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Resumo

Phrynops geoffroanus (Testudines: Chelidae) comp&e um grupo de répteis tolerantes a
ambientes com variacdes na disponibilidade de oxigénio, representando um excelente
modelo para estudos que visam compreender 0s mecanismos fisiologicos e bioguimicos
que envolvem a resisténcia ao estresse oxidativo e dano celular. Esses mecanismos
permitem a sobrevivéncia em situacfes de privacdo de oxigénio, bem como a
consequente reoxigenacdo dos tecidos, situacdo conhecida por liberar as chamadas
espeécies reativas de oxigénio (ERO), um grupo de moléculas capaz de interagir com
outros componentes celulares. As ERO, quando em excesso, podem ser prejudiciais ao
organismo, podendo levar a oxidacdo de componentes essenciais da célula, como
proteinas, DNA e acidos graxos. Os quel6nios possuem alta capacidade antioxidante,
capaz de combater os efeitos deletérios das ERO e, consequentemente, sobreviver de
forma adequada apds o periodo que estiveram sob estresse. Com isso, este estudo
consistiu na avaliagdo dos mecanismos de acdo antioxidante que atuam apoOs a
reoxigenacdo decorrente de um periodo de hipoxia induzida em P. geoffroanus,
buscando avaliar a atividade dos principais agentes antioxidantes, assim como a
existéncia de dano celular em cérebro, coracdo, figado e pancreas. Foram utilizados 20
individuos adultos coletados no rio Preto, pertencente a bacia Turvo/Grande, na cidade
de S&o José do Rio Preto, Sdo Paulo. Os animais foram aclimatados por 120 dias, e,
apos esse periodo, foram realizados os experimentos de normoxia e reoxigenagdo, em
temperaturas controladas de 27°C e 17°C, correspondente a amplitude térmica do rio
Preto durante o ano. Os tecidos dos animais foram coletados para posterior analise da
atividade das enzimas catalase, glutationa redutase, glutationa S-transferase e glutationa
peroxidase, além de uma andlise dos niveis de peroxidacdo lipidica, por meio da
quantificacdo do malondialdeido. Diferentemente do que era suposto, a maior atividade
das enzimas avaliadas ndo foi observada em todos os tecidos expostos a reoxigenacao.
Observou-se a existéncia de dano celular decorrente da peroxidacdo lipidica, em
especial nos organismos expostos a reoxigenacdo, evidenciando que o dano existe,
apesar de baixo, quando comparado a outros animais. Os resultados obtidos neste
trabalho, ndo somente poderdo elucidar questdes referentes a conservacdo de uma
espécie muitas vezes negligenciada, mas também auxiliar no melhor entendimento
sobre a historia de vida, bioguimica e biologia celular desses animais, assim como na
compreensdo dos mecanismos de reparo do estresse oxidativo.

Palavras-chave: Estresse oxidativo, atividade enzimética, Chelidae



Abstract

Phrynops geoffroanus (Testudines: Chelidae), comprises a group of reptiles that are
tolerant to variations in environmental oxygen availability. Due to this characteristic,
they are considered an excellent model for studies that aim the understanding of the
physiological and biochemical mechanisms involved in the resistance to oxidative stress
and cell damage. During its evolution, some turtles have developed mechanisms that
allow them to survive the oxygen deprivation and consequent reoxygenation of tissues,
a condition known to release the so-called reactive oxygen species (ROS), a group of
molecules that are capable of interacting with other cell components, in some cases,
leading to oxidation of essential cell components, such as proteins, DNA, and fatty
acids. These mechanisms are related to turtles high antioxidant capacity, that are able to
combat the deleterious effects of ROS and, thus, adequately survive after the period
they were under stress. Therefore, this study aimed to understand the antioxidant
mechanisms that act in the organism after the reoxygenation, due to the previous period
of induced hypoxia in P. geoffroanus. We evaluate the activity of some antioxidants
enzimes, as well as the existence of cellular damage in brain, heart, liver and pancreas.
20 individuals were collected in Preto river, that belongs to the basin Turvo/Grande, in
the city of S&o Jose do Rio Preto, Sdo Paulo. The animals were acclimated for 120 days,
and, thereafter, the normoxia and reoxygenation experiments were conducted under
controlled temperatures of 27°C and 17°C, corresponding to the temperature range of
Preto river during the year. After the extraction of tissues, analysis of the enzymatic
activity of catalase, glutathione reductase, glutathione S-transferase and glutathione
peroxidase, as well as analysis of the levels of lipid peroxidation by quantification of
malondialdehyde, were performed. We concluded that the enzymatic activity was not
higher in all tissues exposed to reperfusion. It was observed the existence of cellular
damage due to lipid peroxidation, especially in organisms exposed to reoxygenation,
concluding that the damage exists, although it’s very low compared to other animals.
The results of this study do not can only elucidate conservation issues of a species often
neglected, but also contribute to a better understanding of the history of life,
biochemistry and cell biology in these animals, as well as the understanding of
oxidative stress repair mechanisms.

Keywords: Oxidative stress, enzymatic activity, Chelidae
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1. Introdugéo

Hipdxia pode ser definida como “escassez de oxigénio (O,)” (RICHARDS, 2011).
Um ambiente pode ser considerado hipdxico quando atinge nivel de concentracdo de O,
inferior a quantidade esperada na natureza. Desta forma, um ambiente aquéatico pode ser
considerado normoxico quando os niveis de O, mantém-se em 80% (aproximadamente
6 mg de O,L™ a 25°C), e hipéxico quando os niveis atingem aproxidamente 30%, o que
corresponde a 2 mgL " de O, (MUUSZE et al., 1998; WELKER et al., 2013).

A ocorréncia de hipoxia tecidual, ou seja, quando o tecido atinge o estado
fisiolégico denominado de hipoxemia, é atribuida a fatores como alteracdes em
mecanismos de transporte de O, anemia ou mesmo deslocamento do organismo para
areas com baixa concentracdo de O, (HILL et al., 2012). Certo grau de privacdo de O,
pode ser sustentado por todos 0s animais; no entanto, alguns apresentam maior
resisténcia a ambientes com baixa concentracdo de O, (HOCHACHKA; LUTZ, 2001).

Existem adaptac6es fisioldgicas, comportamentais e bioquimicas que permitem aos
organismos administrar o estado de hipoxia (RICHARDS, 2011). Duas estratégias
principais sdo utilizadas, enquanto o metabolismo ainda é totalmente aerébico, para
interagir com flutuacdes na disponibilidade de O,: o0s organismos considerados oxi
conformistas (1), como varios invertebrados marinhos, tem sua taxa de absorcdo de O,
dependente da concentracdo de O, no ambiente em que se encontram. Por outro lado, o0s
organismos oxi reguladores (2), como a maioria dos vertebrados, costumam manter
constante a absorcdo de O, independente da pressdo parcial de O, (PO,) do ambiente
(ABELE et al., 2007; WELKER et al., 2013).

Diferentes mecanismos fisiol6gicos ocorrem em animais tolerantes ou sensiveis a
variagOes na disponibilidade de O,. Enquanto os tolerantes contam com mecanismos de
conservacdo de energia, organismos sensiveis contam com vias de compensacdo de
energia (GORR et al., 2006).

Organismos sensiveis sofrem alteragdes fisiologicas para compensar a diminuigéo
da producéo de ATP, quando enfrentam condigdes de reducédo de oxigénio. Isto faz com
que vias metabolicas especificas sejam recrutadas, na tentativa de aumentar a producao

de ATP, o que, por consequéncia, ocasiona um desvio do metabolismo aerébio para
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anaerobio. Um rapido declinio na concentracdo de ATP causa despolarizacdo continua
da membrana, aumento da concentracdo de ions de célcio, ativagdo de proteases e morte
celular, em espécies sensiveis a hipoxia (LUTZ; MILTON, 2004; NILSSON; LUTZ,
2004).

Em contrapartida, algumas adaptacdes fisioldgicas e metabolicas estdo presentes
em organismos que suportam hipoxia grave por longos periodos. Os animais hipdxia-
tolerantes apresentam estratégias fisiologicos que conservam ATP por meio da alteracéo
do organismo para um estado hipometabdlico reversivel, em que as vias que utilizam
ATP s@o suprimidas durante as situacOes de restricdo ou auséncia do oxigénio
(BOUTILIER, 2001; HOCHACHKA; LUTZ, 2001, WELKER et al., 2013).

Como a maioria dos vertebrados, quel6nios aquaticos sdo animais aerobicos que
dependem de O, para suas fungbes vitais. Porém, também sdo conhecidos pela
capacidade de enfrentar periodos com pouca ou até mesmo nenhuma oxigenacgdo. Para
tal, possuem mecanismos bioquimicos e fisiol6gicos que permitem a sobrevivéncia em
situacOes de baixa pressdo de O,, dentre eles, a respiracdo auxiliar realizada pela pele,
epitélio bucofaringeal e/ou mucosa cloacal, que, associada a particularidades
circulatorias, possibilita a permanéncia desses animais por um longo tempo debaixo
d’agua (FEDER e BURGGREN, 1985; KING e HEATWOLE, 1994; JACKSON et al.,
2004; HILL et al., 2012); ajustes que estdo associados a neuroprotecdo do cérebro
(KRIVORUCHKO; STOREY, 2010, HILL et al., 2012); estocagem de glicogénio no
figado (KRIVORUCHKO; STOREY, 2010); utilizacdo do tecido esquelético para
tamponar os efeitos do acumulo de lactato e minimizar a acidose, e capacidade de
depressdo da taxa metabdlica para apenas 10%-20%, em comparacdo com a taxa
metabolica em aerobiose (KRIVORUCHKO; STOREY, 2010, 2015).

A respiracdo celular é um fator importante para a compreensdo da capacidade que
0s queldnios possuem de permanecer e sobreviver a ambientes e situacdes em que a
disponibilidade de O, € baixa ou restrita.

Naturalmente, na cadeia transportadora de elétrons, localizada nas cristas
mitocondriais, 0 O, sofre reducdo tetravalente, com aceitacdo de quatro elétrons,
resultando na formacdo de agua (H,O) e liberacdo de gas carbonico (CO,). Durante o

processo de respiracdo celular, ha formacéo de intermediarios reativos, como os radicais
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superoxido ('O;) e o peroxido de hidrogénio (H,O,) (NELSON; COX, 2014). Esses
intermediérios reativos sdo denominados espécies reativas de O, (ERO) (NELSON;
COX, 2014).

As ERO, portanto, sdo espécies quimicas presentes na maioria dos sistemas
bioldgicos, e ocorrem naturalmente em células eucaridticas, devido ao metabolismo
energético dependente do uso de oxigénio. Sdo produzidas de forma continua pela
respiracdo mitocondrial, além de outros agentes pro-oxidantes, sendo posteriormente
eliminadas pelo sistema antioxidante (BARREIROS et al., 2006; KRIVORUCHKO;
STOREY, 2010).

As ERO participam da sinalizacdo redox, o que significa que, em certo nivel, séo
essenciais para as fungdes naturais das células. Quando a presenca de pro-oxidantes e de
antioxidantes € proporcional, os niveis de danos oxidativos em biomoléculas sdo
considerados fisiologicos. (MONAGHAN et al., 2009; METCALFE; ALONSO-
ALVAREZ, 2010; WELKER et al., 2013).

Em condicBes naturais, os animais mantém um equilibrio entre geracdo e
neutralizacdo das ERO (WELKER et al., 2013). Entretanto, quando a taxa de producao
de ERO excede a capacidade da defesa antioxidante, uma situacao de estresse oxidativo
pode se estabelecer, levando a oxidacdo de componentes essenciais das células, como
proteinas, DNA e 4&cidos graxos (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1999). Moléculas
contendo ferro sdo consideradas um importante catalisador na oxidacdo de
biomoléculas, como mostram as rea¢des de Fenton e Haber-Weiss, como exemplificado
no quadro 1 (FERREIRA; MATSUBARA, 1997):

Reacdo de Fenton: Reacédo de Haber-Weiss:
Fe* + O, > Fe* + 0y” Fe** + 0, <> Fe*" + 0,
20;7+2H"— 02+ H,0, Fe”" + H,0, — Fe** + OH + "OH
Fe’* + H,0, — Fe** + OH + OH 0"+ H,0, — O, + OH + "OH

Quadro 1. Exemplificacdo das reages de Fenton e Haber-Weiss, em que as ERO reagem com o ferro,
um importante catalisador de biomoléculas. Retirado de Ferreira e Matsubara, 1997.
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Para protegerem-se contra os efeitos da oxidagdo, as celulas possuem um
sistema de defesa que pode atuar contra o agente oxidante antes que haja leséo celular.
Esse sistema € constituido por antioxidantes, como glutationa reduzida (GSH),
superdxido dismutase (SOD), catalase (CAT), glutationa peroxidase (GPx) e vitamina
E. Além desses, hd também sistemas que realizam acao reparadora, atuando ap0s a lesdo
ter ocorrido, como o acido ascérbico, glutationa redutase (GR) (FERREIRA,;
MATSUBARA, 1997), e glutationa-S-transferase (GST), dentre outros (STOREY,
1996). A figura 1 demonstra a liberacao de espécies de ERO pelo escape mitocondrial, e

a acdo de algumas enzimas para combaté-las.

H;-O + 03

GPx/ _
. i . . 2 o GSH/ —— =
Enzimas que contém flavina Cu.Zn-SOD Catalase | =

O, > 0, —> H,0, Prx

A fix-.‘:{)“! H,0}

Peroxidagdo lipidica F

Dano ao DNA ou proteinas

Figura 1. Esquema simplificado dos sistemas oxidativos e antioxidativos nas células. Radical superéxido
('0,) é formado no citossol, por enzimas que contém flavina (ex: FAD); e nas mitocondrias, devido ao
escape de elétrons provenientes da cadeia respiratéria. Duas moléculas de superéxido reagem
espontaneamente ou via SODs, produzindo peroxido de hidrogénio, o que permite que as ERO cheguem
aos compartimentos celulares. O peréxido de hidrogénio (H,0,) pode ser metabolizado formando agua e
oxigénio molecular por diversos sistemas enzimaticos, ou convertido a radical hidroxila ("OH), o qual é
muito reativo, por meio de reacdes catalisadas por metais, como demonstrado anteriormente pelas reaces
de Fenton e Haber-Weiss. Modificado de Nordberg e Arner, 2001.

Um exemplo desse processo ocorre em 6rgaos de mamiferos sujeitos a isquemia
e reoxigenacdo. Em tecidos de mamiferos submetidos a isquemia, com hipoxemia
progressiva, observa-se que o0 retorno a condicdo aerébia gera uma situacdo
potencialmente perigosa de superproducdo ERO, pois a taxa de formacdo dessas
espécies reativas sofre um grande aumento, imediatamente apos o retorno do oxigénio
(ZWEIER et al., 1987; BAKER et al., 1988).
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Um desequilibrio redox entre a formacdo de radicais livres e 0s niveis de
antioxidantes ocorre ap0s reoxigenacdo, resultando em estresse oxidativo, situacao que
requer a ativacdo das defesas antioxidantes (Figura 2). (VETTERLEIN et al., 2003;
WALSHE; D'AMORE, 2008; HERMES-LIMA et al., 2015).

Oxidagdo de

4+ biomoléculas e
ativagdo de
defesas
1 antioxidantes >
( ) . /\
ERO
0

Hipoxia Anoxia Reoxigenagdo

Fig. 2. Esquema simplificado demostrando a ativacio das defesas antioxidantes. A diminuicdo da
disponibilidade de O, faz com que ocorra hipoxia celular, ocasionando a liberagdo das ERO pelas
mitocondrias. Durante o periodo em andxia, ndo ha liberacdo de ERO, em decorréncia da auséncia total
de oxigenacdo. No entanto, durante a reoxigenacdo, a maior disponibilidade de O, consequentemente
ocasiona uma nova formacdo de ERO, e em maior quantidade. A liberacdo das ERO pode causar
oxidacdo de biomoléculas, sendo necessaria a ativagdo de defesas antioxidantes. Modificado de Hermes-
Lima e colaboradores, 2015.

Esse desequilibrio pode ocasionar outra situacdo potencialmente perigosa para as
células: a peroxidacdo dos lipideos. A peroxidacdo lipidica ocorre como consequéncia do
estresse oxidativo, e tem sido considerada uma das maiores causadoras da perda da fungéo
celular, pois acarreta alteracGes na estrutura e permeabilidade das membranas, podendo,
inclusive, resultar em seu rompimento e exposicdo do material celular. O processo de
peroxidacao lipidica ocorre em decorréncia da oxidacao de acidos graxos poli-insaturados,
0s quais sdo particularmente suscetiveis a ataques por ERO (VAN DER OOST; BEYER,;
VERMEULEN, 2003).
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Essa condicdo acontece apoOs a retirada de um atomo de hidrogénio dos &cidos
graxos por uma ERO. HA& formacdo de um radical lipidico, o qual pode reagir com o
oxigénio molecular, resultando na formacdo de um radical peroxil. Esse pode sequestrar um
atomo de hidrogénio de outro acido graxo adjacente, resultando em uma cadeia de rea¢fes
autocataliticas que levam a oxidacdo das membranas em hidroperoxidos lipidicos. Estes,
posteriormente, podem ser metabolizados enzimaticamente, produzindo uma série de
produtos de menor peso molecular, como cetonas e aldeidos, cujo principal é o
malondialdeido (MDA) (VAN DER OOST; BEYER; VERMEULEN, 2003; ANTUNES et
al., 2008, SILVA, 2011).

No entanto, diferente do que ocorre em mamiferos, quel6nios aquéaticos
desenvolveram mecanismos especificos que permitem sua adequacdo a situacbes de
privacao de oxigénio, 0s quais possibilitam a sobrevivéncia mesmo ap0s esses tipos de
estresse (STOREY, 2007; GORR et al., 2010).

E possivel encontrar diversas informacbes na literatura acerca das respostas e
mecanismos adaptativos que permitem longos periodos de submersdo andxica em
queldnios de agua doce, como em Chrysemys picta picta e em Trachemys scripta
elegans, tartarugas dulcicolas norte-americanas e de clima frio (WILLMORE;
STOREY, 1997; HERMES-LIMA et al., 2002; HOCHACHKA; LUTZ, 2001; LUTZ;
MILTON, 2004; WILLMORE; STOREY, 2005; STOREY, 2007; KRIVORUCHKO;
STOREY, 2010; PAMENTER etal., 2011).

A evolucdo da tolerancia natural a auséncia total ou parcial de oxigenacdo, dessas e
de outra tartaruga de agua doce, a Chrysemys picta bellii, pode ser atribuida a uma
capacidade incomum, porém muito bem desenvolvida, de ocasionar a entrada e o
retorno muito rapidos em estados estacionarios de depressdo metabdlica (HILL, 2012).
Esses animais, anaerobicos facultativos, utilizam o metabolismo anaerébico ndo s6 para
manter as taxas pré-existentes de producdo de ATP, mas para sustentar as taxas
reduzidas de energia durante a hipoxia (BOUTILIER, 2001).

A resisténcia ao estresse oxidativo pode ser correlacionada com a longevidade,
pois, organismos que sao tolerantes a algum tipo de estresse, geralmente ndo sofrem
danos causados por outros agentes estressores. Considerando que o envelhecimento é

muitas vezes caracterizado pela diminuicdo da capacidade de resisténcia ao estresse,
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seguido de degeneracdo celular, um animal que possui eficientes mecanismos de
protecdo ao dano oxidativo é mais propenso a minimizar os efeitos do envelhecimento
(KRIVORUCHKO; STOREY, 2010). Tal hipotese explicaria o fato de os queldnios ndo
aparentarem possuir o perfil de senescéncia observado em outros grupos, pois a taxa de
mortalidade ndo aumenta e a taxa de reproducdo ndo decresce com o0 avanco da idade
(FINCH, 2009).

As espécies endémicas da Ameérica do Sul ainda sdo pouco estudadas, até mesmo a
respeito de aspectos basicos da historia natural, e informaces a respeito de como essas
espécies se comportam frente a baixa oxigenagdo ndo sdo encontradas na literatura.

Phrynops geoffroanus (SCHWEIGGER, 1892), popularmente conhecido como
cagado-de-barbelas (Figura 3), € uma espécie dulcicola cuja distribuicdo geogréafica é
considerada a maior dentre todos os membros da familia Chelidae (VOGT, 2008).
Ocorrem em zonas tropicais e temperadas que abrangem, no territério brasileiro, regides
da bacia Amazénica no Par4 e Amazonas, em Rond6nia, Minas Gerais e S&o Paulo.
Habitam pequenos rios de correnteza, rios meandricos, lagos e canais poluidos do
perimetro urbano (VOGT, 2008).

A espécie é conhecida pela facilidade de sobrevivéncia em aguas poluidas, sendo
comumente encontradas ao longo da bacia hidrografica do Turvo/Grande, que abrange a
regido Noroeste do estado de S&o Paulo, onde se encontra 0 municipio de S&o José do
Rio Preto. A bacia do Turvo/Grande é considerada, ja ha alguns anos, a mais poluida do
estado (COMITE DA BACIA HIDROGRAFICA TURVO/GRANDE, 2014). Apesar
das condicGes, muitas vezes indspitas para outros tipos de organismos, o grande nimero
de espécimes encontrados pode estar relacionado a alta disponibilidade de alimento,
gerado por dejetos de esgoto urbano e biomassa em geral (VENANCIO et al., 2013).

Venancio e colaboradores (2009, 2010, 2013) sugerem que 0 aumento da
capacidade antioxidante, e consequente suporte ao dano oxidativo, estdo relacionados
com a adaptabilidade desses animais & contaminacao presente na bacia hidrografica em
questdo, indicando que a relagdo entre esses mecanismos e a presenga de contaminantes

ambientais pode ter implicacGes evolutivas.
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Fig. 3. Espécimes de P. geoffroanus. A) Espécime fotografado em seu ambiente natural, as margens do
rio Preto. B) Espécime coletado para os experimentos no laboratério. Fonte: propria autora.

As estacdes do ano e a variacdo da temperatura das aguas podem ser relacionadas
com o comportamento realizado por P. geoffroanus. Essa espécie pode ser facilmente
encontrada na superficie e nas margens do rio durante os periodos de sol,
principalmente durante a manha (VOGT, 2008). Porém, em estacBes mais frias, a
exemplo das tartarugas hipoxia-tolerantes como Trachemys scripta e Chrysemys picta,
que permanecem longos periodos embaxo d’dgua quando enfrentam baixas
temperaturas, o assoalhamento de P. geoffroanus diminui consideravelmente e, muitas
vezes, quando se vai a campo, € raro encontra-los.

Ha& uma relacdo entre temperatura e as condi¢cdes de disponibilidade de O,: em se
tratando de animais ectotérmicos, os queldnios, quando em contato com baixas
temperaturas, sofrem também diminuicdo do metabolismo (HILL et al., 2012). A
diminuicdo do metabolismo, associado a economia das reservas energéticas, resulta em
hipdxia tecidual (hipoxemia), pois a disponibilidade de O, para os tecidos € reduzida
(MADSEN et al., 2013).

Um exemplo do que ocorre com esses animais, nessas condicdes, é a adaptacdo
cardiovascular as baixas temperaturas, que consiste em um aumento na afinidade da
hemoglobina pelo O, independentemente de ATP, durante a aclimatacéo a hibernagé&o,
juntamente com reducdo da taxa de vasoconstricdo periférica no coragdo
(DAMSGAARD et al., 2013). No cérebro, ha também ajustes relacionados a supressao
metabdlica, os quais incluem a regulacdo das atividades dos canais idnicos, a
intensificacdo dos processos inibitorios do cérebro e a supressdo de processos

excitatérios, como, por exemplo, diminuicdo da atividade do receptor do N-metil-D-
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aspartato (NMDA) e supressdo da atividade neuronal do acido gama-aminobutirico
(GABA) (LUTZ et al., 2003; KRIVORUCHKO; STOREY, 2015).

A avaliacdo de tecidos, como coracdo, encéfalo, figado e pancreas de P.
geoffroanus, pode auxiliar em um maior entendimento em relacdo a influéncia da
temperatura e da condicdo de oxigenacdo no funcionamento de algumas enzimas
antioxidantes, além de possibilitar a compreensdo de questdes relacionadas a presenca
ou auséncia de dano celular causado pela peroxidacéo lipidica, em decorréncia dessas
duas condicdes.

Informacdes existentes na literatura, referente a outras espécies de tartarugas
dulcicolas (WILLMORE; STOREY, 1997; KRIVORUCHKO; STOREY, 2010), nos
levaram a acreditar que os indices de atividade das enzimas antioxidantes seriam
maiores nos tecidos dos animais que foram expostos a condi¢do de hipdxia, seguida de
reoxigenacdo. Em relacdo ao dano celular decorrente da peroxidacdo lipidica, o
esperado era que, devido ao fato de tartarugas dulcicolas possuirem diversos
mecanismos que reparam e/ou protegem danos causados pela auséncia total ou parcial
de oxigenacdo, os valores desse marcador seriam baixos ou até mesmo inexistentes.

A escassez de registros na literatura, em relacdo a tartarugas dulcicolas Sul-
Americanas, deve-se ao fato desses animais ndo constituirem um grupo de interesse
comercial. No entanto, tratando-se de uma espécie endémica, cujo habitat natural sofreu
modificacdes extremas ao longo dos anos, tornando-se indspito para muitas outras
espécies, € importante que se conheca dados sobre sua historia natural e mecanismos
bioldgicos utilizados como adaptativos. Estudos com essa vertente podem, ndo somente
contribuir para questdes de conservacdo de uma espécie muitas vezes negligenciada,
mas também auxiliar no melhor entendimento das estratégias de sobrevivér~i»

utilizadas por esses animais.
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2. Objetivos

2.1.0bjetivo Geral

Compreender os mecanismos de agdo antioxidante, por meio de valores de
atividade enzimatica, assim como a presenca ou auséncia de dano celular, ap6s inducéo

de hipdxia, seguida de reoxigenacdo, na espécie Phrynops geoffroanus.

2.2.0bjetivos Especificos

1) Avaliar o perfil de atividade das enzimas relacionadas a capacidade
antioxidante (CAT, GR, GST e GPx) em corac¢do, encéfalo, figado e pancreas, com
relacdo a temperatura e condicdo de oxigenacao;

2) Observar se houve ocorréncia de lesdo celular pela liberacdo de espécies
reativas de oxigénio ap6s reoxigenacgdo, por meio da avaliagdo da peroxidacdo lipidica
(MDA).
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3. Material e Método

3.1.Coleta e Alocacao dos Animais

Foram utilizados 20 espécimes adultos de P. geoffroanus, sem distincdo de
sexo, capturados no percurso do rio Preto, bacia hidrografica do Turvo/Grande, em
area localizada no perimetro urbano da cidade de S&o José do Rio Preto, Sdo Paulo
(20°47'01"S; 49°23'07"0). Todos os animais foram mantidos em tanques de fibra de
vidro (1000L) preenchidos com aproximadamente 500L de agua sem cloro, em
temperatura ambiente, com acesso ao fundo do tanque e plataforma seca para permitir
0 acesso a superficie. A alimentacgdo foi feita com carne bovina, peixe e racdo durante
0 periodo de aclimatacdo, que durou 120 dias. Esse periodo foi necessario para
possibilitar a descontaminacdo dos animais, visto que estes foram coletados em
ambiente conhecido pela intensa deposicdo de dejetos organicos provenientes de
captacdo de esgoto ineficiente. Os procedimentos realizados foram aprovados pela
Comisséo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Universidade Estadual Paulista
“Jalio de Mesquita Filho”, UNESP/IBILCE (No. 070/2013) e pelo IBAMA/SISBIO
(No. 37360-1).

3.2.Experimentos em Normoxia e Reoxigenacao

A Figura 4 demonstra de forma simplificada como foram organizados os

experimentos, em normaxia e reoxigenacao.

' 2
] 5 ANIMAIS
é A Norméxia 27°C
10 ANIMAIS \ y
——  Aclimatados emagua [ \
limpa a 27°C 5 ANIMAIS
k ) | Norméxia 17°C
L 7
20 ANIMAIS
' 2
4 N [ 5 ANIMAIS
10 ANIMAIS Hipoxia 27°C .
Aclimatados em agua |\ J Retorno a ]
—] limpa a 27°C ( ) Aerobiose
5 ANIMAIS
\ </ | Hipéxia 17°C
L 7

Figura 4: Fluxograma que representa como foram realizados 0s experimentos em nérmoxia e
reoxigenacao, nos espécimes utilizados no estudo.
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- Experimento em normoxia

O periodo em normoxia consistiu em permitir o livre acesso a superficie do
tanque, simulando o comportamento natural dos animais, porém, com as temperaturas
controladas. Apos os 120 dias de aclimatacédo, os individuos foram divididos em dois
grupos, totalizando 10 animais. Um grupo de cinco individuos foi mantido em tanque
com &gua limpa com temperatura de 27°C, controlada por aquecedores com
termostatos (Atman®, 110V), durante sete dias. Outro grupo, também com cinco
individuos, foi mantido em um tanque com agua limpa a 17°C, resfriada com a ajuda
de trés refrigeradores digitais (Chiller Gelaqua® 1/3 Hp), também durante sete dias
(Figura 5).

A variacdo, de aproximadamente 10°C, entre um grupo e outro, teve a
finalidade de verificar as possiveis diferencas existentes na acdo de enzimas
antioxidantes em temperaturas diferentes. As temperaturas foram escolhidas baseando-
se na amplitude térmica das aguas superficiais que foram determinadas no rio Preto ao
longo do ano por Melo e colaboradores (2009) e no fato de que o metabolismo do
animal é dependente da temperatura.

As temperaturas foram monitoradas com ajuda de termémetro liquido em vidro

(Incoterm®, escala -10°C +250°C, 300mm) durante todo o experimento.

Fig. 5. Tanques de fibra de vidro em que os animais ficaram alocados. A temperatura de 27°C foi
controlada com a ajuda de termostatos (A), e a temperatura de 17°C, com a ajuda de refrigeradores (B).
Fonte: propria autora.
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- Experimento em reoxigenagéo

Durante essa etapa, 10 individuos também foram coletados e armazenados em
tanques com agua limpa por 120 dias. Um grupo de cinco individuos foi mantido a
27°C com a ajuda de termostatos, e outro grupo a 17°C com a ajuda de refrigeradores,
ambos durante sete dias.

Para realizar o experimento de reoxigenacéo, foi necessério o borbulhamento de
nitrogénio liquido na agua, com a finalidade de garantir que os niveis de O, dissolvido
seriam baixos, a ponto de o ambiente aquatico do tanque ser considerado hipoxico
(30%) (WELKER, et al., 2013). Este procedimento foi fundamental para a realizagcdo do
experimento de submissdo a hipoxia, pois Phrynops geoffroanus, apesar de ser uma
espécie de respiracdo prioritariamente pulmonar, também é capaz de realizar trocas
gasosas por meio do tegumento cloacal (GOULART, 2004).

Dessa forma, o borbulhamento garante a situacdo de hipOxia necessaria para
responder as perguntas propostas neste trabalho. A literatura utilizada para embasar
metodologicamente esse experimento também salienta 0 uso de nitrogénio liquido para
realizacdo de testes com a tartaruga dulcicola norte-americana Trachemys scripta
elegans, espécie resistente a andxia, amplamente conhecida como organismo modelo
para estudos de estresse oxidativo (WILLMORE; STOREY, 1997).

Antes de iniciarmos o borbulhamento de nitrogénio liquido, a quantidade de O,
dissolvido na agua foi medida com a ajuda de um oximetro (Hanna® instruments). A
porcentagem de oxigénio dissolvido em ambos os tanques era de 80%. O
borbulhamento ocorreu durante 40 minutos, tempo suficiente para que os niveis de
oxigénio dissolvido chegassem a 30%, valor que ja caracteriza o ambiente aquético
como hipéxico (NILSSON; OSTLUND-NILSSON, 2004; VAQUER-SUNYER;
DUARTE, 2008; LEVIN et al., 2009). Apds o borbulhamento, foi colocada uma tela

que impedia 0s animais de acessarem a superficie (Figuras 6 e 7).
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Fig. 6: Representacdo esquematica do posicionamento da tela que impedia o acesso dos animais a
superficie durante o periodo em hipdxia induzida.

Fig. 7: A) Bombeamento de nitrogénio liquido nos tanques com a finalidade de diminuir a concentracéo
de O, dissolvido na &gua. A quantidade de O, dissolvido foi controlada com a ajuda de oximetro. B)
Animais durante o experimento de hipdxia, impedidos de acessar a superficie por uma tela, que ficava
embaixo d’agua, como mostra a figura 6. Fonte: prépria autora.

Os animais permaneceram em hipdxia durante 2 horas, em temperaturas
controladas de 27°C e 17°C. Durante todo esse periodo, os tanques foram monitorados,
para evitar que os animais empurrassem a tela e alcancassem a superficie. Apos esse
periodo, a tela foi retirada, e 0 acesso a superficie foi permitido. Durante 24 horas apds
a retirada da tela, os animais puderam acessar a superficie livremente, e, apos esse
periodo, foi realizada a eutanasia para coleta dos tecidos. O periodo de 24 horas foi

fundamental para permitir que a reoxigenacdo dos tecidos e avaliagdo da atividade
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enzimaética do sistema antioxiante e peroxidacao lipidica, como preconizado em estudo
realizado com tartarugas norte-americanas (WILLMORE; STOREY, 1997).

3.3. Coleta dos Tecidos e Avaliacdo Bioquimica

Apdls os experimentos em normoéxia e reoxigenacdo, os individuos foram
pesados e medidos em relagdo ao comprimento e largura da carapaca. A eutanasia
ocorreu por superdosagem do anestésico Thiopental® (60 a 100mg/Kg), etapa que
garante que o processo seja indolor ao animal. Em seguida, foram aplicados de 1 a
2mmol/Kg de cloreto de potassio (KCI), um ion cardiotoxico que produz fibrilacao
ventricular cardiaca e morte, entre 1 a 2 minutos (GUIA BRASILEIRO DE BOAS
PRATICAS PARA A EUTANASIA EM ANIMAIS). Posteriormente, realizou-se a
abertura do plastréo e cranio. A abertura do plastréo foi realizada com ajuda de serra
elétrica oscilatoria utilizada para corte de gesso (modelo 18018, Nevoni®), e a abertura
do cranio ocorreu manualmente com a auxilio de instrumentos cirurgicos, o que
possibilitou a integridade do encéfalo no momento da coleta.

Os tecidos coletados foram armazenados em freezer -80°C, e, posteriormente,
foram homogeneizados para realizacdo dos ensaios bioquimicos. O procedimento de
abate foi realizado de acordo com as normas estabelecidas pelo CEUA. Os tecidos
utilizados (encéfalo, coracdo, pancreas e figado) foram escolhidos com base na fungéo
que desempenham no organismo, a fim de avaliar como ocorre a agdo das enzimas
antioxidantes e o dano celular, na protecdo dos sistemas nervoso, circulatério,
digestivo e hormonal, quando esses tecidos encontram-se em situacdo de privacao de
0xigénio e posterior reoxigenagao.

Segundo Ferreira e Matsubara (1997), os métodos mais utilizados para afericao
indireta das ERO e, consequentemente, das lesdes oxidativas, sd&o 0s
espectrofotométricos e cromatométricos, que quantificam a atividade enzimatica de
SOD, CAT, GPx e GR e/ou a concentracdo de tripeptideos como GSH, GSSG, GST e
aldeidos, como MDA.

O material bioldgico foi adicionado em meio de reacdo especifico, para cada

enzima avaliada, e a variagdo da absorbancia por producdo ou consumo do substrato foi
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quantificada. Posteriormente, a taxa de variacdo da absorbancia foi relacionada com a
quantificacdo protéica, obtida pelo método de Bradford (1976), resultando no valor da

atividade enzimatica.

- Homogeneizagao dos Tecidos para os Ensaios Bioquimicos das Enzimas CAT, GPx e
GST:

Diluiu-se 100pL de inibidor de protease (PMSF) em 300mL de tampéao Tris-HCI
0,2mM (pH 7,5). 600uL dessa solucdo foram homogeneizadas com 150mg de tecidos
(proporcéo utilizada para eppendorfs de 2mL). A amostra, entdo, foi centrifugada
durante 20 minutos em 9.000 rcf a 2°C.

Separou-se 0 sobrenadante, e a amostra foi centrifugada novamente por 1 hora em
50.000 rcfa 1°C.

O sobrenadante (fracdo citosolica) foi coletado e distribuido em tubos de 0,5 mL
para avaliacdo das enzimas CAT, GST, GR e GPx.

- Avaliacdo Enzimética da Catalase (CAT) (BEUTLER, 1975, com modificacdes):

A atividade da CAT foi medida quantificando a velocidade de decomposi¢éo do
peroxido de hidrogénio (H,O,) pela enzima, por meio do decréscimo da absorbancia em
240 nm, a 27°C e 17°C.

O tampdo para a reacdo de CAT foi composto por Tris-HCI (1M) e EDTA
(5mM) em pH 8. O meio de reacdo foi composto pelo tampédo de CAT, H,0, e agua
ultra pura para ajuste da molaridade em 10mM.

Para avaliacdo da quantidade de amostra a ser utilizada no ensaio, também foram
testadas varias reacfes com volumes de amostras diferentes, a fim de identificar o
volume ideal para que a reagdo ocorresse de maneira linear e decrescente. Para 0s
animais em normoxia, a quantidade de amostra utilizada foi 5uL para coracdo, 1L para
encéfalo, 0,5uL para figado e 5uL para pancreas. J& em reoxigenacdo, a quantidade
utilizada foi 5uL para coracdo, 20uL para encéfalo, 1puL para figado e 5uL para

pancreas. Para CAT, ndo ha necessidade de utilizar o branco.
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- Atividade enziméatica da GR (Glutationa Redutase) (CARLBERG; MANNERVIK,
1985):

A atividade da GR foi medida com base no consumo do NADPH, que é
estimado por meio da variacdo de absorbancia e acompanhado a 340nm a 27°C e 17°C,
na presenca do substrato GSSG. A metodologia consiste na reducdo da GSSG a GSH
pela GR, por meio da oxidacdo do NADPH.

Para avaliacdo da quantidade de amostra a ser utilizada no ensaio, também foram
testadas varias reacOes, a fim de identificar o volume ideal para que a reacdo ocorresse
de maneira linear e decrescente. Para 0s animais em normoxia, as quantidades de
amostra utilizadas foram 10uL para coracdo, encéfalo e figado, e 20uL para pancreas.
Para os animais em reoxigenacao, 20uL para coracdom, encéfalo e figado, e 14uL para
pancreas.

O meio de reagédo consistiu de 20 pL de glutationa oxidada (GSSG), 20uL de
nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato, forma reduzida (NADPH) e 950uL de
tampdo Fosfato de Potassio 0,1M pH 7,5, EDTA 1mM. O branco foi composto por
10pL de tampdo Tris-HCI 20mM (pH 7,5), 70uL de meio de reacdo e 20uL de solucdo
de NADPH.

- Atividade enzimatica da GST (Glutationa S-transferase) (KEEN, 1976, com
modificacdes):

A partir da fragdo citosdlica obtida na homogeneizacdo dos tecidos, foi realizado
0 ensaio para avaliacdo da atividade enzimética da GST, baseando-se na reacdo GSH +
CDNB «> CDNB-SG + HCI.

A reacdo foi conduzida com tampao fosfato de potassio 0,2M, pH 6,5, GSH
200mM, CDNB 200mM e amostra. Para avaliacdo da quantidade de amostra a ser
utilizada no ensaio foram testadas varias reagdes com volumes de amostras diferentes
para cada tecido, a fim de identificar o volume ideal para que a reagdo ocorresse de
maneira linear e crescente, indicando o consumo do substrato. Desta forma, para os
animais em normoxia foram utilizadas as seguintes concentragdes, com volume final de
ImL: 20pL de amostra de coracdo e encéfalo, 1uL de amostra de figado e 6uL de

amostra de pancreas. Para 0s animais em reoxigenagdo, a quantidade utilizada foi de
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50pL de amostra de coracdo, 40uL de amostra de encéfalo, 1L de amostra de figado e
6uL de amostra de pancreas.

A analise espectofotométrica foi realizada a 17°C e 27°C para os tecidos dos
animais mantidos nessas temperaturas, e o comprimento de onda foi de 340nm. Um
branco foi utilizado para garantir o funcionamento da reagéo, consistindo na mistura de
10pL de tampéo Tris HCl 20mM (pH 7,5), 50uL de meio de reagdo de GSH e 50uL de
meio de reacdo de CDNB.

- Avaliacd@o Enzimética da Glutationa Peroxidase (GPx) (SIES et al., 1979):

Este método é baseado na medida do decréscimo da absorbancia, a 340 nm,
promovido durante a reducdo da glutationa oxidada (GSSG). A reducéo € catalisada por
GR em presenca de NADPH nas temperaturas avaliadas no estudo.

O ensaio foi realizado adicionando amostra homogeneizada a 10pL de peréxido
de terc-butila (128uL de tBOOH diluidos em 10 mL de tampao fosfato de potéssio 0,1
mM, pH 6,5) e a 980uL de meio de reacdo. O meio de reacdo foi preparado pela adicao
de 25mL de tampéo fosfato de potéssio 0,1mM, pH 6,5 10mL de EDTA, 15mL de agua
ultra-pura, 11pL de GR, 16 mg de GSH e 8,6 mg de NADPH.

Para avaliagdo da quantidade de amostra a ser utilizada no ensaio foram testadas
varias rea¢des com volumes de amostras diferentes para cada tecido a fim de identificar
o volume ideal para que a reacdo ocorresse de maneira linear e decrescente. Para 0s
animais em normoxia, utilizou-se 20uL de amostra de coracdo, 15uL de encéfalo, 10uL
de figado e 15uL de péncreas. Para 0s animais em reoxigenagdo, as quantidades
utilizadas foram 30pL de amostra de coracdo, encéfalo e pancreas, e 20uL de amostra

de figado. O branco utilizado consistiu em 990uL de meio de reacdo e 10uL de tBOOH.

- Quantificacéo de Proteinas Totais

A avaliacdo da proteina total foi realizada utilizando o método de Bradford
(1976). Para tanto, foi utilizado 995uL de reagente de Bradford e 5uL de amostra de
cada tecido avaliado. As amostras foram deixadas no escuro durante 20 minutos, e em

seguida a absorbancia foi avaliada a 540 nm. Para a curva padréo foram utilizadas cinco
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concentracdes diferentes de BSA (Bovine serum albumin), que foram avaliados em

conjuntos com as amostras.

- Avaliacao dos niveis de peroxidacéao lipidica (ALMEIDA et al. 2004):

Para avaliacdo dos niveis de peroxidacdo lipidica, 100mg de tecido foram
homogeneizados em 15 ml de sacarose a 0,25M, contendo 0,05% de
hidroxitoluenobutilado (BHT), afim de evitar a auto-oxidacdo. Em seguida, 200ul de
SDS a 10% e 500ul de TBA 0,4% diluido em HCI0,2 M foram adicionados a solucéo.

A mistura foi aquecida num banho de &gua fervente durante 60 minutos. Foi
analisada a presenca do produto formado entre malondialdeido (MDA), produto da
lipoperoxidacdo, e o acido 2- tiobarbitdrico (TBA), por meio de HPLC-UV em
532nm. A fase movel foi composta por solucdo de fosfato de potassio monobasico50
mM, pH 7,0 com 40% de metanol, bombeada isocraticamente (LmL/min). A
quantificagdo do MDA foi feita com base em uma curva padrdo, injetando-se
previamente, no HPLC, concentracdes conhecidas de padrdes de MDA derivados com
TBA.

3.4.Anédlise Estatistica

Os dados foram testados quanto a normalidade e homocedasticidade das
variancias por Shapiro-Wilk e Levene, respectivamente. Para avaliacdo da atividade
enziméatica entre as temperaturas, foram aplicados Teste t-Student para dados
paramétricos ou Mann-Whitney para dados ndo paramétricos, adotando nivel de
significancia de 5%. Os mesmos testes foram utilizados para avaliacdo da peroxidacédo
lipidica tecido-especifica nos animais em normoOxia e reoxigenacdo, nas duas
temperaturas. Para avaliacdo da influéncia da temperatura e da condi¢do de oxigenacao
(normoxia e reoxigenacdo) sobre o dano celular, foi realizado teste de ANOVA fatorial
(two-way ANOVA), complementado por Tukey. O software utilizado foi
STATISTICA®S.0 (StatSoft).
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4. Resultados e Discussao

O objetivo central desse estudo consistiu em avaliar o comportamento das
enzimas associadas a capacidade antioxidante, assim como o possivel dano celular, em
animais expostos as condi¢cdes de normoxia e reoxigenacdo. Para alcanca-lo, foi
necessaria a submissdo dos animais a hipoxia, uma situacdo cujos danos ainda nédo
podem ser encontrados na literatura, para a espécie P. geoffroanus. Desta forma, um
relato relacionado ao que se observou no comportamento dos espécimes, frente a
privacdo de oxigenacdo, faz-se necessario, colaborando com informacgbes sobre a

tolerancia desse animal a esse tipo de estresse.

4.1. Avaliagdo do comportamento de P. geoffroanus durante o experimento

de privacao de oxigénio

O periodo em hipdxia teve duracdo de 2 horas, em que se observou o
comportamento de P. geoffroanus em relacdo a privacdo de oxigenacdo. Apesar da
facilidade de encontrar estudos deste tipo na literatura com outros modelos animais,
como mostra a revisdo de Hermes-Lima e colaboradores (2015), dados a respeito do
comportamento e tolerancia de P. geoffroanus em relacdo a esse tipo de estresse ainda
sdo inexistentes. Desta forma, o referencial tedrico baseou-se no que é conhecido para
tartarugas dulcicolas que possuem comportamento natural de mergulho e hibernacao
durante épocas frias (KRIVORUCHKO; STOREY, 2010). Essas espécies conseguem
permanecer por até trés meses submersas em corpos d’agua, cuja superficie sofre
congelamento, suportando, ao mesmo tempo, diminuicdo da temperatura e da
disponibilidade de O, (WILLMORE; STOREY, 1997; JACKSON et al., 2004).

No entanto, em se tratando de uma espécie endémica de ambientes tropicais, P.
geoffroanus ndo necessariamente possui a mesma tolerancia e mesmo comportamento,
em comparacdo com as espécies de clima frio. Desta forma, o periodo em hipoxia serviu
ndo somente para efetuar o procedimento necessario para posterior averiguacdo do
possivel dano causado pela reoxigenagdo, mas também, como um registro do

comportamento do organismo de interesse.
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Presumia-se que, ao notar a privacdo de oxigénio, o comportamento dos
individuos consistiria em diminuicdo de atividades como o nado, a fim de diminuir a
taxa metabolica (STOREY, 1997; 2007). No entanto, observou-se que, em 27°C,
durante os primeiros 15 minutos em hipdxia, iniciou-se um comportamento agressivo,
em que os individuos mordiscavam e empurravam uns aos outros. Este comportamento
agressivo cessou aos 40 minutos, e 0s espécimes se mantiveram no fundo do tanque até
o final das duas horas, ndo respondendo aos estimulos de movimentacéo da 4gua, ou aos
estimulos fisicos (toques com auxilio de bastdes), realizados pelos experimentadores.
Quando a tela foi retirada, e 0 acesso a superficie foi liberado, os espécimes emergiram
a superficie, realizaram longa respiracdo e permaneceram letargicos por
aproximadamente uma hora ap6és o término do experimento, retornando ao
comportamento normal (nado e movimentacdo para superficie e fundo do tanque)
posteriormente.

Os animais mantidos a 17°C ja se encontravam no fundo do tanque quando a tela
foi colocada. A procura pela superficie ocorreu ap6s 15 minutos, bem como o
comportamento agressivo. No entanto, ap6s 25 minutos de observacao, 0s movimentos
cessaram, e os individuos permaneceram no fundo do tanque até o final do experimento.
Os animais mantidos em diferentes temperaturas evidenciaram importantes diferencgas
comportamentais. O tempo de percep¢do do impedimento do acesso a superficie e inicio
do comportamento agressivo foi o0 mesmo para os dois grupos experimentais (15
minutos). Entretanto, os animais mantidos a 27°C cessaram sua movimentacdo e se
posicionaram praticamente imdveis no fundo do tanque em um tempo cerca de 1,6
vezes maior que 0s animais mantidos a 17°C. Este dado sugere que 0s animais mantidos
em temperatura mais baixa podem entrar em estado hipometabolico mais precocemente
dos que os animais mantidos em temperaturas mais elevadas. O hipometabolismo, por
sua vez, relaciona-se diretamente com a tolerancia a hipoxia (KRIVORUCHKO;
STOREY, 2010; WELKER et. al., 2013).

O conhecimento do comportamento dos animais expostos a variagcbes na
temperatura e disponibilidade de oxigenacdo pode auxiliar na melhor compreensao do
que depois é observado, quando se analisa a acdo das enzimas antioxidantes e 0s

possiveis danos celulares.
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4.2. Andlise da atividade das enzimas antioxidantes

- Anélise da atividade enzimética em relacdo a temperatura

Os animais em normoxia e reoxigenacao foram submetidos aos experimentos em
temperaturas de 27°C e 17°C, que correspondem a amplitude térmica do rio Preto, em
perimetro urbano, durante o ano (MELO et al., 2009). Essa variagdo € importante, pois a
temperatura esta relacionada com os mecanismos de tolerancia a hipoxia existente em
muitas espécies, visto que a diminuicdo no metabolismo do animal ocorre,
normalmente, em conjunto com a diminuicdo da temperatura no local em que o animal
se encontra (HILL et al., 2012).

Os queldnios, organismos ectotérmicos, ajustam sua temperatura corporea
conforme a variacdo da temperatura ambiental, sendo que a diminuicdo do metabolismo
reduz a demanda de oxigénio, levando os tecidos a uma situacdo temporaria de
hipoxemia (LARSON et al., 2014).

Mecanismos que permitem a tolerdncia a baixas temperaturas, e,
consequentemente, a situacbes de privacdo de oxigénio, sdo bem conhecidos em
tartarugas dulcicolas norte americanas como Chrysemys picta bellii e Trachemys scripta
elegans, consideradas organismos modelos em estudo de resisténcia ao frio e baixa
oxigenacdo (STOREY, 2006). A auséncia de estudos relacionados a esses aspectos em
P. geoffranus dificulta o estabelecimento de respostas concretas relacionadas a
tolerancia desses animais a hipoxia e baixas temperaturas, porém, instiga-nos a entender
melhor suas adaptacdes, ndo s6 nessas condi¢des, mas também em relacdo ao ambiente
guente a que esses animais estdo submetidos na América do Sul, e, em especial, no
Brasil.

A atividade enzimética da CAT, GR, GST e GPx nos diferentes tecidos dos
animais expostos a temperaturas diferentes se encontram na tabela 1. Realizamos uma
comparacdo entre as temperaturas utilizadas no estudo, separadamente, nos
experimentos de normdxia e reoxigenacgao.

Nos tecidos dos animais em normoéxia, de modo geral, os valores médios das
enzimas apresentaram-se maiores em 27°C. A atividade da CAT mostrou-se maior a

27°C em relagdo a 17°C no péncreas, mas ndo mostrou diferenca estatisticamente
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significativa entre as temperaturas nos demais tecidos avaliados. Da mesma forma, a
atividade da GR e GST no figado, e GST no péncreas ndo apresentaram valores
estatisticamente diferentes entre as temperaturas. Houve diferencas na atividade da GPx
em todos os tecidos, e, em todas os casos, a atividade foi maior na temperatura de 27°C.

Nos tecidos em reoxigenacdo, houve diferenca estatisticamente significativa
somente para CAT, no encéfalo, e para GST, no coracdo e figado, sendo que, para CAT,

a maior atividade foi observada a 27°C, e para GST, em 17°C.

Tabela 1: Media e erro padrdo (EP) da atividade enzimética da CAT, GR, GST e GPx nos quatro tecidos
coletados de 20 individuos, comparando a atividade das enzimas nas temperaturas de 27°C e 17°C,
separadas pelas condicfes de normoéxia e reoxigenacao. Valores de p sem *: teste t-Student; valores com
*: teste de Mann-Whitney; nivel se significancia (p) <0,05, assinalado em negrito.

Atividade Coragéo Encéfalo Figado Pancreas
Enzimatica  (médiatEP) P (médiatEP) P (médiazEP) P (médiazEP) P
Norméxia  27°C  17°C 279C  17°C 27C  17°C 279C  17°C
CAT 13,07 11,93 343 2,50 . 7481 8322 550 4,79
Umgproty 061 071 2%® 4025 044 03 11921 1072 080 io15 021 002
GR 2854 19,89 3429 21,92 2773 2197 37,03 20,49
muimgprot) ~ #3.22 %047 902 1979 205 <001 33 4135 015 igsg sg5g 008
GST 18549 124,86 3196 2187 22055 229757 154,84 192,94
(muimgproty #1006 +850 001 1188 248 001 ipo75 o506 OBt ing3s 41695 02O
GPx 558 3,04 589 219 623 398 368 2,50
muimgproty 072 +051 %02 1021 +013 091 4031 049 001 igo9 +03g 001
Reoxigenacio 27°C  19°C 279C  19°C 279C  19°C 279C  19°C
CAT 2267 2412 . 593 215 5718 46,43 411 330 .
(Umgproty  +2.86 +1.06 00T 4183 025 <00 41047 +365 030 i0g5 032 040
GR 3644 32,46 2077 2831 . 2631 27,02 21,18 28,93 .
mUmgproty  +1.64 216 O 1220 224 OO yos0 4118 902 i1y 43ng 02O
GST 14753 98,67 147,57 167,2 . 89150 1462,07 132,65 181,81 .
mumgprot) 47,49 +450 <001 154 287 07 11170 6910 001" 11756 +1240 OO0
GPx 1895 17,13 1297 10,02 . 2443 2950 2847 2419
mUmgproty  +1.42 +180 0% 1473 2073 O 4388 252 930 4176 408 020

Em P. geoffroanus, a CAT é a enzima com maior atividade, chegando ao
maximo de 83,22 U/mg de proteina no figado, e 0 minimo de 2,05 U/mg de proteina, no
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encéfalo. Os altos indices de atividade estdo relacionados a fungdo que a CAT
desempenha na protecdo antioxidante no organismo. A CAT é uma hemeproteina
presente no citoplasma, que atua como catalisadora da reducdo do peroxido de
hidrogénio (H,O) em H,0O e O,. O H,0,, apesar de ndo ser, por definicdo, um radical
livre, devido a auséncia de elétrons desemparelhados na ultima camada, € um
metabdlito do oxigénio extremamente reativo, porque participa da rea¢do que produz o
radical hidroxila ((OH), considerada a ERO mais prejudicial ao organismo (FERREIRA,
MATSUBARA, 1997).

No coracdo, encéfalo e figado de P. geoffroanus, a CAT foi a Unica enzima que
ndo sofreu alteracdes quando comparou-se as duas temperaturas em normoxia. 1Sso
pode significar que a diferenca de 10°C entre as temperaturas talvez ndo seja suficiente
para gerar alteracdes na atividade dessa enzima, nesses organismos.

Diferencas foram observadas somente no pancreas em normdxia, em que a
atividade da CAT foi maior em 27°C (p = 0,02), 0 que talvez esteja relacionado a funcéao
do pancreas, que, por ser um 6rgao com funcéo de secrecdo hormonal e digestiva, pode
exercer maior atividade quando o animal encontra-se exposto a maiores temperaturas,
em que, comumente, 0 comportamento do animal é mais ativo e a busca por alimento
acontece em maior frequéncia. Essa situacdo pode significar que had necessidade de
maior oxigenacdo devido ao metabolismo, o que por consequéncia resulta na geracéo de
mais ERO, como o perdxido de hidrogénio, e, por isso, uma alta na atividade da CAT
nesse tecido.

Hé& dificuldade em encontrar estudos que avaliem a atividade enzimética no
pancreas, especialmente em répteis, restando apenas comparacdes com organismos
invertebrados, em que, na verdade, se avalia o hepatopancreas (HERMES-LIMA, et al.,
1998; HERMES-LIMA et al., 2015). Todavia, esses estudos sdo voltados somente a
condicdo de oxigenagdo, e ndo a variagdes enzimaticas associadas a alteragcbes na
temperatura. Desta forma, o relato do comportamento enzimético das temperaturas no
pancreas, apesar de pouco conclusivo, fornece informac6es que poderdo ser futuramente
utilizadas para comparagdes com outros animais.

Estudos com outros animais ectotérmicos, como peixes da espécie Robius

paganellos, buscaram observar a variagéo na atividade da CAT em resposta a aumentos
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na temperatura em que os especimes foram expostos. Para essa espécie, a atividade da
CAT aumentou conforme as temperaturas ficaram mais altas em mdusculo, figado e
branquias (VALDIVIA et al., 2014).

Quando as alteracBGes na atividade da CAT eram associadas a temperatura e
diminuicdo na disponibilidade de O,, as serpentes Thamnophis sirtalis mostraram
aumento na atividade dessa enzima conforme a temperatura diminuia, e, nas tartarugas
Trachemis scripta, a atividade da CAT diminuia conforme a temperatura diminuia
(HERMES-LIMA; SAVIN, 2002; LI, 2010). Em contrapartida, alteracdes na atividade
da CAT em diferentes temperaturas também foram observadas em hamsters (Cricetulus
barabensis) expostos a baixas e altas temperaturas. Neste caso, a atividade da CAT
aumentou conforme diminuia a temperatura a que os hamsters foram expostos, sendo
essa relacdo indiretamente proporcional e devida ao aumento metabolico dos
organismos endotérmicos, quando enfrentam baixas temperaturas (CHEN et al., 2014).

Essas comparacGes demonstram que a atividade da CAT é modulada de forma
diferente em cada organismo, de acordo com as adaptagdes que possuem, as
dificuldades térmicas que enfrentam, e 0 ambiente em que estdo inseridos. Em alguns
casos, enzimas como a CAT possuem atividade dependente da temperatura, podendo
apresentar atividade inversa ou diretamente proporcional a temperatura em que se
encontram.

Em relacdo a atividade da GR, houve diferenca entre as temperaturas avaliadas
no coracgdo, encéfalo e pancreas, em normoxia, sendo maior na temperatura mais alta em
todos os casos. Porém, em reoxigenacao, ndo foram observadas diferencas na atividade
dessa enzima entre nenhuma das temperaturas.

A GR tem a func¢éo de recuperar a GSH que foi oxidada a GSSG em decorréncia
da exposicdo ao agente oxidante. Este processo é importante para manter a integridade
do sistema de protecéo celular.

Ainda ndo ha informaces na literatura sobre a atividade da GR em P.
geoffroanus nessas condic¢des térmicas. Porém, em estudo realizado com a ra-da-floresta
(Rana sylvatica), conhecida por sua tolerancia ao congelamento, a atividade da GR
sofreu alteracbes de acordo com a temperatura, porém, diferentemente do que foi

observado em P. geoffroanus, houve aumento da atividade enzimatica conforme a
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diminuicdo da temperatura. Esse comportamento enzimético é denominado por alguns
autores como “preparacdo para o estresse oxidativo” (preparation for oxidative stress)
(HERMES-LIMA et al., 1998), visto que, durante o congelamento, a ra-da-floresta
atinge um estado de isquemia em seus tecidos. Desta forma, para essa espécie, 0
aumento da atividade dessa enzima atua protegendo o organismo das ERO que seréo
formadas durante a reoxigenacdo dos tecidos previamente congelados (JOANISSE;
STOREY, 1996).

Em Trachemis scripta elegans expostas a baixas temperaturas, que, inclusive,
resultaram em andxia com duracdo de cinco horas, observou-se um aumento na
atividade da GR no figado e musculo (HERMES-LIMA et al., 2015), situacdo que
também ¢é diferente do que foi observado em P. geoffroanus. Desta forma, ndo podemos
concluir que a atividade da GR foi afetada pela variacdo nas temperaturas utilizadas
nesse estudo. Provavelmente, a maior atividade dessa enzima, observada em coragéo,
encéfalo e pancreas dos animais em normdxia (27°C), faz parte do comportamento
enzimatico natural dessa condicdo. A auséncia de diferencas entre as temperaturas, para
todos os tecidos dos animais expostos a reoxigenacdo, pode significar que a variacao de
10°C, nessa condi¢cdo, ndo desempenha uma situacdo que necessita de recrutamento
dessa enzima para atuar no resgate da GSH nessas temperaturas.

Depois da CAT, a GST foi a enzima com maior atividade observada nos tecidos,
com niveis maximos de 2297,57 mU/mg de proteina no figado, e minimo de 124,86
mU/mg de proteina no coragao.

As GSTs pertencem a uma superfamilia enzimatica, multigénica, que catalisam a
adicdo nucleofilica do tiol da GSH em uma grande variedade de eletrofilos. Agem no
organismo assegurando protecdo, ndo apenas contra eletrofilos, que tendem a ser
toxicos para a célula, mas também contra os oxidantes que eles reduzem (WILLMORE;
STOREY 2005).

Estudos apontam a ocorréncia de aumento na expressdo da GST quando na
presenca de estresse termal, como ocorre no coragdo de Rana sylvatica, e em alguns
répteis, como em Chrysemis picta marginata, principalmente quando esses também sdo
expostos a periodos em andxia (STOREY, 2006; WELKER et al., 2013). No entanto,
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nota-se que em P. geoffroanus 0 mesmo ndo ocorreu, ou seja, a maior atividade dessas
enzimas foi observada na maior temperatura do experimento (27°C).

Houve diferencas na atividade da GST, entre as temperaturas, no coracao e
encéfalo em normoéxia, sendo maior na temperatura mais alta. Em reoxigenacdo, a
diferenga ocorreu entre as temperaturas de coragdo e figado, e, para os dois casos, a
atividade foi maior na temperatura mais baixa. Isso pode significar que, nos animais
expostos a reoxigenacao, essa enzima pode ter atuado como uma forma de protecédo
contra os danos causados pela diminuicdo de O,, possivelmente, atuando em conjunto
com a diminui¢do metabdlica decorrente da queda da temperatura.

A GPx foi a Unica enzima que teve sua atividade alterada entre as temperaturas
em todos os tecidos, nos animais expostos a condicdo normdxica. Assim como
observado em grande parte das condicdes e tecidos analisados, a maior atividade da
GPx também aconteceu na temperatura mais alta. No entanto, ndo houve diferencas na
atividade da GPx, entre as temperaturas, nos organismos do experimento de
reoxigenacao.

A GPx tem como funcdo catalisar a reducdo do H,O, ou hidroperdxidos
organicos em 4agua ou no alcool correspondente, respectivamente, utilizando a
glutationa reduzida (GSH) como redutor (URSINI et al., 1995). Essa enzima ajuda a
degradar baixas concentracfes de H,O,, ao contrario da CAT, que degrada o perdxido
de hidrogénio em altas concentracdes no organismo (WILLMORE; STOREY, 1997).

A atividade da GPx foi maior no figado em comparacdo com o0s outros tecidos, e
0os menores valores foram observados no encéfalo. No entanto, nos animais em
normdxia, mantidos a 17°C, observou-se gue a atividade da GPx foi menor em todos 0s
tecidos, principalmente no figado. Esses resultados permitem concluir que a atividade
da GPx sofre alteracGes em relacdo a temperatura. O aumento da atividade da GPx na
temperatura mais alta também pode ser devido ao comportamento ativo dessa espécie

em periodos de calor, como mencionado anteriormente.

- Analise da defesa antioxidante de acordo com a disponibilidade de oxigénio
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O comportamento das enzimas antioxidantes em animais que enfrentam
condicGes de privacdo de oxigénio sdo bem conhecidas em animais que também
enfrentam periodos de estresse térmico. A protecdo que é requerida para evitar danos
provenientes da falta de oxigenacdo, atrelada ao estado hipometabolico resultante das
diminuigdes de temperatura, consiste em um mecanismo bem desenvolvido nesses
animais. A auséncia de experimentacbes em P. groffroanus nos faz questionar se a
mesma resposta ocorreria neste animal, especialmente pelo fato de habitarem aguas
relativamente quentes, sem quedas drasticas na temperatura durante o ano.

Algo que é observado durante as coletas e pesquisas de campo realizadas pelo
grupo, é que, nos meses mais frios do inverno, P. geoffroanus parece alterar seu
comportamento em decorréncia da queda da temperatura. Os banhos de sol, que
acontecem normalmente durante as manhds e consistem em um comportamento natural
do grupo (VOGT, 2008), ndo sédo tdo recorrentes nessa época do ano.

Diferentemente de tartarugas dulcicolas de regiGes frias, espécimes de P.
geoffroanus ndo estdo expostos a grandes quedas na temperatura, a ponto de
permanecerem submersos por dias. Esses animais diminuem sua atividade, muito
provavelmente em decorréncia da diminuicdo na taxa metabdlica, quando enfrentam
temperaturas menores, especialmente durante o fim da tarde e noite (VOGT, 2008).

No entanto, a atividade pode continuar de forma usual durante as horas do dia
em que as temperaturas estdo mais altas, o que é refletido diretamente na atividade
enzimética, quando submetemos esses animais a privacdo de oxigénio seguida de
reoxigenacdo, condicdo que, conhecidamente, é potencial causadora de ERO, em grande
parte dos organismos.

Levando em consideracdo essas informacfes, optou-se por comparar 0S
resultados obtidos, separadamente, em cada uma das temperaturas do estudo. Desta
forma, analisou-se a atividade enzimatica dos individuos expostos a normoéxia e
reoxigenacdo, em 27°C e 17°C. Os resultados podem ser visualizados na tabela 2.

Na temperatura de 27°C, diferengas na atividade foram observadas para: CAT,
no coracdo, em que a maior atividade ocorreu em reoxigenacdo; GR e GST, no

pancreas, com maior atividade em normoxia; e GPx, em que houve diferencas em todos
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os tecidos, sendo que, em todos eles, a maior atividade foi observada nos individuos que
enfrentaram o estresse da privagao de oxigénio seguida de reoxigenacao por 24 h.

Na temperatura de 17°C, houve diferencas na atividade da CAT no coragédo
(maior em reoxigenacdo), figado (maior em normoéxia) e pancreas (maior em
reoxigenacdo). A atividade da GR foi maior no coracdo, figado e péancreas em
reoxigenacao, enquanto que, para GST, houve maior atividade em normoxia, tanto para
0 coracdo, quanto para o figado. A GPx apresentou diferenca entre as condicdes de
oxigenacdo em todos os tecidos, e, em todos 0s casos, a maior atividade foi observada

nos individuos expostos a reoxigenacao.

Tabela 2: Média e erro padrdo (EP) da atividade enzimatica da CAT, GR, GST e GPx nos quatro tecidos
coletados de 20 individuos, comparando a atividade das enzimas nas condi¢des de normodxia e
reoxigenacédo, separadas pelas temperaturas de 27°C e 17°C. Valores de p sem *: teste t-Student; valores
com *: teste de Mann-Whitney; nivel de significancia (p) <0,05, assinalado em negrito. N = normoxia, R
= reoxigenacao.

Atividade Coragéo Encéfalo Figado Pancreas

Enzimdtica  (médiatEP) P (média+EP) P (médiatEP) P (médiatEP) P
27°C N R N R N R N R

Umgpoy 2061 s285 00 s sigs O Mi;m si6er OB 15 sges O
o 35 L o 3BT 0w 2B D 0w U8 AR o
umgproy 41006 2749 0% 1188 11584 00 orsy sror <00 aogas sirss 090
mumopoy 072 114z 001 oo a7z 00 31 aggs OO oo g <001
17°C N R N R N R N R

Uropoy 01 +106 00 Gar s025 0% a0m wes OO g agm <001
Uiy 2047 1216 OO 05w 006 43 LG 002 iggy ighg <oor”
mumgproy 1850 4450 0% o4gs 187a O3 iomge0 seoa0 OO 1160y 1740 OO
Umgpoy 051 +180 OO Gm aghs 00T Ghy ey <00 [ g <001
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As enzimas em normoxia e reoxigenacao, responderam de formas diversas nos
tecidos avaliados, nas duas temperaturas. Para a GPx, 0s resultados mostraram
diferencas na condicao de oxigenacdo em todos os tecidos, tanto a 27°C, quanto a 17°C.

Uma possivel explicacdo para o fato da atividade desta enzima estar maior nos
tecidos que sofreram com a reoxigenacdo pode relacionar-se com um aumento na
quantidade de perdéxido de hidrogénio formado no periodo em que os tecidos foram
reoxigenados. Diversos estudos demonstram que a GPx é uma das enzimas que mais
apresenta aumento nos niveis de atividade, quando o organismo enfrenta situacdes
como hipoxia e anoxia (HERMES-LIMA et al., 2015).

Para impedir o dano oxidativo produzido pelo radical superoxido (+O;-), as
células contam com a enzima superoxido dismutase (SOD), para catalisar a reacdo que
transforma o *O,- em O, e peroxido de hidrogénio (H,O;), sendo este, entdo, reduzido
pela GPx (WILSON; COX, 2014). Dessa forma, podemos inferir que houve formagao
de ERO durante o periodo de reoxigenacao.

A CAT, outra enzima com funcdo de degradar o perdxido de hidrogénio,
também apresentou maior atividade no coracdo submetido a reoxigenacdo na
temperatura de 27°C. Na temperatura mais baixa, a CAT apresentou maior atividade em
reoxigenacdo para o coracdo, mas o figado e o pancreas apresentaram maior atividade
em normoxia. Como dito anteriormente, a GPx atua reduzindo o H,O, em menor
quantidade em comparacdo com a CAT. Isso pode significar que houve formacéo dessa
ERO, porém, os niveis podem ndo ter sido tdo altos a ponto de ocasionar um aumento
na atividade da CAT em todos os tecidos, como ocorreu com a GPx.

Os dados observados, quando se compara a atividade de todas as enzimas,
podem ser considerados discrepantes, e, na maioria das vezes, a maior atividade
enzimética foi observada nos individuos em normoxia. A atividade das enzimas é
varidvel nos tecidos, desempenhando maior ou menor atividade, e/ou, resposta
enzimética mais rapida ou mais lenta de acordo com a funcéo de cada um. Da mesma
forma que cada tecido responde de uma determinada maneira a hipoxia e reoxigenacao,
cada animal também responde a esse estresse de maneiras distintas.

Existe a possibilidade da atividade enzimatica j& estar normalizada ou em

processo de normalizacdo devido ao periodo de 24h de reoxigenacdo. Sendo assim, ndo
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foi possivel afirmar se houve maior ou menor atividade enzimética durante o periodo de
reoxigenacdo. No entanto, podemos supor que, no momento da coleta dos tecidos, ou
seja, 24 horas ap0s a exposi¢do a hipoxia, essa atividade ja pode ter sofrido decréscimo,
nos tecidos em que ndo se observou diferencas entre os tratamentos de normodxia e
reoxigenacdo. Outra possibilidade é que a defesa antioxidante ainda pode estar atuando,
naqueles tecidos em que se observou diferenga significativa entre os tratamentos
utilizados.

O fato da GPx ter mostrado diferencas na atividade entre as condi¢des de
oxigenacdo, sendo maior durante a reoxigenacdo, € um exemplo de que a defesa contra
as ERO ocorreu, visto que a liberacdo de perdxido de hidrogénio pode ser uma condicao
potencialmente danosa por possibilitar a producdo de EROs mais prejudiciais, como
mencionado anteriormente.

Além disso, o periodo de duas horas de hipdxia pode néo ter sido suficiente ao
ponto de ocasionar um aumento na producdo de ERO, quando os tecidos foram
reoxigenados. Desta maneira, ndo podemos dizer que ndo houve liberacdo de ERO,
porém, o tempo de exposicao a hipdxia, seguido das 24 horas de oxigenacdo, pode nao
ter sido suficientemente estressante ao organismo a ponto de ocorrer uma liberacéo téo

alta de ERO que necessitasse o recrutamento de todas as enzimas antioxidantes.

4.3. Avaliacao da Peroxidacdo Lipidica (MDA)

Na tabela 3 encontram-se os resultados da avaliagdo de MDA em cada amostra
tecidual, dos individuos em normoxia e em reoxigenacao, nas diferentes temperaturas. Nao
houve diferenca estatistica na producdo de MDA entre as temperaturas avaliadas no
estudo, tanto nos animais em normoxia, quanto nos animais em reperfuséo. Porém,
foram observadas diferencas entre as condi¢fes de oxigenacdo no coragdo, figado e
pancreas, sendo que, para todos os casos, a maior quantidade de MDA foi encontrada
nos tecidos dos animais que sofreram reoxigenacao, o que indica a existéncia de lesdo

celular.
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Tabela 3: Média e erro padrdo (EP) referente aos niveis de MDA quantificados nos tecidos avaliados nas
temperaturas e condigdes experimentais. £: significAncia do teste para avaliacdo da peroxidagdo entre
temperaturas de cada condicdo experimental; #: significancia dos testes da analise da peroxidacdo entre
normdxia e reoxigenacdo para cada temperatura avaliada. §: teste t-Student; *: teste Mann-Whitney. Nivel
de significancia (p) <0,05, assinalado em negrito.

MDA Coracéo c Encéfalo c Figado c Pancreas c
(pmol/mg) (médiatEP) P (médiatEP) P (médiatEP) P (médiatEP) P
27°C  17°C 27°C  17°C 27°C 17°C 27°C  17°C
Norméxia 5,07 464 053° 5959 2765 011* 10,07 1533 0,25* 1363 19,67 0,18°
(n=10) +0,24  +0,62 +1587 46,25 +424 4357 +137 3,87
27°C  17°C 27°C  17°C 27°C 17°C 27°C  17°C
Reoxigenacdo 31,60 14,74 007* 8649 57,10 0,16° 8106 3547 017* 1890 14,11 0,22°
(n=10) +10,17 +3,58 +1571 10,97 +20,84  +10,91 +141  +3,33
p* <0,01*  0,02* 0,26°  0,07* 0,01*  0,07* 0,02°  0,30°

Com o objetivo de verificar se existe influéncia da temperatura (27°C e 17°C)
associada a condicdo de oxigenacdo (normoxia e reperfusdo) na peroxidacdo lipidica,
foram realizados testes de ANOVA fatorial (two-way ANOVA).

Os resultados obtidos apos essa analise demonstraram que, no coracéo (p<0,01;
F =11,48) e figado (p<0,00; F = 14,21), a peroxidagdo lipidica ndo foi influenciada pela
temperatura, mas sim pelas condi¢des de oxigenacdo, resultando em um aumento na
producdo de MDA em reoxigenacdo, o que indica dano celular.

Quando os fatores temperatura e condicdo de oxigenacdo foram analisados
separadamente, com ajuda de teste t-Student e Mann-Whitney, ndo foram observadas
diferencas estatisticamente significativas nos niveis de MDA, no encéfalo. No entanto,
ao testar a associacao das condi¢cdes experimentais, temperatura e oxigenacao, notou-se
que a producdo de MDA neste tecido foi influenciada pela a condi¢cdo normdxica em
temperatura baixa (p = 0,04; F = 4,82), e pela condicdo de reoxigenacdo, em
temperatura alta (p = 0,03; F = 5,71).

Ao unir os resultados obtidos pelos testes t-Student/Mann-Whitney e two-way
ANOVA, podemos inferir que, apesar de os testes para duas amostras independentes
ndo mostrar diferencas entre as condi¢cBes de oxigenacdo, o teste two-way ANOVA
mostrou que a auséncia de oxigénio impactou a concentracdo de MDA no encéfalo,

demonstrando que a alteragdo na disponibilidade de O, é capaz de alterar os valores de
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MDA para esse tecido. No entanto, ndo é possivel comprovar que a existéncia desse
impacto tenha sido suficiente para ocasionar lesdo nas células enceféalicas, o que pode
ser confirmado pela auséncia de diferencas estatisticamente significativas quando
testou-se as duas amostras (normdxia e reoxigenacao).

A peroxidacéo lipidica é uma condi¢do dependente da existéncia de O, como
substrato. Como o O, € uma molécula apolar, sua solubilidade na por¢édo lipidica da
membrana é alta, o que faz com que a PO, na porcdo hidrofobica seja maior que a PO,
na porcdo aquosa do citosol (HERMES-LIMA et al., 2015).

Em nosso estudo, a maior producdo de MDA foi observada em organismos
expostos a reoxigenacédo, o que pode ser explicado pelo fato de ocorrer um aumento na
formacdo de ERO pelas mitocondrias, em especial <O,- e H,O,, na reentrada de O,
(HERMES-LIMA, 2004). Desta forma, a maior producdo de MDA observada no
coragdo, encéefalo e figado, pode ser decorrente da reoxigenagdo, demonstrando que
houve algum grau de leséo celular ocasionado apo6s a hipoxia.

A avaliacdo da peroxidacdo lipidica, associada a respostas oferecidas pelo
comportamento das enzimas antioxidantes, sdo capazes de fornecer explicacdes a alguns
danos, ou a auséncia deles, em células dos tecidos que se procurou estudar. Em geral,
organismos em que a acdo de agentes antioxidantes acontece em menor escala, sdo mais
suscetiveis a peroxidacao lipidica (DOYOTTE et al., 1997; COSSU et al., 2000).

Este ndo parece ser o caso de P. geoffroanus em relacdo a variacbes na
temperatura, pois a atividade enzimética observada nos animais tratados em normoxia
foi suficiente para atuar como forma de protecdo, evitando altos niveis de peroxidacao
lipidica nos tecidos avaliados (Tabela 3).

Nos animais em reoxigenacdo, em que houve diferencas em comparacdo aos
animais em normoxia, coracdo, figado e pancreas demonstraram que o dano celular
existiu. Para o encéfalo, que ndo apresentou diferencas na formagdo de MDA entre
normoxia e reoxigenagdo, esse resultado pode significar que a protecdo conferida as
células encefélicas foi eficiente, a ponto de impedir que a lesdo ocorresse, ou, que 0
momento em que realizou-se a coleta dos tecidos foi demasiadamente curto, a ponto de

o0 dano celular ocasionado pelas ERO néo ter conseguido atingir as células encefalicas.
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Os valores de peroxidagdo encontrados podem ser considerados inferiores em
comparacao a estudos realizados em mamiferos, e mostram-se semelhantes aos niveis
encontrados em T. s. elegans (WILLMORE; STOREY, 1996; LI et al.,, 2010),
demonstrando que, apesar de sofrer os danos, a protecdo celular de P. geoffroanus
aparenta ser suficiente ao ponto de evitar danos maiores, diferente de situagdes em que,
por exemplo, a producdo de MDA é 100x maior em situacdo de reoxigenacdo em
comparag¢do com normoxia, como observado em outros organismos (HERMES-LIMA
etal., 2015).

Alguns tecidos sdo mais suscetiveis a peroxidacdo lipidica, como € o caso do
encéfalo, para a maioria dos animais (LI et al., 2010). A privacdo de O, pode ser
considerada uma situacao catastrofica, especialmente para os mamiferos. A exigéncia de
ATP das células cerebrais desse grupo, por unidade de tempo, é muito maior que a taxa
na qual essas células sdo capazes de produzir ATP por vias aerébicas (HILL et al.,
2012). Quando h& uma limitagdo na disponibilidade de O,, a concentracdo de ATP nas
células cerebrais decai rapidamente. Essa situacdo causa um desequilibrio nas bombas
ibnicas dependentes de ATP, impossibilitando a polarizacdo normal da membrana, o
que ocasiona diversos danos, como, por exemplo, a incapacidade de produzir impulsos
nervosos (HILL et al., 2012).

Quando vertebrados, como aves e mamiferos de respiracdo aérea, mergulham
por longos periodos, ha necessidade de recorrer a glicélise anaerdbia. Ocorre, entdo,
uma subdivisdo metabolica em seus corpos, de modo que as reservas de O, sejam
preferencialmente distribuidas para o encéfalo, para que ele permanega em catabolismo
aerobio (HILL et al., 2012).

No entanto, alguns répteis, como os quel6nios, sdo capazes de tolerar andxia em
todo o seu organismo, incluindo o encéfalo, durante mergulhos prolongados. Eles
utilizam a depressdo metabolica do encéfalo para a manutencdo da integridade desse
tecido durante a privacdo de oxigenacdo. Para isso, as sinapses entre as células cerebrais
sdo suprimidas na auséncia ou limitacdo de O,, e a atividade bioelétrica mediada por
ions € reduzida, fazendo com que o cérebro permaneca ‘“eletricamente silencioso”
(HILL et al., 2012). Esse € o motivo pelo qual as tartarugas que mergulham por

periodos prolongados deixam de ser comportamentalmente alertas (HILL et al., 2012),
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atingindo um estagio de letargia, provavelmente semelhante ao ocorrido com P.
geoffroanus durante a exposicao a hipdxia, nesse experimento.

Devido a essa resposta, hd uma diminuicdo no bombeamento de ions no cérebro
e na polarizacdo da membrana. A necessidade de ATP para manter a integridade do
tecido é diminuida, o que permite que a glicolise anaerdbia atenda a quantidade de ATP
necessaria, evitando que as concentracGes cerebrais de ATP caiam (HILL et al., 2012).

Além disso, uma variedade de mecanismos de protecdo € ativada a nivel
molecular no encéfalo das tartarugas, incluindo aumento das proteinas heat shock,
fatores anti-apoptdticos e antioxidantes (KRIVORUCHKO; STOREY, 2010). Isso
condiz com a ideia de que a longevidade observada nos quel6nios estad diretamente
relacionada a alta capacidade antioxidante presente nesses animais, que atua como
protecdo contra a peroxidacao lipidica, o que significa que, provavelmente, existe uma
relacdo entre a agdo de enzimas antioxidantes e dano celular (LI et al., 2010;
KRIVORUCHKO; STOREY, 2010).

Desta forma, conclui-se que, em P. geoffroanus submetidos a hipoxia, seguida
de reoxigenacdo, a lesdo celular decorrente da peroxidacdo lipidica ocorre em alguns
tecidos, porém, em quantidades muito menores em compara¢do a outros animais
submetidos a0 mesmo tipo de situacéo (LI et al., 2010), o que refuta a ideia de que néo
haveria dano celular ap6s o estresse, mas corrobora a hipotese de que o dano seria
baixo, em comparacdo a outras espécies submetidas a condicBes semelhantes
(STOREY, 1997).

Os resultados obtidos nesse trabalho, em relacdo a peroxidacdo lipidica e a
atividade das enzimas antioxidantes, demostram que, assim como outras espécies de
queldnios, P. geoffroanus possui mecanismos fisioldgicos e bioquimicos de defesa,

capazes de auxiliar em situacdes de privacao de oxigénio.
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5. Conclusao

Apesar da atividade das enzimas antioxidantes ter sido maior em alguns tecidos dos
animais expostos a reoxigenacdo, ndo pudemos corroborar a hipotese de que essa
situacdo ocorreria em todos os tecidos dos animais expostos a essa condicao.

A atividade das enzimas foi menor em temperaturas mais baixas, e maior na
temperatura mais alta, na maioria dos tecidos em condi¢do de normoéxia. Porém, na
reoxigenacdo, esse padrdo ndo se repetiu. Desta forma, conclui-se que a atividade das
enzimas pode ser influenciada pela temperatura quando o animal estd em condicdes
normais de oxigenacgdo, porém, quando exposto ao estresse da privacdo de oxigénio, é
essa a condicdo que mais influencia na atividade das enzimas avaliadas, e ndo s6 a
temperatura.

Em relacdo a peroxidacdo lipidica, observou-se a existéncia de dano celular, em
especial nos organismos expostos a reoxigenacdo. Porém, a protecdo conferida pelas
enzimas € eficiente, pois, apesar de existir a lesdo, essa pode ser considerada baixa em
P. geoffroanus. Sendo assim, refutamos a hipdtese de que a protecdo antioxidante seria
capaz de impedir que o dano celular ocorresse, mas corroboramos a premissa de que a

protecdo seria eficiente a ponto de garantir que o dano fosse baixo.
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Apéndice A — Protocolos para ensaios enzimaticos

1)
2)
3)

4)

5)
6)
7)
8)

Homogeneizagdo de amostras teciduais

Pesar 150mg de amostra tecidual em eppendorf de 2mL

Pesar 0,00523g de PMSF e diluir em 1mL de etanol 100%

Adicionar 100uL de PMSF e etanol em 30mL de tampdo Tris-HCI 0,2mM
(pH7.5)

Homogeneizar com auxilio de um mixer as 1509 de tecido e 600uL do tampéo
Tris-HCI 0,2mM (pH7,5) + PMSF

Centrifugar durante 20 minutos em 9000rcf, a 2°C

Separar sobrenadante em eppendorfs proprios para uso em centrifuga
Centrifugar por 1 hora em 50000rcf a 1°C

Separar o sobrenadante em aliquotas

Obs: Caso seja necessario diluir as amostras para 0s ensaios enzimaticos, fazé-lo
adicionando tampao Tris-HCI 0,2mM (pH 7,5).
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Ensaio espectrofotométrico para CAT

Tampdo para Catalase: Pesar 0s seguintes sais juntos, adicionar os respectivos volumes

de &gua ultrapura e regular o pH para 8,0.

Tris HCI 1M:

121,19 para vol. total de 1L
30,27¢g para vol. total de 250mL
6,055¢ para vol. total de 50mL

EDTA 5mM:

1M = 292,29

SmM:

1,461 em vol. total de 1L
0,365g em vol. total de 250mL
0,07305g em vol. total de 50mL

Meio de Reacéo:
1) Adicionar 100uL de H,0, (concentracdo 30%) em 100mL de agua ultrapura,
de modo que a molaridade seja igual a 10mM
2) Desta solugdo de H,O, 10mM, retirar 10mL, para novamente ajustar a
molaridade.
3) Adicionar 5mL de tampdo de catalase aos 90mL restantes

4) Adicionar 4mL de &gua ultrapura

Ensaio

Reativos

Meio de reagéo (990 — X)uL
Amostra XuL

Leitura no espectrofotbmetro: 240nm
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Ensaio espectrofotométrico para GR

Reagentes:

Tampéo PO, 0,1M (pH7,0)
EDTA 1ImM

GSSG 125mM

NADPH 6mM

Preparo dos Reagentes

Preparo do tampéao PO, 0,1M (pH7,0):

Monobasico (KH,PO,):

1M = 136,09¢g/L; precisa-se de 0,1M, portanto, 13,09¢/L. Usa-se 6,804g desse
composto no preparo de 1L de solucéo.

Dibasico (K,PO,):

1M = 174,2g/L; precisa-se de 0,1M, portanto, 17,42g/L. Usa-se 8,71g desse
composto no preparo de 1L de solucéo.

Mistura-se o0s dois sais em um béquer com agua ultrapura (aproximadamente
800mL). Ajusta-se a solucédo para pH7,0, e completando com agua ultrapura até
1L.

EDTA 1ImM:
Ajustar molaridade para 1mM. Se 1M de EDTA for igual a 372,24g/L, deve-se

dividir esse valor pela metade, resultando em 0,186g para vol. total de 500mL.

GSSG 125mM:
Se 0 peso molecular for igual a 612,6, dissolve-se 76,58mg/mL no tampéo PO, .

Se 0 peso molecular for igual a 656,6, dissolve-se 82,08mg/mL no tampéo PO, .

NADPH 6mM:

Se 0 peso molecular for igual a 833,4, dissolve-se 5mg/mL em NaHCO3za 0,1%.
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Ensaio
Reativos
Tampédo PO, + EDTA (960 — X)uL
Amostra XL
GSSG 20uL
NADPH 20uL

Branco: 960uL tampédo PO, + 20uL de GSSG + 20uL de NADPH

Leitura no espectrofotébmetro: 340nm
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Ensaio espectrofotométrico para GST

Reagentes:

Solucgéo tampéo fosfato de potéssio 0,2M (pH 6,5)
GSH 200mM

CDNB 200mM

Soluc¢éo tampéo fosfato de potéssio:

Para preparar 1L de tampdo fosfato de potassio 0,2mol.L™* pH6,5, sdo
necessarios 13,6059 de tampdo fosfato monobéasico + 17,42g de fostato de
potassio dibasico. Corrigir o pH e completar a solucdo para o volume final de
1L.

GSH:
Pesar 61,46mg e adicionar 1,0mL de solucdo tampdo fosfato de potassio
0,2mol.L* pH®,5.

CDNB:

Pesar 40,51mg e adicionar 1,0mL de etanol absoluto.

Ensaio
Reativos
Solucéao tampao fosfato de potassio (980 — X)uL
Amostra XuL
CDNB 10uL
GSH 10pL

Obs: Necessariamente nessa ordem.

Branco: Solucdo tampéo fosfato de potéssio 980uL + GSH 10uL + CDNB 10uL
Leitura no espectrofotémetro: 340nm
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Ensaio espectrofotométrico para GPx

Reagentes:

Tampéo PO, 0,1M (pH7,0)

EDTA 0,005M (pH 7,0)

NADPH - 1,72mg em 10mL do meio de reacao
Glutationa Redutase (GR) — 0,1U/ml em meio de reacédo

GSH — 3,2mg em 10mL do meio de reagédo

tBOOH
Preparo do Meio de Reacéo: Preparo do tBOOH
Tampédo PO, — 25mL (Perdxido de terbutila 0,5mM):
EDTA —10mL 128uL em 10mL do tampéo
GR - 11puL
GSH - 0,016g
H,O — 15mL
NADPH —0,00869
Ensaio
Reativos
Meio de reagéo (990 — X)uL
Amostra XuL
tBOOH 10uL

Branco: 990uL de meio de reacdo + 10uL tBOOH

Leitura no espectrofotébmetro: 340nm
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Determinacéo Proteica (BRADFORD, 1976)

O reagente de Bradford pode ser utilizado para determinar a concentracdo de proteinas
em solucdes bioldgicas. O procedimento é baseado na formacédo de um complexo entre
0 corante e as proteinas da solucdo. O complexo proteina-corante provoca uma mudanca
no maximo de absor¢do do corante de 465nm para 595nm, quando a ligacdo a proteina
ocorre. A quantidade de absorcdo € proporcional a quantidade da proteina presente, e
essas interacOes estabilizam a forma anidnica do corante, provocando uma mudanca de
cor visivel (marrom para azul). O reagente de Bradford ndo exige diluicdo e €

apropriado para ensaios padroes.

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

1: 995uL do Reagente Bradford com Syl de BSA.

2:990uL do Reagente Bradford com 10uL de BSA.

3: 985uL do Reagente Bradford com 15uL de BSA.

4: 980uL do Reagente Bradford com 20uL de BSA.

5: 975uL do Reagente Bradford com 25uL de BSA.

Processo:

1) Adicionar 990uL do Reagente Bradford + 10uL de amostra

2) Homogeneizar para comegar a reacao entre o corante e as proteinas, entao,
deixar aproximadamente 20 minutos no escuro

3)Ap0s este periodo € realizada a leitura no espectofotdmetro a 595 nm.

A partir da curva padrdo de absorbancia determinada, sdo estabelecidas as
quantificacbes proteicas das amostras, em quantidade de proteina/amostra, considerando
no célculo o fator de diluicdo. Posteriormente, a taxa de variacdo da absorbancia
analisada nos ensaios de cada enzima (CAT, GR, GST e GPx), é relacionada com a

quantificacdo proteica, resultando no valor da atividade enzimatica.
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Preparo das amostras para MDA

Preparo do TBA:
Dissolver 0,04g de acido tiobarbitturico em 10mL de HCI 0,2M

Preparo da Curva de Calibracéo:

- Adicionar 1,65uL de tetrametoxipropano (TMP) em 1mL de agua ultrapura e agitar
bem utilizando vortex

- Diluir 10uL dessa solugdo em 990puL de agua ultrapura e agitar novamente

- Diluir essa solucao final seguindo as seguintes concentragdes:

Concentracéo Volume de Volume de Volume de sol.
(nmol/ml) solucéo (uL) tampéo (uL) TBA (uL)
0,5 5 295 300
1,0 10 290 300
15 15 285 300
2,0 20 280 300
2,5 25 275 300

Preparo da amostra:

- Pesar cerca de 100mg de tecido

- Adicionar 300puL de tampéo Tris HCI 0,1M (pH8,0)

- Homogeneizar utilizando mixer

- Acrescentar 300uL da solugéo de TBA

- Deixar as amostras e as solugdes da curva de calibragdo em banho-maria por 40
minutos 90°C

- ApoGs as amostras e as solugdes da curva de calibragdo resfriarem um pouco (podem
ser colocadas no gelo por alguns minutos), adicionar 1mL de alcool n-butilico e agitar
utilizando vortex

- Centrifugar durante 5 minutos a 5000rpm, em temperatura de 4°C.
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Anexo A

finalidade cientifica

Ministério do Meio Ambiente - MMA
Instituto Chico Mendes de Conservagao da Biodiversidade - ICMBio
Sistema de Autorizagao e Informagdo em Biodiversidade - SISBIO

Autorizagao para atividades com finalidade cientifica

Numero: 37360-1 Data da Emisséo: 10/09/2013 19:02 ' Data para Revalidagao®: 10/10/2014

* De acordo com o art. 33 da IN 154/2009, esta autorizagdo tem prazo de validade equivalente ao previsto no cronograma de atividades do projeto,
mas devera ser revalidada anualmente mediante a apresentagao do relatério de atividades a ser enviado por meio do Sisbio no prazo de até 30 dias

a contar da data do aniversario de sua emissao.

Dados do titular

Wme' Larissa Paola Rodrigues Venancio CPF: 326.516.068-80

Titulo do Projeto: Caracterizagao molecular e bioquimica de sistemas de biotransformagao e defesas antioxidantes associados ao suporte a hipoxia e

sua relagao com a adaptagéo a ambientes contaminados

Nome da Instituigdo : UNESP CAMPUS S.J. R. PRETO

CNPJ: 48.031.918/0011-04

Cronograma de atividades

# Descricao da atividade Inicio (més/ano) [Fim (més/ano) |
1_| Desenho de oligon S ini degenerados 05/2013 09/2013
2 | Coleta de animais para piloto - 5 animais 09/2013 10/2013
3 | Amplificao rapida de cDNAs 10/2013 12/2013
4 | Clonagem e sequenci de cDNAs 10/2013 03/2014
5_| Estipulagdo do tempo de | - piloto 1172013 11/2013
6 | Coleta de animais, e coleta de tecidos 11/2013 01/2014
7 | Extracao de RNA e sintese de cDNA 01/2014 02/2014
8 | Analise bioquimica para iagdo da atividade de ificag i ioXi peroxidaca 03/2014 10/2014
9 | Expressao de mRNA 06/2014 07/2014
10 | analise de bioinformatica - gem proteica 07/2014 10/2014
11 | Andlise estatistica dos dados 07/2014 10/2014
12 | Entrega relatério para agéncia de fomento - FAPESP 11/2014 12/2014

Observagdes e ressalvas

As atividades de campo exercidas por pessoa nawral ou jurldtca eslrangelra. em todo [ terntbno i que impli o de humanos e

1 | materiais, tendo por objeto coletar dados, pegas integ da cultura nativa e cultura popular, presente e passada,
obtidos por meio de e técnicas que se i ao estudo, a d|rus§o ou a pesquisa, estdo sujeitas a autunza;ao do Ministério de Ciéncia e Tecnologia.
Esta autorizagao NAO exime o pesquisador litular e os membros de sua equipe da i de obter as previ em outros tos legais, bem

o |como do consentimento do responsavel pela area, publica ou pnvada onde sera realizada a atividade, inclusive do 6rgéo gestor de terra indigena (FUNAI), da
unidade de conservagao estadual, distrital ou ic oudop p iro ou morador de area dentro dos limites de unidade de conservagao
federal cujo processo de regularizagao fundiaria em curso.
Este documento somente podera ser utilizado para os fins previstos na lnslmgéo Normativa IBAMA n° 154/2007 ou na Instrugao Normativa ICMBio n°® 10/2010, no que

3 ifica esta Autorizagéo, ndo ser utili para fins ou esportivos. O material bioldgi devera ser utilizado para atividades

ou didaticas no &mbito do ensino superior.

N A autorizagao para envio ao exterior de material biolégico nao i devera ser requerida por meio do end www.ibama.gov.br (Servigos on-line -
Licenca para importagdo ou exportagao de flora e fauna - CITES e ndo CITES).
O titular de licenga ou autorizag@o e os membros da sua equipe d &0 optar por de coleta e de captura os, sempre que possivel,

5 | ao grupo taxondmico de interesse, evitando a morte ou dano significativo a outros grupos; e empregar esforgo de coleta ou captura que ndo comprometa a viabilidade
de populagdes do grupo ico de interesse em condi¢do in situ.
O titular de autorizagéo ou de Ilcenca permanente, assim como 0s membros de sua equipe, quando da violagao da legislagéo vigente, ou quando da inadequagao,

6 | omissdo ou falsa que i a i do ato, podera, i decisao i Jtera ¢&o ou licenga
suspensa ou revogada pelo ICMBno e o ial biolégico ap nos termos da legislagéo brasileira em vigor.
Este nao disp p da legislagéo que dlspba sobre acesso a do p: i no territorio i , na

7 | plataforma l e na zona i iva, ou ao do ao p g ico, para fins de pesquisa cientifica,
bioprospecgéo e desenvolvimento "Mﬂiﬁms informagtes em www.mma.gov.br/cgen.
Em caso de pesquisa em UNIDADE DE CONSERVAGAO, o pesquisador titular desta autorizagéo devera a istragdo da unidade a fim de CONFIRMAR

¢ AS DATAS das expedigdes, as condigdes para realizagdo das coletas e de uso da infra-estrutura da unidade.

Equipe

7 Noma Fungao CPF Doc. Identidade Nacionalidade

1 | Claudia Regina Bonini Domingos (bl 042.642.068-39 | 7609225 SSP-SP Brasieira

Este documento (Autorizagdo para atividades com ﬂn "lidsde uentlf‘ca) foi expedldo com base na Instrugdo Normativa n°154/2007. Através do codigo
de autenticagao abaixo, qualquer cidaddo podera v rmcar a autenticfdade ou reguladdade dasta documento, por meio da pagina do Sisbio/ICMBio na

Internet (www.icmbio.gov.br/sisbio).

Codigo de autenticagao: 32171922 nulllmm
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Autorizacdo IBAMA/SISBIO para realizacdo de atividade com
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Anexo A - Autorizacdo IBAMA/SISBIO para realizacdo de atividade com
finalidade cientifica

Ministério do Meio Ambiente - MMA
Instituto Chico Mendes de Conservagio da Biodiversidade - ICMBio
Sistema de Autorizago e Informagio em Blodiversidade - SISBIO

Autorizagao para atividades com finalidade cientifica

Nimero: 37360-1 | Data da Emissdo: 10/09/201319:02 | ~tfmi-a-;a'r'a’Rm}mwlaq»o-- 10110/2014

* De acordo com o art. 33 da IN 154/2009, esta autorizagao tem prazo de validade uqulvnlonlu no pruvmlu no cronograma do alividades do projeto,
mas deveré ser revalidada anualmente mediante a apresentagio do relatorio de atividades a ser enviado por meio do Sisbio no prazo de alé 30 dias
a contar da data do aniversario de sua emissdo.

Dados do titular

Nome: Larissa Paola Rodrigues Venancio LPF 326.516,068-80

Titulo do Projeto: Caracterizagao molecular e bioquimica de si de biotransf 4o o dofesas antioxidantes assoclados 80 o suporte 4 hipoxia &

sua relagao com a adaptagdo a ambientes contaminados

Nome da Instituigao : UNESP CAMPUS S.J. R, PRETO [CNPJ 48, 031 918/0011 04
2_| Vinicius Augusto Gobbe Mochetta Bolsista técnico - pesquisador | 368.971.228-90 46916448-7 - ——j,(’T":'T‘;m’ _W—————-——r
3 | Tiago Lucena da Siiva Doutorando - posquisador 320.612.376-10 4331377682 S5P-5P Brasilora ]
4 | Nathalia Rossigalli Al graduanda em clénclas 7 3739 ssp- loira
9 vos Cosla Blokgloas - iliadce 411,003,468-05 ABATABT39 55p-SP Bras sirn
) aluna de graduagio em
5 | Jéssica Basilio Bacchi quimica amblental - 366.195.948-85 454015112 sspsp-SP Brasileira
p Isador
6 | Maria Isabel Afonso da Silva D isador 074.584.676-90 8.836.693 SSPMG-MG Brasileira
7 | vanossa Leiko Oikawa Cardoso 9"’"“"""" om cidncias 361.122.208-80 363422939 SSP-SP Brasiloira
Locais onde as atividades de campo serdo executadas
Municipio [ UF [Descrigao do local [ Tipo |
| SAO JOSE DO RIO PRETO | SP [ rlo Preto, corrego Pledade, corrego Felicidada | Fora de UC Fedoral
Atividades X Taxons
[ Alividade Taxons
1 | Captura do animais silvestres In situ Phrynops g
2 | Coleta/transporte de amostras biolbgicas in situ Phrynops ge
3 |G f do espécimes da fauna silvestre in situ Phrynops go (*Qtde: 40)
4 Manutengao temporaria (até 24 meses) de vertebrados slivesires Phrynops geoffroanus
om cativairo
* Quantidade de Individuos por espécie, por localidade ou unidade de conservagfio, a serom coletados durante um ano.
Material e métodos
1 [Amostras biologicas (Répteis) | Sangue, Fragmento do tecido/érgao 1
Método de caplur Répleis) | Armadilha tipo gaiola com atragéo por Iscas ("Box Trap/Tomahawk/Sherman’), Puga |
Destino do material biologico coletado
] Nome local destino | Tipo Destino
[ |
|7 [ UNESP CAMPUS S.J. R. PRETO | i

com base fia Insirugao Normativa n*154/2007. Através do cédigo
deste documento, por meio da pagina do Sisbio/ICMBio na

Este d lo (Autorizagao para atividades com !l’\amld%l n,gﬁ'c?)‘(o Xpet of
de autenticagao abaixo, qualquer cidaddo poderé v@a au tI '
Internet (www.icmbio.gov.br/sisbio). " “

Cédigo de autenticagao: 32171922 III
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Anexo B — Documento de aprovagdo para experimentacéo animal pela Comissao
de Etica no Uso de Animais — IBILCE/UNESP

\/
O UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA

u ne s ™ 4ULIO DE MESQUITA FILHO"
Campus de Séo José do Rio Preto

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

CERTIFICADO

Certificamos que o projeto de pesquisa intitulado “Caracterizagdo
molecular e bioquimica de sistemas de biotransformacGo e defesas
antioxidantes associados ao suporta & hipéxia e sua relagGo com a
adaptagdo a ambientes contaminados” (protocolo n°. 070/2013 - CEUA),
sob responsabilidade da Professora Doutora Claudia Regina Bonini
Domingos, estd de acordo com os Principios Eficos na Experimentagdo
Animal adotado pelo Colégio Brasileiro de Experimentagdo Animal
(COBEA), tendo sido aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais

deste Instituto, em reunido de 19 de fevereiro de 2013.

CERTIFICATE

We certify that the research project entitied "Molq;ular characterization
and biochemical systems biotransformation and ‘ant'ioxidcmf defenses
associated with support to hypoxia and its relation to adaptation to
environments contaminated" (protocol no. 070/2013 - CEUA), under the
responsibility of Professor Claudia R. Bonini Sundays, conforms to the Ethical
Principles in Animal Experimentation adopted by the Brazilian College of
Animal Experimentation (COBEA) and was approved by the Ethics
Committee on Animal Use of this Institute, at a meeting of February 19,
2013. 4

S&o José do Rio Preto, 19 de fevereiro de 2013.

: A
ax oA
Profa. Dra. Rejane Maird/Goes
| Presidente da CEUA

Instituto de Biociéncias, Letras e Ciéncias Exatas - STAEPE
Rua Cristovao Colombo, 2265 - Jardim Nazareth

CEP 15054-000 Séo José do Rio Preto - SP - Brasil

Tel 17 3221 2545 fax 17 3221 2500

E-mail: soraiafr@ibilce,unesp br e ceua@ibilce, unesp,br



TERMO DE REPRODUCAO XEROGRAFICA

Autorizo a reproducao xerogréfica do presente Trabalho de Conclusado, na integra ou

em partes, para fins de pesquisa.

Sao José do Rio Preto, 18/03/2016.

Assinatura do autor



