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CAPITULO 1l

BIOMARCADORES DE ESTRESSE
OXIDATIVO EM PEIXES

Wagner dos Santos Mariano’
Eliane Tie Oba?
Helena Cristina da Silva de Assis®

Introdugao

O termo Homeostasis foi criado por Walter Cannon
para descrever 0s processos corporais coordenados para
manter o meio interno aproximadamente constante (Cannon
1929; 1939). Estudando a fungédo secretora da adrenal,
Cannon concluiu que, em situagdes de e60

mergéncia, 0 organismo poderia preservar o meio
interno, via ajustes compensatérios, e aumentar a
probabilidade de sobrevivéncia (Cannon, 1929; Cannon,
1939; Gauthier et. al., 1972; Julien et. al., 1990).
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O termo estresse tem sido utilizado para caracterizar
um estado de ameaca a homeostase causada por um
estimulo estressante, o estressor (Wendelaar Bonga, 1997).
O estresse é caracterizado também como uma resposta
comportamental geral na qual ha reagbes motoras e
neurovegetativas mediadas pelo sistema neuro-endocrino e
ha mobilizagdo de energia para o organismo escapar ou
combater o estressor (Pickering, 1981).

Muitos fatores podem determinar a resposta do sistema
neuro-endécrino a estimulos estressantes gerando
variabilidade na resposta ao estresse. As causas de tais
variabilidades podem ser devido a processos adquiridos ao
longo da vida do individuo, a ajustes as particularidades do
ambiente e desenvolvimento do animal e evolutivas, ou seja,
adaptagdes geneticamente estruturadas (Vigas, 1980;
Pickering, 1981). A resposta a um agente estressor também
pode ser determinada filogeneticamente, refletindo a histéria
da espécie (Vigas, 1980; Schreck, 1981). O estresse pode
causar distarbios fisiolégicos, bioquimicos ou morfolégicos.
Dentre as alteragdes bioquimicas temos a geragdo de
radicais livres.

Nas células aerébias, uma pequena quantidade de
oxigénio consumido € reduzido por vias especificas,
fornecendo uma variedade de substancias quimicas
altamente reativas tais como o 6xido nitrico (NO), o anion
superdxido (O2") e o radical hidroxila (OH), além de seus
intermediarios ou subprodutos como o peroxido de
hidrogénio (H20;), coletivamente chamados de Espécies
Reativas de Oxigénio — ERO (Li & Karin, 1999). Pequenas
quantidades de ERO produzidas como conseqiiéncia de
reagbes de transferéncia de elétrons na mitocondria,
peroxissomos e citosol, sdo neutralizadas por sistemas de
defesa celular, incluindo antioxidantes enzimaticos e nao
enzimaticos (Barbosa, 2001).
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Um estado com niveis intracelulares de ERO
moderadamente elevados ¢é referido como estresse
oxidativo. As células respondem a estas condicdes adversas
modulando seus niveis de antioxidantes, o que e alcanggdo
pela indugéo da expressdo de novos genes (ex. superéxido
dismutase ligada ao manganés — Mn-SOD E.C.1.156.1.1) ou
modificagdo de proteina (ex. GSH/GSSG?). A modulggao
homeostatica dos niveis de antioxidantes € um mecanismo
altamente eficiente e conservado desde 0s primérdios- da
evolugdo, mantendo rigorosamente o estado dg 6xido-
redugéo celular dentro de limites estreitos (Li & Karin, 1999;
Barbosa, 2001).

O presente capitulo abordara conceitos e fundament.os
de estresse e biomarcadores de estresse oxidativo
correlacionando-os com uma pesquisa de um peixe qug
possui respiragéo aerea acessoria e que foi submetido a
exposicao aérea, o Hoplerytrinus unitaeniatus.

Estresse em Peixes

O ambiente aquético é extremamente dinamico enos
animais que vivem nesse ambiente enfrentam alteragoes
ambientais dificiimente enfrentadas pelos animais terrestres
como mudangas rapidas ou extremas na concentragdo de O
dissolvido, pH e salinidade, o que podem ocasionar estresse
e reduzir a habilidade em manter a homeostase (Mariano,
2006; Oba, et al. 2009).

Os agentes estressores podem ser de ?atureza
quimica; como por exemplo, redugao da concentragao d_e .02
dissolvido, concentragdo elevada de amodnia e nitrito,
decorrente da degradagdo da matéria organica, poluentes
organicos e inorganicos. Podem também ser resultantes da

* As enzimas que atuam em situagbes de estresse oxidativo serao
abordadas nas paginas seguintes.
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atividade agro-industriais; ou podem ser de natureza fisica,
como alta densidade populacional, confinamento, captura ou
mudangas no ambiente fisico, como a reducdo do nivel de
agua dos corpos d'agua que caracterizam os periodos de
estiagem em regides tropicais e subtropicais (Mariano et. al.
2009).

Quando o peixe é exposto a um agente estressor
ocorre a ativagdo de dois eixos neuro-endocrinos: o eixo
hipotalamo-sistema nervoso simpatico-células cromafins
(HSC) que resulta na liberagdo de catecolaminas (CA):
epinefrina e norepinefrina como produtos finais e o eixo
hipotalamo-hipd&fise-interrenal  (HHI) que  libera os
corticosterodides cortisol e cortisona dos quais o principal é o
cortisol. A agao destes horménios em diversos 6rgaos alvos,
especialmente naqueles que estdo sob multiplo controle
endocrino, resultam em modificagdes bioquimicas e
fisioldgicas denominadas respostas secundarias ao estresse
(Perry & Laurent, 1993; Wendelaar Bonga, 1997).

A biossintese de CA ocorre nas células cromafins
localizadas na regido anterior dos rins dos peixes e a
inativagéo dessas moléculas ocorre no figado e rins, antes
de serem excretadas pela urina. A ativagdo adrenérgica
resulta em efeitos secundarios principalmente sobre a
circulagdo, respiragcao, osmorregulagdo e metabolismo dos
peixes (Mazeaud & Mazeaud, 1981). O aumento das
catecolaminas circulantes favorece o aumento da tomada de
oxigénio nas branquias e conseqiientemente o aumento na
oxigenagao dos tecidos. O aumento da absorgéo de oxigénio
nas branquias deve-se ao efeito das catecolaminas no
aumento na ventilagdo branquial, no fluxo sangiiineo nas
lamelas secundarias, na capacidade de difusdo do oxigénio
do meio aquatico para o sangue bem como na capacidade
de transporte do oxigénio pelo sangue (Randall & Perry,
1992). Entretanto, o aumento da perfusdo das branquias
favorece a perda de ions por difusdao do sangue para o meio

QA

externo podendo ocorrer desequilibrio idnico. As CA tal’nbém
estimulam a glicogendlise que resuita na libgraggo de
glicose do figado para o sangue levando a hiperglicemia sob
condigbes de estresse (Nolan, 2000). .

O eixo hipotélamo—hip()fise-interrenal (eixo HHI)
desencadeia outras respostas secundarias. Em rielxes,
assim como em mamiferos, a sintese e liberaggo’ ‘do
horménio adrenocorticotréfico (ACTH) pela glandula hleoflse
esta sob controle do hipotalamo, via sintese e Iiberagag do
fator liberador de corticotrofina (CRF) podendo ser mediada
também pelo hormonio melanocito estimulante (MSH) e,
possivelmente, por B-endorfina (Wendelaar Bonga, 1997.).
Quando o sistema sensorial detecta mudanga; no meio
externo e/ou interno dos peixes ocorre a atlvaga’o do
hipotalamo, que libera CRF o qual estimula as células
corticotroficas da hipéfise a produzir e liberar ACTH que’,. por
sua vez, estimula a sintese e liberagdo dos corticostefmdes
pelas células da interrenal localizada na regido anterior do
rim (Nandi, 1962; Donaldson, 1981). N

O nivel basal de cortisol varia entre as especies. Por
exemplo, em salmonideos em condigbes de repouso €
abaixo de 10 ng/mL, porém em situagoes de estres.se agudo
pode elevar-se 100 vezes 0 valor do nivel basal' (Pickering &
Pottinger 1989). Em Oreochromis niloticus o nivel basal de
cortisol varia entre 22 a 78 ng/mL (Barreto 2002) e em
Leuciscus cephalus é de aproximadamente 250 ng/mL
(Pottinger et al., 2000). '

O cortisol em peixes atua via dois tipos de repeptores
intracelulares, os mineralocorticoides e glicocorticoides. E~m
sua funcao mineralocorticoide, o cortisol atua na rggulagao
osmética e idnica estimulando a diferenciagao de células de
cloreto nas branquias e aumentando a atividade da bomba
de sodio-potassio (Na'/K" - ATPase) que participam no
transporte ativo dos ions sodio e cloreto. E.m sua’fungao
como glicocorticéide, 0 cortisol estimula a glicogendlise no
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figado, ocasionando uma hiperglicemia, além de estimular
também a gliconeogénese neste mesmo orgao (Pickering,
1981; Wendelaar Bonga, 1997).

Radicais Livres, Defesas Antioxidantes e Estresse
Oxidativo

O organismo dos animais possui a habilidade de se
adaptar a variados tipos de estresse, internos e externos,
aos quais € submetido. Se o animal for habitualmente
exposto a um estimulo estressor podem ocorrer adaptacdes
para recuperar a homeostase. Por exemplo, quando o O,
passou a ser utilizado no processo de respiracdo ocorreu,
paralelamente, o desenvolvimento de um sistema
antioxidante para proteger as células da toxicidade daquele
gas, uma vez que o metabolismo aerdbico conduz a
formacao de radicais livres. Desse modo, qualquer estimulo
que leve a producao excessiva de radicais livres e/ou a
deplecédo de antioxidantes, conduz a uma alteragéo
significativa do balango entre a produgdo e remocdo de
radicais livres (Droge, 2002; Urso & Clarkson, 2003).

Radicais Livres

As camadas eletronicas de um elemento quimico séo
denominadas K, L, M e N, e seus subniveis, s. p, d, f. De
maneira simples, o termo radical livre refere-se a o atomo ou
molécula altamente reativo, que contém ndmero impar de
elétrons em sua Ultima camada eletrénica. E este nao
emparelhamento de elétrons da dltima camada que confere
alta reatividade a esses atomos ou moléculas (Ferreira &
Matsubara, 1997). Por definicdo os radicais livres s&o:
qualquer atomo, molécula ou fragmento de molécula
contendo um ou mais elétrons desemparelhados no seu
orbital mais externo (Halliwell & Gutteridge, 1589), sendo
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que esse elétron desemparelhado ocupa s0zinho um orbital
étémico ou molecular. Esse elétron ndo-empareihado torna o
4tomo extremamente instavel. Na tentativa de estabi!_izar-se,
ele reage com um elétron de outro atomo. Em sistemas
bioldgicos, os radicais livres reagem com os.eletrons' das
biomoléculas que estdo a sua volta, ou seja, proteinas,
lipidios, carboidratos e acidos nucléicos. Cada ve.z.queﬂuma
biomolécula perde um elétron, ela sofre uma modificagéo na
sua forma e fungdo, podendo perder a sua u'tilidgde no
organismo (Ramos et al, 2000). Estes radicais I|vres~ e
demais moléculas que surgem em fungao das suas agoias
oxidativas (Figura 1) nos sistemas biolégicos sao
denominados de Espécies Reativas de Oxigénio (ERO)
(Storey, 1996; Hermes-Lima & Zenteno-Savin, 20_02).'

As ERO séo capazes de causar danos oxidativos em
macromoléculas levando a: peroxidagéo lipidica; oxidagao
da cadeia lateral de aminoacidos (especialmente cisteina);
formagdo de ligagdes cruzadas entre proteinas;
fragmentagdo protéica pela oxidagdo de seu esqueleto
peptidico; dano do DNA; quebra das fitas do DNA. Portanto,
niveis elevados de ERO sdo citotoxicos e podem ser
gerados em doengas ou devido ao estresse gmbiental
(térmico, osmético, radiagao, etc.) (Li & Karin, 1999;
Barbosa, 2001). A _

Dos radicais livres, 0 OH e o O; s&o os que tém maior
importancia biolégica porque sao formados' duran?e o]
processo normal de reducao de Oz no mterlolr’ .das
mitocondrias (Benzi 1993). Além disso, muitos xenobidticos
podem aumentar esta geragéo de 0O, o

O OH" é o mais reativo e pode formar-se: 1) pela fissao
homologa da ligagdo O-O da molécula de H,0, (O-O do
H,0, — OH + OH); 2) pela simples mistura de H2(+)32 com sal
de ferro (Reagdo de Fenton, Fe™ + H202 — Fe +~OH +
OHY); 3) pela interagdo do H,O0, com o Oy (Reagéo de
Haber-Weiss, Oy + H20,— O+ HO + OH); 4) quando
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uma forma reduzida do cobre entra em contato com o H>O,
(Cu® + H,O, — Cu' + OH+ OH ") (Halliwel & Gutteridge,
1989; Storey, 1996).

O radical O2" é menos reativo que o OH, e é formado a
partir da redugédo do Oz por um elétron. Em condigbes
fisiolégicas é gerado, principalmente, nas mitocondrias,
microssomas e peroxissomas (Andrade-Junior et al. 2005).

O H,0O, surge no interior das células quando o O, é

reduzido ou quando o Oy sofre dismutacdo espontanea ou
catalisada. Além disso, por nao possuir elétrons
desemparelhados, ndo é classificado como radical livre,
sendo, portanto menos reativo que os radicais livres citados
(Halliwel & Gutteridge, 1989; Pereira, 1994). O principal
problema é que o HO; atravessa facilmente as membranas
celulares e ao receber mais um elétron, normalmente do
ferro ou do cobre, origina o radical hidroxila (Halliwel &
Gutteridge, 1989).
) A maior reatividade exibida pelos radicais livres,
comparativamente aos nado radicais, pode ser evidenciada
pelo menor tempo de vida média que possuem. O radical
OH e o anion O possuem tempo de vida média,
respectivamente de, 1x10° e 1x10°® segundos, enquanto
que o H,0, superior a 102 segundos. Apesar de o O, ser
um radical livre sua reatividade também é muito baixa
(tempo de vida média superior a 10? segundos) (YU, 1994).
Este tempo de vida extremamente curto dos radicais livres
se da devido a instabilidade eletrdnica que apresentam. Isto
resulta na possibilidade de extrairem elétrons de outras
moléculas com as quais venham a colidir, promovendo
formacdo de outros radicais livres (Halliwell & Gutteridge,
1989).

0, '
OXIGENIO

0,°

superoxido

H2°2
Peroxido de hidrogénio
1 e:+ 1K
HO + OH «
radical hidroxila
r 1e+1H"

HO

dugdo do oxigénio, levar’\d.o a
vas de oxigénio superoxido,
dical hidroxila. Adaptado de

Figura 1. Etapas de um elétro'n na re
formagdo das espécies reati
peroxido de hidrogénio € ra
DEVLIN (2003).

Defesas Antioxidantes e Estresse Oxidativo

A toxicidade de varios xenobidticos parece e§tar
relacionada com a capacidade de induzi~r estressg o>'<|da.t|vo,
caracterizado pelo aumento da produgéo de rad|ca|§ ||\t{res
alou estimulagdo da resposta celular ao estresse’ oxidativo.
As ERO formadas na célula por agentes exog'enos r:)t:
respostas geradas endogenamgnte podem ra;l):dag;eem
atacar proteinas, DNA e lipidios insaturados, resultan
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perda de fungcdo e dano. Para se protegerem contra
oxidacoes os organismos dispdem de mecanismos nao-
enzimaticos e enzimaticos. No primeiro caso, varias
moléculas com propriedades antioxidantes consumidas na
dieta como o a-tocoferol (vitamina E) e 3-caroteno, selénio,
acido ascorbico (vitamina C), glutationa reduzida (GSH)
diminuem a agdo toxica das ERO produzidas intra e
extracelularmente (YU, 1994). A GSH apresenta uma alta
eficiéncia no impedimento da fase de propagagdo no
processo de lipoperoxidagao. Quanto a solubilidade, estas
moléculas dividem-se em lipossoluveis e hidrossolveis, o
que assegura a célula, defesas antioxidantes no citosal e
nas membranas celulares. No segundo caso, quando s&o
expostos as ERO os organismos sintetizam proteinas
(enzimas) antioxidantes, das quais pode-se citar:

a) Superoéxido Dismutase (CuZn-SOD; Mn-SOD) que
corresponde a uma familia de enzimas com diferentes
grupos prostéticos em sua composigéo. A forma CuZn-SOD
esta presente, principalmente, no citosol e meio extracelular,
enquanto que a Mn-SOD esta localizada, principalmente, na
mitocdndria. Esta enzima tem um papel antioxidante, pois
catalisa a dismutagdo do O," em H,0,. Durante o processo
hemolitico decorrente de agressédo térmica, os globulos
vermelhos exibem queda da atividade SOD (Bartosz et. al.,
1978; Hatherill, et. al., 1991). A adigéo desta enzima também
protege o DNA de lesbes provocadas pela sobrecarga de
Fe*™ (Ferreira & Matsubara, 1997). A SOD apresenta um
grande potencial como biomarcador. Fitzgerald (1992)
demonstrou que trutas e tilapias expostas a radiagdo UV
apresentavam aumento da atividade da SOD no figado e na
pele, como resposta a formagdo de &nion superdxido,
mediada por radiagao UV.

b) Catalase (CAT) &€ uma enzima (do grupo das
hemeproteinas) citoplasmatica que catalisa a redugdo do
H202 a H,0 e O; e sua atividade € dependente de NADPH
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(SCOTT et al, 1991). £ encontrada no sangue, mte<|j:slz
bssea, mucosas, rim e tigado. AGsSLﬁlemz;::gapoelcci)chzao j e
exdgena previne a oxidagao da G mediad > a,s "
itroci umanos normais, e inibe as lesdes oxidativ &
eDrl‘\ﬁfc;Sfir:o de carneiro submet.idos a sobrecarcgija derZ:sé(;
Em modelos de estresse oxidatg{o 'de?;;cr)er;t: a:\’;gade 2
armi itrocitos exibem adiminu
fartrz:;:,e cc)iir::\‘te o} process;) hemolitico termo dependente
i Matsubara, 1997). )
(Ferrecl)raé;utationa Peroxidase (QPX— dependentes e :a:l
dependentes de seléni|o) enznm(aiug(g;e dtjmpet:g;ddcp) pCI !
‘oxidante, pois catalisa a re
?\::jtlrz)sg:io e pgréxidos organicos para seus correspé)ncti)e(z)r;;e:
alcodis as custas da conversao da GSH a’C.BSSQ. ;n a8
GPX tenha agao fundamentalmente citosolica, in \;/llJ ro1394)
capaz de reduzir hidroperoxidos de membrana (t ,_nanteé
Tem sido utilizada em monitoramento de contami
aquatlf;ésar de essas defesas antioxidantes rr-.}duziren) 0s
riscos de lesdes oxidativas por ERO, os ?rga,nl.smo: '\gl\:?es
podem vivenciar situagdes onde a protec';ao'e msul:q ot &
quando isso acontece ocorre estresse oxidativo (Ha.t iw s
Gutteridge, 1989; STOREY, 199’6). Algumas _t3| u:gmo'
geradoras de estresse oxidativo jg foram. descritos bt 5(;
ativagdo de fagocitos  por rr'nc_:rorgamsmos, r:a e gXia
ionizante, xenobidticos, exercicio fisico extenu'ar}te, .Ip’ oxe
(Benzi, 1993; Yu, 1994; Pereira, 1994;)., anoxia, rtur:;;xs .
isquemia (Ramos et al, 2000).‘ Pra_tuca[nente |(|)' i
biomoléculas sao suscetiveis a ozqdagao. ’(I-!a |wFi e
Gutteridge, 1989), porém a peroxtldagao dos I|p|d|o§ ( | gséo
2) das membranas celulares .e um exemplg |'$res o
biologica que pode ser promovida pelos radlcalls i rar;des
membranas das células € org?nelas contemﬂ gdez o
quantidades de acidos graxos polnnsaturado.s. A Ult o
membrana relaciona-sé a presenca de cadeias Insatu
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clio’s‘fosfolipidios e do colesterol e danos desta camada
lipidica tendem a diminuir a fluidez da membrana, podendo
leva.r ao seu rompimento. O ataque de algumas especies
reat'lvas que abstraem um atomo de hidrogénio do grupo
metileno das cadeias de acidos graxos poliinsaturados inicia
(o] processo de peroxidagéo lipidica (Ramos et al., 2000:
H.alhwel & Guitteridge, 1 989). A decomposigé’o dos’
hldropgr()_xidos resulta na formacéo do radical peroxila, que
pode- iniciar uma reacdo em cadeia, propagand’o a
peroxidacao lipidica (Jialal & Grundy, 1992).

ACIDO GRAXO
POLIENGICO

PEROXIDAGAO 0.

LOO »

AUTO-
PROPAGACAO

LH

LOOH

ALDEIDO DE PEQUENO PESO
MOLECULAR

L Figura 2. Peroxidagao lipidica iniciada pelo radical hidroxila.
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Adaptado de DEVLIN (2003).

Biomarcadores

Os biomarcadores sao comumente usados como
indicadores precoces de alteragdes ambientais, antes da
ocorréncia de danos irreversiveis no ecossistema (Huggett
et al. 1992). Os biomarcadores refletem o estado de saude
dos organismos nos niveis mais baixos de organizacao
(molecular ou celular) e apresentam rapida resposta ao
estresse e alta importancia toxicoldgica. Existem também
biomarcadores que refletem o estado de salde em altos
niveis de organizacdo: populagbes, comunidades e
ecossistemas. Estes respondem de forma mais lenta a
presencga de poluentes. ‘

Jesus & Carvalho (2008), em sua revisao, classificam
os biomarcadores como de exposi¢do, efeito ou
suscetibilidade, caracterizados assim:

Os biomarcadores de exposicdo sdo alteragdes
biolégicas mensuraveis que evidenciam a exposi¢do dos
organismos a um poluente. Um exemplo de biomarcadores
de exposicao sdo os parametros bioquimicos que tém sido
testados em peixes com relacdo a suas respostas a
substancias toxicas.

Os biomarcadores de efeitos, em geral, ndo séao
especificos em relagdo aos estressores e ndo fornecem
informagbes sobre a sua natureza, mas sdo caracteristicos
da ocorréncia de um estresse que podera ser reversivel tédo
logo o estressor cesse a atuagédo. Sao caracterizados pela
indugdo de mecanismo de defesa celular, que se inicia
sempre como uma resposta adaptativa em nivel
molecular/bioquimico. Entretanto, se esse mecanismo falha
ou se sua capacidade de resposta é ultrapassada, poderao
ser desencadeadas alteragdes fisiolégicas ou histolégicas,
podendo ser irreversiveis, dependendo da capacidade do
sistema ou 6rgdo em responder ao estressor. Assim, 0
organismo pode ter afetada sua capacidade de reprodugao
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ou crescimento. Alguns desses biomarcadores séo 6rgao-
especifico como enzimas que sdo lancadas na corrente
sanguinea apos lesdo em tecidos.

Os biomarcadores de suscetibilidade podem ser
definidos como indicadores de processos que causam
variagGes de repostas ao longo do tempo e entre exposicao
e efeito (Barrett et al. 1997), determinando condicées como:
individuo sadio, compensagdo do metabolismo, perturbacao
das fungbes, alteragdes morfologicas e morte. Estas
condicbes aumentam a taxa de transi¢do entre esses dois
extremos (exposicdo e efeito). Os organismos, mesmo da
mesma espécie, ndo respondem igualmente a exposicao
aos xenobidticos. Sexo, jejum, estresse pelo confinamento,
tamanho e estagio de desenvolvimento sdo parametros de
variagdo nas respostas a estressores, bem como o
polimorfismo  genético de wuma populagdo. Estes
biomarcadores correspondem aos chamados biomarcadores
de efeito latente (Fossi & Leonzio 1993), significando que um
organismo pode, em determinadas circunstancias, ter
limitada a habilidade de se adaptar ou sobreviver, o que
pode ser determinado por mensuragdo de respostas
fisiologicas que, analisadas em conjunto, expressam a
diminuigéo da energia disponivel para o crescimento.

Entre os biomarcadores de qualidade ambiental estdo
os de estresse oxidativo. Este pode ser verificado, por
exemplo, através do nivel de atividade de certas enzimas
como a catalase (CAT), a superdxido dismutase (SOD), a
glutationa peroxidase (GPX) e a glutationa S-tranferase
(GST) e da concentragdo de peroxidacio lipidica e de
oxidacéo de proteinas.
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Estresse  Oxidativo, Defesas Antioxidantes em
Hoplerytrinus unitaeniatus exposto ao ar atmosférico.

Hoplerytrinus unitaeniatus

Segundo a classificacdo taxondémica de BRITSKI et al.
(1984) o Hoplerythrinus unitaeniatus tem a seguinte
classificacao sistematica:

Superordem: Ostariophysi
Série: Otophysi
Ordem: Characiformes
Familia: Erythrinidae
Género: Hoplerythrinus
Espécie:Hoplerythrinus unitaeniatus

Na América do Sul existem apenas trés géneros da
familia Erythrinidae: Erythrinus Scopoli, 1977; Hoplias Gill,
1903 e Hoplerythrinus GILL, 1895 (Godoy, 1975). Hoplias
apresenta respiragdo exclusivamente aquatica e os dois
outros géneros possuem respiragdo aérea facultativa. A
distribuicdo geografica do género Hoplerythrinus abrange o
Peru, Bolivia, Venezuela, Guiana, Paraguai e Brasil (Godoy,
1979). Vulgarmente conhecido por jeju (SMITH, 1979) o H.
unitaeniatus & a Unica espécie citada para este género. A
espécie é ativa, carnivora, de crescimento rapido e ocorre
em aguas de inundagao temporaria (Lowe-Mcconnel, 1987).

Esta espécie extrai cerca de 25% de seu requerimento
de O, através de bexiga natatéria quando em &aguas
normoéxicas e, se o conteudo de O, da agua decresce
drasticamente, a tomada de O, passa a ser diretamente do
ar atmosférico (Mattias et al, 1996). Fernandes et al. (1994)
observaram que esta espécie apresenta filamentos
branquiais curtos e poucas lamelas secundarias por
filamentos, resultando em uma area branquial reduzida,
caracteristica de peixes de respiragdo aérea acessoria.
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Biomarcadores de estresse oxidativo em Hoplerytrinus
unitaeniatus exposto ao ar atmosférico.

Mariano (2006) estudou as defesas antioxidantes e
0 possivel estresse oxidativo em H. unitaeniatus apos
exposi¢do ao ar atmosférico e subsequiente retorno ao
ambiente aquatico, de acordo com o seguinte desenho
experimental:

o Um.grupo (Controle, T0) foi mantido submerso nas
mesmas condigbes de aclimatacao;

e Trés grupos foram expostos ao meio aéreo (Figura 4)
durante 1h (T1); 6 h (T6) e 12 h (T12), respectivamente.

* Dois grupos foram expostos ao meio aéreo durante 12
horas seguido de retorno ao meio aquatico durante 1h
(TR1) e 6h (TR6), para recuperagao.

Figura 3. Exemplar de jeju, Hoplerythrinus unitaeniatus exposto
ao ar atmosférico.
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Mariano (2000) justifica seu trabalho demonstrando que
0s ajustes fisiologicos promovidos durante o estresse
causado pela exposicdo aérea, como as possiveis
alteracoes hormonais, metabdlicas, hematoldgicas,
dessecagao e desequilibrio osmotico-idnico levaram a um
aumento no consumo de O, e, com iSsoO, gerou uma maior
produgdo de radicais livres, bem como de defesas

antioxidantes.

Tabela 1. Valores plasmaticos médios (+ E.P.M.) da Concentragao de
Hidroperoxidos (HP) (nmol Fe®'/g tec.), Proteinas Totais (mg/mL)
e da atividade das enzimas antioxidantes Glutationa Peroxidase —
GPX (nmol/mg prot) e Superéxido Dismutase - SOD (U SOD/mg
prot) do jeju, H. unitaeniatus, durante exposicdo ao ar e
subsequente recuperagdo em meio aquatico (n = 8). * indica
diferenca estatistica (p < 0,05) em relagdo ao grupo controle (TO0).

Controle Exposigao ao ar Recuperagao
atmosférico em Meio Aquatico
(h) (h)
TO T T6 T12 TR1 TR6

HP
(nmol
Fe*'/mL 20,03 22,66 21,12 20,27 20,58 20,98
pl) +044 +040* £0,28 +£027 +0,27 0,57

Proteinas 18,43 21,70 22,81 20,46 19,50 17,91
(mg/mL) +081 +048 +084 055 0,39 +0,37
GPX

(nmol/mg 3,88 4,06 4,83 5,27 5,85 5,91

prot) +0,15 +£0,20* +0,27* +£0,18* +0,25* +£0,38"

SOD

(USOD/mg 137,62 107,93 74,61 59,83 35,33 35,09
_prot) +403 +216 +363 +4,16* +3,19* +2,53*

O aumento na concentragdo plasmatica de
hidroperéxidos em H. unitaeniatus durante a primeira hora
de exposicao ao ar atmosférico (grupo T1) (Tabela 1) sugere
um estresse oxidativo durante esse periodo, mas que logo
foi controlado, possivelmente pela atuacdo das enzimas
antioxidantes, principalmente a GPX cuja concentragao
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aumentou significativamente durante toda a exposi¢ao aérea
e inclusive ap6s o retorno ao meio aquatico.

A producdo de radicais livres pelas células pode
ocorrer por auto-oxidagéo de pequenas moléculas, como as
catecolaminas (CA) (Yu, 1994; Storey, 1996), o que pode ter
influenciado no aumento dos HP durante a primeira hora de
exposicdo ao ar, ja que a sintese e liberagdo de CA
acontecem imediatamente apdés a atuagdo do estimulo
estressor, neste caso a exposi¢géo ao ar atmosférico. Com a
possivel diminuicdo das CA néo oxidadas e o aumento da
concentragdo da GPX os niveis de HP retornaram aos
valores apresentados pelo grupo controle.

Tabela 2. Valores hepéticos médios (+ E.P.M) da Concentragcdo de
Hidroperéxidos (HP) (nmol Fe*'/g tec.), Proteinas Totais (mg/mL)
e da atividade das enzimas antioxidantes Glutationa Peroxidase —
GPX (nmol/mg prot), Superéxido Dismutase - SOD (U SOD/mg
prot) e Catalase- CAT (U B/ mg prot) do jeju, H. unitaeniatus,
durante exposi¢cdo ao ar e subseqliente recuperagdo em meio
aquatico (n = 8). * indica diferenga estatistica (p < 0,05) em
relagéo ao grupo controle (TO0).

Controle Exposigao ao ar Recuperagéao
atmosférico em Meio Aquatico
(h) (h)
T0 T T6 T12 TR1 TR6
HP
(nmol 212,20
Fe*/mL 233,85 t 254,85 205,68 195,59 244,73
pl) +19,13 19,32 +14,64 +£17,73 +11,69 +£13,02

Proteinas 6,20 6,46 7,44 8,23 7,40 7,12
(mg/mL) +0,24 +0,28 +0,23 +057* %0,128 +0,528
GPX

(nmol/mg 17,53 23,17 24,09 24,82 23,96 25,27

prot) 1,67 +£173* +154* +055* +137* +£1,95"
SOD

(USOD/mg 200,16 186,01 157,91 126,86 127,14 158,45
prot) +851 +11,48 +4,06* +8,19* +536* +11,58*
CAT

(U B/mg 40,01 36,47 31,01 23,84 26,2 30,34
prot) +1,89 +235% +197% +218° +21* +1,38*

98

O conjunto das substancias que neutralizam os efeitos
danosos dos radicais livres de oxigénio constitui o sistema
de defesas antioxidantes. Neste sistema estéo incluidas as
enzimas SOD, CAT e a GPX, citada acima, que nao estao
exclusivamente no citosol, mas também nas mitocondrias,
onde grande parte das ERO € produzida (JI, et al., 1988,
Storey, 1996; Hermes-Lima & Zenteno-Savin, 2002).

Em meio acido, o O, rapidamente forma o H2O, ja em
meio neutro ou pH alto a dismutagdo do O,- é catalisada
pela SOD (Gregory & Fridovich, 1973; Fridovich, 1978,
1995). A diminuigdo da SOD tanto no figado (Tabela 2)
quanto no plasma apresentada em todos os grupos a partir
de 6 horas de exposi¢ao ao ar e nos grupos de recuperagao
pode ter sido influenciado pela diminuigao do pH, pois como
a conversdo O, a H,O, poderia ter acontecido pela acidez
do meio a SOD teve sua atividade reduzida neste processo.

Quando os peixes voltaram ao ambiente aquatico,
apesar do pH estar restaurado, a concentragdo da SOD
ainda permaneceu reduzida em TR1 e TR6, apresentando
diferenga significativa quando comparado com O grupo
controle. Possivelmente 6 horas de recuperagdo em meio
aquatico ndo sao insuficientes para restauragéo dos niveis
desta enzima ou ainda pela redugdo da produgéo do radical
O, durante a exposicdo aérea. O resultado mostrado
corrobora com o estudo de Pannunzio & Storey (1998)
réalizado com gastrépoda, Littorina littorea, que foi
submetido a 6 dias de andxia e que mostrou redugéo da
atividade da SOD quando comparado com o grupo controle,
sendo que a recuperagdo durante 12 horas ndo foi
suficiente para que retornasse ao nivel do grupo controle.

A diminuicdo da atividade hepética da enzima CAT em
todos os grupos de jejus submetidos a exposi¢ao aérea,
mesmo evidenciando uma tendéncia a aumentar durante a
recuperacdo, € 0 aumento da enzima GPX (hepética e
plasmatica) em todos os grupos experimentais (tanto os
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grupos de exposicao ao ar como os grupos de recuperagao
em meio aquatico - Tabelas 1 e 2) estdo relacionados a
diminuicdo da produgdo de H,0,, principalmente pelo
aumento do pH na recuperagédo. Chung-Man et al. (2001)
verificaram que na presenca de baixos niveis de H,0,, os
peroxidos sdo eliminados, preferencialmente, pela GPX,
enquanto que em altas concentragdes de H,O, predomina a
CAT, o que pode explicar os resultados obtidos neste
estudo com jejus.

A GPX, segundo Devlin (2003), é um importante
mecanismo de protegdo o dano causado por radicais de
oxigénio, pois catalisa a reducdo de peréxido de hidrogénio
e de peroxidos de lipidios. Essa enzima contendo selénio
utiliza grupos sulfidrila da glutationa (GSH) como doador de
hidrogénio para formagéo da forma dissulfeto oxidada da
glutationa (GSSG). Glutationa redutase (GR) converte a
forma dissulfeto da glutationa de volta & forma sulfidrila
usando NADPH produzido na via das pentoses fosfatos
como doador de elétrons.

A oxidagdo dos aminoacidos pelas ERO induz
mudangas fisicas nas proteinas constituidas por eles (Griffiths
et al., 1988). As proteinas sé@o seletivamente fragmentadas
nos residuos de prolina (radical hidroxila), bem como nos
aminoacidos histidina e arginina, que estdo em intima
associagdo com os metais de transigao (Wolff & Dean, 1986).
A degradacao proteolitica € o resultado das alteragcbes da
conformagéo protéica que podem ocorrer pela acdo das ERO
(Marx & Chevion, 1986). A atuacdo das ERO sobre as
proteinas no presente estudo nao parece ter sido significativa,
pois a concentragdo de proteinas totais (plasmatica e
hepatica) ndo demonstrou diferenga, exceto em T12 no
figado, quando ocorre um aumento em relagdo ao grupo
controle, o que pode estar associado a perda d’agua.

Apesar da diminuicdo da atividade da CAT e da SOD,
a peroxidagao lipidica das membranas néo foi evidenciada
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no presente estudo, ndo sendo possivel afirmar que hgu\fe
estresse oxidativo durante a maioria do tempo d’el exposicao
aérea e subsequente retorno ao ambiente aquatico, exceto
em T1 (plasma). RAMOS et al. (2000} relatargm que 1 hgra
de recuperagéo apos 8 horas de andxia no peixe Ca’rassms
auratus, causou um aumento de 1QQ°/o no m’v.el de
peroxidacao lipidica hepatica e que a atividade hepat-lca ga
CAT, durante a anoxia, serviu para maptgr a peroxidagao
lipidica em niveis fisiologicamente .suportavels. Durante a
exposicdo aérea do H. unitaenlatus,. 0 resglta_do da
concentragdo de HP, atividade das enzimas antioxidantes
(CAT, SOD e GPX) e proteinas totais mostram QLfe apesar
de ter maior acesso ao Oy pelo aumento do numero de
eritrocitos/hemoglobina, e maior disponibilidgde de Oz na
atmosfera ndo demonstrou estresse oxidativo, exceto na
primeira hora (T1). A diminuigdo do pH e o aumento da
concentragdo da GPX podem ter corroborado' com a
minimizagdo dos efeitos das ERO em H. unltae:n/atus
durante 12 horas de exposicdo aérea e recuperagdo em

ambiente aquético.

Consideragdes Finais

Uma prevaléncia de processos pro-oxidativos Ie\_/a a
um aumento de danos oxidativos, tornando o organlfmo
suscetivel ao estresse oxidativo. Dentre esses danos estao a
lipoperoxidagéo, oxidagao de proteinas e 0 da.no ao D.NA.
Contra estas oxidagdes, existem nos organismos VIVOS
mecanismos nhao-enzimaticos (vitamina E, B-cgrqtgno,
selénio, vitamina C, glutationa reduzida) e .enZ|matIC(~)s
(SOD, CAT, GPX, GR, GST). Varios mecanismos e§tao
envolvidos na agdo antioxidante celular e muitos
antioxidantes podem ser utilizados como biomarcadore§ de
estresse oxidativo. As atividades enzimaticas das enzimas
antioxidantes sdo utilizadas como biomarcadores de
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contaminacdo ambiental. Em muitos casos podem indicar
uma alteracédo e a presencga e o efeito de contaminantes na
saude dos organismos aquaticos.
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