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Resumo  

Phrynops geoffroanus (Testudines: Chelidae) compõe um grupo de répteis tolerantes a 

ambientes com variações na disponibilidade de oxigênio, representando um excelente 

modelo para estudos que visam compreender os mecanismos fisiológicos e bioquímicos 

que envolvem a resistência ao estresse oxidativo e dano celular. Esses mecanismos 

permitem a sobrevivência em situações de privação de oxigênio, bem como a 

consequente reoxigenação dos tecidos, situação conhecida por liberar as chamadas 

espécies reativas de oxigênio (ERO), um grupo de moléculas capaz de interagir com 

outros componentes celulares. As ERO, quando em excesso, podem ser prejudiciais ao 

organismo, podendo levar à oxidação de componentes essenciais da célula, como 

proteínas, DNA e ácidos graxos. Os quelônios possuem alta capacidade antioxidante, 

capaz de combater os efeitos deletérios das ERO e, consequentemente, sobreviver de 

forma adequada após o período que estiveram sob estresse. Com isso, este estudo 

consistiu na avaliação dos mecanismos de ação antioxidante que atuam após a 

reoxigenação decorrente de um período de hipóxia induzida em P. geoffroanus, 

buscando avaliar a atividade dos principais agentes antioxidantes, assim como a 

existência de dano celular em cérebro, coração, fígado e pâncreas. Foram utilizados 20 

indivíduos adultos coletados no rio Preto, pertencente à bacia Turvo/Grande, na cidade 

de São José do Rio Preto, São Paulo. Os animais foram aclimatados por 120 dias, e, 

após esse período, foram realizados os experimentos de normóxia e reoxigenação, em 

temperaturas controladas de 27ºC e 17ºC, correspondente à amplitude térmica do rio 

Preto durante o ano. Os tecidos dos animais foram coletados para posterior análise da 

atividade das enzimas catalase, glutationa redutase, glutationa S-transferase e glutationa 

peroxidase, além de uma análise dos níveis de peroxidação lipídica, por meio da 

quantificação do malondialdeído. Diferentemente do que era suposto, a maior atividade 

das enzimas avaliadas não foi observada em todos os tecidos expostos à reoxigenação. 

Observou-se a existência de dano celular decorrente da peroxidação lipídica, em 

especial nos organismos expostos à reoxigenação, evidenciando que o dano existe, 

apesar de baixo, quando comparado a outros animais. Os resultados obtidos neste 

trabalho, não somente poderão elucidar questões referentes à conservação de uma 

espécie muitas vezes negligenciada, mas também auxiliar no melhor entendimento 

sobre a história de vida, bioquímica e biologia celular desses animais, assim como na 

compreensão dos mecanismos de reparo do estresse oxidativo. 

 

Palavras-chave: Estresse oxidativo, atividade enzimática, Chelidae 
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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 São José do Rio Preto, São 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. Introdução 

 

Hipóxia pode ser definida como “escassez de oxigênio (O2)” (RICHARDS, 2011). 

Um ambiente pode ser considerado hipóxico quando atinge nível de concentração de O2 

inferior à quantidade esperada na natureza. Desta forma, um ambiente aquático pode ser 

considerado normóxico quando os níveis de O2 mantém-se em 80% (aproximadamente 

6 mg de O2L
-1

 a 25ºC), e hipóxico quando os níveis atingem aproxidamente 30%, o que 

corresponde a 2 mgL
−1

 de O2 (MUUSZE et al., 1998; WELKER et al., 2013).  

A ocorrência de hipóxia tecidual, ou seja, quando o tecido atinge o estado 

fisiológico denominado de hipoxemia, é atribuída a fatores como alterações em 

mecanismos de transporte de O2, anemia ou mesmo deslocamento do organismo para 

áreas com baixa concentração de O2 (HILL et al., 2012). Certo grau de privação de O2 

pode ser sustentado por todos os animais; no entanto, alguns apresentam maior 

resistência a ambientes com baixa concentração de O2 (HOCHACHKA; LUTZ, 2001).  

Existem adaptações fisiológicas, comportamentais e bioquímicas que permitem aos 

organismos administrar o estado de hipóxia (RICHARDS, 2011). Duas estratégias 

principais são utilizadas, enquanto o metabolismo ainda é totalmente aeróbico, para 

interagir com flutuações na disponibilidade de O2: os organismos considerados oxi 

conformistas (1), como vários invertebrados marinhos, tem sua taxa de absorção de O2 

dependente da concentração de O2 no ambiente em que se encontram. Por outro lado, os 

organismos oxi reguladores (2), como a maioria dos vertebrados, costumam manter 

constante a absorção de O2, independente da pressão parcial de O2 (PO2) do ambiente 

(ABELE et al., 2007; WELKER et al., 2013).  

Diferentes mecanismos fisiológicos ocorrem em animais tolerantes ou sensíveis a 

variações na disponibilidade de O2. Enquanto os tolerantes contam com mecanismos de 

conservação de energia, organismos sensíveis contam com vias de compensação de 

energia (GORR et al., 2006).  

Organismos sensíveis sofrem alterações fisiológicas para compensar a diminuição 

da produção de ATP, quando enfrentam condições de redução de oxigênio. Isto faz com 

que vias metabólicas específicas sejam recrutadas, na tentativa de aumentar a produção 

de ATP, o que, por consequência, ocasiona um desvio do metabolismo aeróbio para 
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anaeróbio. Um rápido declínio na concentração de ATP causa despolarização contínua 

da membrana, aumento da concentração de íons de cálcio, ativação de proteases e morte 

celular, em espécies sensíveis à hipóxia (LUTZ; MILTON, 2004; NILSSON; LUTZ, 

2004).  

Em contrapartida, algumas adaptações fisiológicas e metabólicas estão presentes 

em organismos que suportam hipóxia grave por longos períodos. Os animais hipóxia-

tolerantes apresentam estratégias fisiológicos que conservam ATP por meio da alteração 

do organismo para um estado hipometabólico reversível, em que as vias que utilizam 

ATP são suprimidas durante as situações de restrição ou ausência do oxigênio 

(BOUTILIER, 2001; HOCHACHKA; LUTZ, 2001, WELKER et al., 2013).  

Como a maioria dos vertebrados, quelônios aquáticos são animais aeróbicos que 

dependem de O2 para suas funções vitais.  Porém, também são conhecidos pela 

capacidade de enfrentar períodos com pouca ou até mesmo nenhuma oxigenação. Para 

tal, possuem mecanismos bioquímicos e fisiológicos que permitem a sobrevivência em 

situações de baixa pressão de O2, dentre eles, a respiração auxiliar realizada pela pele, 

epitélio bucofaringeal e/ou mucosa cloacal, que, associada a particularidades 

circulatórias, possibilita a permanência desses animais por um longo tempo debaixo 

d’água (FEDER e BURGGREN, 1985; KING e HEATWOLE, 1994; JACKSON et al., 

2004; HILL et al., 2012); ajustes que estão associados à neuroproteção do cérebro 

(KRIVORUCHKO; STOREY, 2010, HILL et al., 2012); estocagem de glicogênio no 

fígado (KRIVORUCHKO; STOREY, 2010); utilização do tecido esquelético para 

tamponar os efeitos do acúmulo de lactato e minimizar a acidose, e capacidade de 

depressão da taxa metabólica para apenas 10%-20%, em comparação com a taxa 

metabólica em aerobiose (KRIVORUCHKO; STOREY, 2010, 2015).  

A respiração celular é um fator importante para a compreensão da capacidade que 

os quelônios possuem de permanecer e sobreviver a ambientes e situações em que a 

disponibilidade de O2 é baixa ou restrita.  

Naturalmente, na cadeia transportadora de elétrons, localizada nas cristas 

mitocondriais, o O2 sofre redução tetravalente, com aceitação de quatro elétrons, 

resultando na formação de água (H2O) e liberação de gás carbônico (CO2). Durante o 

processo de respiração celular, há formação de intermediários reativos, como os radicais 
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superóxido (
·
O2

-
) e o peróxido de hidrogênio (H2O2) (NELSON; COX, 2014). Esses 

intermediários reativos são denominados espécies reativas de O2 (ERO) (NELSON; 

COX, 2014). 

As ERO, portanto, são espécies químicas presentes na maioria dos sistemas 

biológicos, e ocorrem naturalmente em células eucarióticas, devido ao metabolismo 

energético dependente do uso de oxigênio. São produzidas de forma contínua pela 

respiração mitocondrial, além de outros agentes pró-oxidantes, sendo posteriormente 

eliminadas pelo sistema antioxidante (BARREIROS et al., 2006; KRIVORUCHKO; 

STOREY, 2010).  

As ERO participam da sinalização redox, o que significa que, em certo nível, são 

essenciais para as funções naturais das células. Quando a presença de pró-oxidantes e de 

antioxidantes é proporcional, os níveis de danos oxidativos em biomoléculas são 

considerados fisiológicos. (MONAGHAN et al., 2009; METCALFE; ALONSO-

ALVAREZ, 2010; WELKER et al., 2013).  

Em condições naturais, os animais mantêm um equilíbrio entre geração e 

neutralização das ERO (WELKER et al., 2013). Entretanto, quando a taxa de produção 

de ERO excede a capacidade da defesa antioxidante, uma situação de estresse oxidativo 

pode se estabelecer, levando à oxidação de componentes essenciais das células, como 

proteínas, DNA e ácidos graxos (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1999). Moléculas 

contendo ferro são consideradas um importante catalisador na oxidação de 

biomoléculas, como mostram as reações de Fenton e Haber-Weiss, como exemplificado 

no quadro 1 (FERREIRA; MATSUBARA, 1997): 

 

  Reação de Fenton: 

Fe
2+

 + O2 ↔ Fe
3+

 + O2
·-
 

         2 O2
·- 

+ 2 H
+
 → O2 + H2O2 

Fe
2+

 + H2O2 → Fe
3+

 + OH
-
 +˙OH 

Reação de Haber-Weiss: 

Fe
3+

 + O2
·- 

↔ Fe
2+

 + O2 

Fe
2+

 + H2O2 → Fe
3+

 + OH
-
 + ˙OH 

O2
·-
 + H2O2 → O2 + OH

-
 + ˙OH 

 

Quadro 1. Exemplificação das reações 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 oxidação, as células possuem um 

sistema de defesa que pode atuar contra o agente oxidante antes que haja lesão celular.  

Esse sistema é constituído por antioxidantes, como glutationa reduzida (GSH), 

superóxido dismutase (SOD), catalase (CAT), glutationa peroxidase (GPx) e vitamina 

E. Além desses, há também sistemas que realizam ação reparadora, atuando após a lesão 

ter ocorrido, como o ácido ascórbico, glutationa redutase (GR) (FERREIRA; 

MATSUBARA, 1997), e glutationa-S-transferase (GST), dentre outros (STOREY, 

1996). A figura 1 demonstra a liberação de espécies de ERO pelo escape mitocondrial, e 

a ação de algumas enzimas para combatê-las.  

 

Figura 1. Esquema simplificado dos sistemas oxidativos e antioxidativos nas células. Radical superóxido 

(
·
O2

-
) é formado no citossol, por enzimas que contém flavina (ex: FAD); e nas mitocôndrias, devido ao 

escape de elétrons provenientes da cadeia respiratória. Duas moléculas de superóxido reagem 

espontaneamente ou via SODs, produzindo peróxido de hidrogênio, o que permite que as ERO cheguem 

aos compartimentos celulares. O peróxido de hidrogênio (H2O2) pode ser metabolizado formando água e 

oxigênio molecular por diversos sistemas enzimáticos, ou convertido a radical hidroxila (˙OH), o qual é 

muito reativo, por meio de reações catalisadas por metais, como demonstrado anteriormente pelas reações 

de Fenton e Haber-Weiss. Modificado de Nordberg e Arner, 2001. 

 

Um exemplo desse processo ocorre em órgãos de mamíferos sujeitos à isquemia 

e reoxigenação. Em tecidos de mamíferos submetidos à isquemia, com hipoxemia 

progressiva, observa-se que o retorno à condição aeróbia gera uma situação 

potencialmente perigosa de superprodução ERO, pois a taxa de formação dessas 

espécies reativas sofre um grande aumento, imediatamente após o retorno do oxigênio 

(ZWEIER et al., 1987; BAKER et al., 1988).  
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Um desequilíbrio redox entre a formação de radicais livres e os níveis de 

antioxidantes ocorre após reoxigenação, resultando em estresse oxidativo, situação que 

requer a ativação das defesas antioxidantes (Figura 2). (VETTERLEIN et al., 2003; 

WALSHE; D'AMORE, 2008; HERMES-LIMA et al., 2015).  

 

 
 

Fig. 2. Esquema simplificado demostrando a ativação das defesas antioxidantes. A diminuição da 

disponibilidade de O2 faz com que ocorra hipóxia celular, ocasionando a liberação das ERO pelas 

mitocôndrias. Durante o período em anóxia, não há liberação de ERO, em decorrência da ausência total 

de oxigenação. No entanto, durante a reoxigenação, a maior disponibilidade de O2 consequentemente 

ocasiona uma nova formação de ERO, e em maior quantidade. A liberação das ERO pode causar 

oxidação de biomoléculas, sendo necessária a ativação de defesas antioxidantes. Modificado de Hermes-

Lima e colaboradores, 2015. 
 

Esse desequilíbrio pode ocasionar outra situação potencialmente perigosa para as 

células: a peroxidação dos lipídeos.  A peroxidação lipídica ocorre como consequência do 

estresse oxidativo, e tem sido considerada uma das maiores causadoras da perda da função 

celular, pois acarreta alterações na estrutura e permeabilidade das membranas, podendo, 

inclusive, resultar em seu rompimento e exposição do material celular. O processo de 

peroxidação lipídica ocorre em decorrência da oxidação de ácidos graxos poli-insaturados, 

os quais são particularmente suscetíveis a ataques por ERO (VAN DER OOST; BEYER; 

VERMEULEN, 2003). 
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Essa condição acontece após a retirada de um átomo de hidrogênio dos ácidos 

graxos por uma ERO.  Há formação de um radical lipídico, o qual pode reagir com o 

oxigênio molecular, resultando na formação de um radical peroxil. Esse pode sequestrar um 

átomo de hidrogênio de outro ácido graxo adjacente, resultando em uma cadeia de reações 

autocatalíticas que levam à oxidação das membranas em hidroperóxidos lipídicos. Estes, 

posteriormente, podem ser metabolizados enzimaticamente, produzindo uma série de 

produtos de menor peso molecular, como cetonas e aldeídos, cujo principal é o 

malondialdeído (MDA) (VAN DER OOST; BEYER; VERMEULEN, 2003; ANTUNES et 

al., 2008, SILVA, 2011).   

No entanto, diferente do que ocorre em mamíferos, quelônios aquáticos 

desenvolveram mecanismos específicos que permitem sua adequação a situações de 

privação de oxigênio, os quais possibilitam a sobrevivência mesmo após esses tipos de 

estresse (STOREY, 2007; GORR et al., 2010). 

É possível encontrar diversas informações na literatura acerca das respostas e 

mecanismos adaptativos que permitem longos períodos de submersão anóxica em 

quelônios de água doce, como em Chrysemys picta picta e em Trachemys scripta 

elegans, tartarugas dulcícolas 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  et al.,  2011).  

A evolução da tolerância natural à ausência total ou parcial de oxigenação, dessas e 

de outra tartaruga de água doce, a Chrysemys picta bellii, pode ser atribuída a uma 

capacidade incomum, porém muito bem desenvolvida, de ocasionar a entrada e o 

retorno muito rápidos em estados estacionários de depressão metabólica (HILL, 2012). 

Esses animais, anaeróbicos facultativos, utilizam o metabolismo anaeróbico não só para 

manter as taxas pré-existentes de produção de ATP, mas para sustentar as taxas 

reduzidas de energia durante a hipóxia (BOUTILIER, 2001).  

A resistência ao estresse oxidativo pode ser correlacionada com a longevidade, 

pois, organismos que são tolerantes a algum tipo de estresse, geralmente não sofrem 

danos causados por outros agentes estressores. Considerando que o envelhecimento é 

muitas vezes caracterizado pela diminuição da capacidade de resistência ao estresse, 
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seguido de degeneração celular, um animal que possui eficientes mecanismos de 

proteção ao dano oxidativo é mais propenso a minimizar os efeitos do envelhecimento 

(KRIVORUCHKO; STOREY, 2010). Tal hipótese explicaria o fato de os quelônios não 

aparentarem possuir o perfil de senescência observado em outros grupos, pois a taxa de 

mortalidade não aumenta e a taxa de reprodução não decresce com o avanço da idade 

(FINCH, 2009).  

As espécies endêmicas da América do Sul ainda são pouco estudadas, até mesmo a 

respeito de aspectos básicos da história natural, e informações a respeito de como essas 

espécies se comportam frente à baixa oxigenação não são encontradas na literatura. 

 Phrynops geoffroanus (SCHWEIGGER, 1892), popularmente conhecido como 

cágado-de-barbelas (Figura 3), é uma espécie dulcícola cuja distribuição geográfica é 

considerada a maior dentre todos os membros da família Chelidae (VOGT, 2008). 

Ocorrem em zonas tropicais e temperadas que abrangem, no território brasileiro, regiões 

da bacia Amazônica no Pará e Amazonas, em Rondônia, Minas Gerais e São Paulo. 

Habitam pequenos rios de correnteza, rios meândricos, lagos e canais poluídos do 

perímetro urbano (VOGT, 2008).  

A espécie é conhecida pela facilidade de sobrevivência em águas poluídas, sendo 

comumente encontradas ao longo da bacia hidrográfica do Turvo/Grande, que abrange a 

região Noroeste do estado de São Paulo, onde se encontra o município de São José do 

Rio Preto. A bacia do Turvo/Grande é considerada, já há alguns anos, a mais poluída do 

estado (COMITÊ DA BACIA HIDROGRÁFICA TURVO/GRANDE, 2014). Apesar 

das condições, muitas vezes inóspitas para outros tipos de organismos, o grande número 

de espécimes encontrados pode estar relacionado à 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 o aumento da 

capacidade antioxidante, e consequente suporte ao dano oxidativo, estão relacionados 

com a adaptabilidade desses animais à contaminação presente na bacia hidrográfica em 

questão, indicando que a relação entre esses mecanismos e a presença de contaminantes 

ambientais pode ter implicações evolutivas. 
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Fig. 3. Espécimes de P. geoffroanus. A) Espécime fotografado em seu ambiente natural, às margens do 

rio Preto. B) Espécime coletado para os experimentos no laboratório. Fonte: própria autora. 

 

 

As estações do ano e a variação da temperatura das águas podem ser relacionadas 

com o comportamento realizado por P. geoffroanus. Essa espécie pode ser facilmente 

encontrada na superfície e nas margens do rio durante os períodos de sol, 

principalmente durante a manhã (VOGT, 2008). Porém, em estações mais frias, a 

exemplo das tartarugas hipóxia-tolerantes como Trachemys scripta e Chrysemys picta, 

que permanecem longos períodos embaxo d’água quando enfrentam baixas 

temperaturas, o assoalhamento de P. geoffroanus diminui consideravelmente e, muitas 

vezes, quando se vai a campo, é raro encontrá-los.  

Há uma relação entre temperatura e as condições de disponibilidade de O2: em se 

tratando de animais ectotérmicos, os quelônios, quando em contato com baixas 

temperaturas, sofrem também diminuição do metabolismo (HILL et al., 2012). A 

diminuição do metabolismo, associado à economia das reservas energéticas, resulta em 

hipóxia tecidual (hipoxemia), pois a disponibilidade de O2 para os tecidos é reduzida 

(MADSEN et al., 2013). 

Um exemplo do que ocorre com esses animais, nessas condições, é a adaptação 

cardiovascular às baixas temperaturas, que consiste em um aumento na afinidade da 

hemoglobina pelo O2, independentemente de ATP, durante a aclimatação à hibernação, 

juntamente com redução da taxa de vasoconstrição periférica no coração 

(DAMSGAARD et al., 2013). No cérebro, há também ajustes relacionados à supressão 

metabólica, os quais incluem a regulação das atividades dos canais iônicos, a 

intensificação dos processos inibitórios do cérebro e a supressão de processos 

excitatórios, como, por exemplo, diminuição da atividade do receptor do N-metil-D-
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aspartato (NMDA) e supressão da atividade neuronal do ácido gama-aminobutírico 

(GABA) (LUTZ et al., 2003; KRIVORUCHKO; STOREY, 2015).  

A avaliação de tecidos, como coração, encéfalo, fígado e pâncreas de P. 

geoffroanus, pode auxiliar em um maior entendimento em relação à influência da 

temperatura e da condição de oxigenação no funcionamento de algumas enzimas 

antioxidantes, além de possibilitar a compreensão de questões relacionadas à presença 

ou ausência de dano celular causado pela peroxidação lipídica, em decorrência dessas 

duas condições.  

Informações existentes na literatura, referente a outras espécies de tartarugas 

dulcícolas (WILLMORE; STOREY, 1997; KRIVORUCHKO; STOREY, 2010), nos 

levaram a acreditar que os índices de atividade das enzimas antioxidantes seriam 

maiores nos tecidos dos animais que foram expostos à condição de hipóxia, seguida de 

reoxigenação. Em relação ao dano celular decorrente da peroxidação lipídica, o 

esperado era que, devido ao fato de tartarugas dulcícolas possuírem diversos 

mecanismos que reparam e/ou protegem danos causados pela ausência total ou parcial 

de oxigenação, os valores desse marcador seriam baixos ou até mesmo inexistentes. 

A escassez de registros na literatura, em relação a tartarugas dulcícolas Sul-

Americanas, deve-se ao fato desses animais não constituírem um grupo de interesse 

comercial. No entanto, tratando-se de uma espécie endêmica, cujo habitat natural sofreu 

modificações extremas ao longo dos anos, tornando-se inóspito para muitas outras 

espécies, é importante que se conheça dados sobre sua história natural e mecanismos 

biológicos utilizados como adaptativos. Estudos com essa vertente podem, não somente 

contribuir para questões de conservação de uma espécie muitas vezes negligenciada, 

mas também auxiliar no melhor entendimento das estratégias de sobrevivência 

utilizadas por esses animais. 
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2. Objetivos 

Objetivo Geral 2.1.

Compreender os mecanismos de ação antioxidante, por meio de valores de 

atividade enzimática, assim como a presença ou ausência de dano celular, após indução 

de hipóxia, seguida de reoxigenação, na espécie Phrynops geoffroanus. 

 

Objetivos Específicos 2.2.

1) Avaliar o perfil de atividade das enzimas relacionadas à capacidade 

antioxidante (CAT, GR, GST e GPx) em coração, encéfalo, fígado e pâncreas, com 

relação à temperatura e condição de oxigenação; 

2) Observar se houve ocorrência de lesão celular pela liberação de espécies 

reativas de oxigênio após reoxigenação, por meio da avaliação da peroxidação lipídica 

(MDA). 
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3. Material e Método 

Coleta e Alocação dos Animais 3.1.

Foram utilizados 20 espécimes adultos de P. geoffroanus, sem distinção de 

sexo, capturados no percurso do rio Preto, bacia hidrográfica do Turvo/Grande, em 

área localizada no perímetro urbano da cidade de São José do Rio Preto, São Paulo 

(20°47'01"S; 49°23'07"O). Todos os animais foram mantidos em tanques de fibra de 

vidro (1000L) preenchidos com aproximadamente 500L de água sem cloro, em 

temperatura ambiente, com acesso ao fundo do tanque e plataforma seca para permitir 

o acesso à superfície. A alimentação foi feita com carne bovina, peixe e ração durante 

o período de aclimatação, que durou 120 dias. Esse período foi necessário para 

possibilitar a descontaminação dos animais, visto que estes foram coletados em 

ambiente conhecido pela intensa deposição de dejetos orgânicos provenientes de 

captação de esgoto ineficiente. Os procedimentos realizados foram aprovados pela 

Comissão de Ética no Uso de Animais (CEUA) da Universidade Estadual Paulista 

“Júlio de Mesquita Filho”, UNESP/IBILCE (No. 070/2013) e pelo IBAMA/SISBIO 

(No. 37360-1). 

 

Experimentos em Normóxia e Reoxigenação 3.2.

 

A Figura 4 demonstra de forma simplificada como foram organizados os 

experimentos, em normóxia e reoxigenação.  

 
Figura 4: Fluxograma que representa como foram realizados os experimentos em nórmoxia e 

reoxigenação, nos espécimes utilizados no estudo.  
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- Experimento em normóxia 

O período em normóxia consistiu em permitir o livre acesso à superfície do 

tanque, simulando o comportamento natural dos animais, porém, com as temperaturas 

controladas. Após os 120 dias de aclimatação, os indivíduos foram divididos em dois 

grupos, totalizando 10 animais. Um grupo de cinco indivíduos foi mantido em tanque 

com água limpa com temperatura de 27ºC, controlada por aquecedores com 

termostatos (Atman®, 110V), durante sete dias. Outro grupo, também com cinco 

indivíduos, foi mantido em um tanque com água limpa a 17ºC, resfriada com a ajuda 

de três refrigeradores digitais (Chiller Gelaqua® 1/3 Hp), também durante sete dias 

(Figura 5).  

A variação, de aproximadamente 10ºC, entre um grupo e outro, teve a 

finalidade de verificar as possíveis diferenças existentes na ação de enzimas 

antioxidantes em temperaturas diferentes. As temperaturas foram escolhidas baseando-

se na amplitude térmica das águas 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 termômetro liquído em vidro 

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

 

 
 
Fig. 5. Tanques de fibra de vidro em que os animais ficaram alocados. A temperatura de 27ºC foi 

controlada com a ajuda de termostatos (A), e a temperatura de 17ºC, com a ajuda de refrigeradores (B). 

Fonte: própria autora. 

A) B) 
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- Experimento em reoxigenação 

Durante essa etapa, 10 indivíduos também foram coletados e armazenados em 

tanques com água limpa por 120 dias. Um grupo de cinco indivíduos foi mantido a 

27ºC com a ajuda de termostatos, e outro grupo a 17ºC com a ajuda de refrigeradores, 

ambos durante sete dias.  

Para realizar o experimento de reoxigenação, foi necessário o borbulhamento de 

nitrogênio líquido na água, com a finalidade de garantir que os níveis de O2 dissolvido 

seriam baixos, a ponto de o ambiente aquático do tanque ser considerado hipóxico 

(30%) (WELKER, et al., 2013). Este procedimento foi fundamental para a realização do 

experimento de submissão à hipóxia, pois Phrynops geoffroanus, apesar de ser uma 

espécie de respiração prioritariamente pulmonar, também é capaz de realizar trocas 

gasosas por meio do tegumento cloacal (GOULART, 2004).  

Dessa forma, o borbulhamento garante a situação de hipóxia necessária para 

responder as perguntas propostas neste trabalho. A literatura utilizada para embasar 

metodologicamente esse experimento também salienta o uso de nitrogênio líquido para 

realização de testes com a tartaruga dulcícola norte-americana Trachemys scripta 

elegans, espécie resistente a anóxia, amplamente conhecida como organismo modelo 

para estudos de estresse oxidativo (WILLMORE; STOREY, 1997).  

Antes de iniciarmos o borbulhamento de nitrogênio líquido, a quantidade de O2 

dissolvido na água foi medida com a ajuda de um oxímetro (Hanna® instruments). A 

porcentagem de oxigênio dissolvido em ambos os tanques era de 80%. O 

borbulhamento ocorreu durante 40 minutos, tempo suficiente para que os níveis de 

oxigênio dissolvido chegassem a 30%, valor que já caracteriza o ambiente aquático 

como hipóxico (NILSSON; ÖSTLUND-NILSSON, 2004; VAQUER-SUNYER; 

DUARTE, 2008; LEVIN et al., 2009). Após o borbulhamento, foi colocada uma tela 

que impedia os animais de acessarem a superfície (Figuras 6 e 7).  
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Fig. 6: Representação esquemática do posicionamento da tela que impedia o acesso dos animais à 

superfície durante o período em hipóxia induzida. 
 

 
 

Fig. 7: A) Bombeamento de nitrogênio líquido nos tanques com a finalidade de diminuir a concentração 

de O2 dissolvido na água. A quantidade de O2 dissolvido foi controlada com a ajuda de oxímetro. B) 

Animais durante o experimento de hipóxia, impedidos de acessar a superfície por uma tela, que ficava 

embaixo d’água, como mostra a figura 6. Fonte: própria autora. 

 

Os animais permaneceram em hipóxia durante 2 horas, em temperaturas 

controladas de 27ºC e 17ºC. Durante todo esse período, os tanques foram monitorados, 

para evitar que os animais empurrassem a tela e alcançassem a superfície. Após esse 

período, a tela foi retirada, e o acesso à superfície foi permitido. Durante 24 horas após 

a retirada da tela, os animais puderam acessar a superfície livremente, e, após esse 

período, foi realizada a eutanásia para coleta dos tecidos. O período de 24 horas foi 

fundamental para permitir que a reoxigenação dos tecidos e avaliação da atividade 

A) B) 
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enzimática do sistema antioxiante e peroxidação lipídica, como preconizado em estudo 

realizado com tartarugas norte-americanas (WILLMORE; STOREY, 1997).  

 

 Coleta dos Tecidos e Avaliação Bioquímica 3.3.

 

Após os experimentos em normóxia e reoxigenação, os indivíduos foram 

pesados e medidos em relação ao comprimento e largura da carapaça. A eutanásia 

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 potássio (KCl), um íon cardiotóxico que produz fibrilação 

ventricular cardíaca e morte, entre 1 a 2 minutos (GUIA BRASILEIRO DE BOAS 

PRÁTICAS PARA A EUTANÁSIA EM ANIMAIS). Posteriormente, realizou-se a 

abertura do plastrão e crânio. A abertura do plastrão foi realizada com ajuda de serra 

elétrica oscilatória utilizada para corte de gesso (modelo 18018, Nevoni®), e a abertura 

do crânio ocorreu manualmente com a auxílio de instrumentos cirúrgicos, o que 

possibilitou a integridade do encéfalo no momento da coleta.  

Os tecidos coletados foram armazenados em freezer -80ºC, e, posteriormente, 

foram homogeneizados para realização dos ensaios bioquímicos. O procedimento de 

abate foi realizado de acordo com as normas estabelecidas pelo CEUA. Os tecidos 

utilizados (encéfalo, coração, pâncreas e fígado) foram escolhidos com base na função 

que desempenham no organismo, a fim de avaliar como ocorre a ação das enzimas 

antioxidantes e o dano celular, na proteção dos sistemas nervoso, circulatório, 

digestivo e hormonal, quando esses tecidos encontram-se em situação de privação de 

oxigênio e posterior reoxigenação. 

Segundo Ferreira e Matsubara (1997), os métodos mais utilizados para aferição 

indireta das ERO e, consequentemente, das lesões oxidativas, são os 

espectrofotométricos e cromatométricos, que quantificam a atividade enzimática de 

SOD, CAT, GPx e GR e/ou a concentração de tripeptídeos como GSH, GSSG, GST e 

aldeídos, como MDA. 

O material biológico foi adicionado em meio de reação específico, para cada 

enzima avaliada, e a variação da absorbância por produção ou consumo do substrato foi 
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quantificada. Posteriormente, a taxa de variação da absorbância foi relacionada com a 

quantificação protéica, obtida pelo método de Bradford (1976), resultando no valor da 

atividade enzimática.  

 

- Homogeneização dos Tecidos para os Ensaios Bioquímicos das Enzimas CAT, GPx e 

GST: 

Diluiu-se 100µL de inibidor de protease (PMSF) em 300mL de tampão Tris-HCl 

0,2mM (pH 7,5). 600µL dessa solução foram homogeneizadas com 150mg de tecidos 

(proporção utilizada para eppendorfs de 2mL). A amostra, então, foi centrifugada 

durante 20 minutos em 9.000 rcf a 2ºC. 

Separou-se o sobrenadante, e a amostra foi centrifugada novamente por 1 hora em 

50.000 rcf a 1ºC. 

O sobrenadante (fração citosólica) foi coletado e distribuído em tubos de 0,5 mL 

para avaliação das enzimas CAT, GST, GR e GPx.  

 

- Avaliação Enzimática da Catalase (CAT) (BEUTLER, 1975, com modificações): 

 A atividade da CAT foi medida quantificando a velocidade de decomposição do 

peróxido de hidrogênio (H2O2) pela enzima, por meio do decréscimo da absorbância em 

240 nm, a 27ºC e 17ºC.        

 O tampão para a reação de CAT foi composto por Tris-HCl (1M) e EDTA 

(5mM) em pH 8. O meio de reação foi composto pelo tampão de CAT, H2O2 e água 

ultra pura para ajuste da molaridade em 10mM.       

 Para avaliação da quantidade de amostra a ser utilizada no ensaio, também foram 

testadas várias reações com volumes de amostras diferentes, a fim de identificar o 

volume ideal para que a reação ocorresse de maneira linear e decrescente. Para os 

animais em normóxia, a quantidade de amostra utilizada foi 5µL para coração, 1µL para 

encéfalo, 0,5µL para fígado e 5µL para pâncreas. Já em reoxigenação, a quantidade 

utilizada foi 5µL para coração, 20µL para encéfalo, 1µL para fígado e 5µL para 

pâncreas. Para CAT, não há necessidade de utilizar o branco.        
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- Atividade enzimática 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 variação de absorbância e acompanhado a 340nm a 27ºC e 17ºC, 

na presença do substrato GSSG. A metodologia consiste na redução da GSSG a GSH 

pela GR, por meio da oxidação do NADPH.  

Para avaliação da quantidade de amostra a ser utilizada no ensaio, também foram 

testadas várias reações, a fim de identificar o volume ideal para que a reação ocorresse 

de maneira linear e decrescente. Para os animais em normóxia, as quantidades de 

amostra utilizadas foram 10µL para coração, encéfalo e fígado, e 20µL para pâncreas. 

Para os animais em reoxigenação, 20µL para coraçãom, encéfalo e fígado, e 14µL para 

pâncreas.  

O meio de reação consistiu de 20 µL de glutationa oxidada (GSSG), 20µL de 

nicotinamida adenina dinucleotídeo fosfato, forma reduzida (NADPH) e 950µL de  

tampão Fosfato de Potássio 0,1M pH 7,5, EDTA 1mM. O branco foi composto por 

10µL de tampão Tris-HCl 20mM (pH 7,5), 70µL de meio de reação e 20µL de solução 

de NADPH. 

 

- Atividade enzimática da GST (Glutationa S-transferase) (KEEN, 1976, com 

modificações):          

 A partir da fração citosólica obtida na homogeneização dos tecidos, foi realizado 

o ensaio para avaliação da atividade enzimática da GST, baseando-se na reação GSH + 

CDNB ↔ CDNB-SG + HCl.        

 A reação foi conduzida com tampão fosfato de potássio 0,2M, pH 6,5, GSH 

200mM, CDNB 200mM e amostra. Para avaliação da quantidade de amostra a ser 

utilizada no ensaio foram testadas várias reações com volumes de amostras diferentes 

para cada tecido, a fim de identificar o volume ideal para que a reação ocorresse de 

maneira linear e crescente, indicando o consumo do substrato. Desta forma, para os 

animais em normóxia foram utilizadas as seguintes concentrações, com volume final de 

1mL: 20µL de amostra de coração e encéfalo, 1µL de amostra de fígado e 6µL de 

amostra de pâncreas. Para os animais em reoxigenação, a quantidade utilizada foi de 
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50µL de amostra de coração, 40µL de amostra de encéfalo, 1µL de amostra de fígado e 

6µL de amostra de pâncreas.         

 A análise espectofotométrica foi realizada a 17ºC e 27ºC 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 reação, consistindo na mistura de 

10µL de tampão Tris HCl 20mM (pH 7,5), 50µL de meio de reação de GSH e 50µL de 

meio de reação de CDNB.  

 

- Avaliação Enzimática da Glutationa Peroxidase (GPx) (SIES  et al., 1979):  

 Este método é baseado na medida do decréscimo da absorbância, a 340 nm, 

promovido durante a redução da glutationa oxidada (GSSG). A redução é catalisada por 

GR em presença de NADPH nas temperaturas avaliadas no estudo.  

O ensaio foi realizado adicionando amostra homogeneizada a 10µL de peróxido 

de terc-butila (128µL de tBOOH diluídos em 10 mL de tampão fosfato de potássio 0,1 

mM, pH 6,5) e a 980µL de meio de reação. O meio de reação foi preparado pela adição 

de 25mL de tampão fosfato de potássio 0,1mM, pH 6,5 10mL de EDTA, 15mL de água 

ultra-pura, 11µL de GR, 16 mg de GSH e 8,6 mg de NADPH.    

 Para avaliação da quantidade de amostra a ser utilizada no ensaio foram testadas 

várias reações com volumes de amostras diferentes para cada tecido a fim de identificar 

o volume ideal para que a reação ocorresse de maneira linear e decrescente. Para os 

animais em normóxia, utilizou-se 20µL de amostra de coração, 15µL de encéfalo, 10µL 

de fígado e 15µL de pâncreas. Para os animais em reoxigenação, as quantidades 

utilizadas foram 30µL de amostra de coração, encéfalo e pâncreas, e 20µL de amostra 

de fígado. O branco utilizado consistiu em 990µL de meio de reação e 10µL de tBOOH. 

 

- Quantificação de Proteínas Totais 

A avaliação da proteína total foi realizada utilizando o método de Bradford 

(1976). Para tanto, foi utilizado 995µL de reagente de Bradford e 5µL de amostra de 

cada tecido avaliado. As amostras foram deixadas no escuro durante 20 minutos, e em 

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

conjuntos com as amostras.  

 

- Avaliação dos níveis de peroxidação lipídica (ALMEIDA et al.  2004):   

 Para avaliação dos níveis de peroxidação lipídica, 100mg de tecido foram 

homogeneizados em 1,5 ml de sacarose a 0,25M, contendo 0,05% de 

hidroxitoluenobutilado (BHT), afim de evitar a auto-oxidação. Em seguida, 200µl de 

SDS a 10% e 500µl de TBA 0,4% diluído em HCl0,2 M foram adicionados à solução. 

 A mistura foi aquecida num banho de água fervente durante 60 minutos. Foi 

analisada a presença do produto formado entre malondialdeído (MDA), produto da 

lipoperoxidação, e  o  ácido  2- tiobarbitúrico  (TBA),  por  meio de  HPLC-UV  em  

532nm.  A fase móvel foi composta por solução de fosfato de potássio monobásico50 

mM,  pH  7,0  com  40%  de  metanol, bombeada isocraticamente (1mL/min).  A 

quantificação do MDA foi feita com base em uma curva padrão, injetando-se 

previamente, no HPLC, concentrações conhecidas de padrões de MDA derivados com 

TBA. 

 

Análise Estatística 3.4.

 

Os dados foram testados quanto à normalidade e homocedasticidade das 

variâncias por Shapiro-Wilk e Levene, respectivamente. Para avaliação da atividade 

enzimática entre as temperaturas, foram aplicados Teste t-Student para dados 

paramétricos ou Mann-Whitney para dados não paramétricos, adotando nível de 

significância de 5%. Os mesmos testes foram utilizados para avaliação da peroxidação 

lipídica tecido-específica nos animais em normóxia e reoxigenação, nas duas 

temperaturas. Para avaliação da influência da temperatura e da condição de oxigenação 

(normóxia e reoxigenação) sobre o dano celular, foi realizado teste de ANOVA fatorial 

(two-way ANOVA), complementado por Tukey. O software utilizado foi 

STATISTICA®8.0 (StatSoft).   
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4. Resultados e Discussão 

 

O objetivo central desse estudo consistiu em avaliar o comportamento das 

enzimas associadas à capacidade antioxidante, assim como o possível dano celular, em 

animais expostos às condições de normóxia e reoxigenação. Para alcançá-lo, foi 

necessária a submissão dos animais à hipóxia, uma situação cujos danos ainda não 

podem ser encontrados na literatura, para a espécie P. geoffroanus. Desta forma, um 

relato relacionado ao que se observou no comportamento dos espécimes, frente à 

privação de oxigenação, faz-se necessário, colaborando com informações sobre a 

tolerância desse animal a esse tipo de estresse. 

 

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

de privação de oxigênio 

 

O período em hipóxia teve duração de 2 horas, em que se observou o 

comportamento de P. geoffroanus em relação à privação de oxigenação. Apesar da 

facilidade de encontrar estudos deste tipo na literatura com outros modelos animais, 

como mostra a revisão de Hermes-Lima e colaboradores (2015), dados a respeito do 

comportamento e tolerância de P. geoffroanus em relação a esse tipo de estresse ainda 

são inexistentes. Desta forma, o referencial teórico baseou-se no que é conhecido para 

tartarugas dulcícolas que possuem comportamento natural de mergulho e hibernação 

durante épocas frias (KRIVORUCHKO; STOREY, 2010). Essas espécies conseguem 

permanecer por até três meses submersas em corpos d´água, cuja superfície sofre 

congelamento, suportando, ao mesmo tempo, diminuição da temperatura e da 

disponibilidade de O2 (WILLMORE; STOREY, 1997; JACKSON et al., 2004).  

No entanto, em se tratando de uma espécie endêmica de ambientes tropicais, P. 

geoffroanus não necessariamente possui a mesma tolerância e mesmo comportamento, 

em comparação com as espécies de clima frio. Desta forma, o período em hipóxia serviu 

não somente para efetuar o procedimento necessário para posterior averiguação do 

possível dano causado pela reoxigenação, mas também, como um registro do 

comportamento do organismo de interesse.  
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Presumia-se que, ao notar a privação de oxigênio, o comportamento dos 

indivíduos consistiria em diminuição de atividades como o nado, a fim de diminuir a 

taxa metabólica (STOREY, 1997; 2007). No entanto, observou-se que, em 27ºC, 

durante os primeiros 15 minutos em hipóxia, iniciou-se um comportamento agressivo, 

em que os indivíduos mordiscavam e empurravam uns aos outros. Este comportamento 

agressivo cessou aos 40 minutos, e os espécimes se mantiveram no fundo do tanque até 

o final das duas horas, não respondendo aos estímulos de movimentação da água, ou aos 

estímulos físicos (toques com auxílio de bastões), realizados pelos experimentadores. 

Quando a tela foi retirada, e o acesso à superfície foi liberado, os espécimes emergiram 

à superfície, realizaram longa respiração e permaneceram letárgicos por 

aproximadamente uma hora após o término do experimento, retornando ao 

comportamento normal (nado e movimentação para superfície e fundo do tanque) 

posteriormente.  

Os animais mantidos a 17ºC já se encontravam no fundo do tanque quando a tela 

foi colocada. A procura pela superfície ocorreu após 15 minutos, bem como o 

comportamento agressivo. No entanto, após 25 minutos de observação, os movimentos 

cessaram, e os indivíduos permaneceram no fundo do tanque até o final do experimento. 

Os animais mantidos em diferentes temperaturas evidenciaram importantes diferenças 

comportamentais. O tempo de percepção do impedimento do acesso à superfície e início 

do comportamento agressivo foi o mesmo para os dois grupos experimentais (15 

minutos). Entretanto, os animais mantidos à 27ºC cessaram sua movimentação e se 

posicionaram praticamente imóveis no fundo do tanque em um tempo cerca de 1,6 

vezes maior que os animais mantidos à 17ºC. Este dado sugere que os animais mantidos 

em temperatura mais baixa podem entrar em estado hipometabólico mais precocemente 

dos que os animais mantidos em temperaturas mais elevadas. O hipometabolismo, por 

sua vez, relaciona-se diretamente com a tolerância à hipóxia (KRIVORUCHKO; 

STOREY, 2010; WELKER et. al., 2013).  

O conhecimento do comportamento dos animais expostos a variações na 

temperatura e disponibilidade de oxigenação pode auxiliar na melhor compreensão do 

que depois é observado, quando se analisa a ação das enzimas antioxidantes e os 

possíveis danos celulares.  
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 Análise da atividade das enzimas antioxidantes  4.2.

 

- Análise da atividade enzimática em relação à temperatura  

Os animais em normóxia e reoxigenação foram submetidos aos experimentos em 

temperaturas de 27ºC e 17ºC, que correspondem à amplitude térmica do rio Preto, em 

perímetro urbano, durante o ano (MELO et al., 2009). Essa variação é importante, pois a 

temperatura está relacionada com os mecanismos de tolerância à hipóxia existente em 

muitas espécies, visto que a diminuição no metabolismo do animal ocorre, 

normalmente, em conjunto com a diminuição da temperatura no local em que o animal 

se encontra (HILL et al., 2012).  

Os quelônios, organismos ectotérmicos, ajustam sua temperatura corpórea 

conforme a variação da temperatura ambiental, sendo que a diminuição do metabolismo 

reduz a demanda de oxigênio, levando os tecidos a uma situação temporária de 

hipoxemia (LARSON et al., 2014).  

Mecanismos que permitem a tolerância a baixas temperaturas, e, 

consequentemente, a situações de privação de oxigênio, são bem conhecidos em 

tartarugas dulcícolas norte americanas como Chrysemys picta bellii e Trachemys scripta 

elegans, consideradas organismos modelos em estudo de resistência ao frio e baixa 

oxigenação (STOREY, 2006). A ausência de estudos relacionados a esses aspectos em 

P. geoffranus dificulta o estabelecimento de respostas concretas relacionadas à 

tolerância desses animais à hipóxia e baixas temperaturas, porém, instiga-nos a entender 

melhor suas adaptações, não só nessas condições, mas também em relação ao ambiente 

quente a que esses animais estão submetidos na América do Sul, e, em especial, no 

Brasil. 

A atividade enzimática da CAT, GR, GST e GPx nos diferentes tecidos dos 

animais expostos a temperaturas diferentes se encontram na tabela 1. Realizamos uma 

comparação entre as temperaturas utilizadas no estudo, separadamente, nos 

experimentos de normóxia e reoxigenação.  

Nos tecidos dos animais em normóxia, de modo geral, os valores médios das 

enzimas apresentaram-se maiores em 27ºC. A atividade da CAT mostrou-se maior à 

27ºC em relação à 17ºC no pâncreas, mas não mostrou diferença estatisticamente 
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significativa entre as temperaturas nos demais tecidos avaliados. Da mesma forma, a 

atividade da GR e GST no fígado, e GST no pâncreas não apresentaram valores 

estatisticamente diferentes entre as temperaturas. Houve diferenças na atividade da GPx 

em todos os tecidos, e, em todas os casos, a atividade foi maior na temperatura de 27ºC.  

Nos tecidos em reoxigenação, houve diferença estatisticamente significativa 

somente para CAT, no encéfalo, e para GST, no coração e fígado, sendo que, para CAT, 

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

 

Tabela 1: Média e erro padrão (EP) da atividade enzimática da CAT, GR, GST e GPx nos quatro tecidos 

coletados de 20 indivíduos, comparando a atividade das enzimas nas temperaturas de 27ºC e 17ºC, 

separadas pelas condições de normóxia e reoxigenação.  Valores de p sem *: teste t-Student; valores com 

*: teste de Mann-Whitney; nível se significância (p) <0,05, assinalado em negrito.  

Atividade 

Enzimática 

Coração 

(média±EP) 
p 

Encéfalo 

(média±EP) 
p 

Fígado 

(média±EP) 
p 

Pâncreas 

(média±EP) 
p 

Normóxia 27ºC 17ºC  27ºC 17ºC  27ºC 17ºC  27ºC 17ºC  

CAT 
(U/mg prot) 

 13,07 
±0,61 

 11,93 
±0,71 

 0,26 
 3,43 
±0,25 

2,50 
±0,44  

0,34* 
 74,81 
±11,21 

 83,22 
±10,72 

 0,60 
 5,50 
±0,15 

 4,79 
±0,21 

 0,02 

GR 
(mU/mg prot) 

28,54 
±3,22 

19,89 
±0,47 

0,02 
34,29 
±2,79 

21,92 
±2,05 

<0,01 
27,73 
±3,38 

21,97 
±1,35 

0,15 
37,03 
±6,58 

20,49 
±0,59 

0,03 

GST 

(mU/mg prot) 

185,49 
±10,06 

124,86 
±8,50 

<0,01 
319,6 
±18,8 

218,7 
±24,8 

0,01 
2225,5 
±227,5 

2297,57 
±259,6 

0,84 
154,84 
±26,35 

192,94 
±16,95 

0,25 

GPx 
(mU/mg prot) 

5,58 

±0,72 

3,04 

±0,51 
0,02 

5,89 

±0,21 

2,19 

±0,13 
<0,01 

6,23              

±0,31 

  3,98 

 ±0,49 
<0,01 

3,68 

±0,09 

2,50 

±0,38 
0,01 

Reoxigenação 27ºC 19ºC  27ºC 19ºC  27ºC 19ºC  27ºC 19ºC  

CAT 
(U/mg prot) 

22,67 
±2,86 

24,12 
±1,06 0,91* 5,93 

±1,83 
2,15 

±0,25 <0,01* 57,18 
±10,47 

46,43 
±3,65 0,36 4,11 

±0,85 
3,30 

±0,32 0,46* 

GR 
(mU/mg prot) 

36,44 
±1,64 

32,46 
±2,16 0,17 29,77 

±2,22 
28,31 
±2,24 0,91* 26,31 

±0,69 
27,02 
±1,18 0,62 21,18 

±1,82 
28,93 
±3,29 0,25* 

GST 
(mU/mg prot) 

147,53 
±7,49 

98,67 
±4,50 <0,01 147,57 

±15,84 
167,2 
±28,7 0,75* 891,50 

±117,0 
1462,07 
±69,10 <0,01* 132,65 

±17,56 
181,81 
±12,40 0,05* 

GPx 
(mU/mg prot) 

18,95 

±1,42 

17,13 

±1,80 
0,45 

12,97 

±4,73 

10,02 

±0,73 
0,75* 

24,43 

±3,88 

29,50 

±2,52 
0,30 

28,47 

±1,76 

24,19 

±2,86 
0,20 

 

Em P. geoffroanus, a CAT é a enzima com maior atividade, chegando ao 

máximo de 83,22 U/mg de proteína no fígado, e o mínimo de 2,05 U/mg de proteína, no 
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encéfalo. Os altos índices de atividade estão relacionados à função que a CAT 

desempenha na proteção antioxidante no organismo. A CAT é uma hemeproteína 

presente no citoplasma, que atua como catalisadora da redução do peróxido de 

hidrogênio (H2O2) em H2O e O2. O H2O2, apesar de não ser, por definição, um radical 

livre, devido à ausência de elétrons desemparelhados na última camada, é um 

metabólito do oxigênio extremamente reativo, porque participa da reação que produz o 

radical hidroxila (
•
OH), considerada a ERO mais prejudicial ao organismo (FERREIRA, 

MATSUBARA, 1997).  

No coração, encéfalo e fígado de P. geoffroanus, a CAT foi a única enzima que 

não sofreu alterações quando comparou-se as duas temperaturas em normóxia. Isso 

pode significar que a diferença de 10ºC entre as temperaturas talvez não seja suficiente 

para gerar alterações na atividade dessa enzima, nesses organismos.  

Diferenças foram observadas somente no pâncreas em normóxia, em que a 

atividade da CAT foi maior em 27ºC (p = 0,02), o que talvez esteja relacionado à função 

do pâncreas, que, por ser um órgão com função de secreção hormonal e digestiva, pode 

exercer maior atividade quando o animal encontra-se exposto a maiores temperaturas, 

em que, comumente, o comportamento do animal é mais ativo e a busca por alimento 

acontece em maior frequência. Essa situação pode significar que há necessidade de 

maior oxigenação devido ao metabolismo, o que por consequência resulta na geração de 

mais ERO, como o peróxido de hidrogênio, e, por isso, uma alta na atividade da CAT 

nesse tecido.  

Há dificuldade em encontrar estudos que avaliem a atividade enzimática no 

pâncreas, especialmente em répteis, restando apenas comparações com organismos 

invertebrados, em que, na verdade, se avalia o hepatopâncreas (HERMES-LIMA, et al., 

1998; HERMES-LIMA et al., 2015). Todavia, esses estudos são voltados somente à 

condição de oxigenação, e não a variações enzimáticas associadas à alterações na 

temperatura. Desta forma, o relato do comportamento enzimático das temperaturas no 

pâncreas, apesar de pouco conclusivo, fornece informações que poderão ser futuramente 

utilizadas para comparações com outros animais. 

Estudos com outros animais ectotérmicos, como peixes da espécie Robius 

paganellos, buscaram observar a variação na atividade da CAT em resposta a aumentos 



47 

 

  

na temperatura em que os espécimes foram expostos. Para essa espécie, a atividade da 

CAT aumentou conforme as temperaturas ficaram mais altas em músculo, fígado e 

brânquias (VALDÍVIA et al., 2014).  

Quando as alterações na atividade da CAT eram associadas à temperatura e 

diminuição na disponibilidade de O2, as serpentes Thamnophis sirtalis mostraram 

aumento na atividade dessa enzima conforme a temperatura diminuía, e, nas tartarugas 

Trachemis scripta, a atividade da CAT diminuía conforme a temperatura diminuía 

(HERMES-LIMA; SAVÍN, 2002; LI, 2010).  Em contrapartida, alterações 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 diminuía a temperatura a que os hamsters foram expostos, sendo 

essa relação indiretamente proporcional e devida ao aumento metabólico dos 

organismos endotérmicos, quando enfrentam baixas temperaturas (CHEN et al., 2014).  

 Essas comparações demonstram que a atividade da CAT é modulada de forma 

diferente em cada organismo, de acordo com as adaptações que possuem, as 

dificuldades térmicas que enfrentam, e o ambiente em que estão inseridos. Em alguns 

casos, enzimas como a CAT possuem atividade dependente da temperatura, podendo 

apresentar atividade inversa ou diretamente proporcional à temperatura em que se 

encontram. 

Em relação à atividade da GR, houve diferença entre as temperaturas avaliadas 

no coração, encéfalo e pâncreas, em normóxia, sendo maior na temperatura mais alta em 

todos os casos. Porém, em reoxigenação, não foram observadas diferenças na atividade 

dessa enzima entre nenhuma das temperaturas.  

A GR tem a função de recuperar a GSH que foi oxidada à GSSG em decorrência 

da exposição ao agente oxidante. Este processo é importante para manter a integridade 

do sistema de proteção celular.  

Ainda não há informações na literatura sobre a atividade da GR em P. 

geoffroanus nessas condições térmicas. Porém, em estudo realizado com a rã-da-floresta 

(Rana sylvatica), conhecida por sua tolerância ao congelamento, a atividade da GR 

sofreu alterações de acordo com a temperatura, porém, diferentemente do que foi 

observado em P. geoffroanus, houve aumento da atividade enzimática conforme a 
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diminuição da temperatura. Esse comportamento enzimático é denominado por alguns 

autores como “preparação para o estresse oxidativo” (preparation for oxidative stress) 

(HERMES-LIMA et al., 1998), visto que, durante o congelamento, a rã-da-floresta 

atinge um estado de isquemia em seus tecidos. Desta forma, para essa espécie, o 

aumento da atividade dessa enzima atua protegendo o organismo das ERO que serão 

formadas durante a reoxigenação dos tecidos previamente congelados (JOANISSE; 

STOREY, 1996).   

Em Trachemis scripta elegans expostas a baixas temperaturas, que, inclusive, 

resultaram em anóxia com duração de cinco horas, observou-se um aumento na 

atividade da GR no fígado e músculo (HERMES-LIMA et al., 2015), situação que 

também é diferente do que foi observado em P. geoffroanus. Desta forma, não podemos 

concluir que a atividade da GR foi afetada pela variação nas temperaturas utilizadas 

nesse estudo. Provavelmente, a maior atividade dessa enzima, observada em coração, 

encéfalo e pâncreas dos animais em normóxia (27ºC), faz parte do comportamento 

enzimático natural dessa condição. A ausência de diferenças entre as temperaturas, para 

todos os tecidos dos animais expostos à reoxigenação, pode significar que a variação de 

10ºC, nessa condição, não desempenha uma situação 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 níveis máximos de 2297,57 mU/mg de proteína no fígado, e mínimo de 124,86 

mU/mg de proteína no coração.  

As GSTs pertencem a uma superfamília enzimática, multigênica, que catalisam a 

adição nucleofílica do tiol da GSH em uma grande variedade de eletrófilos. Agem no 

organismo assegurando proteção, não apenas contra eletrófilos, que tendem a ser 

tóxicos para a célula, mas também contra os oxidantes que eles reduzem (WILLMORE; 

STOREY 2005).  

Estudos apontam a ocorrência de aumento na expressão da GST quando na 

presença de estresse termal, como ocorre no coração de Rana sylvatica, e em alguns 

répteis, como em Chrysemis picta marginata, principalmente quando esses também são 

expostos a períodos em anóxia (STOREY, 2006; WELKER et al., 2013). No entanto, 
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nota-se que em P. geoffroanus o mesmo não ocorreu, ou seja, a maior atividade dessas 

enzimas foi observada na maior temperatura do experimento (27ºC).  

Houve diferenças na atividade da GST, entre as temperaturas, no coração e 

encéfalo em normóxia, sendo maior na temperatura mais alta. Em reoxigenação, a 

diferença ocorreu entre as temperaturas de coração e fígado, e, para os dois casos, a 

atividade foi maior na temperatura mais baixa. Isso pode significar que, nos animais 

expostos à reoxigenação, essa enzima pode ter atuado como uma forma de proteção 

contra os danos causados pela diminuição de O2, possivelmente, atuando em conjunto 

com a diminuição metabólica decorrente da queda da temperatura.  

A GPx foi a única enzima que teve sua atividade alterada entre as temperaturas 

em todos os tecidos, nos animais expostos à condição normóxica. Assim como 

observado em grande parte das condições e tecidos analisados, a maior atividade da 

GPx também aconteceu na temperatura mais alta. No entanto, não houve diferenças na 

atividade da GPx, entre as temperaturas, nos organismos do experimento de 

reoxigenação.   

A GPx tem como função catalisar a redução do H2O2 ou hidroperóxidos 

orgânicos em água ou no álcool correspondente, respectivamente, utilizando a 

glutationa reduzida (GSH) como redutor (URSINI et al., 1995). Essa enzima ajuda a 

degradar baixas concentrações de H2O2, ao contrário da CAT, que degrada o peróxido 

de hidrogênio em altas concentrações no organismo (WILLMORE; STOREY, 1997).  

A atividade da GPx foi maior no fígado em comparação com os outros tecidos, e 

os menores valores foram observados no encéfalo. No entanto, nos animais em 

normóxia, mantidos a 17ºC, observou-se que a atividade da GPx foi menor em todos os 

tecidos, principalmente no fígado. Esses resultados permitem concluir que a atividade 

da GPx sofre alterações em relação a temperatura. O aumento da atividade da GPx na 

temperatura mais alta também pode ser devido ao comportamento ativo dessa espécie 

em períodos de calor, como mencionado anteriormente.  

 

- Análise da defesa antioxidante de acordo com a disponibilidade de oxigênio  
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 O comportamento das enzimas antioxidantes em animais que enfrentam 

condições de privação de oxigênio são bem conhecidas em animais que também 

enfrentam períodos de estresse térmico. A proteção que é requerida para evitar danos 

provenientes da falta de oxigenação, atrelada ao estado hipometabólico resultante das 

diminuições de temperatura, consiste em um mecanismo bem desenvolvido nesses 

animais. A ausência de experimentações em P. groffroanus nos faz questionar se a 

mesma resposta ocorreria neste animal, especialmente pelo fato de habitarem águas 

relativamente quentes, sem quedas drásticas 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 decorrência da queda da temperatura. Os banhos de sol, que 

acontecem normalmente durante as manhãs e consistem em um comportamento natural 

do grupo (VOGT, 2008), não são tão recorrentes nessa época do ano. 

Diferentemente de tartarugas dulcícolas de regiões frias, espécimes de P. 

geoffroanus não estão expostos a grandes quedas na temperatura, a ponto de 

permanecerem submersos por dias. Esses animais diminuem sua atividade, muito 

provavelmente em decorrência da diminuição na taxa metabólica, 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 estão mais altas, o que é refletido diretamente na atividade 

enzimática, quando submetemos esses animais à privação de oxigênio seguida de 

reoxigenação, condição que, conhecidamente, é potencial causadora de ERO, em grande 

parte dos organismos.  

Levando em consideração essas informações, optou-se por comparar os 

resultados obtidos, separadamente, em cada uma das temperaturas do estudo. Desta 

forma, analisou-se a atividade enzimática dos indivíduos expostos a normóxia e 

reoxigenação, em 27ºC e 17ºC. Os resultados podem ser visualizados na tabela 2. 

Na temperatura de 27ºC, diferenças na atividade foram observadas para: CAT, 

no coração, em que a maior atividade ocorreu em reoxigenação; GR e GST, no 

pâncreas, com maior atividade em normóxia; e GPx, em que houve diferenças em todos 
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os tecidos, sendo que, em todos eles, a maior atividade foi observada nos indivíduos que 

enfrentaram o estresse da privação de oxigênio seguida de reoxigenação por 24 h. 

Na temperatura de 17ºC, houve diferenças na atividade da CAT no coração 

(maior em reoxigenação), fígado (maior em normóxia) e pâncreas (maior em 

reoxigenação). A atividade da GR foi maior no coração, fígado e pâncreas em 

reoxigenação, enquanto que, para GST, houve maior atividade em normóxia, tanto para 

o coração, quanto para o fígado. A GPx apresentou diferença entre as condições de 

oxigenação em todos os tecidos, e, em todos os casos, a maior atividade foi observada 

nos indivíduos expostos a reoxigenação.  

 

Tabela 2: Média e erro padrão (EP) da atividade enzimática da CAT, GR, GST e GPx nos quatro tecidos 

coletados de 20 indivíduos, comparando a atividade das enzimas nas condições de normóxia e 

reoxigenação, separadas pelas temperaturas de 27ºC e 17ºC. Valores de p sem *: teste t-Student; valores 

com *: teste de Mann-Whitney; nível de significância (p) <0,05, assinalado em negrito. N = normóxia, R 

= reoxigenação. 

Atividade 

Enzimática 

Coração 

(média±EP) 
p 

Encéfalo 

(média±EP) 
p 

Fígado 

(média±EP) 
p 

Pâncreas 

(média±EP) 
p 

27º C N R  N R  N R  N R  

CAT 
(U/mg prot) 

13,07 

±0,61 

22,67 

±2,86 
<0,01* 

3,43 

±0,25 

5,93 

±1,83 
0,75* 

74,81 

±11,21 

57,18 

±10,47 
0,28 

5,50 

±0,15 

4,11 

±0,85 
0,25 

GR 
(mU/mg prot) 

28,54 

±3,22 

36,44 

±1,64 
0,06 

34,29 

±2,79 

29,77 

±2,22 
0,34* 

27,73 

±3,38 

26,31 

±0,69 
0,69 

37,03 

±6,58 

21,18 

±1,82 
0,04 

GST 
(mU/mg prot) 

185,49 

±10,06 

147,53 

±7,49 
0,01 

319,65 

±18,82 

147,57 

±15,84 
<0,01 

2225,5 

±227,59 

891,50 

±117,04 
<0,01 

154,84 

±26,35 

132,65 

±17,56 
0,50 

GPx 
(mU/mg prot) 

5,58 

±0,72 

18,95 

±1,42 
<0,01 

5,89 

±0,21 

12,97 

±4,73 
0,04* 

6,23              

±0,31 

  24,43 

  ±3,88 
<0,01* 

3,68 

±0,09 

28,47 

±1,16 
<0,01 

17ºC N R  N R  N R  N R  

CAT 
(U/mg prot) 

11,93 

±0,71 

24,12 

±1,06 
<0,01 

2,50 

±0,44 

2,15 

±0,25 
0,32 

83,22 

±10,72 

46,43 

±3,65 
<0,01* 

4,79 

±0,21 

3,30 

±0,32 
<0,01 

GR 
(mU/mg prot) 

19,89 

±0,47 

32,46 

±2,16 
<0,01* 

21,92 

±2,05 

28,31 

±2,24 
0,06 

21,97 

±1,35 

27,02 

±1,18 
0,02 

20,49 

±0,59 

28,93 

±3,29 
<0,01* 

GST 
(mU/mg prot) 

124,86 

±8,50 

98,67 

±4,50 
0,02 

218,73 

±24,86 

167,27 

±28,74 
0,34* 

2297,57 

±259,60 

1462,07 

±69,10 
<0,01* 

192,94 

±16,95 

181,81 

±12,40 
0,61 

GPx 
(mU/mg prot) 

3,04 

±0,51 

17,13 

±1,80 
<0,01* 

2,19 

±0,13 

10,02 

±0,73 
<0,01* 

3,98 

±0,49 

29,50 

±2,52 
<0,01* 

2,50 

±0,38 

24,19 

±2,86 
<0,01* 
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As enzimas em normóxia e reoxigenação, responderam de formas diversas nos 

tecidos avaliados, nas duas temperaturas. Para a GPx, os resultados mostraram 

diferenças na condição de oxigenação em todos os tecidos, tanto a 27ºC, quanto a 17ºC.  

Uma possível explicação para o fato da atividade desta enzima estar maior nos 

tecidos que sofreram com a reoxigenação pode relacionar-se com um aumento na 

quantidade de peróxido de hidrogênio formado no período em que os tecidos foram 

reoxigenados. Diversos estudos demonstram que a GPx é uma das enzimas que mais 

apresenta aumento nos níveis de atividade, quando o organismo enfrenta situações 

como hipóxia e anóxia (HERMES-LIMA et al., 2015).   

Para impedir o dano oxidativo produzido pelo radical superóxido (•O2-), as 

células contam com a enzima superóxido dismutase (SOD), para catalisar a reação que 

transforma o •O2- em O2 e peróxido de hidrogênio (H2O2), sendo este, então, reduzido 

pela GPx (WILSON; COX, 2014). Dessa forma, podemos inferir que houve formação 

de ERO durante o período de reoxigenação.     

A CAT, outra enzima com função de degradar o peróxido de hidrogênio, 

também apresentou maior atividade no coração submetido à reoxigenação na 

temperatura de 27ºC. Na temperatura mais baixa, a CAT apresentou maior atividade em 

reoxigenação para o coração, mas o fígado e o pâncreas apresentaram maior atividade 

em normóxia. Como dito anteriormente, a GPx atua reduzindo o H2O2 em menor 

quantidade em comparação com a CAT. Isso pode significar que houve formação dessa 

ERO, porém, os níveis podem não ter sido tão 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 

enzimática foi observada nos indivíduos em normóxia. A atividade das enzimas é 

variável nos tecidos, desempenhando maior ou menor atividade, e/ou, resposta 

enzimática mais rápida ou mais lenta de acordo com a função de cada um. Da mesma 

forma que cada tecido responde de uma determinada maneira à hipóxia e reoxigenação, 

cada animal também responde a esse estresse de maneiras distintas.  

Existe a possibilidade da atividade enzimática já estar normalizada ou em 

processo de normalização devido ao período de 24h de reoxigenação. Sendo assim, não 
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foi possível afirmar se houve maior ou menor atividade enzimática durante o período de 

reoxigenação. No entanto, podemos supor que, no momento da coleta dos tecidos, ou 

seja, 24 horas após a exposição à hipóxia, essa atividade já pode ter sofrido decréscimo, 

nos tecidos em que não se observou diferenças entre os tratamentos de normóxia e 

reoxigenação. Outra possibilidade é que a defesa antioxidante ainda pode estar atuando, 

naqueles tecidos em que se observou diferença significativa entre os tratamentos 

utilizados. 

 O fato da GPx ter mostrado diferenças na atividade entre as condições de 

oxigenação, sendo maior durante a reoxigenação, é um exemplo de que a defesa contra 

as ERO ocorreu, visto que a liberação de peróxido de hidrogênio pode ser uma condição 

potencialmente danosa por possibilitar a produção de EROs mais prejudiciais, como 

mencionado anteriormente. 

Além disso, o período de duas horas de hipóxia pode não ter sido suficiente ao 

ponto de ocasionar um aumento na produção de ERO, quando os tecidos foram 

reoxigenados. Desta maneira, não podemos dizer que não houve liberação de ERO, 

porém, o tempo de exposição à hipóxia, seguido das 24 horas de oxigenação, pode não 

ter sido suficientemente estressante ao organismo a ponto de ocorrer uma liberação tão 

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

 

 Avaliação da Peroxidação Lipídica (MDA) 4.3.

 

Na tabela 3 encontram-se os resultados da avaliação de MDA em cada amostra 

tecidual, dos indivíduos em normóxia e em reoxigenação, nas diferentes temperaturas. Não 

houve diferença estatística na produção de MDA entre as temperaturas avaliadas no 

estudo, tanto nos animais em normóxia, quanto nos animais em reperfusão. Porém, 

foram observadas diferenças entre as condições de oxigenação no coração, fígado e 

pâncreas, sendo que, para todos os casos, a maior quantidade de MDA foi encontrada 

nos tecidos dos animais que sofreram reoxigenação, o que indica a existência de lesão 

celular.  
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Tabela 3: Média e erro padrão (EP) referente aos níveis de MDA quantificados nos tecidos avaliados nas 

temperaturas e condições experimentais. £: significância do teste para avaliação da peroxidação entre 

temperaturas de cada condição experimental; #: significância dos testes da análise da peroxidação entre 

normóxia e reoxigenação para cada temperatura avaliada. §: teste t-Student; *: teste Mann-Whitney. Nível 

de significância (p) <0,05, assinalado em negrito. 

MDA 

(pmol/mg) 

Coração 

(média±EP) 
p£ 

Encéfalo 

(média±EP) 
p£ 

Fígado 

(média±EP) 
p£ 

Pâncreas 

(média±EP) 
p£ 

             

 

Normóxia 

(n=10) 

 

27ºC 
5,07 

±0,24 

 

27ºC      

17ºC 
4,64 

±0,62 

 

17ºC 

 

0,53
§
 

27ºC 
59,59 

±15,87 

 

27ºC 

17ºC 
27,65 

±6,25 

 

17ºC 

 

0,11* 
27ºC 
10,07 

±4,24 

 

27ºC 

17ºC 
15,33 

±3,57 

 

17ºC 

 

0,25* 
27ºC 
13,63 

±1,37 

 

27ºC 

17ºC 
19,67 

±3,87 

 

17ºC 

 

0,18
§
 

Reoxigenação 

(n=10) 

 

p
#
 

 31,60 

±10,17 

 

<0,01* 

14,74 

±3,58 

 

0,02* 

0,07* 86,49 

±15,71 

 

0,26
§
 

57,10 

±10,97 

 

0,07* 

0,16
§
 81,06 

±20,84 

 

0,01* 

35,47 

±10,91 

 

0,07* 

0,17* 18,90 

±1,41 

 

0,02
§
 

14,11 

±3,33 

 

0,30
§
 

0,22
§
 

 

 

Com o objetivo de verificar se existe influência da temperatura (27ºC e 17ºC) 

associada à condição de oxigenação (normóxia e reperfusão) na peroxidação lipídica, 

foram realizados testes de ANOVA fatorial (two-way ANOVA). 

 Os resultados obtidos após essa análise demonstraram que, no coração (p<0,01; 

F = 11,48) e fígado (p<0,00; F = 14,21), a peroxidação lipídica não foi influenciada pela 

temperatura, mas sim pelas condições de oxigenação, resultando em um aumento na 

produção de MDA em reoxigenação, o que indica dano celular.  

Quando os fatores temperatura e condição de oxigenação foram analisados 

separadamente, com ajuda de teste t-Student e Mann-Whitney, não foram observadas 

diferenças estatisticamente significativas nos níveis de MDA, no encéfalo. No entanto, 

ao testar a associação das condições experimentais, temperatura e oxigenação, notou-se 

que a produção de MDA neste tecido foi influenciada pela a condição normóxica em 

temperatura baixa (p = 0,04; F = 4,82), e pela condição de reoxigenação, 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 

não mostrar diferenças entre as condições de oxigenação, o teste two-way ANOVA 

mostrou que a ausência de oxigênio impactou a concentração de MDA no encéfalo, 

demonstrando que a alteração na disponibilidade de O2 é capaz de alterar os valores de 
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MDA para esse tecido. No entanto, não é possível comprovar que a existência desse 

impacto tenha sido suficiente para ocasionar lesão nas células encefálicas, o que pode 

ser confirmado pela ausência de diferenças estatisticamente significativas quando 

testou-se as duas amostras (normóxia e reoxigenação). 

 A peroxidação lipídica é uma condição dependente da existência de O2 como 

substrato. Como o O2 é uma molécula apolar, sua solubilidade na porção lipídica da 

membrana é alta, o que faz com que a PO2 na porção hidrofóbica seja maior que a PO2 

na porção aquosa do citosol (HERMES-LIMA et al., 2015).  

Em nosso estudo, a maior produção de MDA foi observada em organismos 

expostos a reoxigenação, o que pode ser explicado pelo fato de ocorrer um aumento na 

formação de ERO pelas mitocôndrias, em especial •O2- e H2O2, na reentrada de O2 

(HERMES-LIMA, 2004). Desta forma, a maior produção de MDA observada no 

coração, encéfalo e fígado, pode ser decorrente da reoxigenação, demonstrando que 

houve algum grau de lesão celular ocasionado após a hipóxia. 

A avaliação da peroxidação lipídica, associada a respostas oferecidas pelo 

comportamento das enzimas antioxidantes, são capazes de fornecer explicações a alguns 

danos, ou a ausência deles, em células dos tecidos que se procurou estudar. Em geral, 

organismos em que a ação de agentes antioxidantes acontece em menor escala, são mais 

suscetíveis à peroxidação lipídica (DOYOTTE et al., 1997; COSSU et al., 2000).  

Este não parece ser o caso de P. geoffroanus em relação a variações na 

temperatura, pois a atividade enzimática observada nos animais tratados em normóxia 

foi suficiente para atuar como forma de proteção, evitando altos níveis de peroxidação 

lipídica nos tecidos avaliados (Tabela 3). 

Nos animais em reoxigenação, em que houve diferenças em comparação aos 

animais em normóxia, coração, fígado e pâncreas demonstraram que o dano celular 

existiu. Para o encéfalo, que não apresentou diferenças na formação de MDA entre 

normóxia e reoxigenação, esse resultado pode significar que a proteção conferida às 

células encefálicas foi eficiente, a ponto de impedir que a lesão ocorresse, ou, que o 

momento em que realizou-se a coleta dos tecidos foi demasiadamente curto, a ponto de 

o dano celular ocasionado pelas ERO não ter conseguido atingir as células encefálicas.   
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Os valores de peroxidação encontrados podem ser considerados inferiores em 

comparação a estudos realizados em mamíferos, e mostram-se semelhantes aos níveis 

encontrados em T. s. elegans (WILLMORE; STOREY, 1996; LI et al., 2010), 

demonstrando que, apesar de sofrer os danos, a proteção celular de P. geoffroanus 

aparenta ser suficiente ao ponto de evitar danos maiores, diferente de situações em que, 

por exemplo, a produção de MDA é 100x maior em situação de reoxigenação em 

comparação com normóxia, como observado em outros organismos (HERMES-LIMA 

et al., 2015).  

Alguns tecidos são mais suscetíveis à peroxidação lipídica, como é o caso do 

encéfalo, para a maioria dos animais (LI et al., 2010). A privação de O2 pode ser 

considerada uma situação catastrófica, especialmente para os mamíferos. A exigência de 

ATP das células cerebrais desse grupo, por unidade de tempo, é muito maior que a taxa 

na qual essas células são capazes de produzir ATP por vias aeróbicas (HILL et al., 

2012). Quando há uma limitação na disponibilidade de O2, a concentração de ATP nas 

células cerebrais decai rapidamente. Essa situação causa um desequilíbrio nas bombas 

iônicas dependentes de ATP, impossibilitando a polarização 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 mamíferos de respiração aérea, mergulham 

por longos períodos, há necessidade de recorrer à glicólise anaeróbia. Ocorre, então, 

uma subdivisão metabólica em seus corpos, de modo que as reservas de O2 sejam 

preferencialmente distribuídas para o encéfalo, para que ele permaneça em catabolismo 

aeróbio (HILL et al., 2012).  

No entanto, alguns répteis, como os quelônios, são capazes de tolerar anóxia em 

todo o seu organismo, incluindo o encéfalo, durante mergulhos prolongados. Eles 

utilizam a depressão metabólica do encéfalo para a manutenção da integridade desse 

tecido durante a privação de oxigenação. Para isso, as sinapses entre as células cerebrais 

são suprimidas na ausência ou limitação de O2, e a atividade bioelétrica mediada por 

íons é reduzida, fazendo com que o cérebro permaneça “eletricamente silencioso” 

(HILL et al., 2012). Esse é o motivo pelo qual as tartarugas que mergulham por 

períodos prolongados deixam de ser comportamentalmente alertas (HILL et al., 2012), 
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atingindo um estágio de letargia, provavelmente semelhante ao ocorrido com P. 

geoffroanus durante a exposição à hipóxia, nesse experimento.  

Devido a essa resposta, há uma diminuição no bombeamento de íons no cérebro 

e na polarização da membrana. A necessidade de ATP para manter a integridade do 

tecido é diminuída, o que permite que a glicólise anaeróbia atenda à quantidade de ATP 

necessária, evitando que as concentrações cerebrais de ATP caiam (HILL et al., 2012).  

Além disso, uma variedade de mecanismos de proteção é ativada a nível 

molecular no encéfalo das tartarugas, incluindo aumento das proteínas heat shock, 

fatores anti-apoptóticos e antioxidantes (KRIVORUCHKO; STOREY, 2010). Isso 

condiz com a ideia de que a longevidade observada nos quelônios está diretamente 

relacionada à alta capacidade antioxidante presente nesses animais, que atua como 

proteção contra a peroxidação lipídica, o que significa que, provavelmente, existe uma 

relação entre a ação de enzimas antioxidantes e dano celular (LI et al., 2010; 

KRIVORUCHKO; STOREY, 2010). 

Desta forma, conclui-se que, em P. geoffroanus submetidos à hipóxia, seguida 

de reoxigenação, a lesão celular decorrente da peroxidação lipídica ocorre em alguns 

tecidos, porém, em quantidades muito menores em comparação à outros animais 

submetidos ao mesmo tipo de situação (LI et al., 2010), o que refuta a ideia de que não 

haveria dano celular após o estresse, mas corrobora a hipótese de que o dano seria 

baixo, em comparação a outras espécies submetidas a condições semelhantes 

(STOREY, 1997).  

Os resultados obtidos nesse trabalho, em relação à peroxidação lipídica e à 

atividade das enzimas antioxidantes, demostram que, assim como outras espécies de 

quelônios, P. geoffroanus possui mecanismos fisiológicos e bioquímicos de defesa, 

capazes de auxiliar em situações de privação de oxigênio. 
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5. Conclusão  

 

Apesar da atividade das enzimas antioxidantes ter sido maior em alguns tecidos dos 

animais expostos à reoxigenação, não pudemos corroborar a hipótese de que essa 

situação ocorreria em todos os tecidos dos animais expostos a essa condição. 

A atividade das enzimas foi menor em temperaturas mais baixas, e maior na 

temperatura mais alta, na maioria dos tecidos em condição de normóxia. Porém, na 

reoxigenação, esse padrão não se repetiu. Desta forma, conclui-se que a atividade das 

enzimas pode ser influenciada pela temperatura quando o animal está em condições 

normais de oxigenação, porém, quando exposto ao estresse da privação de oxigênio, é 

essa a condição que mais influencia na atividade das enzimas avaliadas, e não só a 

temperatura. 

Em relação à peroxidação lipídica, observou-se a existência de dano celular, em 

especial nos organismos expostos à reoxigenação. Porém, a proteção conferida pelas 

enzimas é eficiente, pois, apesar de existir a lesão, essa pode ser considerada baixa em 

P. geoffroanus. Sendo assim, refutamos a hipótese de que a proteção antioxidante seria 

capaz de impedir que o dano celular ocorresse, mas corroboramos a premissa de que a 

proteção seria eficiente a ponto de garantir que o dano fosse baixo. 
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Apêndice A – Protocolos para ensaios enzimáticos 

 

Homogeneização de amostras teciduais 

 

1) Pesar 150mg de amostra tecidual em eppendorf de 2mL 

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

3) Adicionar 100µL de PMSF e etanol em 30mL de tampão Tris-HCl 0,2mM 

(pH7,5) 

4) Homogeneizar com auxílio de um mixer as 150g de tecido e 600µL do tampão 

Tris-HCl 0,2mM (pH7,5) + PMSF 

5) Centrifugar durante 20 minutos em 9000rcf, a 2ºC 

6) Separar sobrenadante em eppendorfs próprios para uso em centrífuga 

7) Centrifugar por 1 hora em 50000rcf a 1ºC 

8) Separar o sobrenadante em alíquotas  

Obs: Caso seja necessário diluir as amostras para os ensaios enzimáticos, fazê-lo 

adicionando tampão Tris-HCl 0,2mM (pH 7,5). 
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Ensaio espectrofotométrico para CAT 

 

Tampão para Catalase: Pesar os seguintes sais juntos, adicionar os respectivos volumes 

de água ultrapura e regular o pH para 8,0. 

 

Tris HCl 1M:  

121,1g para vol. total de 1L 

30,27g para vol. total de 250mL 

6,055g para vol. total de 50mL 

 

EDTA 5mM: 

1M = 292,2g 

5mM: 

1,461 em vol. total de 1L 

0,365g em vol. total de 250mL 

0,07305g em vol. total de 50mL 

 

Meio de Reação: 

1) Adicionar 100µL de H2O2 (concentração 30%) em 100mL de água ultrapura, 

de modo que a molaridade seja igual a 10mM 

2) Desta solução de H2O2 10mM, retirar 10mL, para novamente ajustar a 

molaridade. 

3) Adicionar 5mL de tampão de catalase aos 90mL restantes 

4) Adicionar 4mL de água ultrapura 

 

Ensaio 

Reativos 

Meio de reação                                                       (990 – X)µL 

                 Amostra                                                                    XµL 

 

Leitura no espectrofotômetro: 240nm  
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Ensaio espectrofotométrico para GR 

 

 Reagentes:  

Tampão PO4
-
 0,1M (pH7,0) 

EDTA 1mM 

GSSG 125mM 

NADPH 6mM 

Preparo dos Reagentes 

 

Preparo do tampão PO4
- 
0,1M (pH7,0): 

Monobásico (KH2PO4): 

1M = 136,09g/L; precisa-se de 0,1M, portanto, 13,09g/L. Usa-se 6,804g desse 

composto no preparo de 1L de solução. 

Dibásico (K2PO4): 

1M = 174,2g/L; precisa-se de 0,1M, portanto, 17,42g/L. Usa-se 8,71g desse 

composto no preparo de 1L de solução. 

Mistura-se os dois sais em um béquer com água ultrapura (aproximadamente 

800mL). Ajusta-se a solução para pH7,0, e completando com água ultrapura até 

1L. 

 

EDTA 1mM:  

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 o peso molecular for igual a 612,6, dissolve-se 76,58mg/mL no tampão PO4
-
. 

Se o peso molecular for igual a 656,6, dissolve-se 82,08mg/mL no tampão PO4
-
. 

 

NADPH 6mM: 

Se o peso molecular for igual a 833,4, dissolve-se 5mg/mL em NaHCO3 a 0,1%. 
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Ensaio 

Reativos 

Tampão PO4
- 
+ EDTA                                                       (960 – X)µL 

                 Amostra                                                                         XµL 

                   GSSG                                                                          20µL 

                 NADPH                                                                         20µL 

 

Branco: 960µL tampão PO4
- 
+ 20µL de GSSG + 20µL de NADPH 

Leitura no espectrofotômetro: 340nm 
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Ensaio espectrofotométrico para GST 

 

Reagentes:  

Solução tampão fosfato de potássio 0,2M (pH 6,5) 

GSH 200mM 

CDNB 200mM 

 

Solução tampão fosfato de potássio:  

Para preparar 1L de tampão fosfato de potássio 0,2mol.L
-1

 pH6,5, são 

necessários 13,605g de tampão fosfato monobásico + 17,42g de fostato de 

potássio dibásico. Corrigir o pH e completar a solução para o volume final de 

1L. 

 

GSH: 

Pesar 61,46mg e adicionar 1,0mL de solução tampão fosfato de potássio 

0,2mol.L
-1

 pH6,5. 

 

CDNB: 

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

 

Ensaio 

                                                    Reativos  

      Solução tampão fosfato de potássio                                  (980 – X)µL 

                   Amostra                                                                       XµL  

                   CDNB                                                                         10µL 

                    GSH                                                                           10µL 

Obs: Necessariamente nessa ordem. 

 

Branco: Solução tampão fosfato de potássio 980µL + GSH 10µL + CDNB 10µL 

Leitura no espectrofotômetro: 340nm 
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Ensaio espectrofotométrico para GPx 

 

Reagentes: 

Tampão PO4
- 
0,1M (pH7,0) 

EDTA 0,005M (pH 7,0) 

NADPH – 1,72mg em 10mL do meio de reação 

Glutationa Redutase (GR) – 0,1U/ml em meio de reação  

GSH – 3,2mg em 10mL do meio de reação 

tBOOH 

 

Preparo do Meio de Reação:                      Preparo do tBOOH 

Tampão PO4
- 
–  25mL             (Peróxido de terbutila 0,5mM): 

EDTA – 10mL    128µL em 10mL do tampão 

GR – 11µL 

GSH – 0,016g 

H2O – 15mL 

NADPH – 0,0086g 

Ensaio 

Reativos 

Meio de reação                                                       (990 – X)µL 

                 Amostra                                                                    XµL 

                  tBOOH                                                                    10µL 

 

Branco: 990µL de meio de reação + 10µL tBOOH 

Leitura no espectrofotômetro: 340nm 
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Determinação Proteica (BRADFORD, 1976) 

O reagente de Bradford pode ser utilizado para determinar a concentração de proteínas 

em soluções biológicas. O procedimento é baseado na formação de um complexo entre 

o corante e as proteínas da solução. O complexo proteína-corante provoca uma mudança 

no máximo de absorção do corante de 465nm para 595nm, quando a ligação à proteína 

ocorre. A quantidade de absorção é proporcional à quantidade da proteína presente, e 

essas interações estabilizam a forma aniônica do corante, provocando uma mudança de 

cor visível (marrom para azul). O reagente de Bradford não exige diluição e é 

apropriado para ensaios padrões. 

 

Para estabelecer a curva padrão da dosagem utilizam-se cinco concentrações de 

Bradford com BSA (albumina bovina): 

1: 995μL do Reagente Bradford com 5μL de BSA. 

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

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

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

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

 

Processo: 

dicionar 990μL do Reagente Bradford + 10μL de amostra  

2) Homogeneizar para começar a reação entre o corante e as proteínas, então, 

deixar aproximadamente 20 minutos no escuro 

          3)Após este período é realizada a leitura no espectofotômetro a 595 nm. 

 

A partir da curva padrão de absorbância determinada, são estabelecidas as 

quantificações proteicas das amostras, em quantidade de proteína/amostra, considerando 

no cálculo o fator de diluição. Posteriormente, a taxa de variação da absorbância 

analisada nos ensaios de cada enzima (CAT, GR, GST e GPx), é relacionada com a 

quantificação protéica, resultando no valor da atividade enzimática. 
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Preparo das amostras para MDA 

 

Preparo do TBA: 

Dissolver 0,04g de ácido tiobarbitúrico em 10mL de HCl 0,2M 

 

Preparo da Curva de Calibração: 

- Adicionar 1,65µL de tetrametoxipropano (TMP) em 1mL de água ultrapura e agitar 

bem utilizando vórtex 

- Diluir 10µL dessa solução em 990µL de água ultrapura e agitar novamente 

- Diluir essa solução final seguindo as seguintes concentrações: 

 

Concentração 

(nmol/ml) 

Volume de 

solução (µL) 

Volume de 

tampão (µL) 

Volume de sol. 

TBA (µL) 

0,5 5 295 300 

1,0 10 290 300 

1,5 15 285 300 

2,0 20 280 300 

2,5 25 275 300 

 

Preparo da amostra: 

- Pesar cerca de 100mg de tecido  

- Adicionar 300µL de tampão Tris HCl 0,1M (pH8,0) 

- Homogeneizar utilizando mixer 

- Acrescentar 300µL da solução de TBA 

- Deixar as amostras e as soluções da curva de calibração em banho-maria por 40 

minutos 90ºC 

- Após as amostras e as soluções da curva de calibração resfriarem um pouco (podem 

ser colocadas no gelo por alguns minutos), adicionar 1mL de álcool n-butílico e agitar 

utilizando vórtex 

- Centrifugar durante 5 minutos a 5000rpm, em temperatura de 4ºC. 
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Anexo A – Autorização IBAMA/SISBIO para realização de atividade com 

finalidade científica 
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Anexo A – Autorização IBAMA/SISBIO para realização de atividade com 

finalidade científica 
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Anexo B – Documento de aprovação para experimentação animal pela Comissão 

de Ética no Uso de Animais – IBILCE/UNESP  
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TERMO DE REPRODUÇÃO XEROGRÁFICA 

 

                                  
 

 

 

 

 

 

Autorizo a reprodução xerográfica do presente Trabalho de Conclusão, na íntegra ou 

em partes, para fins de pesquisa. 

 

 

 

 

 

São José do Rio Preto, 18/03/2016. 

 

 

 

 

 

_________________________________ 

Assinatura do autor 


