecdo do MDA na agua. Assim, os lambaris foram expostos a misturas de metais
(cadmio e cobre) nas concentragBes 40 ¢ 100 pg/L e a biodiesel B5 nas concentragdes
de 0,001, 0,01 e 0,1 mL/L para verificar a relacdo entre MDA e as enzimas
antioxidantes, em amostras de branquia e figado. Um segundo experimento, injetando
MDA nos espécimes foi realizado, nestes organismos, foram injetados
intraperitonealmente doses de 10 mg/kg e 100 mg/kg de MDA com coleta do material
bioldgico ap6s 5 dias para avaliar o efeito do MDA no figado e na branquia do lambari.
Um terceiro experimento foi realizado para avaliar a metabolizacdo do MDA em
branquia e figado e sangue com coleta de material biol6gico e dgua nos tempos zero
(logo apos receber a dose), 1 e 12 horas. Nestes experimentos a metabolizacdo do MDA
foi observada pela atividade da enzima aldeido desidrogenase (ALDH) e as enzimas
antioxidantes catalase (CAT), glutationa peroxidase (GPx), glicose — 6- fosfato-
desidrogenase (G6PDH) e a de biotransformacdo glutationa S-transferase (GST),
perdxidos lipidicos (FOX), niveis de glutationa total (GSH-t) e ensaio do MDA. Por fim
foi realizado um experimento in vitro para avaliar o efeito do MDA nas enzimas (CAT,
GPx, G6PDH, GST e ALDH). Nossos resultados mostraram que o MDA tem vias de
metabolizacdo e que o aumento das enzimas antioxidantes ndo € responsavel por sua
diminuigdo. Sugerimos que o B5 foi capaz de induzir a atividade da ALDH e esta
diminuiu a quantidade de MDA nos dois grupos de maior concentracdo de B5. O MDA



ndo foi capaz de induzir a atividade da ALDH, entretanto observamos uma forte
correlagcdo entre o MDA e a ALDH. O experimento in vitro mostrou que em
concentracdes elevadas o0 MDA pode até mesmo inibir a atividade da ALDH, sugerindo
que esta enzima atue na manutencao dos niveis basais deste aldeido. Por fim, o trabalho
mostrou que o lambari foi capaz de eliminar o MDA em excesso por meio da excregao,
fortalecendo nossa hipdtese de que o organismo dos peixes utiliza vias de excre¢do e da
ALDH para eliminar o excesso deste aldeido toxico produzido na PL por estressores

ambientais.

Palavras-chave: Malondialdeido, Aldeido desidrogenase, Estresse oxidativo, Astyanax sp.



ABSTRACT

Among the adverse effects of exposure to pollutants in aquatic animals, we can
highlight oxidative stress, which can be caused due to an exacerbated production of
reactive oxygen species along with a cascade of biochemical events. During this
cascade, one of oxidative consequences we can observe is called lipid peroxidation
(LPO) with its main product malondialdehyde (MDA). Thus, although the increase in
MDA levels is related to intoxication by pollutants, some studies have shown a decrease
in MDA levels in aquatic organisms exposed to pollutants, even with significant
improvment in antioxidant enzymes. Thus, this study aimed to assess the relationship
among the reduced MDA levels in Astyanax altiparanae fish exposed to environmental
contaminants, and increased antioxidant defenses and aldehyde dehydrogenase (ALDH)
activity, or excretion of MDA in the water. In this way, the fishes were exposed to
mixtures of metals (cadmium or copper) at concentrations of 40 g/L and 100 g/L and to
B5 biodiesel in concentrations of 0.001 mL/L, 0.01 mL/L and 0.1 mL/L in order to
verify the relation between MDA and antioxidant enzymes in the liver, and gill samples.
We performed a second experiment by injecting MDA in the fish specimens. We
intraperitoneally injected doses of 10 mg/kg and 100 mg/kg of MDA. After 5 days, we
collected the liver and gill in order to evaluate the effect of MDA in the fishes. A third
experiment was conducted to investigate MDA metabolization in blood, gill and liver
samples, through collection of biological material and water at zero time (shortly after
receiving the same intraperitoneal injections as in the second experiment), 1 and 12
hours after the injections. In these experiments, the MDA metabolization was monitored
by the activity of ALDH and by the antioxidant enzymes such as catalase (CAT),
glutathione peroxidase (GPx), glucose-6-phosphate dehydrogenase (G6PDH) and
glutathione-S-transferase biotransformation (GST), lipid peroxides by ferrous ion
oxidation xylenol orange (FOX) assay, the total glutathione (GSH-t) and MDA assay.
Finally, an experiment was conducted in vitro to evaluate the effect of enzymes on
MDA (CAT, GPx, G6PDH, GST and ALDH). Our results showed that the MDA levels
have metabolizing pathways and increased antioxidant enzymes are not responsible for
their decrease. We suggest that the B5 was able to induce the ALDH activity, Moreover,
ALDH was related to reduced amount of MDA in both groups of higher B5
concentration. The MDA was not able to induce the activity of ALDH, despite we
found a strong correlation between the MDA levels and ALDH activity. In the in vitro
experiment, we observed that high concentrations of MDA could even inhibit the
activity of ALDH, suggesting that this enzyme acts in the maintenance of basal levels of
this aldehyde. Finally, the study showed that the Astyanax altiparanae have been able to
eliminate the MDA excess by excretion. This fact reinforces our hypothesis that the fish
uses excretion routes and ALDH to eliminate excess of this toxic aldehyde produced
during LPO cased by stressors environmental.

Keywords: Malondialdehyde, Aldehyde dehydrogenase, Oxidative stress, Astyanax sp.
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1. Introducéao

1.1. Contaminacdo Aquatica

O ambiente aquético é quase sempre receptor final dos poluentes gerados pelo
ser humano, seja através das precipitacdes, escoamentos superficiais, ou descargas
diretas (VAN DER OOST; BEYER; VERMEULEN, 2003). Uma vez no ambiente
aquatico, esses poluentes podem ser captados pelos animais aquaticos e exercerem
efeitos negativos em sua fisiologia, muitas vezes prejudicando seu ciclo de vida e
sobrevivéncia (VALAVANIDIS; VLACHOGIANNI; FIOTAKIS, 2009). Desta forma,
estudos de diagndsticos da contaminacdo ambiental sdo relevantes para avaliar o
impacto provocado por contaminantes, assim como, implementar medidas preventivas.

Para diagnosticar a contaminacdo ambiental existem varias abordagens, entre
elas, a analise quimica do contaminante nas diferentes matrizes ambientais, que sdo
importantes para trazer informacgdes a estudos ambientais ou ao monitoramento da
espécie quimica em um determinado local (ROCHA; ROSA; CARDOSO, 2004).
Entretanto, de maneira isolada, dados quantitativos de concentracdo dos poluentes nos
ecossistemas nem sempre refletem sua acdo no organismo. Assim avaliar a quantidade
de poluente ndo € suficiente, havendo necessidade de detectar o efeito destes poluentes
nos organismos que sofreram tal exposicdo (ANTONIO; MICHELUTTI,
MENDONCA, 2015).

Os biomarcadores de poluicdo sdo ferramentas que indicam as primeiras
mudancas fisiologicas do organismo em decorréncia a exposi¢cdo a contaminantes
ambientais (VAN DER OOST; BEYER; VERMEULEN; 2003), sendo definidos como

qualquer resposta bioldgica frente a um poluente ambiental que indiqguem uma situacéo
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de exposicdo ao mesmo (GESTEL; BRUMMELEN, 1996). Alteracbes em diversos
sistemas bioquimicos tém sido usadas como biomarcadores de poluicdo em animais
aquaticos, tais como a inibicéo da acetilcolinesterase por inseticidas organofosforados e
carbamatos (WANG et al., 2015), alteracdo de enzimas de biotransformacdo em
resposta a contaminantes organicos diversos (ARUKWE et al., 2015), inducdo de
metalotioneinas (MEENA et al., 2015), inibicdo da porfobilinogénio-sintase
(LOMBARD; PERI; GUERRERO., 2010), inducdo de vitelogenina em resposta a
compostos estrogénicos (ARMSTRONG et al., 2015), alteracfes no material genético
em decorréncia da exposi¢do a compostos genotoxicos (FRENZILLI; NIGRO; LYONS,
2015) e alteracBes em parametros relacionados ao estresse oxidativo (NOGUEIRA et
al., 2015).

Dentre os inimeros efeitos negativos dos poluentes nos animais aquaticos esta o
estresse oxidativo, ou seja, uma situacdo onde geralmente ocorre uma producdo
excessiva de espécies reativas de oxigénio (ERO) além da capacidade antioxidante do
organismo, levando a aumentos significativos nos niveis de lesdes oxidativas as
biomoléculas (NISHIDA, 2011), muitas vezes ocasionando na perda de funcbes

celulares. As ERO sdo representadas por radicais livres, como o radical anion
superoxido (O2), radical hidroxila (HO") e radical peroxila (ROO™), mas também por

espécies reativas nao radicalares, como o peroxido de hidrogénio (H20.), podendo ser

produzidas fisiologicamente (Equacéo 1) (BARREIROS et al., 2006).

0, — 05~ H—:> H,0, — "“OH + OH™ .T-+" 2 H,0 Eql
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Assim, o aumento da ERO pode estar relacionada com a respira¢do mitocondrial
visto que diferentes componentes da cadeia podem produzir ERO, tais como, NADH
desidrogenase, coezima Q e desidrogenases matriciais (KOWALTOWSKI, 2004). A
biotransformacdo de xenobioticos ocorre a producdo de ERO, durante a exposicdo a
radiacdo ionizante e a exposicdo a poluentes ambientais, como agrotdxicos, metais,
compostos.

As reacOes de biotransformacdo de um composto quimico, podem ser utilizadas
como biomarcador de contaminacdo ambiental, elas tem por objetivo deixar o
contaminante mais soltvel em agua (hidrofilico) para que possa ser excretado com mais
facilidade. O metabolismo de biotransformacdo do xenobidtico pode ser dividido em

trés fases como mostra 0 esquema a seguir (Figura 1):

Figura 1: Esquema simplificado das fases do metabolismo de detoxificag&o.

FASE 11l

* Reagdes de
oxidacdo,
reducdo ou
hidrolise

* Excrecdo dos
metabdlitos
gerados nas

etapas
anteriores

* Reacdes de
conjugacdo

* Citocromo
P450

\ ,-“l\‘\- ‘/
. ERO > * LesOes

Nota: Quando as reacfes ndo estdo bem acopladas, pode-se gerar ERO. Enzimas antioxidantes como a
superdxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e glutationa peroxidase (GPx) presentes nas células
impedem que as ERO provoquem lesGes em macromoléculas.
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A fase | envolve a exposicdo ou adicdo de grupos funcionais reativos através de
reacOes de oxidacéo, reducéo e hidrolise. Esta etapa tem por objetivo deixar o composto
mais hidrossoluvel, facilitando assim a excrecdo destes metabolitos. Esta etapa pode ser
catalisada por enzimas microssomais monooxigenases, representadas primordialmente
pela superfamilia do citocromo P450. O citocromo P450 €é um complexo
multienzimatico localizado nos reticulos endoplasmaticos lisos principalmente do
figado (VAN DER OOST; BEYER; VERMEULEN, 2003).

As reacOes de fase Il também sdo chamadas de reacfes de conjugacdo, tais como,
glicuronidacéo, sulfonacdo, acetilacdo, metilacdo, conjugacdo com glutationa (GSH) e
conjugacdo com amino &cidos, a maioria das reacdes formam compostos altamente
polarizaveis e hidrossoluveis.

Dentre os compostos enddgenos a GSH possui papel de destaque. Um conjunto de
enzimas denominadas glutationas S-transferase, conjugam a GSH em varios compostos
eletrofilicos. Para determinacdo da atividade das GST total normalmente se utiliza o
substrato artificial o 1-cloro-2,4-dinitrobenzeno (CDNB), por ser substrato de todas as
isoformas da GSTs (VAN DER OOST; BEYEY; VERMEULEN, 2003) (Figura 2).
Além de atuarem na fase Il da biotransformacdo, as GSTs podem atuar também como
enzimas antioxidantes, por exemplo, pois ja foi verificada que a isoforma alfa possui
também atividade peroxidase (PRABHU et al., 2004; ALMEIDA et al., 2005). Estudos
ambientais avaliaram a atividade da GST como biomarcador, visto que diversos
compostos toxicos sdo capazes de induzir sua atividade, assim como em peixes tilapia-
do-nilo da espécie Oreochromi sniloticus expostos ao biodiesel (NOGUEIRA et al.,

2011) e truta arco-iris Oncorhynchus mykiss injetados com pesticida paraquato
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(SETEPHENSEN, STURVE, FORLIN, 2002) que tiveram a atividade da GST

induzida.

Figura 2: Reacdo de substituicdo catalisada pela GST no substrato CDNB.
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Nota: A GSH ¢ introduzida na posicdo 1 no lugar do Cl dando origem a um conjugado de glutationa.

Dentre as enzimas de fase IlI, as peroxidases sdo enzimas antioxidantes que
catalisam a reducdo de peroxidos lipidicos e de hidrogénio a seus alcoois
correspondentes. Todas as isoformas utilizam a glutationa como doadora de elétrons
(NORDBERG; ARNER, 2001). Localizada no citosol e na matriz mitocondrial divide
com a catalase a habilidade de detoxificar H2O. (Equagdo 2). Estas enzimas possuem
papel importante dentro do sistema de defesa antioxidante, visto que previnem a

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

ROOH + 2 GSH — ROH + G55G + H,0 Eq2

Outras enzimas antioxidantes, as CATs sd0 heme-enzimas encontradas

principalmente nos hepatocitos eritrocitos, estando em grandes concentragdes nos
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peroxissomos e em baixas nas mitocondrias promovendo a redu¢do do H202 em H,O

mais Oz (Equacdo 3) (ZHANG et al., 2004, NETO et al., 2008).

2H, O, — O, + 2H,0 Eq 3

A enzima Glicose-6-fosfato desidrogenase pode ser considerada como uma enzima
antioxidante coadjuvante no ciclo das pentoses, a G6PDH produz NADPH durante a
oxidacdo de glicose-6 fosfato no ciclo das pentoses. Quando o fornecimento de NADPH
encontra-se prejudicado a funcdo antioxidante da glutationa é afetada, pois a GSH néo
pode ser regenerada, 0 que causa sérios danos ao metabolismo (SLEKAR; KOSMAN;
CULOTTA, 1996).

As vias de metabolizacdo de muitos compostos quimicos geram ERO, como as
reacOes de Fase | da biotransformacdo, ainda que haja um sistema de defesa
antioxidante, ele pode ndo ser capaz de combater todas essas espécies reativas geradas
pelos contaminantes ou no metabolismo, provocando o estresse oxidativo. As espécies
reativas de oxigénio podem provar danos nas membranas lipidicas e este processo é
conhecido como peroxidacéo lipidica (PL).

A PL (Figura 3) é a oxidacdo de acidos graxos poli-insaturados da membrana
celualr, podendo ocorrer em consequéncia do estresse oxidativo ou ainda como um
mecanismo fisioldgico de formacdo de mensageiros celulares, tais como, as reacdes que
produzem ERO em sua via metabdlica na formacdo da prostoglandinas e tromboxanos
(RIBEIRO; 2006). Diversos marcadores de PL tém sido avaliados em modelos animais
sendo indicativo de estresse oxidativo decorrentes da intoxicagdo por poluentes, tais
como a quantificacdo de hidroperoxidos lipidicos (ensaio da FOX) (JIANG;

WOOLLARD; WOLFF, 1991) e a quantificagdo de seus subprodutos, assim como o
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malondialdeido (MDA). Este, geralmente é o aldeido gerado em maior abundancia

como subproduto da PL (DRAPER; MCGIRR; HADLEY, 1986).

Figura 3: Esquema da peroxidacdo lipidica de &cidos graxos poli-insaturados e seus principais
subprodutos (LIMA; ABDALLA, 2001 com modificaces).
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Nota: A peroxidacao lipidica é uma cascata de eventos resultantes da acdo das ERO sobre membranas
lipidicas, compostas de &cidos graxos poli-insaturados (AGPI), levando a destruicdo de sua estrutura.
Inicialmente a membrana sofre acdo de um radical livre (um oxigénio na sua forma ativada) que abstrai
um atomo de hidrogénio formando um radical carbono que sofre rearranjo, formando um dieno conjugado
(ligagdes duplas intercaladas por ligacGes simples), este, em meio aerdbico incorpora um oxigénio
molecular formando um radical peroxila que podem abstrair um hidrogénio formando um hidroperéxido
lipidico (primeiro produto da peroxidacéo lipidica). Os radicais peroxila também podem sofrer clivagem
ou dismutacao formando aldeidos (dentre eles 0 MDA).
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1.2. MDA como indicativo de lesdo

O MDA é um dialdeido (Figura 4) volatil, com baixo peso molecular (C3z Hs Og,
P.M. = 72,07), cadeia curta 1,3- dicarbonil e um acido moderadamente fraco (pKa =
4,46) (LIMA; ABDALLA, 2001). O MDA ¢ amplamente utilizado na ciéncia dos
produtos alimenticios, uma vez que é usado para medir indice de peroxidacdo lipidica
em alimentos e produtos alimentares. Seu surgimento predominante ocorre durante a
oxidacdo de acidos graxos poli-insaturados com trés ou mais duplas ligagcdes, podendo
ser formado ndo enzimaticamente como produto da peroxidacdo lipidica e
enzimaticamente como produto da reacdo da ciclooxigenases no metabolismo das

prostaglandinas (DRAPER; MCGIRR; HADLEY, 1986).
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Figura 4: Estrutura quimica do malondialdeido (MDA).
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Em pH neutro o MDA esta presente como um anion enolato com baixa reatividade
quimica, entretanto quando o pH diminui a reatividade deste composto aumenta,
fazendo com que ele seja capaz de interagir com residuo de aminoéacidos, tais como,
lisina, histidina e arginina, formando varios adutos, tais como a N-propenal-lisina

(Figura 5) (RIO; STEWART; PELLEGRINI, 2005).
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Figura 5: Reacio do malondialdeido com lisina formando N-2-propenals (Adaptado de GIRON-CALLE
et al., 2002)

(0]
H,N
UWO + : W\HLDH
NH»
Malondialdeido Lisina

0
u i
RN \N\(u\m
“‘l;

N-z-(2-propenal)lisina

+ .
OoH
N4
%
¥

4]
N-a-(2-propenal)lisna

+ o
0 NH
RV \w’\m/“j/ﬂ“ul
NH
7
¥/

O

N,N'-di-(2-propenal)lisina

Mesmo sendo biomarcador de estresse oxidativo classico, 0 MDA produzido na
PL pode néo estar em sua forma livre, devido a possiveis ligacdes covalentemente com
diversas moléculas, tais como, nas reagdes com grupos alfa amino de amino acidos
formando os adutos ou ainda ser excretado (DRAPER; MCGIRR; HADLEY, 1986).
Estas rotas metabdlicas podem promover um falso negativo na avaliagdo do estresse

oxidativo, pois esse excedente de MDA ligado pode ndo ser adequadamente detectado
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em amostras bioldgicas dependendo do meétodo de avaliacdo deste dialdeido
(ESTERBAUER; CHEESEMAN, 1990).

Em condicdes apropriadas de incubacdo (meio acido e aguecimento), o MDA
reage eficientemente com uma variedade de agentes nucleofilicos para produzir
cromogenos com alta absortividade molar no espectro visivel (DRAPER; HADLEY,
1990; JANERO, 1990; BENZIE, 1996).

A anélise de MDA normalmente € realizada por meio da reacdo com o &cido 2-
tiobarbitarico (TBA), esta reacdo ocorre em pH &cido e em alta temperatura gerando um
produto cromogeno réseo (completo MDA-TBA), extraido com butanol possui alta
absortividade molar que pode ser quantificada por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE) no espectro visivel (532 nm) ou por fluorescéncia em (Aex515nm e
dem 553 nm) (Figura 6). Esta analise tem sido realizada em diversos estudos (JANERO,
1990; ALMEIDA et al., 2003; DJURIC et al., 2015), mas a reacdo pode nao ser
especifica, pois outros aldeidos podem também reagir com o TBA gerando artefatos.
Ainda, durante o aquecimento sob elevada temperatura pode haver producao adicional
de MDA, as vezes levando a superestimacdo dos niveis corretos de MDA na amostra.
Entretanto este método é utilizado rotineiramente por ser simples e quantificar 0 MDA
“total” dentro do organismo, pois o aquecimento rompe as ligagdes do MDA com outras
moléculas (LIMA; ABDALLA, 2001) e a adicdo de antioxidantes sintéticos como o
butilado de hidroxitolueno (BHT) pode prevenir a producdo artefatual de MDA

adicional durante o preparo das amostras.
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Figura 6: Formacdo de aduto florescente da reacdo entre malondialdeido (MDA) e o &cido 2-
tiobarbitdrico (TBA) via catalise &cida com mecanismo de adigéo nucleofilica.
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Outro meio analitico de estimacdo dos niveis de peroxidacao lipidica é quantificar
0 MDA que estd na sua forma “livre”, ou seja, que ndo esteja ligado com outras
biomoléculas (formando adutos de lisina, por exemplo). Nessa analise ndo ha a
necessidade de aquecimento da amostra, sendo eficaz para avaliar o MDA livre no
tecido, utilizando o proprio comprimento de onda que a molécula de MDA absorve, 264
nm (ESTERBAUER; CHEESEMAN, 1990). Este ensaio ndo é muito utilizado devido a
complexidade da amostra bioldgica, pois mesmo utilizado separacdo das substancias
presentes na amostra biologica por cromatografica no HPLC-UV, ainda assim, ha
substancias que absorvem no mesmo comprimento de onda do MDA gerando varios

picos proximos, dificultando sua separacédo e quantificacéo.
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1.3. Metabolismo do MDA

A capacidade de reacdo do MDA com biomoléculas depende do balanco entre a
sua formacdo e sua degradacdo (JANERO, 1990). Estudo realizado por Siu e Draper
(1982) mostraram que apds exposicdo de ratos alimentados com MDA com carbono
marcado radioativamente, aproximadamente 70% da dose oral foi eliminada na
respiracdo na forma de didxido de carbono dentro de 12 horas, sugerindo que o MDA é
rapidamente consumido in vivo. Também nesse estudo, uma fragdo menor foi eliminada
na urina e fezes. Assim é sabido que além de reagir com biomoléculas, 0 MDA pode ser
excretado.

Ainda que a avaliagdo do MDA seja corriqueira em estudos ambientais como
biomarcador de estresse oxidativo causado por poluentes, em quase todos 0s casos
espera-se que caso haja estresse oxidativo os niveis do MDA estejam elevados.
Entretanto inGmeros estudos apresentam também diminuicdo dos niveis de MDA de
animais expostos. Geralmente se atribui essa diminuicdo em virtude da ativacdo de
defesas antioxidantes nos animais, de forma a prevenir as lesdes oxidativas, ainda que
muitas vezes os dados de atividade antioxidante ndo corroborem tais explicacbes. A
atuacdo das enzimas antioxidantes evita 0 aumento da quantidade de MDA, visto que
previnem o ataque das ERO nas membranas lipidicas. Assim, é plausivel sugerir que
diminuigdes nos niveis de MDA em animais expostos a contaminantes em relacdo a
animais controle (GERET, et al., 2002; SAEZ, et al., 2013; FELICIO et al., 2015)
poderiam estar relacionados a um aumento substancial das defesas antioxidantes
decorrentes da intoxicagéo de tal forma a causar uma superprotecdo do tecido ao ponto
dos niveis de MDA estarem mais baixos que animais saudaveis ndo expostos a

poluentes.
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Ainda que tais suposicfes possam de fato ser verdadeiras, existem poucas ou
nenhuma evidéncia concreta que comprovem que eventuais diminui¢des nos niveis de
MDA em animais tratados com certos contaminantes aquaticos, sejam decorrentes de
uma significativa inducdo de enzimas antioxidantes. A principio faz sentido pensar que
aumentos na producdo de ERO pudessem levar a aumentos nos niveis de MDA, e que
quando isso ndo ocorre, estaria relacionado a sistemas de defesa eficazes a nivel basal
ou aumentados em resposta aos contaminantes, de tal forma que impedissem o aumento
da peroxidacdo lipidica, ou até mesmo diminuissem o0s niveis de MDA pré-existentes.
No entanto, a pergunta que trazemos nesse trabalho é se ndo haveria a possibilidade de
que os niveis de MDA aumentados em funcdo do ataque pelas ERO pudessem estimular
sistemas de detoxificacio do mesmo dentro da célula. Ainda que as defesas
antioxidantes pudessem ter um papel protetor evitando a peroxidacdo lipidica e,
consequentemente, evitando a formacdo do MDA. E possivel que o MDA formado
possa ativar outros sistemas bioquimicos das células no intuito de degradar o mesmo, ou
ativar sistemas de excrecdo do MDA, fazendo com que seus niveis celulares diminuam
de forma mais eficaz, o que poderia ser uma explicacdo alternativa para a observacdo de
diminuicdes significativas nos niveis de MDA em animais expostos a contaminantes em
muitos trabalhos cientificos.

Em mamiferos, é sabido que o MDA pode ser metabolizado nas células por
aldeido desidrogenases (ALDH) citosélicas (HJELLE; PETERSEN, 1983). Sabe-se que
em humanos a ALDH é uma superfamilia que consiste em 19 genes, encontradas em
regibes subcelular incluindo citosol, mitocéndria, reticulo endoplasmatico e ndcleo,
sendo que varias isoformas podem estar no mesmo compartimento (MARCHITTI, et
al., 2008). O MDA pode ser oxidado pela ALDH até Acetil-CoA e, apds passar no ciclo

de Krebs, a COz. (Figura 7).
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Apesar das ALDH mitocondriais também atuarem na metabolizacdo de uma serie
de aldeidos, estudos demonstraram que estas sdo fortemente inibidas pelo MDA em
excesso, indicando que seu papel na metabolizacdo do MDA pode néo ser significante
(HJELLE; GRUBBS; PETERSEN, 1982), mesmo que tais estudos tenham sido
realizados apenas em mamiferos. Assim, sugere-se que as ALDH citosolicas teriam

maior papel na metabolizacdo de aldeidos provenientes da peroxidacgdo lipidica.

Figura 7: Esquema da metabolizacdo do MDA por isoformas da ALDH (Adaptado de Marchitti e
colaboradores (2008).
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E sabido que in vivo o MDA pode reagir com residuos de lisina das proteinas
formando o aduto N-g-(2-propenal)lisina (NPL), o qual tem sido também detectado em
tecidos, fluidos e urina de mamiferos como indicativo de lesdes a proteinas decorrentes
da PL (GIRON-CALLE, et al., 2002). Ainda que ndo haja evidéncia da formacéo desses

compostos em animais aquaticos, € possivel que esses metabolitos sejam também
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formados em peixes, podendo ser encontrados nos tecidos e fluidos corpéreos, ou ainda
sejam excretados do organismo por meio das branquias. Nesse ponto, ressalta-se que 0s
principais O0rgdos de trocas gasosas dos animais aquaticos, as branquias, possuem
contato direto com a agua, e uma possibilidade adicional para o metabolismo do MDA
ainda ndo sugerida poderia ser a direta difusdo do MDA pela superficie epitelial das

branquias para a 4gua.

Uma rota responsavel por diminuir a quantidade de MDA é via carnosina. A
carnosina (Carnosina (b-alanil-L-histidina) € um dipeptideo que esta presente nos
animais invertebrados, como peixes (GEDA et al., 2014), possuindo compacidade
antioxidantes. Um estudo recente mostrou que ela foi capaz de diminuir a quantidade de
MDA em uma exposicdo em ratos administrados com carnosina comparado com o
grupo controle (HASANEIN; KAZEMIAN-MAHTAJ; KHODADADI, 2016), podendo
ser uma rota de eliminacdo do MDA.

Nossa hipdtese é que contrariamente do que dizem alguns autores, de que a
diminuicdo do MDA, em animais expostos a contaminantes, esteja relacionada com os
aumentos significativos das enzimas antioxidantes de forma que evite a peroxidagéo
lipidica, é que estas diminui¢des estejam relacionadas com o seu catabolismo e excre¢do
na agua.

Em animais aquaticos, pouco se sabe sobre o metabolismo do MDA. O presente
trabalho, objetivou estudar esse metabolismo por meio da avaliacdo da ALDH, MDA,
enzimas antioxidantes (GPx, CAT e G6PDH), enzima de biotransformacdo GST,
peréxidos lipidicos (FOX), GSH total em lambaris expostos a cr--
biodiesel, os metais cddmio (Cd) e cobre (Cu) e expostos a do.

intraperitonealmente.
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2. Objetivos

Este trabalho teve por objetivo avaliar se possiveis decréscimos nos niveis de MDA
em peixes expostos a contaminantes ambientais pode ter relacdo com aumentos na
atividade de defesas antioxidantes, aumentos na atividade da ALDH ou excrecdo direta
do MDA na agua.

De forma a melhor cumprir com esses objetivos gerais, 0s mesmos foram
subdivididos nas seguintes etapas:

e Verificar a relacdo entre quantidade de MDA e as atividades das enzimas (CAT,
GPx, GST, G6PDH e ALDH) em amostras de branquia e figado de Astyanax
altiparanae contaminados por biodiesel B5 nas concentragdes (0,001 mL/L, 0,01 mL/L
e 0,1 mL/L) e mistura dos metais cddmio e cobre (40 mg/L e 100 mg/L).

e Avaliar o efeito do MDA em branquia e figado de Astyanax altiparanae
injetados nas doses 10 mg/kg e 100 mg/kg de MDA ap6s 5 dias.

e Auvaliar a metabolizacdo de MDA em branquia e figado Astyanax altiparanae
injetados nas doses 10 mg/kg de MDA ap0s zero, uma e 12 horas de exposicdo e se
ouve excrecdo deste aldeido.

e Verificar a relagdo do MDA as enzimas CAT, GPx, GST, G6PDH e ALDH, em
um teste in vitro em amostras de branquia e figado nas concentragdes 100 mM, 10 mM,

1mM, 100 uM e 10 pM.
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3. Material e Métodos

3.1. Lambari

A sensibilidade de um organismo frente ao contaminante pode ser a nivel
biogquimico, fisioldgico, morfolégico e comportamental. De modo que a sensibilidade
esta relacionada também com nivel de nutricdo, idade, sexo, fase de desenvolvimento
entre outras (MAGALHAES; FERRAO-FILHO, 2008), muitas sdo as variaveis a se
considerar na escolha de um organismo teste. Ao selecionar um organismo teste para
avaliar os efeitos biologicos dos poluentes, varios fatores devem ser considerados,
incluindo abundancia e disponibilidade, conhecimento da biologia, fisiologia, habitos
alimentares, sensibilidade constante e apurada, facilidade de cultivo em laboratdrio e se

possivel a espécie deve ser nativa na area estudada. (RAND; PETROCELLI, 1995).

O lambari do rabo amarelo (Astyanax altiparanae) (Figura 8) esta alocado no Filo
Chordata, Subfilo Vertebrata, Classe Osteichthyes, Subclasse Actinopterygii, Ordem
Characiformes e Familia Characidae (NELSON, 1994; REIS; KULLANDER,;
FERRARIS, 2003). Astyanax altiparanae apresenta grande diversidade de
microambientes. Considerada como uma espécie oportunista, ela utiliza varias
estratégias na estrutura de sua populacdo, possuindo uma elevada plasticidade alimentar,
bem como sua capacidade de reprodugdo em varios ambientes. Explicando o sucesso

desta espécie na colonizagdo de novos habitats (DOMINGUES, 2000).

O lambari representa um modelo de peixe comumente utilizado em estudos de

biomonitoramento de poluicdo aquética, varias respostas histoldgicas (SILVA,
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MARTINEZ, 2006), fisiologicas (SCHULZ; MARTINS-JUNIOR, 2001) e bioguimicas

(SANCHES, 2004) tem sido relacionada a exposi¢éo deste organismo a poluentes.

Figura 8: Organismo modelo: Astyanax altiparanae.

Os lambaris foram obtidos em loja comercial de isca para pescaria, na cidade de
Sdo José do Rio Preto, SP. Os peixes foram distribuidos em tanques de 350 litros onde
permaneceram por um periodo de 15 dias de aclimatacdo antes dos experimentos,

durante este periodo, foram alimentados diariamente com racdo e mantidos a

temperatura de 30 °C e aeracdo constante (Figura 9).
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Figura 9: Tanque de aclimatacéo

3.2.  Inducéo do estresse oxidativo por poluentes modelo

Para preparo destas solucgdes, foi utilizada a massa nominal, levando em
consideracdo a quantidade de metal e ndo do sal. Os sais foram pesados separadamente,
(para a concentragao de 40ug/L foi pesado 40 pug de cada metal por litro), em seguida 0s
sais foram misturados e uma prévia diluicdo foi realizada em &gua (solucdo estoque)
antes de finalmente serem distribuidos nos aquéarios. A solucdo de B5 estava
previamente preparada. As concentracGes finais foram alcancadas diluindo o B5
diretamente nos aquérios. As concentracdes foram escolhidas de acordo com trabalhos
anteriores do grupo.

Para execugdo experimental, lambaris de ambos os sexos, com tamanho médio
de 7,55£1,1 cm e massa 13,49+6,3 g, foram distribuidos em sete grupos de 20 animais

cada, distribuidos de quatro em quatro em aquarios de contendo 18 litros de agua (N=5,
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sendo 5 réplicas por tratamento constituidas de 4 animais cada) com aeracdo constante e
sem troca de agua. Um dos grupos recebeu agua sem contaminantes, sendo denominado
0 grupo controle do experimento, a0 passo que 0S cinco grupos restantes foram
divididos em dois conjuntos, sendo um deles constituido de dois subgrupos que
receberam concentragdes crescentes de uma mistura da solugéo estoque de metais a 40 e
100 pg/L. O outro constituiu-se de trés grupos que receberam A&gua contendo
concentragdes crescentes de B5 a 0,001, 0,01 e 0,1 mL/L (Figura 10). Ao final de cinco
dias de exposi¢do, os animais foram coletados, anestesiados por imersao em agua com
100 mg/L de benzocaina e tiveram seus figados e branquias coletados e congelados a -
80° C para posteriores analises bioquimicas. Amostras de agua dos aquarios foram
coletadas para avaliacdo dos niveis de MDA. O pH, nitrogénio e oxigénio estdo

apresentados na tabela a seguir (Tabela 1).



Figura 10: Esquema do experimento de inducéo do estresse oxidativo por poluente modelo em
Astyanax altiparanae
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Tabela 1: Parametros fisico-quimicos no experimento de indugdo ao estresse oxidativo por poluente
modelo em Astyanax altiparanae.

Dias Parametros Valores
Nitrogénio total (mg/L) 12,26 £ 6,16
5 pH 7,46 + 0,22
Oxigénio (ppm) 4,78 £0,73

3.3. Avaliacédo do efeito do MDA na atividade de enzimas antioxidantes

3.3.1. Experimento de 5 dias
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Lambaris de ambos os sexos, com tamanho médio de 7,42 £ 0,9 cm e massa
13,69 £ 4,7g, foram divididos em 3 grupos de 20 animais cada, distribuidos em aquérios
individuais contendo 4 L de agua cada, com aeracdo constante (Figura 12). Cada quatro
aquarios representou uma replica de um total de cinco replicas por grupo. Um grupo de
cinco replicas foi considerado grupo “controle” do experimento e 0S animais foram
injetados intraperitonealmente com solucdo salina sem adi¢do de contaminante na agua.
Os outros dois grupos também receberam agua sem contaminante, porém 0s peixes
foram injetados intraperitonealmente com doses de 10 mg/kg e 100 mg/kg do MDA
diluido em solucdo salina (Figura 11). Durante o experimento os animais ndo foram
alimentados. Ao final de cinco dias de exposi¢do, 0s animais foram coletados,
anestesiados por imersao em agua com 100 mg/L de benzocaina e tiveram seus figados
e branquias coletados e congelados a -80 °C para posteriores analises bioquimicas. Ndo
houve troca de agua durante o experimento; pH, nitrogénio e oxigénio estdo

apresentados na tabela 2.

Figura 11: Esquema de montagem de experimento de 5 dias com injecdo intraperitoneal de MDA com
dose de 10 e 100 mg/kg em Astyanax altiparanae para avaliacao do efeito do MDA na atividade de
enzimas antioxidantes
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Figura 12: Disposicao dos aquarios no experimento de 5 dias com injecdo intraperitoneal de 10
e 100 mg/kg de MDA em poluente modelo em Astyanax altiparanae, para avaliacdo do efeito
do MDA na atividade de enzimas antioxidantes
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Tabela 2: Pardmetros fisicos-quimicos no experimento de teste de concentragdo em Astyanax sp.

Dias Parametros Valores
Nitrogénio total (mg/L) 4,48 £ 2,61
5 pH 7,76 £0,16
Oxigénio (ppm) 4,25 + 0,58

3.3.2. Experimento de 12 horas

Lambaris de ambos o0s sexos, com tamanho médio de 7,63 + 0,8 cm e massa
12,27 + 5,1 foram divididos em 3 grupos de 20 animais cada, distribuidos em aquarios
individuais contendo 4 L de agua cada, com aeracdo constante (Figura 14). Cada quatro
aquarios representou uma réplica de um total de cinco réplicas por grupo. Todos 0s
animais do grupo foram injetados intraperitonealmente com uma dose de MDA de 10

mg/kg (Figura 13), entretanto, o tempo de coleta destes animais foram diferentes. Um
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grupo considerado “grupo zero” do experimento foi coletado apds receber a dose MDA.
Outro grupo foi retirado 1 hora apds receber a dose e o terceiro grupo apés 12 horas.
Para a coleta, os animais foram anestesiados por imersdo em agua com 100 mg/L de
benzocaina e tiveram seus figados, branquias e sangue coletados e congelados a -80 °C
para posteriores analises bioquimicas. Nestes tempos experimentais foram coletadas
agua para avaliar a excrecdo do MDA. O pH e oxigénio estdo apresentados na tabela a

seguir (Tabela 3).



-42 -

Figura 13: Sequéncia de procedimentos para inje¢do intraperitoneal de MDA com dose de 10 mg/kg em
Astyanax altiparanae para avaliagdo do efeito do MDA na atividade de enzimas antioxidantes no
experimento de 12 horas

o

Nota: Para realizar os experimentos com injecéo intraperitoneal de uma dose de 10 mg/kg de
peixe de MDA, os lambaris ap6s periodo de aclimatacdo foram capturados e separados em
caixas. Apos a separacgdo, foi adicionado gelo na caixa para que a temperatura comecasse a
abaixar até 18 °C (a). Dois outros recipientes foram preparados, um com agua filtrada a
temperatura de 12 °C (b) e outro com 20 °C (c). Apds preparo, pegou-se 0 peixe da caixa (a),
colocou-0 a 12 °C (b) até seu metabolismo abaixar ao ponto de ficar imdvel, em seguida
injetou-se a dose de MDA (c, d) e coloco-0 na caixa individual a 18 °C para que seu
metabolismo comecasse a subir lentamente em seguida o peixe foi transferido para o aquario
individual onde permaneceu durante todo o experimento.
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Figura 14: Esquema de montagem de experimento de 12 horas com injecéo intraperitoneal de MDA com
dose de 10 mg/kg em Astyanax altiparanae para avaliacdo do efeito do MDA na atividade de enzimas

antioxidantes
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Figura 15: Disposicdo dos aquarios no experimento de 12 horas com injecéo intraperitoneal de 10 mg/kg
de MDA em poluente modelo em Astyanax altiparanae, para avaliacdo do efeito do MDA na atividade de

enzimas antioxidantes

Tabela 3: Parametros fisicos-quimicos no experimento de 12 horas com injec¢do intraperitoneal de 10
mg/kg de MDA em poluente modelo em Astyanax altiparanae.

Tempo Parametros Valores

12 horas pH 7,21,46 £ 0,51
Oxigénio (ppm) 572+0,6
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3.4.  Experimento in vitro

Os lambaris foram anestesiados por imersdo em agua com 100 mg/L de benzocaina
e tiveram figado, branquia coletatos. Apds a coleta, os tecidos foram homogeneizados
(1:4, massa:volume) em tampdo de homogeneizacdo Tris-HCI 20 mM, pH 7,4 (Tris-
HCI 20 mM, EDTA 1 mM, sacarose 0,5 mol/L, KCI 0,15 M e 1 mM de
Fenilmetanosulfonil fluoreto (PMSF), centrifugados durante 20 minutos a 10 000 g. A
fragdo sobrenadante foi coletada e novamente centrifugada a 50.000 g durante uma
hora. A fracdo citosolica foi entdo distribuida em 5 ependorfs, cada um recebeu 200 uL
de amostra e posteriormente receberam uma solucdo de MDA para obter uma
concentracdo final de MDA de 100 mM, 10 mM, 1mM, 100 uM e um controle sem
adicdo de MDA, estas solucdes foram utilizadas para analise GST, GPx, CAT, G6PDH

e proteina.

Para andlise da atividade da ALDH, amostras de figado foram homogeneizadas em
5 volumes de tampéo fosfato de potassio 30 mM pH 7,5. Apds homogeneizagcdo com
mixer as amostras foram centrifugadas a 10 000 g durante 10 min. O sobrenadante foi
dividido em 11 ependorfs e adicionado uma solucdo de MDA de modo que a
concentracdo final deste aldeido fosse, 100 mM, 10 mM, 1 mM, 100 puM, 10 uM, 1 puM,

100 nM, 10 nM, 1 nM e 1 pM e um controle sem adi¢do de MDA (30 T).

Apos adicdo de MDA, todos os tubos, foram colocados em banho-maria a 30 °C
durante 5 minutos, para simular a temperatura ideal de aclimatac&o do lambari, Ao final,
os tubos foram para gelo e seguido protocolo para cada analise como descrito nos itens

subsequentes.
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3.5.  Analises bioquimicas

3.5.1. Quantificacdo de MDA

Para amostras de branquia e figado do experimento de exposi¢cdo o MDA foi
detectado pela presenca do produto formado entre 0 MDA (produto da peroxidacéo) e o
acido 2- tiobarbiturico (TBA), via HPLC-UV em 532 nm (ALMEIDA et al., 2003,
2004). A homogeneizacdo de 100 mg de amostras de figado e branquia em 300 uL de
tampéo Tris—HCI 100 mM, pH 8,0 foi adicionado 300 pL de solugdo de acido 2-
tiobarbitarico (TBA) 0,4% diluido em HCI 0,2 M. Posteriormente amostras foram
incubadas por 40 minutos a 90 °C. Apds este periodo, as amostras de MDA-TBA foram
extraidas com 1 mL de n-butanol ap6s centrifugacdo a 3500 rpm por 5 minutos. No
sistema cromatografico, as amostras de MDA-TBA foram injetadas diretamente (20 pL)
e monitoradas a 532 nm a 40°C. A fase movel constituiu-se de uma solucdo de fosfato
de potassio monobasico 50 mM, pH 7,0 com 40% metanol (v:v), bombeada sob fluxo
isocratico (1 mL/min). A coluna utilizada foi uma LC-18 (150 x 4,6 mm, 5um de
didmetro de poro). A quantificacdo do MDA foi realizada com base em uma curva
padrdo, injetando-se previamente no HPLC concentracBes conhecidas de padrbes
auténticos de MDA derivatizados com o TBA, de acordo com o protocolo supracitados

os dados foram expressos em pmol de MDA/mg de tecido.

3.5.2. Glutationa total (GSH-t)

A quantificacdo da GSH-t foi realizada por método espectofotométrico em 412
nm por 4 minutos. Inicialmente um “MIX” foi preparado contendo Tampao fosfato de
potassio 0,25 M pH 7, agua, NADPH 100 mM e DTNB 5 mM. Na curva analitica

foram utilizados agua, glutationa oxidada e o ‘MIX” para produzir concentracdes
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equivalentes a 0; 0,1; 0,2; 0,4; 0,6 e 1,2 de GST-t. Para o preparo da amostras: 50 mg
de tecido foram homogeinizados com 450 uL de PCA 0,5 M, seguido de centrifugagéo
por 2 min a 15 000 x g. Em seguida o sobrenadante foi coletado e neutralizado com 450
uL de tampédo fosfato de potassio 0,1 M pH 7, seguido de nova centrifugacdo nas
mesmas condi¢oes anteriores. No ensaio, foi adicionado na cubeta 400 uL de “MIX>, 75
uL de amostra e 25 uL de GR 5U/L. Os resultados obtidos foram expressos em nmol/g

de tecido ( AKERBOOM; SIES, 1981).

3.5.3. Hidroperdéxidos Lipidicos (FOX)

Para quantificacdo dos hidroperdxidos lipidicos, foi utilizado a homogeneizacéo
para as enzimas como descrito no item (3.4.7.), 100 uL de amostra sobrenadante de
figado e branquia foram adicionados a 100 uL. de TCA 12 %, apos agitagdo esta mistura
foi centrifugada a 5 000 rpm durante 10 min a 4 °C. 100 pL do sobrenadante foram
retirados para analise da FOX. Duas solu¢bes padrao foram previamente preparadas de
hidroxido de cumeno em dguaa 1 mM (S I) e 0,004 mM (SII) que foram posteriormente
diluidas em metanol 90 % (v:v) formando sete pontos da curva. O volume de 900 pL da
mistura reativa composta de; 0.0081 g de xilenol, 0.0098 g de BHT, 150 pL de acido
sulfarico e 0.011 de sulfato de ferro Il foram adicionadas a 100 puL dos sete pontos da
curva assim como, 100 puL de sobrenadantes das amostras. Para completar a reagdo, os
tubos com a mistura foram levados para o escuro durante 30 min em temperatura
ambiente. Em seguida, a FOX foi quantificada em UV- Vis com leitor de microplacas
em 560 nm.(Os dados foram expressos em nmol/mg de tecido) (JIANG; WOOLLARD;

WOLFF, 1991).
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3.5.4. Atividade da aldeido desidrogenase (ALDH)

A atividade da ALDH foi medida em amostras de figado, sem separacdo da
fracdo citosolica e microsomal, por meio da conversdo de acetaldeido para acido
acetico. O preparo foi realizado por meio da homogeneizacdo de 50 mg de amostra em
250 uL tampdo fosfato de potassio 30 mM pH 7,5. Ap6s homogeneiza¢cdo com mixer as
amostras foram centrifugadas a 10 000 g durante 10 min. O meio da reacdo conteve 100
mM Tampao Tris - HCI (pH 8,5), 1 mM de NAD *, 1 mM de pirazol, 1 mM de
acetaldeido com volume final de 500 pL. A atividade de ALDH foi avaliada na fracéo
total (citosélica e microssomal) a temperatura ambiente monitorando a formacédo de
NADH a partir de NAD * a 340 nm monitorada por 10 minutos (SYDOW et al., 2004

com modificacgdes).

3.5.5. Preparo das amostras para analise das enzimas GST, GPx, G6PDH e CAT
As amostras de tecido (branquia e figado) foram homogeneizados (1:4,
massa:volume) em tampdo de homogeneizacdo Tris-HCI 20 mM, pH 7,4 (Tris-HCI 20
mM, EDTA 1 mM, sacarose 0,5 mol/L, KCI 0,15 M e 1 mM de Fenilmetanosulfonil
fluoreto (PMSF), centrifugados durante 20 minutos a 10 000 g. A fracdo sobrenadante
foi coletada e novamente centrifugada a 50.000 g durante uma hora. A fracdo citosolica
foi coletada para analises das atividades enzimaticas CAT, GPx, G6PDH, GST e

quantificacdo de proteina.
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3.5.5.1. Analises de proteina
A quantificacdo de proteinas foi feita pelo método de Bradford (1976) na fracdo

citosélica coletada, apds homogeneizacéo e centrifugacao dos 6rgdos dos animais.

3.5.5.2. Ensaio da Catalase (CAT)

A atividade da CAT foi medida pelo método de Beutler (1975), quantificando a
velocidade de decomposicdo do peroxido de hidrogénio pela enzima, através do
decréscimo de absorbancia em 240 nm . Para isso, foi adicionado 10 uLL de amostra em
990 pL de meio de reacdo (pH 8,0) composto por tampao Tris 1 M contendo EDTA 5
mM e perdxido de hidrogénio 10 mM. Os resultados estdo expressos em U/ mg de
proteina.
3.5.5.3. Ensaio da Glutationa S-transferase (GST)

A atividade da GST foi avaliada pelo método de Keen, Habig e Jakoby (1976). A
amostra adicionada ao meio de reacdo contendo tampdo fosfato de Potassio 0,1 M, pH
6,5, 100 mM 1-cloro-2,4-dinitrobenzeno (CDNB), e 100mM de GSH. O aumento da
absorbancia é acompanhado espectrofotometricamente em 340 nm. Os resultados estdo

expressos em U/ mg de proteina.

3.5.5.4. Ensaio da Glutationa peroxidase (GPx)

A anélise da GPx foi feita pela técnica de Sies et al. (1979). Este método se baseia
na medida do decréscimo de absorbancia a 340 nm, promovido durante a redugdo da
glutationa oxidada (GSSG). A reducgdo é catalisada por glutationa redutase (GR) em
presenca de NADPH. O meio de reacdo contem tampdo fosfato de potassio 0,1 M,
EDTA 5 mM, pH 7,0, NADPH 20 mM, GR 0,1 U/ml e glutationa reduzida 0,1 M. Os

resultados estdo expressos em mU/mg de proteina.
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3.5.5.5. Ensaio da Glicose — 6- fosfato- desidrogenase (G6PDH)

Na presenca de glucose-6-fosfato, 0 NADPH é formado a partir de NADP™ e,
dessa forma, o aumento da absorbancia ¢ medido em 340 nm (g = 6.220 M* cm™) pelo
método de Glock; McLean (1953). O ensaio enzimatico € realizado em tampao
TRIS/HCI 0,1mM. pH 7.4 contendo NADP* e cloreto de magnésio (MgCl,). Como
substrato iniciador utiliza-se 1,5mM de glicose-6-fosfato (G6P). A absorbancia basal foi
descontada a partir da leitura da reacdo do ensaio na auséncia de G6P. Os resultados

estdo expressos em U/mg de proteina.

3.6.  Analise estatistica

Inicialmente foi aplicado teste de normalidade (Shapiro-Wilk) e de homogeneidade
das variancias (Levene) para todos os dados obtidos. Se os dados foram paramétricos,
foi aplicado Anova One-Way seguido do teste de Fisher LSD. No caso de dados nédo
normais ou ndao homogéneos, foi aplicado o teste de Kruskall-Wallis seguido de
Student-Newman-Keuls. Diferencas significativas foram aceitas somente para p< 0,05.
As analises estatisticas foram realizadas com ajuda do programa Statistica 7.1. Para
analise de correlacdo foi utilizado correlacdo de Spearman uma vez que os dados foram

ndo paramétricos.
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4. Resultados e Discussao

Muitos estudos avaliam os niveis de MDA em peixes, como indicador de
peroxidacgdo lipidica decorrente de efeitos negativos e estresse oxidativo gerado pela
exposicdo a diversos poluentes aquaticos (VALAVANIDIS et al., 2006; FAROMBI;
ADELOWO; AJIMOKO, 2007; MONERO; RODRIGUES; ALMEIDA, 2013;
AKPAKPAN et al., 2014; ZEID, KHALIL, 2015). Em geral, aumentos nos niveis do
MDA sdo observados como resultado do estresse oxidativo, entretanto, em alguns
casos, diminuicdo significativa dos niveis de MDA séo observadas em animais expostos
a certos contaminantes ambientais como diesel e biodiesel (FELICIO et al., 2015),
chumbo e uranio (LABROT et al., 1996), cadmio, cobre e merctrio (GERET et al.,
2001) em relacdo a animais controle ndo expostos. Na grande maioria dos casos, 0s
autores sugerem que essas diminuicfes possam estar relacionadas a aumentos
significativos na atividade de enzimas antioxidantes, de forma a evitar substancialmente
a peroxidacdo lipidica, fazendo diminuir os niveis de MDA ao longo do tempo. Porém,
na grande maioria das vezes, essa sugestdo ndo € suportada pelos dados experimentais.
Uma outra hipotese, levantada por nosso grupo, é de que eventuais diminuicdes nos
niveis de MDA poderiam estar associadas ao seu metabolismo por enzimas aldeido
desidrogenases ou sua eliminacdo por excrecdo, tal como observado em mamiferos
(MCGIRR; HADLEY; DRAPER, 1985; KIM, et al., 2014). Para investigar possiveis
rotas do metabolismo do MDA os animais foram expostos a mistura de metais (Cd e
Cu) e B5.

No presente trabalho, os animais expostos a misturas de Cu e Cd ndo
apresentaram alteragdes na quantidade de MDA no figado (Figura 20), ndo permitindo

avaliar a relacdo entre a producdo desse aldeido na peroxidacdo lipidica e o papel da
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aldeido desidrogenase, que também néo se alterou apds exposicdo aos metais (Figura
20). Além disso, ndo provocaram PL na branquia (Figura 18) e no figado (Figura 19),
tendo visto pelo ensaio da FOX (os peroxidos lipidicos se mantiveram estatisticamente
com relacdo ao grupo controle) e os metais também ndo foram capazes de ativar a
ALDH (Figura 20) de modo que nesses grupos ndo houve diferenca estatistica com
relacdo ao grupo controle. Por outro lado pode ser que outros mecanismos de defesa
antioxidante ou de metabolismo do MDA atuaram de forma a evitar aumento do MDA.
Estudos recentes com mexilhdes verificaram que o0s metais cobre e ferro nas
concentracdes 40 e 500 pg/L apo6s 120 horas estimularam a PHGPX, causando protecédo
contraa PL (ALMEIDA, et al., 2004).

E sabido que o Cu é importante elemento na manutencdo das funcdes
fisioldgicas, tais como, sistema nervoso, cardiovascular, hematoldgico e reprodutivo,
entretanto acredita-se que sua maior funcdo esteja relacionada as metalotioneinas, tal
como a superéxido dismutase, importante enzima antioxidante (HEFNAWY; EL-
KHAIAT, 2015). JA4 o Cd ndo faz parte do metabolismo e pode provocar efeitos
deletérios, interferindo no funcionamento das enzimas, podendo até se ligar a seus
cofatores, entretanto em quantidades elevadas, ambos metais podem provocar estresse
oxidativo se ultrapassada a quantidade suportada pelo organismo, (KHALID et al 2015)
embora a toxicidade do Cu seja mais elevada comparada ao Cd (Lso 96h = 3,53 mg L*
para Cu e 20,13 mg L™ para Cd em teste em Oreochromis niloticus) (SILVA, 2013).

Romeo e colaboradores (1999) avaliaram a bioacumulagéo destes metais (Cd e
Cu) injetados em Dicentrarchus lambrax, mostrando que Cu foi mais bioacumulado no
figado, o que geralmente esté relacionado com a inducgdo da metalotioneina neste tecido,
enquanto que o Cd estava em quantidade maior no rim. Este trabalho ainda avaliou a

relagdo da catalase com esses metais in vitro, e observou, assim como em nosso
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trabalho, uma diminuicéo de sua atividade, supondo ser resultado de uma ligacéo direta
do cadmio com residuos de sulfidrilas uma vez que o cadmio tem afinidade com -SH.
Esta diminuicdo da catalase, tambem foi encontrada por Palace e colaboradores (1992)
ao expor truta arco-iris a cadmio. Assim, em nosso trabalho, podemos inferir que a
diminuicdo da catalase no figado nas duas concentracGes utilizadas (figura 16) possa
estar relacionada com este metal ainda que esteja em menor quantidade comparado com
0 cobre.

A atividade da Catalase, em amostras de figado de Astyanax altipanae deste
estudo, diminuiu em todos os ensaios realizados (Figura 16), frente aos metais, todas as
concentracdes de biodiesel e com injecdo de uma dose de MDA nos tempos de 1 hora,
12 horas e 5 dias. Por fim foi comprovado por meio do ensaio em in vitro, que o MDA
inibe a atividade da catalase em todas as concentracGes testadas. Assim, podemos inferir
que esta enzima antioxidante ndo contribui para a diminuicdo na quantidade de MDA

neste estudo.
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Figura 16: Atividade da Catalase em amostras de figado de lambari Astyanax altipanae em diferentes
tratamentos.
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Nota: Dados expressos em média e desvio padrdo. A: exposicdo a a mistura dos metais Cd e Cu nas
concentragdes de 40pg/L (M40) e 100pug/L(M100) e B5 nas concentragdes de 0,001 ml/L (B0,001), 0,01
ml/L (B0,01) e 0,1 ml/L (BO,1) apds 5 dias de exposicdo. ? diferenca estatisticamente significativa com
relagdo ao grupo controle (p< 0,05) (ANOVA one-way seguida por Fisher LSD) B: Peixes tratados com
injecdo intraperitoneal com solucéo salina (controle) e solugdo de MDA 10 mg/kg de peixe (tratado) ap6s
5 dias de exposicdo. @ diferenca estatisticamente significativa com relagdo ao grupo controle (p< 0,05)
(Kruskal-Wallis seguido de Dunn’s) C: Peixes tratados com injecdo intraperitoneal com solu¢do de MDA
10 mg/kg de peixe, experimento com coleta de grupo no tempo zero, uma hora e 12 horas apds a
exposicao. ab | etras diferentes expressam diferenga significativa (p<0,05) entre os grupos do préprio
tecido. Letras iguais expressam semelhanca entre os grupos do proprio tecido (Kruskal-Wallis seguido de
Dunn’s). D: Amostras de figado de Astyanax altipanae incubados com MDA. 2 diferenca estatisticamente
significativa com relacdo ao grupo controle (p< 0,05) (ANOVA one-way seguida por Fisher LSD.
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As branquias sdo os primeiros alvos dos tdxicos, importante rota de captura,
bioconcentracdo e excrecdo de contaminantes devido sua grande area superficial e seu
contato direto com o ambiente (AMEUR, et al., 2015). Neste tecido, ndo foi encontrada
atividade da ALDH. Assim como sugerido por Lassen e colaboradores (2005) que
mostraram a distribuicdo da ALDH2 em tecidos como rim, coragdo, figado, musculo e
cérebro de zebrafish macho e ndo encontraram expressdo desta isoforma em branquias.
Acredita-se que esta enzima seja a principal responsavel por metabolizar os aldeidos da
PL, entre eles, MDA (MARCHITTI, et al., 2008). A ALDH sdo uma superfamilia de
enzimas que dependem de NAD(P)* e metabolizam uma grande variedade de aldeidos
alifaticos e aromaticos (VASILIOU; PAPPA; ESTEY, 2004), desde Siu e Draper (1992)
qgue mostraram a oxidacdo do MDA, especialmente as isoformas ALDH1Al e ALDH2
que convertem MDA em acido maldénico (MARCHITTI, et al., 2009).

A auséncia da ALDH na branquia poderia explicar por que nesse tecido houve
aumento do MDA ap06s exposi¢do a maior concentracdo do B5 (figura 18). No entanto,

nos outros tratamentos, ndo houve alteracao dos niveis de MDA (figura 18).
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Figura 17: Atividade enzimatica das enzimas GPx, G6PDH, GST e CAT em amostras de branquia de
Astyanax altiparanae, expostos a mistura dos metais Cd e Cu nas concentragdes de 40 pg/L (M40) e 100
ug/L(M100) e B5 nas concentragdes de 0,001 ml/L (B0,001), 0,01 ml/L (B0,01) ¢ 0,1 ml/L (B0,1) apds 5
dias de exposicao.
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Nota: Dados expressos em média e desvio padrdo. @ Valores estatisticamente diferentes (p<0,05) em
relacdo ao grupo controle. Para GPx e CAT foi utilizado Kruskal-Wallis seguido de Dunn’s para GP6DH
e GST foi utilizado ANOVA one-way seguida por Fisher LSD como testes estatisticos.

E intrigante o fato de que os peixes ndo apresentarem atividade substancial da
ALDH na branquia. Uma hipotese que temos para esse fato seria devido ao contato
direto das branquias com 0 meio aquoso externo, ou seja, ao invés de possuir uma
enzima metabolizadora de aldeidos como o figado, a branquia poderia estar excretando

diretamente 0 MDA na agua. Assim, podemos confirmar observando os resultados dos
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perdxidos lipidicos, por meio da FOX (figura 18), que teve seus niveis aumentados em
todas as concentracdes de B5, que houve PL e era esperado houvesse um aumento de
MDA nesses grupos, o que ndo ocorreu. Com base nos dados apresentados na figura 18
a respeito da FOX e MDA na branquia e MDA na agua, podemos confirmar que a
branquia eliminou o MDA produzido, pois houve um aumento significativo de MDA
nas amostras de agua coletadas dos aquarios dos peixes expostos ao B5.

Podemos notar que, ainda que o sistema de defesa antioxidante tenha atuado,
observando o aumento da GPx, CAT e G6PDH (figura 17), ndo foi suficiente para que
protege-se 0 organismo do peixe contaminado com biodiesel. Os niveis de GSH total
aumentaram neste experimento nas branquias dos peixes expostos as duas maiores
concentracdes de B5 (figura 18), esse aumento pode estar relacionado com o aumento

da sintese de GSH utilizada na GPx e pela GST (figura 17).
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Figura 18: Parametros bioquimicos relacionados a niveis de GSH total, e niveis de peroxidacéo lipidica
avaliados pela quantidade de perdxidos lipidicos (FOX) e MDA em amostras de branquia e agua de
Astyanax altiparae, expostos a mistura dos metais Cd e Cu nas concentragfes de 40 pg/L (M40) e 100
pg/L(M100) e B5 nas concentragdes de 0,001 mL/L (B0,001), 0,01 mL/L (B0,01) ¢ 0,1 mL/L (BO,1).
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Nota: Dados expressos em média e desvio padrdo. @ Valores estatisticamente diferentes (p<0,05) em
relagdo ao grupo controle. Para teste estatistico foi utilizado Kruskal-Wallis seguido de Dunn’s.

Com relacdo as amostras de figado dos animais expostos ao diesel B5, houve
diminuig&o significativa na quantidade de MDA em animais expostos a 0,01 e 0,1 mL/L
de B5 em relacdo ao grupo controle (figura 20), esta diminuicdo com relacdo aos
derivados de petroleo ja foi observada em trabalhos anteriores publicados pelo grupo

(NOGUEIRA, et al., 2011; NOGUEIRA et al., 2015; FELICIO, et al., 2015).
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Figura 19: Parametros bioquimicos relacionados a atividades da GPx, CAT, G6PDH e GST, niveis de
GSH total, e niveis de peroxidagdo lipidica avaliados pela quantidade de perdxidos lipidicos (FOX) em
amostras de figado de Astyanax altiparanae, expostos a mistura dos metais Cd e Cu nas concentragdes de
40 ng/L (M40) e 100 ug/L(M100) e B5 nas concentra¢des de 0,001 mL/L (B0,001), 0,01 mL/L (B0,01) e
0,1 mL/L (BO,1).
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Dunn’s, para CAT e GST foi utilizado ANOVA one-way seguida por Fisher LSD, para FOX foi utilizado
Kruskal-Wallis como teste estatistico.

De fato, de acordo com a figura 19, no figado a exposi¢édo ao diesel B5 levou a
uma diminuicédo da atividade da CAT e da G6PDH, enquanto que a GPx ndo se alterou,
0 que compromete a hipdtese de protecdo antioxidante tendo como consequéncia a
diminuicdo dos niveis de MDA. Por outro lado na figura 20, podemos observar que a
atividade da ALDH mostrou-se significantemente aumentada nesse grupo no figado, o
que poderia explicar a diminuicdo dos niveis de MDA, corroborando com uma das
principais hipoteses propostas nesse estudo. Observando a auséncia de perdxidos
lipidicos (FOX) na figura 19, primeiro produto formado ap6s o dano lipidico, podemos
inferir que ndo houve peroxidacdo lipidica e que as maiores concentracdes de B5 podem
ter ativado a ALDH que consumiu o MDA como substrato, fazendo com que a

quantidade deste aldeido diminui-se significativamente.

Figura 20: Grafico mostrando quantidade de MDA e atividade da ALDH em amostras de figado de
Astyanax altiparae, expostos a mistura dos metais Cd e Cu nas concentragfes de 40 pg/L (M40) e 100
pg/L(M100) e BS nas concentragdes de 0,001 mL/L (B0,001), 0,01 mL/L (B0,01) e 0,1 mL/L (BO,1).
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Nota: Dados expressos em média e desvio padrdo. @ Valores estatisticamente diferentes (p<0,05) em
relagdo ao grupo controle. Foi utilizado Kruskal-Wallis seguido de Dunn’s como teste estatistico.



Figura 21: Correlagdo de Spearman entre MDA e ALDH em para amostras de figado de Astyanax
altiparanae apds 5 dias de exposi¢do a B5 nas concentracgdes de 0,001 mL/L (B0,001), 0,01 mL/L
(B0,01) e 0,1 mL/L (BO,1).
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De fato Chandran e Das (2012) mostraram atividade da ALDH em 5 leveduras

expostas a 6leo diesel apds 48 horas de incubacdo enquanto que as leveduras incubadas

em extrato sem o contaminante ndo apresentaram atividade para esta enzima. Outros

trabalhos, relacionados com a degradacéo do 6leo diesel, encontraram alta atividade de

ALDH e inferem que os metabolitos do diesel sdo degradados via alcool/aldeido

desidrogenase em acidos decandicos que posteriormente entram na via da g-oXidacdo

(SHUKOR, et al., 2013, LACZI., 2015).
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A correlacdo entre MDA e ALDH fica clara quando observamos a figura 21, que
traz uma significativa correlacdo negativa entre 0 MDA e a ALDH, confirmando que
aumento da atividade da ALDH tende a diminuir a quantidade de MDA no meio celular.
Entendemos que ha uma possivel correlacdo entre os resultados do nosso trabalho, nas
amostras de figado do lambari expostos a maiores concentracGes de B5 mostrados na
figura 20 e estes trabalhos com diesel, de que ndo foi a PL e por consequéncia 0 MDA
que provocaram o aumento de ALDH e sim a ativacdo da ALDH pelo diesel que
diminuiram a quantidade de MDA que provavelmente estava em quantidades basais.
Assim, o B5 estimulou a ALDH promovendo um possivel efeito protetor o MDA.
Também ha& um trabalho, do nosso grupo, com exposicdo do lambari Astyanax sp. ao
diuron e seus metabolitos (DCA, DCPMU e DCPU) que apés 7 dias de exposicdo
mostrou uma diminuic¢do na quantidade de MDA (SANCHES, 2014), assim como, Silva
(2012) mostrou diminuicdo de MDA em tilapias do Nilo apo6s 2 dias de exposicdo a
concentracdo de 0,05 mg/L de um sal de Cd. Visto que a diminui¢do do aldeido nédo
ocorre apenas em animais expostos ao B5, ndo podemos atribuir somente ao biodiesel a
ativacdo da ALDH e diminuicdo da MDA. Muitos sdo os caminhos de metabolizacdo do
MDA.

Em nosso trabalho as figuras 19 e 17 mostram que o B5 foi capaz de induzir a
atividade da GST nas concentracGes de 0,001 e 0,1 mL/L em amostras de figado e
branquia respectivamente, promovendo aumento da excrecdo de hidrocarbonetos
presentes no diesel, dado o papel desta enzima em reacbes de fase Il da
biotransformacdo. Esse aumento foi subsidiado pelo aumento da GSH total que
aumentou no figado em todas as concentracfes de B5 (Figura 19) e na branquia nas
duas maiores concentragOes de B5 (Figura 18). Outros estudos mostraram que derivados

de petréleo provocam aumento da atividade da GST como visto em figado de Catafish



-63 -

exposto a 0,1 mL/L de B5 (NOGUEIRA, et al., 2013), em amostras de figado de
Oreochromis noloticus expostos a diesel e B100 e amostras de brénquia e figado de
Prochilodus lineatus expostos a fragdo soltvel do biodiesel (CAVALCANTE, 2012).

A GSH (L-y-glutamyl-L-cysteinyl-glycine) € um tripeptideo eficiente na defesa
celular que participa da detoxificacdo por se um composto nucleofilo redutor que reage
com espécies eletrofilicas e oxidantes (POMPELLA 2003), podendo agir de duas
maneiras distintas; doando elétrons para moléculas receptores como a GPx e formando
glutationa oxidada ou sendo conjugada a xenobidticos nas reacoes de fase Il pela GST
(HELLOU; ROSS; MOON, 2012). Assim, os niveis de GSH total em amostras de
figado aumentaram em todas as concentracbes de B5 utilizadas, como mostrado na

figura 19, no experimento.
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Figura 22: Gréafico dos niveis de perdxidos lipidicos (FOX) e quantidade de MDA e niveis de GSH total :
Gréfico da quantidade de GSH- total em amostras de branquia e figado de lambari Astyanax altipanae
injetados com solucéo salina (controle) e solugdo de MDA 10 mg/kg de peixe (tratado) ap6s 5 dias de

exposicao.
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Nota: Dados expressos em média e desvio padrdo. @ Valores estatisticamente diferentes (p<0,05) em
relacdo ao grupo controle. Para MDA e FOX no figado e na branquia foi utilizado Kruskal-Wallis seguido
de Dunn’s quando teve diferenca significativa. Para GSH-total ANOVA one-way seguida por Fisher LSD
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O experimento de 5 dias com injecdo intraperitoneal na dose de 100 mg/Kg de
MDA, mostrou o potencial de toxicidade deste aldeido, visto que 0s peixes que
receberam esta dose morreram antes do final do experimento.

Os dados apresentados na figura 23 com dados do experimento de exposi¢édo
dos peixes ao MDA por injecdo intraperitoneal com duracdo de 5 dias, mostram que 0
aldeido ndo foi capaz de induzir a atividade de enzimas antioxidantes, observando
ambas amostras de tecido. Estes dados sdo coerentes com o esperado, evidenciando que
0 papel protetor dos antioxidantes seria evitar o dano oxidativo, pela eliminacdo das
ERO. No entanto, uma vez formada a lesdo, ela em si ndo tem qualquer papel na

inducdo dos antioxidantes.
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Figura 23: Gréaficos das atividades de enzimaticas da GST, CAT, GPx e G6PDH em amostras de
branquia e figado de lambari Astyanax altipanae injetados com solucgdo salina (controle) e solugdo de
MDA 10 mg/kg de peixe (tratado) apés 5 dias de exposi¢do.
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figado) e CAT (branquia) foi utilizado ANOVA one-way seguida por Fisher LSD quanto teve diferenca
significativa.

O estudo realizado por Agadjanyan, Dmitriev e Dugin (2005) sugeriu que 0
MDA poderia servir como substrato da fosfoglicose isomerase (enzima que catalisa a
isomeracdo de glicose-6-fosfato em frutose-6-fosfato e converte MDA em metilglioxal e
este em lactato) interessante é que o sistema da glioxalases precisam de glutationa com
cofator. Assim podemos inferir que 0o aumento da GSH, nas amostras de figado dos
peixes expostos a MDA ap6s 5 dias, possa ser responsavel por ndo ter alteracdo de
MDA neste tecido (Figura 22).

E curioso notar que, diferentemente do efeito do B5 em aumentar a ALDH
promovendo uma diminui¢do na quantidade de MDA (figura 20), quando injetados com
0 MDA, os animais tiveram a atividade da ALDH diminuida (figura 24). Nao obstante,
ndo houve alteracdo dos niveis de MDA no figado (figura 22). Poder ia-se supor que o
MDA injetado intraperitonealmente n&o tenha chegado a esses tecidos, entretanto houve
aumento do MDA nas branquias (figura 22), sugerindo o contrario. Se de fato o MDA

injetado atingiu o figado, ndo foi capaz de induzir a ALDH.
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Figura 14: Gréfico da atividade da ALDH em amostras de figado de lambari Astyanax altipanae.
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Nota: Dados expressos em média e desvio padrdo. @ indica diferenga estatistica com relagcdo ao grupo
controle p<0,05) A Experimento in vitro com amostras de figado incubados com MDA (foi utilizado
ANOVA one-way seguida por Fisher LSD para teste estatistico). B no experimento de injecao
intraperitoneal de solucdo fisioldgica (grupo controle) e grupo injetado com uma dose de 10 mg/kg de
MDA (foi utilizado Kruskal-Wallis seguido de Dunn’s para teste estatistico).

E possivel observar na figura 24 que o experimento in vitro reforcou o que o
MDA tem a capacidade de inibir a atividade da ALDH em concentragdes superiores a 1
uM, fortalecendo a hipdtese de alguns autores que sugerem que o0 excesso de MDA
possa inibir a ADLH mitocondrial (HJELLE; GRUBBS; PETERSEN, 1982). Assim, é

possivel que o excesso de MDA injetado tenha causado um efeito negativo na enzima,



-69 -

levando a diminuicdo de sua atividade. Hjelle e Petersen (1982) mostraram que a ADLH
citosélica e mitocondrial foi capaz de metabolizar o MDA em um experimento in vitro
em figado de rato, mas que a velocidade de desaparecimento do MDA foi maior na
fracdo citosdlica quando comparada com a microssomal e mitocondrial, e s foi eficaz
de metabolizar o MDA em concentracdes baixas deste composto, indicando que ela atua
na manutencdo de aldeidos no corpo em concentracdes fisiologicas.

Ainda, na figura 24, mesmo observado em nosso experimento in vitro, que as
amostras de figado incubadas com MDA em pequenas concentracdes tiveram aumento
da atividade da ALDH, com base nos resultados de nossos experimentos 0 MDA néo foi
capaz de induzir a atividade da ALDH, visto que ela teve aumento apenas no
experimento com B5 (Figura 20), com isso, podemos inferir que ela ndo ¢é a principal
via de metabolizacdo do MDA, entretanto uma vez ativada ela diminui os niveis de
MDA no meio celular.

Por outro lado, é relevante notar que apesar da inibicdo da ADLH, ndo houve
aumento nos niveis de MDA no figado (Figura 22). Nossa hipotese € de que haja algum
sistema eficiente de excrecdo de aldeidos nos tecidos dos peixes, que 0s encaminhem
para as branquias, de modo a que sejam diretamente eliminados na dgua. O aumento do
MDA na branquia (Figura 22), apenas, pode ser um indicio de que isso ocorra de fato,

no entanto, mais estudos sdo ainda necessarios para corroborar essa hipétese.



-70 -

Figura 25: Grafico da quantidade de MDA em amostras de figado e sangue, niveis de GSH total e
atividade da ALDH em figado em amostras de lambari Astyanax altipanae injetados com solugdo de
MDA 10 mg/kg de peixe (tratado), experimento com coleta de grupo no tempo zero, uma hora e 12 horas
apos a exposicao.
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Nota: Dados expressos em média e desvio padrdo. @ indica diferencga estatistica com relagdo ao grupo
controle p<0,05). Para MDA (figado) e ALDH foi utilizado ANOVA one-way seguida por Fisher LSD
para teste estatistico. Para MDA (sangue) e GSH-total foi utilizado Kruskal-Wallis seguido de Dunn’s
para teste estatistico.

O experimento de 12 horas com injecdo intraperitoneal de MDA foi realizado
para observarmos as respostas frente a exposicdo ao MDA em um tempo menor do que
0 exeperimento anterior de 5 dias, visto que neste experimento o MDA sé tenha
aumentado na branquia apos este experimento. E sabido que o MDA é extremamente
reativo e uma vez formado pouco tempo permanece em sua forma livre. Ele pode ser
metabolizado, reagir com as proteinas ou DNA formando adutos que resultam em
danos moleculares, ser metabolizado pela aldeido desidrogenase e convertido a acetato e
posteriormente a CO2 e H20., pode sofrer acdo da fosfoglucose isomerase responsavel

por metabolizar o MDA citoplasmatico a metilgioxal e D-Lactato por enzimas do
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sistema da glioxalases usando GSH como cofator ou ainda, Ultima porcdo ainda pode
ser excretada na urina na forma de eminais de lisina e serina (AYALA; MUNOZ;
ARGUELLES, 2014). Neste experimento, a figura 25 mostra que o MDA reduziu
significamente em sangue e figado apds 12 horas de exposi¢do quando comparados com
0 grupo zero (grupo coletado imediatamente apos receber a dose de MDA). No figado,
ndo foi observada alteracdo da atividade da ALDH (figura 25), essa diminuicdo do
MDA pode ser explicada por outras rotas metabdlicas que eliminam este aldeido, como
sua excrecao.

A figura 26 traz os dados obtidos de MDA nas aguas coletadas nos tempos (zero,
1, 12 e 24 horas) em peixes que receberam doses de MDA, como se pode observar, ha
um aumento significativo de MDA na agua com o decorrer do tempo experimental,
assim esses dados confirmam uma das hipdteses levantada pelo grupo de que, a

diminuicdo de MDA pode estar relacionada com sua excregao.

Figura 26: Gréfico referente a MDA em agua nos tempos de zero, 1, 12 e 24 horas em peixes Astyanax
altiparanae que receberam dose de 10 mg/Kg de MDA.
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Nota: Dados expressos em média e desvio padrdo. 2 indica diferenca estatistica com relacdo ao grupo
controle p<0,05) foi utilizado Kruskal-Wallis seguido de Dunn’s para teste estatistico.

Figura 27: Grafico da atividade da GST, GPx e G6PDH e quantidade de peroxidos lipidicos (FOX) em
amostras de figado de lambari Astyanax altipanae injetados com solucdo de MDA 10 mg/kg de peixe
(tratado), experimento com coleta de grupo no tempo zero, uma hora e 12 horas apés a exposicao.
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Nota: Dados expressos em média e desvio padrdo. @ indica diferenga estatistica com relagcdo ao grupo
controle p<0,05). Estatistica: Para GST e FOX foi utilizado ANOVA one-way seguida por Fisher LSD
para teste estatistico. Para GPx e G6PDH foi utilizado Kruskal-Wallis seguido de Dunn’s.

Ainda neste experimento, a figura 27 mostra que houve um aumento da
atividade no figado da GPx, responsavel por oxidar a glutationa, de modo que

observamos uma diminui¢do da GSH total (Figura 25) e uma diminuicdo da atividade
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da GST (Figura 27) que utiliza esse tripepitidio. A GSH pode ter sido utilizada no
sistema da glioxalases que utilizam glutationa com cofator (AGADJANYAN;
DMITRIEV; DUGION, 2005) e ainda utilizada para ceder os elétrons para a GPx
(NORDBERG; ARNER, 2001) acarretando em sua diminui¢do. A GST também teve
sua atividade diminuida, o que é esperado, uma vez que falta GSH no meio celular.
LONG e colaboradores (2009), observaram que 0 MDA sendo um produto capaz
de oxidar amino &cidos, carboidratos e DNA pode gerar ERO causar dano oxidativo, ele
foi capaz de inibir a atividade da SOD e diminuir niveis de GSH reduzida. A
porcentagem de ERO aumentou 200 vezes e 0s niveis de GSH diminuiram nas maiores
concentracdes de MDA, este estudo foi realizado em mitocondria de cérebro de rato.
Assim como em nosso experimento de 12 horas (figura 25) uma diminuicdo na
quantidade de GSH em figado. Long, ainda sugere que essa diminuicdo de GSH esteja
relacionada com modificacbes em grupos nucleofilicos de proteinas provocada pela
reacdo com MDA. Fortalecendo a hipo6tese ha uma relacdo entre os niveis de GSH e a

quantidade de MDA no tecido.
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Figura 28: Tabela das atividades enzimaticas da GST, GPx, G6PDH e CAT em amostras de figado e
branquia de Astyanax altipanae no experimento in vitro, incubados com MDA.

Atividades enzimadticas em amostras de figado e branquia de Astyanax altiparanae em exposigio in
vitro com malondialdeido por 5 minutos

Tecido Tratamento GST® GPx® G6PDE® CAT*

Brinquia conmtrole  0.134 = 0.008 0.094+0.014 0.019 = 0.004 8745+ 0414
100uM  0.136+0.015 0.077+0.012 0.008 = 0.003 7.931+0776
1 mM 0.130 £ 0.009 0.086 +0.022 0.013 £0.006 8.154+0.802
10mM  0.125+0.020 0.097 £0.011 0.015 £0.006 7.813+0.288
100mM  0.073+0.019 0.091 +0.008 0.024 £0.013 8713+ 1.159

Figado controle  0.163 +0.064 0.290 + 0.039 0.023 £ 0.004 16.164 = 1.001
100uM  0.291+0016 0.251+0.142 0.018+0.005  14.168 =0.444°
1mM  0.298 +0.008 0.325+0.169 0.018+0.007  13.196+1.403"
10mM 0202+ 0.044 0.272+0.102 0.020+0.006  13.459+1.700°
100mM  0.071+0.035 0.296+0.110 0.025+0.009  13.078 £1.073"

Nota: Dados expressos et média = desvio padrio.
® Atividade expressa em U mg” proteina
© Atividade expressa em mU mg” proteina

* Diferenca significativa em relagio ao grupo conrole

Para CAT (figado), GST ( branquia), GEPDH (branquia e fizado) foi utilizado ANOVA one-way seguida por Fisher
LSD guando teve diferenca estatistica.

Para CAT (figado), GST (branquia) e GPx (figado e branquia) foi utiizado Kruskal-Wallis seguido de Dunn’s. quando
teve difernga estatistica.

Interessante notar que a GPx teve sua atividade diminuida apds 5 dias de
exposicdo ao MDA (Figura 23) enquanto que sua atividade foi aumentada apds 12 horas
de exposicdo (Figura 27). Visto que no experimento in vitro ndo houve variacdo desta
antioxidante em qualquer das concentracdes utilizadas de MDA durante a incubacéo
assim como observado também para G6PDH (Figura 28). Esta ultima deve sua
atividade diminuida apos exposicao de 12 horas (Figura 27). Com isso podemos inferir
gue o MDA pode estar promovendo um aumento das ERO que por sua vez esta
provocando alteragfes nas atividades destas enzimas. A GST ainda que ap06s 12 horas
mostrou-se diminuida (Figura 27), in vitro aumentou sua atividade nas duas maiores

concentragdes do aldeido (Figura 28).
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Figura 29: Gréafico da atividade da GST, GPx, CAT e G6PDH, quantidade de peréxidos lipidicos (FOX)
e MDA em amostras de branquia de lambari Astyanax altipanae injetados com solucdo de MDA 10
mg/kg de peixe (tratado), experimento com coleta de grupo no tempo zero, uma hora e 12 horas apoés a
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grupo controle p<0,05). Para GST e G6PDH foi utilizado ANOVA one-way para teste estatistico. Para
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CAT, GPx, MDA, GSH e Fox foi utilizado Kruskal-Wallis seguido de Dunn’s quando apresendou
diferenga significativa.

A figura 29 traz a resposta dos parametros avaliados no experimento de 12
horas, como é possivel notar, ela ndo apresentou alteracfes significativas, exceto o
aumento da atividade da CAT. Isso pode ter ocorrido devido ao pequeno tempo de
experimento, a dose injetada intraperitonealmente pode ter atingido o figado primeiro,
uma vez que é ele € o principal 6rgdo de detoxificacdo, eliminando esse MDA de outras
formas visto que com o passar das horas houve uma diminuicdo do aldeido neste 6rgédo

assim como no Sangue.
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5. Conclusodes

Nossos resultados, levando em consideracdo o lambari Astyanax altiparanae, as
concentracOes utilizadas dos metais de 40 pg/L e 100 pg/L para cddmio e cobre, as
concentragdes de 0,001 mL/L, 0,01 mL/L e 0,1mL/L de B5 e a dose de MDA 10 mg/kg,
mostram que as enzimas antioxidantes ndo sdo as responsaveis pela diminuicdo da
quantidade de MDA, visto que nos grupos onde ocorreram tal diminuicédo, elas néo se
alteraram significativamente de tal forma que pudéssemos afirmar tal relacéo.

Os testes in vitro mostram que o MDA inibe a atividade da catalase, e que outras
enzimas estudadas (GPx e G6PDH,) ndo apresentaram qualquer modificagdo com o
aumento da concentragdo de MDA. Apenas a GST mostrou-se induzida em com
concentracdes baixas do aldeido, sugerindo que mesmo o MDA sendo uma molécula
pequena, em baixas concentragdes, poderia estar sendo metabolizado por esta enzima.

A diminuicdo de MDA no experimento com B5 esté relacionada com o aumento da
ALDH, podemos concluir que o B5 induziu a atividade da ALDH e esta diminuiu o
MDA, que estava em niveis basais, visto que ndo houve PL nestes grupos. Os
experimentos com injecdo intraperitoneal mostraram que o MDA por si s6 ndo é capaz
de ativar a atividade desta enzima, mais uma vez ativada ela pode diminuir este aldeido
no meio celular fazendo com que ele seja expelido na respiracdo celular na forma de

CO..
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Assim como em trabalhos anteriores, vimos no experimento de 5 dias e
confirmamos com o experimento in vitro que o MDA foi capaz de inibir a atividade da
ALDH em concentrag¢fes mais elevadas.

A branquia ndo possui atividade da ALDH e isso faz com que ela tenha outros
meios de metabolizar o MDA formado ap6s a PL, estando ela em contato direto com
meio externo, acreditamos que ela seja capaz de eliminar o MDA excedente produzido
na PL, o experimento com B5 confirmou que houve PL em todos esses grupos,
entretanto somente no grupo de maior concentracdo vimos aumento de MDA. Esse
MDA foi liberado na agua, confirmamaos isso, por meio da analises de MDA na agua.

A excrecdo de MDA ¢é uma importante rota de seu metabolismo, o trabalho mostrou
que o peixe foi capaz de excretar esse aldeido toxico para 0 meio externo. Assim, o
préximo passo é saber em qual forma este MDA excretado no meio, para isso mais

estudos serdo necessarios.
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AVA

A'#Xe' UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA
u nesp ‘JULIO DE MESQUITA FILHO"

Campus de S3o José do Rio Preto

COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS - IBILCE/UNESP-CSJRP

CERTIFICADO

Certificamos que o projeto de pesquisa intitulado “Metabolismo do
Malondialdeido em peixes: Implicagdes na avaliagdo da peroxidacdo
lipidica como biomarcador de contaminagdo aqudtica”, protocolo n°.
103/2014 - CEUA, sob a responsabilidade do Professor Doutor Eduardo
Alves de Almeida, que envolve a producdo, manutengdo e/ou utilizagao
de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata, para fins de
pesquisa cientifica, encontra-se de acordo com os Preceitos da Lei n°
11.794, de 08 de outubro de 2008, do Decreto n° 6.899, de 15 de julho de
2009, e com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da
Experimentagdo Animal (CONCEA), e foi aprovado pela COMISSAO DE
ETICA NO USO DE ANIMAIS (CEUA), do IBILCE/UNESP, em reunido de 04 de
maio de 2015.

Vigéncia do Projeto 10/03/2014 a 10/03/2016

Espécie/linhagem Peixe/Astyanax sp.

N° de animais 225

Peso/ldade 9 gramas/ adulto

Sexo Nao especificado

Origem Lojas de iscas da cidade de S&o
José do Rio Preto/SP

Sdo José dq Rio Pretq, 06 de maio de 2015.

— “

4 U{ \quxxj 5 N
Prof. br. Luiz Henrique Florindo Ags. L ULN
Presidente da|CEUA

Instituto de Biociéncias, Letras e Ciéncias Exatas - Comissdo de Etica no Uso de Animais

Rua Cristovdo Colombo, 2265 - Jardim Nazareth - CEP 15054-000 S&o José do Rio Preto - SP - Brasil
Tel: 17) 3221-2428 / 3221-2563
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ALDH
B0,001
B0,01
BO,1
B5
CAT
CDNB
ERO
FOX
G6PDH
GPx
GSH
GST
HPLC
LOOH
M100
M40
MDA
Mn-
SOD
NPL
PL
SOD
TBA

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

Aldeido desidrogenase

5% Biodiesel na concentracdo experimental de 0,001 mL/L
5% Biodiesel na concentracdo experimental de 0,01 mL/L
5% Biodiesel na concentracdo experimental de 0,1 mL/L
Combustivel com 5% de biodiesel e 95% de 6leo diesel
Catalase

1-cloro-2,4-dinitrobenzeno

Espécie reativa de oxigénio

termo utlizado para o ensaio que mede peroxidos lipidicos
Glicose-6-fosfato desidrogenase

Glutationa peroxidase

Glutationa na forma reduzida

Glutationa S-transferase

High performance liquid chromatography

Peroxidos Lipidicos

Mistura de Cd e Cu na concentracdo 100 mg/L

Mistura de Cd e Cu na concentracdo 40 mg/L
Malondialdeido

Superoxido dismutase dependente de manganés
N-propenal-lisina

Peroxidacéo lipidica

Superéxido dismutase

Acido Tiobarbitdrico
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