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RESUMO

As espécies reativas de oxigénio (ERO), metabdlitos secundarios
do metabolismo do oxigénio, sdo moléculas geradas e reguladas
constantemente pela célula. O aumento na sua produgdo pode levar a
inimeros processos patologicos, e para evitar esses efeitos toxicos das
ERO a célula conta com um complexo sistema de defesas celulares,
incluindo defesas antioxidantes. Esse sistema é bem estudado e
caracterizado em eucariotos mais complexos, como os mamiferos, e em
eucariotos mais simples, como as leveduras, mas ainda pouco se sabe
sobre esse sistema e sua regulagdo em invertebrados marinhos. Desta
forma, o presente trabalho tem como objetivo estudar o sistema
antioxidante de bivalves marinhos em situagdo de estresse oxidativo, e
propor possiveis mecanismos de modulac¢do e regulagdo redox nesses
modelos animais. O trabalho foi dividido em dois experimentos: no
primeiro, mexilhdes azuis Mytilus edulis foram pré-expostos ao selénio
(4pg/L) por 3 dias, e subseqiientemente expostos por mais 3 dias a cobre
(56 pg/L). Neste experimento, objetivamos detectar se os efeitos
oxidativos do cobre podem ser atenuados pela pré-exposi¢do ao selénio.
Viérios pardmetros antioxidantes e de dano celular foram avaliados.
Nesta primeira etapa, observou-se que o cobre causa oxidacdo de tidis
protéicos (PSH) e inibicdo da enzima tioredoxina redutase (TrxR) na
branquia e induz danos no DNA em hemdcitos. O selénio aumenta a
atividade da enzima glutationa peroxidase dependente de selénio (GPx-
Se) e os niveis de glutationa (GSH). Quando os animais sdo pré-
expostos a selénio e expostos em seguida ao cobre, a pré-exposicao ao
selénio é capaz de neutralizar os efeitos deletérios desse metal,
revertendo a oxidac¢do dos PSH, evitando a indug@o de danos no DNA e
revertendo parcialmente a inibi¢do da TrxR. No segundo experimento,
mexilhdes Perna perna foram expostos por até 21 dias ao zinco (10
uM), um metal conhecido por afetar o metabolismo da glutationa. A
exposicao aguda (2 dias) ao zinco causou consumo de GSH e inibi¢do
da GR, porém estes valores retornam aos niveis basais ap6s 7 e 21 dias
de exposi¢do. Os animais expostos por 7 ¢ 21 dias ao zinco demonstram
uma amplificacdo do sistema antioxidante, com aumento na atividade de
diversas enzimas auxiliares (TrxR, GR) ou de detoxificagdo de ERO
(catalase, glutationa peroxidase total, superéxido dismutase). Apesar
disso, essa amplificagdo ndo impediu um aumento nos niveis de
perdxidos citosdlicos e nos indices de peroxidagdo lipidica evidenciados
apos a exposicdo por 7 ou 21 dias. O conjunto de dados desses dois
experimentos demonstram a importdncia do sistema antioxidante para



esses animais em situagdes de estresse oxidativo. O aumento dos niveis
de GSH e da atividade da GPx-Se parecem ser uma importante via de
protecdo contra os danos oxidativos em mexilhdes M. edulis, mediados
pelo cobre. Ja com relagdo ao zinco, o restabelecimento do metabolismo
da glutationa, o qual é afetado pelo zinco, ¢ fundamental para as células
branquiais de mexilhdes P. perna, o qual responde ao insulto oxidativo
com uma forte resposta adaptativa de amplificacdo das defesas
antioxidantes celulares.

Palavras-chave: selénio, cobre, bivalves, Perna perna, Mytilus edulis,
glutationa, estresse oxidativo, glutationa peroxidase, glutationa redutase.



ABSTRACT

Reactive oxygen species (ROS), secondary metabolites of the
oxygen metabolism, are molecules constantly generated and regulated
by the cell. The increase in its production may lead to several
pathological processes. To counterbalance the deleterious effects of
ERO, cells are endowed with an elaborated cellular defense system,
including antioxidant defenses. This system is well studied and
characterized in complex eukaryotes, such as mammals, or simple
eukaryotes, such as yeast, but little is known about either system or its
regulation in marine invertebrates. The objective of the present work is
to study the antioxidant system of marine bivalves that are under
oxidative stress conditions, and propose mechanisms of its modulation.
The study was separated in two experiments. In the first, blue mussels
Mytilus edulis were exposed to copper (56 pg/L) during 3 days to
observe the oxidative effects of this metal upon antioxidant and cell
damage parameters. A group of animals was pre-exposed to selenium (3
days) and further exposed to copper for 3 additional days. This
experiment has the objective of observing the possible interactions
between the anti- and pro-oxidative effects of these compounds upon the
cellular defenses of these animals. During the first part, it was observed
that copper caused oxidation of protein thiols (PSH) and a decrease in
the activity of thioredoxin reductase (TrxR) in gills and DNA damage in
haemocytes. Selenium produced an increase in gills glutathione
peroxidase selenium-dependent activity and glutathione (GSH) levels.
When animals were pre-exposed to selenium and further exposed to
copper, selenium was able to prevent the deleterious effects of copper,
by avoiding PSH oxidation, DNA damage and partially restoring TrxR
activity. In the second experiment, mussels Perna perna were exposed
up to 21 days to zinc (10pM), a metal known by affecting the
glutathione metabolism. Acute exposure (2 days) to zinc caused a
consumption of GSH and a decrease in GR activity, but these values
returned to normal levels after 7 or 21 days of exposure. Animals
exposed to 7 and 21 days to zinc showed amplification in the
antioxidant system, with increased activity of auxiliary (GR and TrxR)
and ROS detoxification enzymes (catalase, total glutathione peroxidase
and superoxide dismutase). Even so, this amplification could not prevent
an increase in cytosolic peroxides and lipid peroxidation index at 7 or 21
days of exposure. Together, these data demonstrate the importance of
the antioxidant system for these animals in oxidative stress situations.



The increase in GSH levels and GPx-Se activity seem to be an important
protection mechanism against the oxidative damage in mussels M.
edulis, and studies indicate that they may share the same regulation
pathway. Regarding zinc, the reestablishment of glutathione
metabolism, which is affected by zinc, is essential for the cell survival,
and the further response to the oxidative insult was related to a
coordinated amplification of several cellular antioxidant defenses.

Keywords: selenium, copper, bivalve, Perna perna, Mytilus edulis,
glutathione, oxidative stress, glutathione peroxidase, glutationa
reductase
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1. INTRODUCAO

1.1 Espécies reativas de oxigénio

O oxigénio ¢ uma molécula fundamental para os organismos
aerdbios, utilizada tanto na producdo de energia através da cadeia
transportadora de elétrons na mitocondria dos eucariotos, como na
membrana celular de muitas bactérias, ¢ em inimeras vias metabolicas
fundamentais. Ao mesmo tempo, seu consumo ¢ capaz de gerar
substancias toxicas intra- e extracelulares, criando entdo o chamado
“paradoxo do oxigénio”, devido ao balango existente entre suas
vantagens e desvantagens. Essas substancias toxicas sdo geradas durante
o transporte de elétrons, reacdes enzimaticas, reacdes de auto-oxidagao,
ou ainda, pelo grupo heme de proteinas, ¢ sdo comumente chamadas de
espécies reativas de oxigénio (ERO), como o oxigénio singlet (‘05), o
radical anion superdxido (O,7), o peroxido de hidrogénio (H,O;) e o
radical hidroxil (OH) (HALLIWELL et al, 2007). Na Figura 1
podemos observar os potencias de redugdo do oxigénio molecular e das
diferentes ERO. O valor negativo do potencial de reducdo do oxigénio
demonstra sua fraca capacidade oxidante e reatividade quando
comparado com as demais moléculas derivadas de sua redugdo parcial,
sendo o radical hidroxil o mais reativo.

e, 2H" e, 2H+ e, H*

x_’ —— HO- \; OH

-0.16 V +0.94 V

Figura 1: O estado redox e o potencial de reducio do oxigénio e seus
derivados. Abreviagdes: O, , radical anion superdxido; H,0,, peroxido de
hidrogénio; HO' radical hidroxil. OH" hidroxila. IMLAY, 2008)

Algumas dessas ERO sdo radicais livres, outras sdo agentes
oxidantes ndo radicalares (como o perdxido de hidrogénio). O proprio
termo “reativo” acaba criando certa confusdo, uma vez que ha bastante
diferenca entre as constantes de reatividade do peréxido de hidrogénio
(k=226 M's") (CARBALLAL et al., 2003) e do radical hidroxil com
a albumina (k =>10""M"s™") (HALLIWELL e al., 2007), por exemplo.
Além disto, algumas destas moléculas reagem rapidamente apenas com
algumas substancias, como é o caso do perdxido de hidrogénio,
enquanto outras, como radical hidroxil, reagem rapidamente com
inimeras moléculas. Estas caracteristicas geram diferentes niveis de
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efeitos bioldgicos, dependendo da sua taxa e local de formagao,
ambiente, compartimento celular, etc. Para uma melhor explica¢do do
termo radical livre, ele acaba sendo designado para qualquer espécie
capaz de existéncia independente (por isso o termo livre), que contenha
um ou mais elétrons desemparelhados (HALLIWELL et al., 2007), além
de incluir outras espécies radicalares que ndo somente as ERO, como
por exemplo, aquelas centradas em carbono e nitrogénio.

Para lidar com este paradoxo, a célula possui uma série de defesas
capazes de evitar o efeito deletério destas ERO geradas pelo
metabolismo aerobio, organizada em diferentes niveis. Estas defesas sdo
comumente chamadas de defesas antioxidantes, e podem ser produzidas
endogenamente ou adquiridas pela dieta. Estas estratégias de defesa
incluem diferentes niveis de protecdo, que podem ser resumidos em trés
formas principais de atuagdo: evitar a formacdo de ERO, a neutralizacio
destas espécies reativas e a reparagdo de danos ocasionados por elas.
Assim, o termo antioxidante pode ser considerado como qualquer
substiancia que atrase, previna ou remova o dano oxidativo de uma
molécula-alvo (HALLIWELL et al., 2007). E interessante observar que,
mesmo a nivel fisioldogico, ndo h4d uma total prevencdo na
formagao/atuagdo das ERO. Alguns trabalhos tém demonstrado que,
mesmo em pequenas concentragdes, estas moléculas ndo s6 ndo causam
grandes danos, como podem adquirir importantes fungdes celulares. Por
exemplo, a sinalizagdo celular, ao longo da historia evolutiva dos seres
vivos, utiliza processos oxidativos como sinalizadores, além de outros
mecanismos. Alguns exemplos sdo: controle da ventilagdo respiratoria,
apoptose, diferenciagdo e desenvolvimento celular, aderéncia de
leucocitos a células endoteliais ou mesmo na ativagdo da resposta
imunologica especifica contra patdogenos (DROGE, 2002).

1.2Danos oxidativos

O ataque de ERO a biomoléculas (Fig. 2) pode causar disfungdes
celulares (YU, 1994). Alteracdes relacionadas ao ataque de ERO podem
ser causadas por sua excessiva formacdo e/ou ineficiéncia em sua
interceptagdo pelas defesas antioxidantes, gerando o chamado estresse
oxidativo. Este pode ocorrer devido a agcdo de xenobiontes, através da
alteragdo na regulacdo redox celular, pelo metabolismo de citocromos
P450, ou ainda, pela presenga de ions metalicos livres, gerando ciclos de
reacOes oxidativas (REGOLI et al., 2002).
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Os tipos de dano oxidativo causado pelas ERO a biomoléculas
(Fig. 2) podem ser dividido em trés categorias principais, conforme
visualizado na Figura 1, e descritos a seguir.

Oxidagao de proteina

ot H0 %0, N
: & ph
Xenobiontes SodCuZn 3

o
02 02" Hzoz & /

. SodMn
0,—>0,"

FRARAT
SBEBLLLBBLY O

RR

5° 3 Lipoperoxidagéo
Oxidagdo do DNA

Figura 2: Representacio esquematica de danos celulares causados por
espécies reativas de oxigénio na presenca ou ndo de xenobiontes.
Xenobiontes podem induzir a formagdo de espécies reativas de oxigénio, as
quais podem causar danos a proteinas, lipidios e DNA caso as defesas
antioxidantes celulares ndo sejam capazes de neutraliza-las antes de reagir. O," -
Radical anion superoxido; H,O, - Per6xido de Hidrogénio, OH — Radical
hidroxil; SodMn - Superéxido Dismutase-Manganés; SodCuZn - Superdxido
Dismutase-Cobre/Zinco; GPx - Glutationa Peroxidase; CAT - Catalase
(RAMAKRISHNAN et al., 2007).

1.2.1  Lipoperoxidagdo

O ataque a cadeias de acidos graxos poliinsaturados (com dois ou
mais carbonos de sua cadeia com ligacdo dupla) pode ocorrer através de
processos de peroxidagdo, que € uma reacdo em cadeia envolvendo trés
etapas distintas: iniciagdo, propagacdo e terminagdo. O comego desta
reagdo geralmente ocorre através da abstracdo de dtomo hidrogénio de
um grupo metileno (-CH,-) através do ataque de uma molécula reativa,
como ERO, metais, ou outros radicais livres, formando um radical
centrado em carbono. Este, por sua vez, realizar& um rearranjo
molecular, formando um dieno conjugado, o qual pode reagir com
moléculas de oxigénio, formando um radical peroxil (ROO). A partir da
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formagdo deste radical ocorre a fase de propagagdo, devido a sua
capacidade de abstrair atomos de hidrogénio de outros grupos metilenos
de cadeias adjacentes (transformando-se em um perdxido lipidico).
Estes sofrerdo processos de rearranjo molecular, formagdo de dienos
conjugados e, posteriormente, ataque de moléculas de oxigénio,
formando um novo ROO'. Este reinicia o processo, gerando uma reacao
oxidativa em cadeia (Fig. 3) (HALLIWELL et al., 2007).

Ao mesmo tempo, quando o atomo de hidrogénio ¢ abstraido das
cadeias adjacentes pela reagdo com ROO, forma-se um peroxido
lipidico (ROOH) (Fig. 3). Este peroxido ¢ geralmente estavel sob
temperatura fisioldgica, mas na presenca de ions metalicos, pode iniciar
um novo tipo de reacdo em cadeia, quebrando a ligacdo O-O, formando
um radical alcoxil (ROH') (HALLIWELL et al., 2007).

ROOH + Fe*" — Fe** + OH™ + ROH

Estes radicais alcoxilas também podem abstrair atomos de
hidrogénio, tanto de outros peréxidos como de grupos metilenos de
acidos graxos poliinsaturados, continuando as reagdes em cadeia.

Outro grande problema destas reacdes ¢ a oxidacdo de metais de
transigdo, tais como o Fe’", o qual também pode reagir com perdxidos
lipidicos formando radicais peroxilas e Fe®", em um ciclo
autosustentavel (HALLIWELL et al., 2007).

ROOH + Fe*" — ROO + H' + Fe**

Varios fatores contribuem para o término deste processo ciclico de
lipoperoxidagdo, tais como a neutralizagdo desses intimeros radicais por
antioxidantes, formagdo de produtos ndo radicalares, consumo dos
reagentes, dentre outros.
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Figura 3: Reacdes envolvidas na peroxidacio lipidica. A abstracdo de atomos
de hidrogénio de um acido graxo poliinsaturado (neste esquema representado
por trés ligagdes duplas) leva a formagao de um dieno conjugado por rearranjo
molecular. Esta molécula pode sofrer o ataque de oxigénio, formando um
radical peroxil. Este radical pode continuar o ciclo de lipoperoxidacdo através
da abstragdo de atomos de hidrogénio de cadeias poliinsaturadas proximas,
transformando-se em um peroxido lipidico. (HALLIWELL et al., 2007)

Entre os produtos finais formados durante o processo de
lipoperoxidagdo, destacam-se gases de hidrocarbonetos e os aldeidos,
como o malondialdeido (MDA) e o 4-hidroxynonenal (4-HNE).
Acredita-se que niveis elevados de 4-HNE (acima de 1 pM) atuem em
processos citotdxicos e genotoxicos, provocando danos mitocondriais,
inibindo a acdo de chaperonas e algumas isoformas de citocromos P450
(CYP2E1 e CYP1A1), sintese de DNA e de proteinas (HALLIWELL et
al., 2007). Entretanto, o 4-HNE também é um potente indutor de defesas
antioxidantes. J4 o MDA pode atacar proteinas quando presente em
ambientes de baixo pH, resultando em modificacdes de intimeros
residuos de aminoacidos (especialmente lisina). Ele ainda pode reagir
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com bases de DNA (especialmente guanina) gerando lesdes
mutagénicas. Outra importante caracteristica do MDA ¢ sua capacidade
de reagir com o 4cido tiobarbitirico sob altas temperaturas e baixo pH,
gerando um produto com cor que pode ser detectada em 532 nm
(DRAPER et al., 1990), base para método de detecgdo de produtos
finais de lipoperoxidagao.

1.2.2  Oxidagdo de proteinas

O dano a proteinas pode ocorrer pelo ataque direto de ERO a sua
estrutura, ou através de moléculas originadas de processos de oxidagao,
como o MDA e 4-HNE.

Como a estrutura primaria de uma proteina pode ser muito
variavel, esta pode sofrer inumeros tipos de processos oxidativos (Fig.
4), gerando diferentes produtos finais. Além disso, as proprias ligagdes
peptidicas podem ser atacadas, como por exemplo, na abstragdo de
hidrogénio pelo radical hidroxil. No geral, este radical exerce mais
efeitos nocivos a proteinas, enquanto que o perdxido de hidrogénio,
anion superdxido e oxido nitrico ficam mais restritos aos ataques de
grupos facilmente oxidaveis, como os grupos tidis. Uma vez que as
proteinas podem facilmente combinar-se a ions metalicos, ¢ caso sejam
posteriormente expostas a peroxido de hidrogénio, pode ocorrer a reagdo
de Fenton, e consequentemente, a formagio de radical hidroxil.
Inicialmente, o ataque de ‘OH pode gerar outros radicais capazes de
combinar com o O,, gerando radicais alcoxilas e peroxilas, os quais
podem fazer a abstracdo de H' e formar perdxidos nas cadeias laterais ou
na cadeia central das proteinas. Os radicais alcoxil podem ainda realizar
fragmentagoes de proteinas, formando grupos carbonilas. Assim como
os peroxidos lipidicos, os peroxidos aminoacidicos sdo estaveis a
temperatura fisiolodgica, mas na presencga de calor ou de ions metalicos
podem formar novos radicais organicos, gerando reacgdes ciclicas. Eles
também podem atacar grupos tidlicos de outras proteinas, assim como
os peroxidos lipidicos, e sua degradacdo é extremamente dificil por nao
serem substratos para as enzimas antioxidantes catalase, glutationa
peroxidase ou a peroxiredoxina (HALLIWELL et al., 2007).
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Figura 4: Oxidagio da cadeia polipeptidica de proteinas por espécies
reativas de oxigénio. Radicais hidroxilas (OH) gerados por raios X, y (a) ou
pela reag@o de Fenton (b) atacam um carbono da cadeia polipeptidica, causando
a abstragdo de um hidrogénio (c). Este, na presenca de oxigénio (d) ¢
rapidamente convertido a um radical peroxil. A forma protonada do &nion
superoxido (HOy) (e) ou a abstragdo de um hidrogénio de outra molécula (f)
pode transformar esse radical peroxil em um peroxido de alquila. Reagdes em
cadeia com a forma protonada do anion superoxido (h, j) ou com o ion Fe(Il) (g,
i, k) pode gerar como produto final um grupo hidroxila no carbono
originalmente atacado na reagdo c. Na auséncia de oxigénio (1), dois radicais
centrados em carbono podem reagir entre si, produzindo derivados com liga¢des
carbono-carbono cruzadas. (STADTMAN et al., 2003).

1.2.3  Dano oxidativo ao DNA

Os radicais livres estdo envolvidos com processos de
envelhecimento, desenvolvimento de cancer, mutagées € morte celular,
através de alteracdes quimicas, tanto nas bases nitrogenadas, na ribose
do DNA ou pela quebra de suas ligagdes.

A ERO com maior capacidade de causar danos ao DNA ¢ o radical
hidroxil. Ele tem a capacidade de adicionar ligagcdes duplas nas bases
heterociclicas de DNA, assim como, de abstrair hidrogénio da base
nitrogenada timina e de cada um dos carbonos da desoxirribose. Além
disso, reacdes de adicdo podem formar adutos de radical ‘'OH que, na
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presenga de oxigénio, pode vir a formar radicais peroxil. O processo de
formagao de adutos pode ser utilizado como marcador de dano oxidativo
ao DNA. O produto 8-oxo-7,8-diidro-2'-deoxiguanosina (comumente
chamado de 8-oxodGuo) pode ser detectado através da técnica de
cromatografia liquida de alta performance com detec¢do eletroquimica
(HPLC-ECD; Fig. 5; DIZDAROGLU et al., 2002).
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dGuo radical catiBnico 8-hidroxi-7.8-diidro- 8-oxodGuo
2'-desoxiguanosil radical

dR = 2-deoxyribose

Figura 5: O mecanismo de formaciao de produtos de guanina a partir de
reacoes de oxidaciio. Radical hidroxil (OH), elétrons livre (e) e oxigénio
singlet ('O,) (BERRA et al., 2006).

A abstracdo de atomos de hidrogénio feita por este radical leva a
formagdo de radicais centrados em carbono que, na presenca de
oxigénio, sdo rapidamente convertidos a radicais peroxil de agucares. A
partir de processos de rearranjo molecular, fragmentagdo e reagdes de
hidrélise ¢ possivel gerar mais de 20 tipos de produtos derivados
(DIZDAROGLU et al., 2002).

Algumas proteinas nucleares podem ser atacadas pelo radical
hidroxil, e posteriormente realizar ligagdes cruzadas com o DNA,
ocasionando falhas no reparo celular, replicagdo, transcricdo e
descondensamento da cromatina (DIZDAROGLU et al., 2002).
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1.3 Defesas antioxidantes

Entre as principais defesas antioxidantes ndo-enzimaticas da célula
estdo as vitaminas C e E, carotendides, flavonodides, pigmentos biliares,
urato e o tripeptideo glutationa (GSH), todos sendo captadores de
radicais. A GSH ¢ composta por gama-glutamil-cisteinil-glicina,
atuando contra a formacdo de radicais livres, na homeostase tiolica, na
manutengdo do balango redox da célula e na defesa contra agentes
eletrofilicos. Essa capacidade antioxidante se da pelo grupamento
reativo de sua cisteina, o grupamento tiol (-SH; Fig.6), o qual também
pode ser encontrado em proteinas (PSH) ou em outros tiois de baixo
peso molecular (NPSH), como a cisteina (REISCHL et al., 2007). A
oxidag@o da glutationa leva a formagao da sua forma disulfeto (GSSG),
a qual sera posteriormente reciclada & GSH ou transportada para fora da
célula.

HS
T H
HOOC\/\)'I\N N.._-COOH
H

Ha
Figura 6: Estrutura quimica do tripeptideo glutationa. O grupamento tiol (-
SH) esta presente no residuo de cisteina. Fonte:
http://en.wikipedia.org/wiki/File:Glutathion.svg. Acessado em: maio de 2010.

z"n..

A GSH pode reagir in vitro com varias ERO, como radical
hidroxil, acido hipoclorito, peroxinitrito e peréxidos organicos. Por estar
presente em concentragdes intracelulares na ordem de mM, ela também
pode reagir com ERO in vivo. Além disso, participa como cofator de
diversas enzimas e processos metabolicos, como o sistema da glutationa
peroxidase, metabolismo do ascorbato, protege tidis protéicos contra
oxidagdo e atua como principal tampao redox celular. Na concentracio
de 1 mM, o pontencial de redugdo é de -220 mV, e desta forma torna-se
uma importante fonte de neutralizagdo de ERO (HALLIWELL et al.,
2007).

A GSH ¢ sintetizada no citoplasma de todas as células animais,
mas o figado é o 6rgdo com a sintese mais ativa nos vertebrados. Ela
pode ser encontrada em outras organelas, como nucleo, reticulo
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endoplasmatico e mitocondria. No nucleo, ela participa na manutengio
dos grupos sulfidrilas necessarios para o reparo e expressdo do DNA,
além de doar elétrons para a sintese de DNA. No reticulo, encontra-se
principalmente na forma oxidada, auxiliando a manter o ambiente
oxidativo para a formagdo de pontes dissulfeto e a correta conformagao
de novas proteinas. Na mitocondria, assim como no citosol, atua como
importante antioxidante em reacdes diretas ou acopladas a enzimas,
além de atuar como tampao redox. A concentragdo de GSH mitocondrial
¢ semelhante a citoplasmatica, em torno de 10-15 mM, mas corresponde
somente a 10-20% da GSH total celular, uma vez que as mitocondrias
ocupam cerca de um quinto do volume total da célula (MARI et al.,
2009). No citoplasma, sua sintese ¢ realizada em duas etapas, com gasto
de 2 moléculas de ATP, realizadas pelas seguintes enzimas:

1. Glutamato-cisteina ligase (GCL): catalise da primeira etapa,
através da formacgao do dipeptideo y-glutamil-cisteina. A ligagdo entre o
grupo amina da cisteina e o grupo carboxil da cadeia lateral do
glutamato (carbono y) (Fig. 6) é uma ligagdo incomum na estrutura dos
peptideos, geralmente ocorrendo entre o carbono o (o qual contem o
carbono quiral) de um aminoicido e o grupo amina de outro
aminoacido.

2. Glutationa sintetase (GS): catalise da segunda etapa, através da
formagdo da GSH a partir do dipeptideo formado na etapa anterior e
adi¢do do aminoacido glicina.

A GSH esta em constante renovacdo dentro da célula. Este
processo pode envolver o transporte de GSSG para fora da célula por
transportadores dependentes de ATP. No figado, a GSH estd em
constate sintese e transporte para o plasma, a fim de fornecer substrato
para sua sintese e para a sintese protéica em outros tecidos. Devido a
ligacdo gama existente entre os residuos de glutamato e de cisteina na
GSH, esta ligacdo ndo pode ser clivada por peptidases comuns: a
proteina de membrana y-glutamiltranspeptidase (GGT, descrita a seguir)
¢ responsavel pela clivagem da GSH extracelular para posterior
incorporacdo da célula, a fim de fornecer os precursores necessarios
para sua sintese (WHITFIELD, 2001).

As defesas antioxidantes enzimaticas também sdo fundamentais
(Fig. 7). Entre as principais estdo as enzimas superdxido dismutase
(SOD), catalase (CAT), glutationa redutase (GR), glutationa peroxidase
(GPx), tioredoxina redutase (TRxR), Peroxiredoxina (Prx) e glicose-6
fosfato desidrogenase, conforme descritas a seguir.
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Figura 7: Sistema de defesas antioxidantes celulares e espécies reativas de
oxigénio e nitrogénio. Legenda: O, - Anion superéxido; NO' - Oxido nitrico;
ONOO' - Peroxido nitrito; H,O, - Perdxido de Hidrogénio; SOD - Superoxido
Dismutase; GGT — gamma-glutamil transpeptidase; GCL — gamma-glutamil-
cisteinil ligase; GS — glutationa sintetase; G6PDH — glicose-6 fosfato
desidrogenase; GR — glutationa redutase; GPx red - Glutationa Peroxidase
reduzida; GPx oxd — glutationa peroxidase oxidada; Prx red — peroxiredoxina
reduzida; Prx oxd — peroxiredoxina oxidada; CAT — Catalase; GSH —
glutationa reduzida; GSSG — disulfeto de glutationa; NADP — nicodinamina
adenina dinucleotideo fosfato oxidado; NADP - nicodinamina adenina
dinucledtido fosfato oxidado; NADP — nicodinamina adenina dinucle6tido
fosfato reduzido; Trx oxd — tioredoxina oxidada; Trx red — tioredoxina
reduzida; TR — tioredoxina redutase. (KENSLER et al., 2007).

A descoberta da SOD foi responsavel pela definicdo da teoria de
toxicidade do oxigénio, onde ERO sdo importantes produtos
metabolicos (FRIDOVICH, 1995). A SOD ¢ uma metaloenzima que age
sobre o radical O,” dismutando-o a H,O, e protegendo em até 97% os
alvos do ataque do anion superéxido. Em eucariotos sdo encontradas
duas principais isoformas, no citosol a forma SOD-CuZn (possui cobre e
zinco em seu sitio ativo), enquanto que na mitocondria a forma SOD-
Mn (com manganés em seu sitio ativo). A SOD-CuZn ¢é capaz de
aumentar a taxa de dismutagdo do radical anio superdxido em 3 ordens
de grandeza, através de reagdes redox do cobre presente em sua
estrutura: apds a redugdo do Cu®” a Cu’ pelo anion superdxido, ocorre a
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formagdo de oxigénio molecular. Em seguida, a reagdo com outro anion
superdxido, na presenca de prétons, causa a oxidagdo do Cu’ a Cu2’, e
formagdo de peroxido de hidrogénio. A reagdo geral ¢ descrita como:
20,” + 2H" = H,0, + O,. O zinco ndo tem fungdo catalitica, mas ¢é
responsavel pela coordenagdo estrutural da enzima, auxiliando em sua
estabilidade. No caso da SOD-Mn, a reacdo ocorre da mesma forma que
com o cobre da SOD-Cu/Zn, através da reducdo do Mn’" a Mn*" e a
formagdo de oxigénio molecular, seguido da oxidagdo do Mn*" a Mn®"
na presenca de protons e outro anion superdxido. Em pH fisiolégico, a
taxa de reacdo dessas duas isoformas de SOD ¢ basicamente a mesma,
em torno de 1x10°M™'s™ (HALLIWELL et al., 2007).

Para a eliminacdo de perdxidos existem duas enzimas principais, a
CAT e a GPx. A CAT tem como fun¢do dismutar diretamente o H,O,
em HyO e O, e esté localizada em maior abundancia em peroxissomos.
Como o peroxido de hidrogénio pode se difundir entre membranas, uma
importante fonte de defesa contra perdxido de hidrogénio é a CAT
presente na corrente sanguinea (WINTERBOURN er al, 1987),
protegendo o6rgdos e tecidos que contém pouca atividade catalase, como
musculo esquelético, coragdo e cérebro, contra o ataque do perdxido de
hidrogénio formado no sangue pela autooxidagdo da hemoglobina.

A CAT ¢ uma proteina composta de 4 subunidades, cada uma com
um grupo hemo, o qual contém ferro (REID et al., 1981). E através do
grupo hemo que ocorre a atividade catalitica da enzima (Fig. 8): O ferro,
inicialmente na forma Fe’', ao receber dois elétrons do peréxido de
hidrogénio ¢ oxidado a um radical cationico Fe* (hemo™) gerando uma
forma intermedidria da enzima e uma molécula de agua. Esta forma
intermediaria retorna a forma Fe'" pela redugdo através de uma nova
molécula de H,0,, formando uma molécula de dgua e oxigénio.

A GPx com atividade peroxidasica contra peréxido de hidrogénio e
perdxidos orgénicos esta relacionada a fungdo antioxidante da GSH. Séo
conhecidas pelo menos 4 isoformas de GPx: GPxl, presente no
citoplasma; GPx2 presente nas células gastro-intestinais; GPx3,
presente no plasma e outros fluidos extracelulares; GPx4, responsavel
pela degradagdo de peroxidos derivados de acidos graxos e colesterol,
presente em baixas concentragdes nos tecidos, exceto nos testiculos. A
GPx1, 2 e 3 contém 4 subunidades, cada uma com um selénio, enquanto
a GPx4 ¢ um mondmero com apenas 1 selénio. O selénio estd presente
na forma de selenocisteina, uma cisteina com um selénio no lugar do
atomo de enxofre, o qual ¢ facilmente ionizdvel em pH fisioldgico
(HALLIWELL et al., 2007). O mecanismo de acdo da GPx pode ser
observado na Figura 9.
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Figura 8: Mecanismo catalitico da catalase. A oxidacdo por dois elétrons da
forma Fe’" pelo perdxido de hidrogénio leva a formagdo de um radical catiénico
Fe*". Uma segunda molécula de peréxido de hidrogénio reduz o grupo hemo a
sua forma Fe'', gerando 4gua e oxigénio. (KIM et al., 2002).
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Figura 9: Mecanismo de acio da glutationa peroxidase. O selenol, (ESeH)
forma reduzida da selenocisteina ¢ oxidado por peroxidos a acido selénico
(ESeOH). Em sequéncia, uma glutationa (GSH) reage com o &acido selénico,
formado o selenil dissulfeto (ESeSG). Uma segunda molécula de GSH ataca o
enxofre dessa molécula, gerando dissulfeto de glutationa (GSSG) e regenerando
o selenol, completando o ciclo catalitico. (REN et al., 2001).
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Processos oxidativos celulares e a atividade GPx geram o dissulfeto da
glutationa ou glutationa oxidada (GSSG). Para a manutencdo do
ambiente redutor intracelular a razdo entre glutationa reduzida e oxidada
(GSH/GSSG) ¢ mantida em niveis acima de 1/100 (SIES et al., 1978).
Para evitar a deple¢do da GSH e aumento da GSSG, a glutationa
redutase (GR) reduz a GSSG a custa de NADPH, regenerando a GSH e
mantendo desta forma o estado redox intracelular. A GR ¢ uma proteina
composta de duas subunidades, cada uma contendo uma molécula de
flavina adenina dinucleotideo (FAD; Fig. 10). O FAD recebe elétrons do
NADPH, passando os elétrons em seguida para a ponte dissulfeto no
sitio ativo. Os grupos SH formados dentro do sitio ativo interagem com
a GSSG, reduzindo a 2 GSH e a ponte dissulfeto ¢ refeita dentro do sitio
ativo da GR (BERKHOLZ et al., 2008).
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Figura 10: Mecanismo catalitico da glutationa redutase (GR). (1) GR na
forma nativa (oxidada) recebe um elétron de uma molécula de NADPH (2)
através do FAD, o qual repassa esse elétron para a ponte dissulfeto do sitio ativo
(3). Uma nova molécula de NADPH se liga covalentemente a FAD (4), ¢ a
glutationa oxidada ¢ inserida no sitio ativo da enzima (5). Uma das cisteinas
(58) ataca covalentemente a GSSG (6), liberando uma molécula de GSH e
refazendo a ponte dissulfeto entre as cisteinas do sitio ativo da enzima (7). Em
seguida, a outra molécula de GSH ¢ liberada, refazendo o inicio do ciclo
catalitico. O NADPH que estava ligado covalentemente ao FAD pode repassar o
elétron para a GR, reduzindo novamente a enzima (BERKHOLZ et al., 2008).

A enzima glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PDH) ndo deixa de
estar envolvida com as defesas antioxidantes, pois fornece os
equivalentes redutores (NADPH) para regeneragdo de GSSG. Quando o
fornecimento de NADPH fica prejudicado, a funcdo antioxidante da
glutationa também fica afetada, pois a GSSG ndo pode ser regenerada,
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causando sérios danos ao metabolismo celular. Neste sentido, a G6PDH
também pode ser considerada uma enzima antioxidante coadjuvante
(SLEKAR et al., 1996).

A gama-glutamil transpeptidase (GGT) é uma glicoproteina ligada
a membrana celular, responsavel pela transferéncia de grupos glutamil
da GSH para inimeros aminoacidos ou peptideos. Sua agdo possibilita a
captagdo de cisteina, que ¢ o elemento limitante para a sintese de GSH
(MEISTER, 1973). A GGT também ¢ responsavel pela degradagdo da
glutationa, tornando-a disponivel como fonte de cisteina para sintese
protéica (TATEISHI et al., 1977).

A GST ¢ responsavel pela conjugacdo de xenobidticos eletrofilicos
a GSH, reduzindo sua toxicidade e permitindo que o sistema de
transporte elimine estes conjugados para o meio extracelular,
posteriormente metabolizados pela via do 4acido mercaptirico. E
importante lembrar que esse mecanismo de defesa mediado por GST
depende de outros sistemas auxiliares: por um lado, o fornecimento
constante de glutationa deve ser mantido para a biotransformagao destes
compostos, através das enzimas GCL e GS; por outro lado, os
metabdlitos originados devem ser excretado através de proteinas
transmembrana transportadoras dependentes de ATP. Sdo conhecidas
diversas isoformas de GST, as quais podem possuir outras fungdes,
como transporte intracelular de proteinas e atividade glutationa
peroxidase. Esta ultima fungdo ocorre pela capacidade das GSTs em
conjugar GSH a perdxidos organicos, gerando GSSG e o respectivo
alcool (HALLIWELL et al., 2007).

As GSTs podem ser induzidas de duas formas: através de indutores
monofuncionais ou bifuncionais. Indutores bifuncionais estdo
relacionados com o receptor hidrocarboneto aril (AhR), ¢ aumentam a
expressao de genes de biotransformagao de fase I (e.g. citocromos p450)
e fase II (e.g. GSTs). Dessa classe de indutores podem citar os
hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (PAHs), classicos indutores
bifuncionais. J4 o grupo de indutores monofuncionais estdo relacionados
com a indug@o de genes de biotransformacdo de fase I, através de um
mecanismo independente do AhR, ativando sequéncias génicas
relacionadas a amplificacdo de genes relacionados a resposta
antioxidante/eletrofilica (sequéncias conhecidas como ARE; Blanchette
et al., 2007). As GSTs sdo divididas em inimeras classes, baseadas nas
sequéncias de aminodcidos, especificidade de substratos, estrutura
quaternarias, entre outras.

Em mamiferos, sdo reconhecidas 7 classes de isoformas
citosolicas: Alpha, Mu, Pi, Sigma, Theta, Omega, ¢ Zeta, enquanto que
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as classes Beta, Delta, Epsilon, Lambda, Phi, Tau, e “U” foram
identificadas em ndo-mamiferos (Blanchette et al., 2007). Todas essas
classes participam de reagdes de conjugacdo, reducdo e isomerizagao,
além de se ligar covalentemente a substancias hidrofobicas (atividade de
transporte celular). A classe Kappa pertence a familia das GSTs
mitocondriais, também encontrada em peroxissomos, e podendo estar
relacionada com beta-oxidagdo de acidos graxos, através de atividade
catalitica, transporte ou interagdo com poros de membranas, além de
reduzir peroxidos organicos e detoxificar derivados de grupamento aril
(Blanchette et al., 2007). A ultima familia de GST, as microssomais,
esta relacionada a produgéo de eicosandides, além de algumas isoformas
também contribuirem na detoxificagdo de compostos eletrofilicos, além
de possuirem atividade peroxidasica (Blanchette et al., 2007).

Nos ultimos anos tém-se aumentando a atencdo no sistema
Prx/TrxR,outra importante fonte de detoxificagdo de peroxidos. A
familia das Prxs compreende 6 diferentes isoformas, responsaveis pela
degradacdo de diferentes tipos de peroxidos através de seus residuos de
cisteina (Fig. 11). Entre os peroxidos metabolizados, incluem-se o
peroxido de hidrogénio, além de perdxidos organicos de cadeias mais
longas e hidrofobicas, como o peréxido de cumeno, os peréxidos
derivados de acidos graxos ou de fosfolipideos, além do peroxinitrito.
As 2-Cys Prxs possuem 2 cisteinas em sua estrutura: a cisteina
peroxidasica (ou catalitica), e a cisteina de resolugdo (ou auxiliar). A
cisteina peroxidasica ¢ responsavel pela reducdo do perdxido, tornando-
se 4cido sulfénico. Essa cisteina peroxidésica oxidada ird reagir com a
cisteina de resolucdo de outra subunidade do dimero Prx, gerando uma
ponte dissulfeto. A orientagdo das cadeias polipeptidica se da na forma
“head to tail”, ou seja, em paralelo com o N terminal de uma
subunidade emparelhado com a regido C terminal da outra. Desta forma,
a cisteina peroxidasica oxidada de cada mondmero ira reagir com a
cisteina de resolugdo do outro mondmero, formando 2 pontes dissulfeto
(Fig. 11). Essas pontes dissulfeto serdo reduzidas pela Trx, a qual ficard
oxidada (FLOHE et al., 2007).

As diferentes isoformas de Prx podem ser classificadas em Prx 1
ou 2-Cys, levando em consideragdo o numero de cisteinas que
participam do ciclo catalitico. Em mamiferos, apenas a Prx6 possui uma
Unica cisteina envolvida no metabolismo de perdxidos. Neste caso, a
oxidagdo da cisteina pelo peroxido leva a formacdo do respectivo alcool,
enquanto a cisteina se encontra na forma de acido sulfénico. Este sera
reduzido por moléculas de baixo peso molecular que contém tiol, entre
elas GSH (também sdo apontados outros candidatos como 4cido lipdico
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e ciclofilina). Ja as Prx 2-Cys ainda podem ser classificadas em tipicas e
atipicas. Durante o processo de redugdo do peroxido, pontes dissulfeto
entre as cisteinas peroxidasicas e de resolucdo sdo formadas: se isso
ocorrer entre diferentes monomeros, com a formacdo de um dimero, a
Prx ¢ classificada como Prx 2-Cys tipica; se a ponte dissulfeto ocorrer
dentro do proprio mondmero, entre suas duas cisteinas, e
consequentemente sem a formagdo de um dimero, a Prx ¢ classificada
como Prx 2-Cys atipica. Em ambos os casos, a redugdo da ponte
dissulfeto ¢ feita, mas ndo exclusivamente, pela Trx (WOOD et al.,
2003).

Prx reduzida

0

TrxR
NADPH

Acido sulfénico

O

2 H;0
e SOH  SH

SH  SOH

O

o Formagdo

I3 . de pontes
dissulfeto

2 H;0,

Superoxidacao

O

SOH SH

SH  SOH

O

0

Prx oxidada

Figura 11: Mecanismo catalitico de 2-Cys peroxiredoxina. O ciclo inicia
com a oxida¢do da cisteina peroxidasica (S,H) dos dois mondmeros a partir do
peroxido de hidrogénio (H,0,) formando acido sulfénico (SOH). Em seguida,
cada cisteina de resolugdo (S,H) reage com o 4cido sulfénico do outro
mondmero, gerando duas pontes dissulfeto intermolecular. Este dimero ¢
reduzido pela tioredoxina a custa de NADPH. No excesso de peroxido de
hidrogénio, pode ocorrer a superoxidacdo da Prx, com a reagdo do acido
sulfénico da Prx oxidada, gerando &cido sulfinico (SO,H) ou até mesmo
sulfonico (SO;H; LOW et al., 2008).

A tioredoxina redutase € responsavel pela ciclagem da tioredoxina,
uma proteina doadora de elétrons envolvida no ciclo catalitico da Prx.
Assim como a GR, a TrxR estd envolvida no processo antioxidante
celular por auxiliar no sistema Prx/Trx. Em mamiferos, a Trx e TrxR
também podem atuar em outras moléculas e processos metabdlicos,
como no sistema imune, apoptose e na regulacdo da atividade de fatores
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de transcricdo, dependendo a fungdo celular de cada tecido
(NORDBERG et al., 2001).

1.4 Metais, dano celular e o sistema antioxidante.

A exposi¢do a metais pode levar a diversos processos patologicos,
incluindo doengas neurodegenerativas, cancer, processos inflamatorios,
lesdo tecidual, entre outros. Um dos mecanismos de toxicidade
propostos para os metais ¢ a formacdo de ERO, mesmo sabendo que
cada metal pode atuar de maneira diferente dentro da célula. Essa
formagdo de radicais livres pode ocorrer de maneiras distintas, mas
podemos citar duas grandes vias: reacdes de Fenton e de Haber-Weiss.
A reacdo de Fenton ocorre na presenca de ions metalicos e de peréxido
de hidrogénio, formando o radical hidroxila, anion hidroxila e a
oxidagdo do metal (Leonard ef al., 2004)

metal™ + H,0, = metal™ + OH' + OH

Na reacdo de Haber-Weiss, metais podem reagir com o &nion
superéxido através de sua reducgdo, gerando oxigénio molecular. Em
sequéncia, esse metal previamente reduzido pode reagir com o peréxido
de hidrogénio, gerando radical hidroxila (reacdo de Fenton), ou seja,
ocorre a formacdo de radical hidroxil na presenca elevada de metais e
anions superoxidos (Leonard et al., 2004).

metal™ + 0,” = metal™ + O,
metal™ + H,0, = metal™ + OH' + OH

Outro importante mecanismo de geracdo de ERO por metais ¢ a
geracdo de radicais tidlicos, através da reagdo de ions metalicos com
cisteinas (e.g. glutationa). Esses radicais tidlicos podem atacar outras
moléculas tidlicas, gerando anion superoxido (Leonard et al., 2004).

Metais também podem formar complexos com proteinas e outras
moléculas, através de ligagdes com nitrogénio, oxigénio e enxofre, e a
forca dessa ligagdo depende da natureza do metal e do ligante, devido a
atracdo eletrostatica entre essas duas moléculas. Dessa forma, tanto a
carga como o tamanho do metal influenciam nessa forca de atragdo. E
importante lembrar que nem todas as interacdes sdo eletrostaticas,
muitos complexos também podem ser originados através de ligagdes
covalentes, onde o ligante doa elétrons para os metais. Com relacdo as
caracteristicas que podem influenciar estes complexos, pode-se citar o
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numero de sitios de coordenagdo, carga elétrica, tamanho de estruturas
em forma de anel, etc. (Smart et al., 2008).

Intimeras substancias quimicas tém sido utilizadas para controlar o
sistema antioxidante, principalmente através da inibi¢do ou aumento da
expressdo de enzimas chave. Entre estas substincias, podemos citar os
inibidores da glutationa redutase (carmustina), da glutationa peroxidase
(mercapto succinato), da tioredoxina redutase (compostos derivados de
ouro, como auranofin e aurotiomalato), da sintese de glutationa
(butionina  sulfoximina), da  glicose-6-fosfato  desidrogenase
(dehidroepiandrosterona), entre outros. Através destes estudos, estima-
se obter informagdes sobre a importancia de cada uma destas enzimas na
homeostase celular e no sistema antioxidante em condic¢des fisioldgicas
e também de desafios oxidativos.

Estudos envolvendo selénio, citotoxidade e protecdo em mamiferos
vém sendo realizados a décadas (RAYMAN, 2000; STEINBRENNER
et al., 2009). O selénio participa como cofator de enzimas envolvidas na
sintese ¢ metabolismo de hormdnios da tiredide, além de estar presente
no sitio ativo de enzimas, como a GPx e a TrxR. Sua deficiéncia pode
causar problemas musculares, de articulagdes e reprodutivos
(principalmente em machos, uma vez que a GPx participa da maturagio
do espermatozdides; RAYMAN, 2000). Sabe-se que suplementagio
com baixas concentragdes de selénio levam a um aumento na sintese de
GSH e na expressdo e atividade de selenoproteinas, como GPx e TrxR
em diferentes modelos de estudo (ADESIYAN et al., 2010; WANG et
al., 2010; WOJEWODA et al., 2010), além de reduzir a mortalidade em
peixes devido ao manejo de cultivo (HARDY et al., 2010). Desta forma,
espera-se que a suplementagdo com selénio cause um aumento na
capacidade antioxidante celular devido ao aumento na expressdo e na
atividade da GPx e da TrxR, relacionadas com a detoxificacdo de
perdxidos intracelulares.

O zinco ¢ um metal de transcrigdo que participa na modulagdo de
proteinas regulatérias e em diferentes atividades celulares
(MACKENZIE et al., 2005), sendo um micronutriente essencial e
abundante em invertebrados como mexilhdes (WONG et al., 2000; SHI
et al., 2004). Em baixas concentragdes, esta relaciona a fungdes como
expressdo génica, sintese de DNA, catdlise enzimatica, sinalizag@o
celular e neurotransmissdao (FREDERICKSON et al., 2000). Entretanto,
niveis elevados de zinco intracelular podem levar a produgdo de ERO na
mitocondria, deplegio de NAD™ (KIM et al, 1999) e inibicio da
glicolise (SHELINE et al., 2000). Um dos efeitos mais marcantes do
zinco sobre o sistema antioxidante celular ¢ através da inibi¢do da GR e
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na alteracdo do metabolismo da glutationa. Esta inibigdo ja foi
demonstrada por nosso grupo de pesquisa em bivalves (FRANCO et al.,
20006), peixes (FRANCO et al., 2008b) e mamiferos (FRANCO et al.,
2008a). Essa inibigdo da GR pode causar um distirbio redox celular, e
diminuir a capacidade antioxidante celular, uma vez que a GR ¢
responsavel pela ciclagem da glutationa utilizada no ciclo da GPx.
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2. JUSTIFICATIVA

O sistema antioxidante tem sido amplamente estudado em
mamiferos, devido a sua importancia para a célula e as possiveis
aplicagdes farmacoldgicas de drogas que estimulem ou inibam este
sistema em situacdes patoldgicas. Porém, pouco se sabe a respeito deste
sistema em bivalves marinhos. Estes animais tém sido utilizados como
modelo em trabalhos de toxicologia aquatica a fim de observar os
efeitos de contaminantes antropicos liberados nos ecossistemas
aquaticos, ¢ também em trabalhos de monitoramento ambiental para
detectar locais impactados pela atividade humana. E importante que se
estabelecam bases e fundamentos tedricos desse sistema também para
estes animais, a fim de complementar e facilitar as andlises de dados
destes trabalhos.

De acordo com dados obtidos pelo ISI Web of Knowledge”™ (Julho
de 2010), se compararmos a quantidade de trabalhos -cientificos
envolvendo o sistema antioxidante realizados em mamiferos com aquela
de bivalves marinhos, temos aproximadamente: 15000 trabalhos com os
termos “antioxidant and rat” contra 250 para mexilhdes (“antioxidant
and mussel”), 12000 envolvendo os termos “peroxidase and rat” contra
150 para “peroxidase and mussel”, 5000 itens envolvendo os termos
“reactive oxygen species and rat”, contra 90 para “reactive oxygen
species and mussel”. Desta forma, observa-se que ¢ necessario se obter
informagdes a partir de estudos de toxicologia aquatica nestes modelos
animais. O predominio de dados com mamiferos pode até gerar
dificuldade em compreender os processos de regulacdo antioxidante
nestes animais, uma vez que a abordagem comparativa acaba sendo
feita, muitas vezes, baseada em dados de mamiferos.

Em estudos de nosso grupo de pesquisa observamos que, apds
exposicdo aguda, o zinco causa inibi¢cdo da GR in vivo, além de diversas
outras alteragdes enzimaticas. Apesar dos efeitos em curto prazo do
zinco em bivalves apresentar grande toxicidade, pouco se sabe sobre o
efeito desse metal em estudos de exposi¢do mais prolongada. Hoje em
dia utilizam-se protocolos de monitoramento ambiental com 7 a 30 dias
de exposi¢do de invertebrados marinhos em ambientes potencialmente
contaminados sdo os mais utilizados. Assim, sdo necessarios estudos
mais prolongados sobre os efeitos de compostos tdxicos sob os
parametros antioxidantes destes animais. Além disso, desejamos
observar se os efeitos em curto prazo no metabolismo da glutationa
seriam mantidos apds uma exposi¢do mais prolongada ao zinco, ou se
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irlam ocorrer mecanismos compensatorios para reverter esse quadro de
toxicidade.

Em um estdgio de 3 meses realizado na cidade de Plymouth,
Inglaterra, sob orientagdo do professor Dr. John Moody, houve a
possibilidade de se analisar os efeitos da suplementacdo com selénio
sobre parametros antioxidantes de mexilhdes. J4 era conhecido que a
suplementacdo com selénio era capaz de impedir os efeitos genotdxicos
do mercurio em hemocitos desses animais, porém nio se conhecia os
efeitos dessa suplementacdo em outros parametros antioxidantes ou em
outros tecidos. Ao mesmo tempo, inimeros trabalhos vém
demonstrando a toxicidade do cobre em bivalves marinhos, um metal
naturalmente presente no ambiente aqudtico e também intimamente
relacionado com contaminacdo industrial. Desta forma, o efeito
antioxidante do selénio poderia contribuir para a protegdo celular contra
a exposi¢do ao cobre.

Através destes dois modelos de estudos, espera-se compreender
melhor o sistema antioxidante destes animais em situages de estresse
oxidativo, seja através da inibicdo de uma importante enzima
antioxidante (e conseqiientemente de um sistema de detoxificacdo de
perdxidos) pelo zinco ou entdo pela exposicdo ao cobre, com seus
conhecidos efeitos oxidantes intracelulares em contrapartida aos efeitos
protetores do selénio.
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3. OBJETIVOS

2.1 Objetivos gerais

Investigar as respostas do sistema antioxidante de bivalves
marinhos apos a indugédo de situagdes de estresse oxidativo.

2.2 Objetivos especificos

a) avaliar o metabolismo da glutationa e da glutationa redutase em
mexilhdes Perna perna e Mytilus edulis

b) avaliar os efeitos a curto e médio prazo da inibi¢do da enzima
glutationa redutase em mexilhdes P. perna expostos ao zinco

d) avaliar os efeitos oxidativos do cobre ¢ os efeitos antioxidantes
do selénio em mexilhdes M. edulis

e) avaliar o possivel efeito protetor da pré-exposicdo de mexilhdes
M. edulis a selénio frente a uma subseqiiente exposicao a cobre.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Espécies utilizadas

Para este trabalho, foram utilizadas duas espécies de bivalves
marinhos: o mexilhdo azul Mytilus edulis e o mexilhdo marrom Perna
perna.

O mexilhdo azul entre 2,5 a 10 cm de comprimento foi alimentado
com plancton e detritos em suspensdo através de filtragdo. Sua
distribui¢do vai da Europa entre o Mar Branco (Russia) e o
Mediterraneo, Japdo e na América na costa ocidental (Carolina do
Norte) e oriental (Califérnia) dos Estados Unidos da América (dados da
Organizagdo de Comida e Agricultura das Nagdes Unidas,
http://www.fao.org; acessado em julho de 2010).

O mexilhdo marrom possui entre 6 e 17cm de comprimento, se
alimenta de plancton e detritos em suspensdo através de filtragdo, e pode
ser encontrado em regides tropicais e subtropicais do Oceano Atlantico
(dados do Banco de Dados Global de Espécies Invasivas,
http://www.issg.org, acessado em julho de 2010).

Estes animais sdo sésseis, vivendo fixos a costdes rochosos. Sdo da
familia Mytilidae, pertencente ao filo Mollusca e classe Bivalvia.
Possuem uma concha (consiste de duas valvas, por isso o nome bivalve)
de forma alongada e assimétrica, ao contrario de outros bivalves, como
o berbigdo. A filtragdo, utilizada para a obtengdo de alimento, ¢
realizada através de um cifdo, o qual permite a captacdo de 4gua para as
branquias. Neste orgdo, as particulas sdo carregadas até a boca através
de cilios, onde serdo ingeridas. Além de participar da alimentagdo, as
branquias também sdo responsaveis pelas trocas gasosas na respiracdo
(RUPERT et al., 1996)

A branquia é um 6rgao muito estudado em trabalhos de toxicologia
aquatica por ser o primeiro contato do animal com contaminantes
ambientais e/ou antrdpicos. Posteriormente, estes contaminantes sao
transportados para outros tecidos, principalmente para a glandula
digestiva, um dos principais locais de biotransformagdo e detoxificago
destas substancias, e também extensamente estudada em trabalhos de
toxicologia ambiental.
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Figura 12: Anatomia de um bivalve marinho da familia Mytilidae. A
esquerda, o animal com as valvas entre-abertas mostrando o musculo adutor
posterior ¢ anterior. A direita, o animal com as valvas abertas e musculos
adutores cortados, mostrando algumas das principais estruturas anatémicas.

4.2 Obtencio dos animais e exposiciao

4.2.1 Estudo I:Efeitos protetores do selénio em mexilhoes
Mytilus edulis

Mexilhdes azuis Mytilus edulis forma coletados na praia de
Trebarwith (sudoeste da Inglaterra) e foram aclimatados em laboratério
por 2 semanas, numa sala fria a 15 + 0.2 °C sob constante aeragdo e
alimentados com uma preparagdo comercial da alga unicelular
Isochrysis galbana (Liquifry, Inglaterra).

Apods aclimatagdo, os animais foram transferidos para aquarios
plasticos de 10 litros (9 animais por aquario e 1 litro de 4gua do mar por
animal) para exposi¢do ao cobre ¢ ao selénio (Tabela 1). Durante os
primeiros 3 dias (“pré-exposi¢do”), os animais foram expostos a dgua do
mar (grupo Ctl) ou a 4 pg/L de selénio (grupo selénio, na forma de
selenito de sodio). Durante os ultimos 3 dias de experimento,
(“exposi¢do”) os animais foram expostos a agua do mar ou 56 pug/L de
cobre (grupo Cu, na forma de sulfato de cobre penta hidratado). Assim,
obteve-se 4 diferentes grupos (“pré-exposi¢ao”/”’exposicao”): Ctl/Ctl;
Ctl/Cu; Se/Ctl; Se/Cu, com trés aquarios por grupo. As concentragdes de
Se e Cu utilizados de basearam em trabalhos de bioquimica e
toxicologia anteriores realizados com esta espécie ou espécies do género
Mpytilus (vide Tran et al., 2007 para estudo com selénio, Bolognesi et al.,
1999 para cobre). Além disso, estudos do laboratorio do Prof. John
Moody observaram que a concentracdo de cobre de 56 pg/L ndo causa
letalidade, entretanto induz danos no DNA (dados néo publicados).

Ao fim de cada dia de exposi¢ao, uma aliquota de cada aquario foi
coletada logo apds a troca de dgua e antes da proxima troca de dgua, 24
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horas depois. Desta forma, podem-se analisar as concentragdes de
selénio e de cobre ao comego ¢ ao fim de cada dia de exposigao.

Ao fim do sexto dia de exposicdo, os animais fora sacrificados, e os
tecidos foram coletados, num total de 9 amostras por grupo, onde cada
amostra foi obtida como descrita a seguir: apos for¢ar levemente a
abertura das valvas, a hemolinfa do musculo adutor posterior de 3
animais foi combinada (AL-SUBIAI et al., 2009; Fig. 12) para obter
uma amostra; apds obten¢do da hemolinfa, o musculo adutor posterior
foi cortado, possibilitando a total abertura dos animais e a coleta dos
tecidos. Branquias de dois animais foram combinadas para analise das
atividades enzimaticas e branquias de individuos nicos foram utilizadas
para analise de tidis. Apds a remocdo das branquias, os animais foram
congelados a -80 °C para posterior andlise quimica no restante dos
tecidos moles.

Tabela 1: Delineamento experimental do periodo de exposi¢cio. Mexilhdes
Mytilus edulis foram expostos ao selénio e/ou cobre durante 3 dias. O
experimento foi dividido em duas etapas: durante os dias 1-3, os animais foram
expostos a dgua do mar ou ao selénio; durante os dias 4-6 os animais foram
expostos a dgua do mar ou ao cobre.

Grupos/Periodo Dias 1-3 Dias 4-6
Pré-exposicao Exposi¢io
Ctl/Ctl Agua do mar Agua do mar
Se/Ctl Selénio 4 pg/L Agua do mar
Ctl/Cu Agua do mar Cobre 56 pg/L
Se/Cu Selénio 4 pg/L Cobre 56 pg/L

4.2.2 Estudo 2: Andlise temporal da exposi¢cdo a zinco em
mexilhoes Perna perna

Mexilhdes marrom Perna perna foram obtidos de uma fazenda
marinha de cultivo no Ribeirdo da Ilha (Floriandpolis, Brasil). Os
animais foram aclimatados durante uma semana no laboratério em
aquarios de plastico (1 litro de a4gua do mar por animal), temperatura de
20-25 °C, aeragdo constante e alimentados com uma solugdo da alga
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unicelular Chaetoceros muelleri, obtida no Laboratério de Cultivo de
Moluscos Marinhos (CCA, UFSC).

Ap6s aclimatagdo, os animais foram mantidos durante 21 dias em
aquarios plasticos (6 animais/aquario e 1 litro de dgua do mar por
animal) para exposi¢do a 10 uM de cloreto de zinco (Zn) por 2, 7 ou 21
dias (Figura 13). Essa concentracdo foi escolhida baseada em trabalho
anterior do grupo de pesquisa (Franco et al., 2006), o qual demonstrou
ser uma concentragdo ndo letal, mas capaz de causar distirbio redox e
inibicdo da GR em mexilhdes P. perna. Durante o experimento, 0s
animais foram alimentados com algas 1 hora antes da troca de agua,
para evitar possiveis interagdes com o0 zinco.

Aclimatagdo Exposicdo
] ] 1 ] =
1 1 I ] 4
Inicio Inicio Inicio Fim
21dias 7 dias 2 dias experimento

Figura 13: Delineamento experimental do periodo de exposi¢io. Mexilhdes
Perna perna foram aclimatados por 7 dias (Aclimatacdo) e em seguida expostos
a zinco (Exposi¢do) durante 2, 7 ou 21 dias, conforme indicado na figura.

Ao fim do periodo de exposi¢do, os animais foram sacrificados e as
branquias foram retiradas para as analises bioquimicas. Um total de 12
animais por grupo (n = 12) foi utilizado para as analises bioquimicas.

4.3 Preparaciao das amostras

4.3.1 Estudo I:Efeitos protetores do selénio em mexilhoes
Mytilus edulis

Para analise de glutationa total (GSH-t), aproximadamente 100 mg
de tecido fresco (recém dissecado, sem congelar) foi homogeneizado
(3:1 vol:vol) em tampao TRIS/HCI 20 mM contendo EDTA 1 mM,
sacarose 500 mM, 150 mM KCl pH 7,6 e centrifugado a 15.000 g por 35
minutos a 4°C. Uma aliquota do sobrenadante (50 puL) foi diluida em
450 pL de tampao fosfato de potassio (KPi) 0,1 M EDTA 1 mM pH 7,0
para posterior analise espectofotométrica.

Para analise dos niveis de ti6is protéicos (PSH), 200 pL do
sobrenadante de 15.000 g foi acidificado com &cido perclorico (PCA,
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concentracdo final de 0,5 M) e em seguida centrifugado a 13.000 g por 2
minutos a 4 °C. O sobrenadante foi descartado, ¢ a fracdo particulada foi
ressuspensa em 300 pL de tampao TRIS/HCI 0,5 M contendo 1% SDS,
pH 8,0.

Para analise da atividade enzimatica nas branquias, 200 mg de
tecido foi homogeneizado (3:1 vol:vol) em tampao TRIS/HCI 20 mM
contendo EDTA 1 mM, sacarose 500 mM, 150 mM KCI, pH 7,6 e
centrifugado a 15.000 g por 35 minutos a 4 °C. O sobrenadante foi
guardado a -80 °C para posteriores ensaios enzimaticos.

Para analise de atividade enzimatica na fragdo soltvel da
hemolinfa, apés homogeneizag¢do o extrato foi centrifugado a 1.000 g
por 3 minutos a 4 °C e o sobrenadante foi guardado a -80 °C para
posteriores ensaios enzimaticos.

Para analise quimica dos niveis de selénio e cobre no tecido, os
animais (todo o animal exceto as branquias, usada para analises
bioquimicas) foram desidratados em estufa a 60-80 °C durante 2 a 3
dias. Em seguida, o tecido foi retirado das conchas, e triturado
manualmente com o auxilio de um cadinho e um pistilo de cerdmica até
obter um pd de granulometria caracteristica. Apds utilizar uma peneira
de malha de 180 pm para a retirada de particulas ndo trituradas. O tecido
foi entdo pesado, e aproximadamente 300-500 mg foi utilizado para o
processo de digestdo, através da acidificacdo com 7 ml de 4acido
cloridrico (HCI) e acido nitrico (HNOj3) concentrado (1,5:1 vol:vol) por
uma hora a temperatura ambiente, em recipientes de vidro com 50 ml
cobertos com vidro de relégio. Apds esse tempo, os recipientes foram
aquecidos em uma placa quente por 1 hora a aproximadamente 80 °C
para finalizar a digestdo das amostras, e ao final do processo o volume
foi ajustado para 50 ml em baldes de vidro com HNO; 2 %.

Para a analise quimica dos niveis de selénio na 4gua, as amostras
foram diluidas 10 vezes com HNOj; 2 %, e adicionado metanol para uma
concentragdo final de 5 % e um padrdo interno com indio para posterior
analise através de espectofotometria de massa por ionizagdo acoplada
por plasma (ICP-MS). No caso das andlises de cobre na agua, as
amostras foram diretamente analisadas por espectofotometria de
emissao Otica por ionizagao acoplada por plasma (ICP-OES).

4.2.2 Estudo? Andlise temporal da exposicdo a zinco em
mexilhbes Perna perna

Para a determinagdo dos niveis de glutationa total (GSH-t), tiois
protéicos (PSH) e ndo-protéicos (NPSH), aproximadamente 100 mg de
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branquia foi homogeneizada em 0,9 ml de acido perclorico (PCA) 0,5
M, centrifugado a 15.000 g por 2 minutos a 4 °C, e o extrato acido foi
utilizado para as determinagdes de GSH-t e NPSH. A fragdo particulada
foi utilizada para a determinagdo de PSH.

Para analise da atividade enzimatica ¢ de marcadores de estresse
oxidativo, aproximadamente 300-400 mg de branquia foi
homogeneizado em tampao HEPES 20 mM, pH 7.4 e centrifugado a
20.000 g por 30 minutos a 4 °C. O sobrenadante foi entdo utilizado para
a determinagdo da atividade enzimatica, produtos finais da
lipoperoxidagdo e niveis de perdxidos totais, enquanto a fracdo
particulada foi utilizada para a determinagdo da atividade gama-glutamil
transpeptidase.

4.4 Analise quimica dos niveis de selénio e cobre na agua e
tecido:

4.4.1 Estudo I:Efeitos protetores do selénio em mexilhoes
Mytilus edulis

As amostras de agua coletada diariamente e as amostras de tecido
jé digeridas (processo de tratamento quimico das amostras, conforme
explicado na se¢do anterior) foram utilizadas para a quantificagdo dos
niveis de selénio e cobre. As amostras de tecido, assim como as
amostras de agua para analise de cobre, foram analisadas por ICP-OES
(Varian, modelo 725-ES). As amostras de dgua para andlise de selénio
foram analisadas por ICP-MS (Thermo Scientific, modelo X Series 2).
Os niveis de cobre e selénio foram calculados com tendo por base uma
curva padrio feita com solugdes certificadas (Fischer Scientific e Merk,
Reino Unido). Os niveis de selénio na dgua ainda foram comparados e
corrigidos com o padrdo interno do metal Indio adicionado as amostras,
a fim de observar possiveis variagdes nos resultados encontrados.

4.5 Analise de tiois:

4.5.1 Estudo 1: Efeitos protetores do selénio em mexilhoes
Mytilus edulis

Os niveis de GSH-t (GSH + 2GSSG) foram medidos
espectofotometricamente pelo método de ciclagem com glutationa
redutase (OWENS et al., 1965). Apoés a diluigdo de 10 vezes em tampao
fosfato de potassio, 100 pL de amostra foi incubada em KPi 50 mM pH
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7,5 contendo 2,5mM de EDTA e 5 mM de DTNB e deixada no gelo. Em
seguida, 40 puL da amostra incubada com DTNB foi adicionada num
pogo de uma placa de 96 pogos contendo 210 puL de tampdao KPi na
concentrag¢do final de 100 mM contendo EDTA 5 mM, NADPH 200
uM, GR 0,4 U/ml pH 7,5, ¢ lido em 412 nm por 5 minutos. A
quantificacdo dos niveis de GSH-t foi calculada a partir de uma curva
padrdo com GSH realizada no momento da leitura.

O ensaio para analise de PSH foi realizado em placas de 96 pogos,
contendo 30 pL de amostra em 300 uL de tampdo na concentracdo final
TRIS/HCI1 0,5 M, SDS 1 %, DTNB 0,2 mM pH 8,0, e lido em um leitor
de placas em 412 nm apo6s 30 minutos de incubacdo (ELLMAN, 1959).
Em paralelo, as amostras foram lidas em uma segunda placa na presenca
do tampdo e auséncia do DTNB, para descontar a absorbancia basal da
amostra.

4.5.2 Andlise temporal da exposi¢do a zinco em mexilhoes
Perna perna

Para determinar a glutationa total (GSH-t), 50 uL do extrato acido
foi neutralizado e diluido em 450 uL de tampao KPi 0,1 M contendo
EDTA 1 mM pH 7,0. Em seguida, as amostras foram analisadas pelo
método  enzimdtico de  Tietze, modificado  posteriormente
(AKERBOOM et al., 1981). As concentragoes finais do ensaio foram de
KPi 100 mM, EDTA 1 mM, NADPH 225 uM, DTNB 100 uM e GR 0,2
U/ml. As quantificagdes dos niveis de GSH-t e GSSG foram calculadas
a partir de uma curva padrdo com GSSG realizada no momento da
leitura.

Para a analise dos niveis de NPSH, 100 pL do extrato acido foi
adicionado a 400 pL de tampao na concentracdo final TRIS/HCI 0,5 M,
DNTB 0,2mM, pH 8,0. Para a analise de PSH, a fragdo particulada da
amostra acidificada com PCA foi ressuspensa em 1 ml de tampao
TRIS/HCI 0,5 M contendo SDS 1 % pH 8,0. Em seguida, 100 pL dessa
suspensdo foi adicionada a 400 pL de tampdo na concentracdo final
TRIS/HCI1 0,5 M, SDS 1 %, DTNB 0,2 mM pHS,0. Paralelamente, as
amostras também foram preparadas na auséncia de DTNB, para
descontar a absorbancia basal da amostra (ELLMAN, 1959).

4.6 Analises enzimaticas

Para ambos os trabalhos, os métodos enzimaticos foram os
mesmos, conforme descritos a seguir.
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Catalase (CAT): A alta velocidade de reacdo desta enzima,
associada a uma baixa “afinidade”, permite a determinagdo de sua
atividade com concentragdes elevadas de H,O, (10 mM). A atividade foi
determinada pela velocidade de consumo da H,O, no primeiro minuto
da reagdo, 240nm (g = 40 M'lcm'l; AEBI, 1984). E descontado ainda o
desaparecimento do peroxido de hidrogénio sem a presenca da amostra.
O ensaio enzimatico de 40 segundos ¢ realizado em tampao fosfato de
potassio (KPi) 50 mM, EDTA 0,5 mM, pH 7,0 contendo 0,012 % de
Triton X-100. Como substrato iniciador utiliza-se 10 mM de H,0,. A
absorbancia basal ¢ descontada a partir da leitura da reacdo do ensaio na
auséncia da amostra.

Gama-glutamil transpeptidase (GGT): A andlise de sua atividade
foi realizada através de um kit comercial da marca Biotécnica®,
conforme recomendag¢des do fabricante.

Glicose 6-fosfato desidrogenase (G6PDH): Na presenca de glicose-
6-fosfato, o NADPH ¢ formado a partir de nicotinamida-adenina-
dinucleotideo-fosfato (NADP') e, dessa forma, o aumento da
absorbancia ¢ medido em 340nm (¢ = 6.220 M"'em™) (GLOCK et al.,
1953). E descontada da reacio a atividade basal obtida pela formagio de
NADPH pela leitura do ensaio enzimatico sem a presenca do substrato.
O ensaio enzimatico de 5 minutos ¢ realizado em tampao TRIS/HCL 50
mM, pH 7,4 contendo 0,127 mM NADP' ¢ 3 mM de cloreto de
magnésio (MgCl,). Como substrato iniciador utiliza-se 1,5 mM de
glicose-6-fosfato (G6P). A absorbancia basal foi descontada a partir da
leitura da reacdo do ensaio na auséncia de G6P.

Glutationa peroxidase selénio dependente (GPx-Se): Através deste
ensaio, mede-se a atividade proveniente apenas da GPx-Se, que contem
uma selenocisteina em seu grupo catalitico. Esta atividade ¢
acompanhada indiretamente pelo desaparecimento do NADPH. A
enzima, ao utilizar GSH para degradar perdxido de hidrogénio, gera
glutationa oxidada (GSSG), que por sua vez, ¢ reduzida pela glutationa
redutase adicionada ao meio de reagdo, que consome NADPH (g =
6.220 M'em) proporcinalmente a formagio de GSSG, e
consequentemente da atividade GPx. Este consumo de NADPH ¢
acompanhado espectrofotometricamente em 340nm, similar a
determinacdo de GR (LAWRENCE et al., 1976). Desta velocidade de
consumo ¢ descontado o consumo basal de NADPH, obtido pela leitura
do ensaio enzimatico sem a presenca do substrato (perdxido). O ensaio
enzimatico de 5 minutos ¢ realizado em tampao HEPES 30 mM, pH 7,5
contendo EDTA 0,7 mM, GSH 1,5 mM, GR 0,75 U/ml e NADPH 100
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mM. Peroxido de hidrogénio (200 pM) foi utilizado como substrato, e a
oxidacdo do NADPH foi monitorado em 340nm.

Glutationa redutase (GR): Ao utilizar o substrato GSSG a enzima
consume NADPH, que ¢ acompanhado em 340nm (e = 6.220 M'cm™).
A velocidade de consumo de NADPH, em condi¢des de saturagdo,
expressa a atividade enzimatica (CARLBERG et al, 1985). Desta
velocidade ¢ descontada a reacdo basal de consumo de NAPDH obtido
pela leitura do ensaio enzimatico sem a presenca do substrato
(GSSG@G). O ensaio enzimatico de 5 minutos foi realizado em tampao
fosfato de potassio (KPi) 100 mM, EDTA 1 mM, pH 7,0 contendo 0,2
mM de NADPH. Como substrato iniciador utiliza-se 1 mM GSSG.

Glutationa peroxidase total (GPx): Através deste ensaio, mede-se a
atividade glutationa peroxidase proveniente da propria enzima GPx
como da enzima glutationa S-transferase, a qual também ¢ capaz de doar
elétrons da GSH para a detoxificagdo de peroxidos orgédnicos. O ensaio
enzimatico se baseia no mesmo método da GPx-Se, porém utiliza-se
peréxido organico para permitir a acdo da glutationa S-transferase no
ensaio (WENDEL, 1981), o qual ¢ realizado em tampdo fosfato de
potassio (KPi) 50 mM, EDTA 0,5 mM, pH 7,0 contendo NADPH 0,2
mM, GSH | mM e GR 0,2 U/ml. E necessario 5-10 minutos de
incubag@o com os reagentes (exceto substrato iniciador) para a ativagao
da enzima. Como substrato iniciador utiliza-se 1 mM de peroxido de
cumeno.

Glutationa-S-transferase (GST): A conjugacdo de GSH com o
substrato clorodinitrobenzeno (CDNB) catalisada pela GST produz um
composto que pode ser detectado em 340nm (¢ = 9.600 M'em™). A
atividade enzimatica é proporcional a velocidade de producdo do
composto conjugado (HABIG et al, 1981). Desta atividade ¢
descontada a reacdo basal obtida pela leitura da reacdo entre a GSH do
ensaio e o0 CDNB, sem a presenca da amostra. O ensaio enzimatico de 5
minutos foi realizado em tampdo fosfato de potassio (KPi) 100 mM,
EDTA 1 mM, pH 7,0 contendo 1 mM GSH. Como substrato iniciador
foi utilizado 1 mM de CDNB. A absorbancia basal foi descontada a
partir da leitura da reagdo do ensaio na auséncia da amostra.

Tioredoxina redutase (TrxR): A TrxR ¢ capaz de causar a reducdo
do DTNB a duas moléculas de TNB, causando um aumento na
absorbancia em 412nm. Para descontar a forma¢do basal de TNB
através das reagdes dos tidis presentes na amostra com DTNB, as
amostras sdo incubadas 15 minutos numa cubeta com tampdo KPi
100mM contendo EDTA 10 mM, DTNB 5 mM e albumina de soro
bovino (BSA) 0,2 mg/ml. Apos este tempo, a reagdo especifica da TrxR
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¢ iniciada através da adi¢do de 200 uM de NADPH, acompanhando-se a
formag@o de TNB em 412 nm (ARNER et al., 1999).

4.7 Dano ao DNA (Teste do cometa)

Ap0s a coleta da hemolinfa de mexilhdes Mytilus edulis, 200 pL de
hemolinfa foi adicionado a 300 pL de tampao fosfato salina (PBS) e
centrifugado a 400 g por 2 minutos a 4 °C. O sobrenadante foi
descartado e as células foram ressuspensas em agarose (0,75 % em
tampao PBS) de baixo ponto de fusdo. Em seguida, duas gotas da
suspensdo celular foram adicionadas em uma ladmina de microscopio
(previamente cobertas com agarose comum, 1,5 %), cobertas com uma
laminula e deixadas em geladeira por 15 minutos para solidificacdo da
agarose. As laminulas foram retiradas, ¢ as laminas foram incubadas em
solugdo de lise (NaCl 2,5 M, EDTA 100 mM, TRIS 10 mM, Triton X-
100 1 % e DMSO 10 %, pH 10) por uma hora a 4 °C no escuro. Apds a
lise, as laminas foram colocadas na cuba de eletroforese horizontal e
incubadas em tampdo de neutralizagdo eletroforese (NaOH 300 mM e
EDTA 200 mM pH 13) por 40 minutos. Em seguida, a eletroforese foi
iniciada a 400 mA e 25 V durante 30 minutos em uma camara fria de 4
°C no escuro. Apés a eletroforese, as laminas foram incubadas em
tampdo de neutralizacdo (Tris/HCI 400mM pH 7,5) por 5 minutos, e o
processo repetido 3 vezes. As laminas foram, entdo, guardadas a 4 °C
por até uma semana antes da coloragdo (40 pL de iodeto de propidio 2
png/L). As laminas foram analisadas em microscopio de fluorescéncia
Leica modelo DMR HC (Leica Microsystems, Reino Unido) através da
contagem de 100 células escolhidas aleatoriamente para cada lamina. A
percentagem de fragmenta¢do do DNA (medida como a fluorescéncia
presente na cauda do cometa, Fig. 14) foi medida através do software
Komet 5 (Kinetic Imaging, Reino Unido), ¢ é considerado um dos
parametros mais confidveis para medir quebras de fita simples e dupla,
além de sitios alcali-labeis (KUMARAVEL et al., 2006).
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Figura 14: Ilustracio da andlise de dano ao DNA no teste do cometa,
através do software Komet 5. O DNA intacto permanece na “cabega” do
cometa, enquanto que o DNA fragmentado migra para a “cauda”. Essa divisdo é
realizada pelo software, como visualizado pelos tragos em vermelho na figura.
Fonte: http://www.setecltd.kr/product/komet/Figure%204.jpg; acessado em
julho de 2010.

4.8 Analise dos niveis de peroxidos totais e de peroxidacido
lipidica

A quantifica¢do dos niveis de perdxidos totais do sobrenadante de
branquias de mexilhdes P. perna foi realizada a partir do método de
PCA-FOX (GAY et al., 2002). A presenga de peroxidos leva a reducdo
do fon Fe*"a Fe’", o qual reage com o sal xylenol orange, gerando uma
cor caracteristica (laranja/marrom), a qual pode ser medida
fotometricamente em 560 nm. O ensaio € realizado em PCA 110 mM,
contendo xylenol orange 0,25 mM e sulfato ferroso amoniacal 0,25 mM.
A quantificagdo dos niveis de peroxidos foi realizada a partir da
compara¢do com uma curva padréo de peroxido de cumeno.

Os produtos finais da peroxidacdo lipidica foram estimados pelo
método de TBARS, como um indice de peroxidagdo lipidica (DRAPER
et al., 1990), com algumas modifica¢des. Uma aliquota (100 pl) da
amostra foi adicionada a 1 ml de solugdo contendo 400 pl de tampao
acido acético 1,3 M/HCI, 0,27 M, pH 3,4, 400 ul TBA 0,8% e 200 pl de
SDS 8,1%. A mistura foi incubada a 95 °C por 60 minutos. A reagdo de
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MDA com o TBA produz um cromoéforo que pode ser medido
fotometricamente a 532nm.

4.9 Analise estatistica

A andlise dos dados de ambos os trabalhos foi realizada no
software STATISTIC 8 (StatSoft®, EUA). Para o trabalho com M.
edulis, foi utilizada a analise de varidncia de 2 vias com interacdo,
seguido do teste post hoc de Duncan quando necessario. Para o trabalho
com P. perna, foi utilizada a anélise de varidncia de uma via, seguido do
teste post hoc de Duncan quando necessario. As diferencas foram
consideradas significativas quando p < 0,05.
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5. RESULTADOS

5.1. Estudo 1: Efeitos protetores do selénio em mexilhdes
Mpytilus edulis

5.1.1 Exposicao do mexilhdo Mytilus edulis a cobre com ou sem
pré-exposi¢do a selénio

Mexilhdes Mytilus edulis foram pré-tratados com selénio (Se) por 3
dias, e subseqiientemente por mais 3 dias com cobre (Cu), como descrito
em Materiais e Métodos (se¢do 4.1.1). Dois grupos de animais (Se/Ctl e
Se/Cu) foram expostos a selénio nos 3 primeiros dias (periodo de pré-
exposicao) e os outros dois gurpos foram expostos ao cobre (Ctl/Cu e
Se/Cu) durante os ultimos 3 dias (periodo de exposi¢do). Um grupo
(Ctl/Ctl) ndo foi exposto nem a selénio nem a cobre. Durante os 6 dias
de experimento, aliquotas de 4gua dos aquério eram coletadas para
medir os niveis de Se e Cu. Durante o periodo de pré-exposigdo (Fig.
15A) os niveis de Se permaneceram inalterados entre o inicio e o fim de
cada dia, com valores proximos a concentragdo nominal de 4 pg/L.
Foram detectados niveis de Se acima do limite de deteccdo (0,5 pg/L)
apenas nos aquarios onde foi adicionado Se. Nenhuma diferenca foi
observada nas concentracdes de Se nos tecidos dos animais apds os 6
dias de experimento (Fig. 15C).

Como esperado, durante o periodo de pré-exposicdo foram
observados baixos niveis de Cu na dgua (aproximadamente 5 ng/L), mas
durante o periodo de exposicdo os niveis de Cu alcangaram valores
préximos a concentracdo nominal de 56 pg/L nos grupos Ctl/Cu e
Se/Cu, enquanto que nos outros dois grupos os niveis foram similares
aos do periodo de pré-exposicdo. Além disso, também foi observada
uma diminui¢do de 20 a 30% nos niveis de Cu na 4gua entre o inicio e
fim de cada dia (Fig. 15B). A concentragdo de Cu nos tecidos dos
animais dos grupos Ctl/Cu e Se/Cu ap6s 6 dias de experimento foi de 3
a 5 vezes maior que nos grupos Ctl/Ctl e Se/Ctl (Fig. 15D). Também foi
observada uma interagdo entre as exposigdes [F (1, 31) = 5.51, p <
0.05], o que pode ser explicado pela menor assimilacdo de Cu nos
animais pré-expostos a Se (Fig. 15D).
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Figura 15: Analises quimicas na 4gua e no tecido de mexilhdes Mytilus
edulis. (A) niveis de selénio (Se) na agua durante o periodo de pré-exposi¢ao
(dias 1-3); (B) niveis de cobre na agua durante os dias de exposi¢éo (dias 4-6).
“Inicio” representa os valores médios de Se ou Cu na agua no inicio de cada dia,
logo apods a troca de agua; “Fim” representa os valores médios de Se ou Cu na
agua ao fim de cada dia, antes da proxima troca de 4gua. Niveis de Se (C) e Cu
(D) nos tecidos dos mexilhdes apos 6 dias de experimento. Ctl/Ctl grupo
controle; Ctl/Cu animais expostos ao cobre; Se/Ctl animais pré-expostos a
selénio; Se/Cu animais pré-expostos a selénio e expostos ao cobre; n.d valores
abaixo do limite de detecgdo (0,5 pg/L). Letras diferentes significam diferencas
(p<0,05, ANOVA de duas vias seguido por teste post hoc de Duncan).
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5.1.2 Glutationa total (GSH-t) e tidis protéicos (PSH) em
branquias

O tratamento apenas com Se (Se/Ctl) induziu um aumento nos
niveis de GSH-t. Animais pré-expostos a Se e posteriormente expostos a
Cu (Se/Cu) também tiveram elevados niveis de GSH-t (Fig. 16A).
Exposi¢do ao Cu (Ctl/Cu) causou uma diminui¢do nos niveis de PSH
(Fig. 16B), mas nenhuma alteracdo significativa foi observada nos
niveis de GSH-t (Fig. 16A). Uma interacdo foi observada entre as
exposicoes [F (1, 28) =7.97, p < 0,05], evidenciada pelos niveis de PSH
nos animais pré-tratados com Se e posteriormente com Cu (Se/Cu), os
quais retornaram aos valores basais (Ctl/Ctl).

@
T
g
i

(A) (B)

[=2]
T
o
g
©
©

N
T
g
o

i

a

I__I__I

cticti  CtiCu  Selcti  SelCu ctict CtiCu  SelCtl  SelCu

N
i
o
g

>

GSH-t (nmol/g tecido umido)
QO
PSH (umol/g tecido imido)

g
>

Figura 16: Niveis tidlicos em branquias de mexilhdes Mytilus edulis apés a
exposicio a Se e/ou Cu. Niveis de glutationa total (GSH-t) (A) e tiois
protéicos (PSH) (B) apds 6 dias de experimento. Ctl/Ctl grupo controle; Ctl/Cu
animais expostos ao cobre; Se/Ctl animais pré-expostos a selénio; Se/Cu
animais pré-expostos a selénio e expostos ao cobre. Letras diferentes significam
diferengas entre os respectivos grupos (p<0,05, ANOVA de duas vias seguido
por teste post hoc de Duncan).

5.1.3 Atividade de enzimas antioxidantes

A atividade enzimadtica de varias enzimas foram analisadas nas
branquias de M. edulis (Fig. 17), incluindo glutationa peroxidase total
(GPx), glutationa peroxidase dependente de selénio (GPx-Se), catalase
(CAT), glutationa redutase (GR), tioredoxina redutase (TrxR) e
glutationa S-transferase (GST), todas elas possuindo uma agdo direta
(GPx-t, GPx-Se, CAT) ou indireta (GR, TrxR e GST) nas defesas
antioxidantes. Pré-exposi¢do a Se induziu um aumento significativo na
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atividade da GPx-Se. Houve também um aumento na atividade da GPx,
mas apenas significativo no intervalo de confianga de 90 % (p=0,07).

Nenhuma alteracdo significativa foi observada nas atividades da
GPx, GPx-Se, GR, CAT e GST em animais expostos a cobre (grupo
Ctl/Cu) (Fig. 17), porém a atividade da TrxR foi diminuida em
aproximadamente 60 % quando comparado ao grupo controle (Fig.
17D). Para TrxR, uma intera¢do entre as exposi¢des foi observada no
intervalo de confianga de 90 % [F (1,29)=3.29, p <0.1].
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Figura 17: Atividade de enzimas antioxidantes em brinquias de mexilhées
Mytilus edulis apos exposi¢ao a Se e/ou Cu. Atividades das enzimas glutationa
peroxidase total (GPx) (A); glutationa peroxidase dependente de selénio (GPx-
Se) (B); glutationa redutase (GR) (C); tioredoxina redutase (TrxR) (D); catalase
(CAT) (E); glutationa S-transferase (GST) (F). Ctl/Ctl grupo controle; Ctl/Cu
animais expostos ao cobre; Se/Ctl animais pré-expostos a selénio; Se/Cu
animais pré-expostos a selénio e expostos ao cobre; Letras diferentes significam
diferencas (p<0,05, ANOVA de duas vias seguido por teste post hoc de
Duncan)
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O mesmo padrdo de aumento da atividade da GPx-Se das branquias
foi observada no plasma da hemolinfa. A atividade permaneceu acima
dos niveis do controle mesmo nos animais pré-expostos a Se e expostos
a Cu (Fig. 18A). E possivel que parte da atividlade da GPx-Se
encontrada na hemolinfa seja originada da contaminagdo do musculo
adutor, como previamente proposto (AL-SUBIAI et al., 2009).
Entretanto, a resposta a exposi¢@o a Se foi similar aos resultados da GPx
e GPx-Se das branquias, o que sugere que esta contaminagdo pode ndo
ter interferido fortemente com os resultados.
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Figura 18: Parametros na hemolinfa de mexilhdes Mytilus edulis apos a
exposicio a Se e/ou Cu. (A) atividade da glutationa peroxidase selénio
dependente (GPx-Se) no plasma da hemolinfa; (B) dano no DNA (teste do
cometa) em hemdcitos. Ctl/Ctl grupo controle; Ctl/Cu animais expostos ao
cobre; Se/Ctl animais pré-expostos a selénio; Se/Cu animais pré-expostos a
selénio e expostos ao cobre; Letras diferentes significam diferencas (p<0,05,
ANOVA de duas vias seguido por teste post hoc de Duncan)

5.1.4 Dano ao DNA estimado pelo teste do cometa

Para melhor compreender os efeitos do cobre nos mexilhdes M.
edulis, o teste do cometa foi realizado nos hemocitos para observar
possiveis danos oxidativos no DNA. O cobre causou um aumento no
dano ao DNA (Fig. 18B), como observado pelo aumento da
porcentagem de cauda de DNA, um indicativo dos niveis de quebras de
fita de DNA e sitios alcali-labeis. A pré-exposicdo ao Se foi capaz de
evitar esse dano induzido pelo cobre nos hemocitos.

5.2 Estudo 2: Anailise temporal da exposicio a zinco em
mexilhdes Perna perna

5.2.1 Efeitos do zinco sobre o estado tidlico celular
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Exposicdo aguda (2 dias) ao zinco causou deple¢do dos niveis de
tiois celulares nas branquias de mexilhdes P. perna. Apds 2 e 7 dias de
exposicao, os niveis de NPSH (Fig. 19A) e GSH-t (Fig. 19B) reduziram
entre 30-40%, porém estes valores retornaram aos niveis basais apos 21
dias de exposicdo. Com rela¢do aos niveis de PSH, ndo foi observada
alteragdo entre 2 e 7 dias, porém ap6s 21 dias de exposi¢do, os niveis
estavam mais elevados que os animais controles (Fig. 19C).

109 (B)

Dias de exposicdao Dias de exposicdo

Dias de exposigao

Figura 19: Niveis tidlicos em mexilhdes Perna perna expostos a zinco por
até 21 dias. Niveis de tidis ndo-protéicos (NPSH) (A); glutationa total (GSH-t)
(B); tidis protéicos (PSH) (C). Animais foram expostos a 10 pM de ZnCl,
durante 2, 7 e 21 dias. Valores representados como média + EPM (n=9-12).
Letras diferentes indicam diferencas significativas (p<0,05, ANOVA de uma
via seguido por teste post hoc de Duncan).

5.2.2 Efeitos do zinco sobre enzimas antioxidantes

Animais expostos a Zn 10 uM demonstraram diversas alteracdes
no sistema antioxidante. Apds 2 dias de exposicdo, Zn causou reducdo
da atividade GR, porém a atividade voltou ao valor basal em 7 e 21 dias
apos de exposicdo (Fig. 20A).

Enquanto nenhuma alteragao foi observada apos exposi¢do aguda,
apos 7 e 21 dias a exposicdo a Zn causou uma resposta coordenada na
indu¢do das defesas antioxidantes. As enzimas GPx, SOD e CAT
tiveram suas atividades aumentadas apds a exposi¢do por 7 ou 21 dias
(Fig. 21). Ao mesmo tempo, foi observado um aumento na atividade da
TrxR, mas somente apods 7 dias (Fig. 20E).
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Figura 20: Atividades de enzimas antioxidantes em mexilhdes Perna perna
expostos ao zinco por até 21 dias. Atividade das enzimas glutationa redutase
(GR) (A); glicose 6-fosfato desidrogenase (G6PDH) (B); glutationa S-
transferase (GST) (C); vy-glutamiltranspeptidase (GGT) (D); tioredoxina
redutase (TrxR) (E). Valores representados como média + EPM (n=9-12).
Letras diferentes indicam diferencas significativas (p<0,05, ANOVA de uma
via seguido por teste post hoc de Duncan).
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Figura 21: Atividades de enzimas antioxidantes em mexilhdes Perna perna
expostos a zinco por até 21 dias. Atividades da glutationa peroxidase (GPx)
(A); superoxido dismutase (SOD) (B); catalase (CAT) (C). Valores
representados como média + EPM (n=9-12). Letras diferentes indicam
diferencas significativas (p<0,05, ANOVA de uma via seguido por teste post
hoc de Duncan).

5.2.3 Efeitos do zinco sobre marcadores de estresse oxidativo

Para medir possiveis efeitos do zinco sobre a geragdo de um
cenario pro-oxidativo, marcadores de dano oxidativo a lipidios foram
medidos através do método de TBARS. Os niveis de peroxidacdo
lipidica aumentaram ap6s 7 e 21 dias de exposi¢do ao Zn, mas nenhuma
alteragdo foi observada apds 2 dias de exposi¢do (Fig. 22A). Os
resultados demonstram que os niveis de peréxidos também aumentaram
apenas apds 7 e 21 dias (Fig. 22B), de modo similar aos niveis de
TBARS.
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Figura 22: Marcadores bioquimicos de estresse oxidativo em mexilhdes
Perna perna expostos a zinco por até 21 dias. Niveis de (A) produtos finais de
peroxidagdo lipidicas medidos pelo método de substincias reativas ao acido
tiobarbitirico (TBARS); (B) peroxidos citosolicos medidos pelo método do
PCA-FOX. Valores representados como média + EPM (n=9-12). Letras
diferentes indicam diferengas significativas (p<0,05, ANOVA de uma via
seguido por teste post hoc de Duncan)
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6. DISCUSSAO

6.1. Estudo 1: Efeitos protetores do selénio em mexilhdes
Mpytilus edulis

6.1.1 Niveis de selénio e cobre na dgua e nos tecidos

As andlises quimicas demonstraram que os niveis nominais foram
semelhantes aos niveis reais de Se e Cu analisados na agua do mar. O Se
permaneceu constante na agua ao longo do dia e nos tecidos apds 3 dias
de exposi¢do, indicando que a assimilagdo foi minima comparado a
quantidade de selénio adicionado a 4gua. Aparentemente, o aumento na
disponibilidade de selénio inorganico nio estd diretamente relacionado a
quantidade de selénio mensuravel no tecido (2-3 mg/Kg). Porém, isso
ndo pode ser confirmado por este experimento, uma vez que as
branquias, um importante tecido para acumulagdo e excrecdo de
contaminantes, foram removidas para analises bioquimicas e, desta
forma, ndo foram incluidas para as andlises quimicas. Além disso,
quando a assimilagdo de Se ¢ maior que a quantidade necessaria para a
homeostase celular (e.g. sintese de selenoproteinas), ele ¢ rapidamente
excretado como metabdlito. A acumulagdo s6 ocorre quando a
assimilagdo de Se for maior que a taxa de excre¢do (BURK, 1986). Uma
vez que a concentragdo de Se utilizada foi muito mais baixa quando
comparado com outros estudos toxicologicos (HAMILTON, 2004), ¢
possivel que o excesso tenha sido excretado de volta para a agua,
evitando uma acumulagdo.

Animais expostos ao cobre incorporaram este metal em seus
tecidos causando um aumento de 3-5 vezes comparado aos niveis basais.
Este dado esta consistente com o fato que os niveis de Cu na agua
diminuiram entre 30-35% ap6s 24 horas na presenca dos animais.
Interessantemente, houve uma menor acumulacdo de cobre no tecido
dos mexilhdes pré-expostos ao Se (Se/Ctl x Se/Cu) (Fig. 15D).
Infelizmente, ndo foram encontrados estudos na literatura levantando
uma possivel interferéncia do Se na assimilagdo de Cu.

6.1.2. Alteragoes em parametros antioxidantes
Foi demonstrado que o Se leva a um aumento nos niveis de GSH-t

(Fig. 15A), mesmo apds a exposi¢do ao cobre (grupo Se/Cu). Sabendo
que a GSH ¢é um importante neutralizador de ERO, e substrato para
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diversas enzimas relacionadas com as defesas antioxidantes
(VIARENGO et al., 1993; SIES, 1999), ¢ provavel que este aumento na
GSH-t seja um dos fatores envolvidos na prote¢do contra 0os processos
oxidativos mediados pelo cobre. Células tumorais expostas a selenito de
sodio (3,2-12,6 pg/L) demonstraram aumento nos niveis de GSH celular
(KUCHAN et al., 1990), e outros autores (PANEE et al., 2007)
demonstraram a superexpressdo da selenoproteina H (SelH) humana,
uma proteina redox nuclear, induz a transcri¢do da enzima glutamato-
cisteina ligase (GCL), responsavel por uma das etapas de sintese de
GSH. Se a disponibilidade de Se ¢ capaz de modular os niveis de
selenoproteinas em mexilhdes, o que foi demonstrado neste estudo no
caso da GPx-Se (Fig. 16B), entdo o aumento nos niveis de GSH pode
ser modulado por um mecanismo semelhante a SelH. Independente do
mecanismo, um aumento na GSH-t traz duas conseqiiéncias. Primeiro,
aumenta a capacidade do organismo de evitar acimulo de metais, como
o cobre, por conjugagdo e estocagem em lisossomos ou vactiolos, para
posterior excre¢do (VIARENGO et al, 1993). Segundo, maior
disponibilidade de glutationa pode aumentar a disponibilidade de
substrato, permitindo um maior turnover de enzimas que necessitam
GSH.

Estudos anteriores demonstraram que o cobre causa diminuigdo nos
niveis de GSH em mexilhdes apds exposicao aguda. Mexilhdes de agua
doce Unio tumidus expostos a cobre (30 pg/L) tiveram baixos niveis de
GSH e altos niveis de GSSG nas branquias e glandulas digestivas
(DOYOTTE et al., 1997). Outro estudo em laboratorio demonstrou que
exposicao ao cobre (60 pg/L) por 1 a 3 semanas ¢ capaz de diminuir os
niveis de GSH-t nas branquias e glandula digestiva de duas populac¢des
diferentes de Mytilus galloprovincialis (REGOLI et al, 1995).
Entretanto, recentemente, outro estudo (AL-SUBIAI et al., 2009)
encontrou um aumento nos niveis de GSH-t no musculo adutor de M.
edulis apos 5 dias de exposi¢do ao Cu (40 pg/L). Interessantemente,
apesar da exposi¢do ao cobre (38 pg/L) por 7 dias causar uma deplecao
nos niveis de GSH-t, também observa-se um aumento na atividade da
GCL (CANESI et al., 1999). Porém, esse padrio de consumo de
glutationa apds a exposi¢do ao cobre ndo foi observado neste presente
experimento. Em conjunto, estes dados sugerem que a primeira resposta
de mexilhdes expostos ao Cu ¢ um aumento na sintese de GSH, e
posteriormente, se o nivel de estresse oxidativo induzido pelo Cu for
alto o suficiente, ocorre oxidagao e deple¢do de GSH.

Os niveis de PSH diminuiram ap6s a exposi¢do ao Cu (Fig. 15B),
um sinal evidente de estresse oxidativo. O que poderia estar
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correlacionado a um maior consumo de GSH, o qual poderia estar sendo
compensado pelo amento de sua sintese, impedindo a observagdo de
alteragdes nos niveis de GSH. Cobre pode se ligar a proteinas,
particularmente aquelas que contem tidis, diminuindo a disponibilidade
de sua participacdo em reagdes de Fenton e Haber-Weiss (LETELIER et
al., 2005). Ao mesmo tempo, a ligacdo de metais a proteinas pode
causar disturbio na fungdo protéica/enzimatica, ¢ em conseqiiéncia,
induzir perda da homeostase celular ou ativar vias de sinalizagdo. Neste
contexto, a protecdo contra a perda de PSH pela pré-exposi¢do a Se
(Fig. 16B) poderia ser explicada por uma maior capacidade desses
organismos em neutralizar ERO, devido aos maiores niveis de GSH e de
atividade da GPx-Se observados.

6.1.3 Dano ao DNA

Exposicdo ao cobre causa aumento no dano ao DNA, como
observado em eritrocito do peixe Sparus aurata ¢ em hemocitos do
bivalve Scapharca inaequivalvis (GABBIANELLI et al., 2003). Outro
estudo demonstrou que mexilhdes M. galloprovincialis expostos ao
cobre (60 pg/L) por dez dias tinham maiores niveis de dano oxidativo
no DNA de glandulas digestivas e hemocitos (MACHELLA et al.,
2004). Pode ser esperado que a formagdo catalitica de ERO pelo Cu
cause uma resposta antioxidante. O aumento na atividade da GPx-Se nas
branquias e no plasma da hemolinfa; a reversdo parcial na inibi¢do da
atividade da TrxR; os niveis elevados de GSH e a prote¢do contra a
oxidag@o de PSH estdo de acordo com uma resposta contra a toxicidade
do Cu, e podem limitar o aumento nos niveis de ERO, e
conseqiientemente, diminuir os danos celulares mediados pelo cobre.

6.1.4 Selenoproteinas

Muitos estudos tém demonstrado que o tratamento com Se leva a
um aumento na atividade de uma ou duas importantes selenoproteinas,
GPx-Se e TrxR, em linhagens celulares (EL-BAYOUMY, 2001;
HAMILTON, 2004; HOFFMANN et al., 2007; ZHANG et al., 2008),
peixes (ATENCIO et al., 2009) e invertebrados aquaticos (TRAN et al.,
2007). Mesmo assim, o mecanismo de regulacdo dessas enzimas ainda
nao foi totalmente elucidado. O aumento na GPx-Se encontrado em M.
edulis foi similar a outras espécies, mas contrasta com a falta de indugao
da atividade da TrxR nos animais expostos a Se. Esta resposta
diferencial pode estar relacionada com os baixos niveis de Se utilizado
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neste estudo, quando comparado com os niveis utilizados em trabalhos
com vertebrados.

Um estudo recente com M. edulis (TRAN et al., 2007) demonstrou
que a suplementagdo com Se foi capaz de aumentar a atividade GPx-Se
na hemolinfa desses animais e impedir os danos no DNA de hemécitos
induzido pelo merctrio. Até onde se sabe, o estudo de Tran et al. (2007)
e o presente trabalho foram os tinicos trabalhos relacionados a protecao
de bivalves marinhos contra a toxicidade de metais através da GPx-Se.

A TrxR ¢é uma importante enzima relacionada ao sistema Trx/Prx,
responsavel pela manutencdo dos niveis de Trx reduzida, participando
da detoxificacdo de peroxidos e também de outros processos
enzimaticos e regulatorios (ARNER et al., 2000). O conhecimento sobre
a TrxR, Trx e Prx em invertebrados ¢ ainda limitado, mas alguns poucos
trabalhos demonstraram que a TrxR também tem um papel fundamental
na defesa antioxidante do abalone Haliotis discus discus contra estresse
fisico, metais e peréxidos (DE ZOYSA et al., 2008; DE ZOYSA et al.,
2009). A redugdo na atividade da TrxR em animais expostos ao Cu,
como demonstrado no presente estudo (Fig. 16D), pode diminuir a
eficiéncia do sistema Trx/Prx através da limitacdo da taxa de reducdo da
Trx, aumentando a susceptibilidade ao dano oxidativo induzido pelo Cu.
Em conjunto, estes dados sugerem que a TrxR (junto com o sistema
Trx/Prx) ¢ um interessante pardmetro antioxidante, com potencial
promissor em estudos toxicoldgicos com organismos aquaticos.

Em conjunto (Tabela 2), todos estes resultados sugerem que o Cu
pode afetar o metabolismo da glutationa e outras enzimas antioxidantes,
gerando um cendrio pré-oxidativo e causando dano molecular e celular.
Ao mesmo tempo, a exposi¢do ao selénio € capaz modularbo sistema
antioxidante, amplificando sua defesa contra ERO, as quais sdo capazes
de impedir ou eliminar, ao menos parcialmente, os danos mediados pelo
cobre em mexilhdes M. edulis.
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Tabela 2: Resumo dos efeitos antioxidantes do selénio e oxidativos do cobre
em mexilhées Mytilus edulis.

GSH T T

GPx T _ T
mo— L0
Dano ao DNA EE— T ()

PSH — l ()

(GSH) niveis glutationa; (GPx-Se) atividade da glutationa peroxidase selénio-
dependente; (TrxR) atvidade tioredoxina redutase; (PSH) niveis de tidis
protéicos. Os tratamentos com selénio e/ou cobre causaram () diminuiggo, (1)
aumento, (¢) protecdo ou (—) nenhuma alteragdo nos parametros avaliados.

6.2 Estudo 2:Anadlise temporal da exposicio a zinco em
mexilhdes Perna perna

Exposicdo a metais ¢ um assunto extensivamente estudado em
vertebrados, especialmente mamiferos, uma vez que eles estdo
relacionados com diversos processos patologicos. Com relagdo a
invertebrados como bivalves, os estudos de exposi¢do a metais se
concentram em andlises dos efeitos da contaminagdo por metais nos
ecossistemas aquaticos, mas pouco se sabe sobre o0s processos
bioquimicos ¢ mecanismos regulatorios envolvidos nesses processos.

6.2.1 Estado tiolico celular e glutationa redutase

Zinco causou diversas alteragdes no sistema antioxidante do
mexilhdo Perna perna, apés exposicdo aguda e sub-cronica. Apos 2
dias, o metabolismo da glutationa foi afetado, com baixos niveis de tiois
(GSH-t e NPSH) e da atividade da GR. Glutationa ¢ uma importante
molécula para a célula, a qual participa de detoxificacdo e excregdo de
inimero quimicos e contaminantes. Consumo de glutationa pela
exposi¢do ao zinco também foi observado em outros organismos, como
caramujos (RADWAN et al., 2010) e linhagens celulares de mamiferos
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(PAVLICA et al., 2009; WISEMAN et al., 2010), possivelmente pela
conjugacdo do zinco com a glutationa. A glutationa redutase ¢ uma
importante enzima celular, responsavel pela ciclagem da GSSG,
mantendo-a na sua forma reduzida (GSH). A inibicdo da GR causada
pela exposigao ao zinco ja foi reportado anteriormente em mexilhdes P.
perna (FRANCO et al., 2006), e pode causar desequilibrio nas defesas
celulares, ou mesmo comprometer a propria célula. Baixos niveis de
GSH e da atividade da GR pode ser perigoso para a célula, uma vez que
estas estdo relacionadas com a capacidade redutora do citosol,
protegendo a célula contra processos oxidativos patoldgicos. Foi
demonstrado que a toxicidade do zinco € inversamente proporcional aos
niveis celulares de GSH, e sua toxicidade pode ser diminuida através da
indu¢do da sintese de GSH em culturas de células (WALTHER et al.,
2008). Em um trabalho com células endoteliais de mamiferos
(WISEMAN et al., 2010), 4 horas de exposigdo ao zinco (até 1 mM) foi
capaz de consumir os niveis de GSH, inibir a GR e causar uma alteracao
do estado redox celular do citosol e da mitocondria, induzindo uma
situacdo de estresse oxidativo e levando a morte celular por apoptose,
sem causar um aumento na geracdo de ERO. Isto demonstra que a
disfun¢do do metabolismo da glutationa pode afetar a homeostase
celular, podendo levar a morte da célula.

Apesar de ter ocorrido um consumo dos tidis, apds a exposi¢do
aguda, os niveis de NPSH e GSH-t foram restabelecidos aos niveis
basais apos 21 dias de exposicdo ao Zn, enquanto os niveis de PSH
foram ainda maiores que aqueles do grupo controle (Fig. 18). Essa
restauracdo dos niveis de tidis pode estar relacionada com a sintese de
GSH, como um mecanismo compensatorio ¢ antagonista a toxicidade do
zinco. A enzima GCL, responsavel por uma das etapas da sintese de
GSH, ¢ regulada positivamente pelo fator de transcricdo “fator 2
relacionado ao NF-E2” (Nrf2) em células endoteliais de mamiferos
(CORTESE et al., 2008).

6.2.2 Amplifica¢do das defesas antioxidantes

Metais podem regular diversos genes envolvidos na protecdo
celular e homeostasia de metais, especialmente através da interagdo com
fatores de transcrigdo (DEMOOR et al., 2000). Sabe-se que o zinco
causa a ativagdo do fator de transcricdo dependente de metais (MTF1)
através da seqiiéncia génica de elementos de resposta a metais (ERM),
responsavel pela regulacdo da expressdo de metalotioneinas, do
transportador de zinco (ZnT1), de enzimas de sintese de GSH, entre
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outros (ANDREWS, 2001). Este mecanismo poderia levar ao seqiiestro
e neutralizacdo de zinco através da propriedade quelante da GSH e das
metalotioneinas, além da excre¢do extracelular do zinco pelo ZnTl,
conferindo protecdo celular adicional contra a toxicidade do zinco. Em
um trabalho prévio de nosso grupo com mexilhdes P. perna (FRANCO
et al., 20006), foi demonstrado que a exposicdo aguda ao zinco causa um
aumento na expressdo de proteinas chaperonas HSP60 e glicoproteinas-
P dependentes de ATP (PgP). As chaperonas podem impedir o
malfuncionamento de proteinas e a PgP aumentar a tolerancia a metais
através da excre¢do na forma de conjugados de GSH (DEY et al., 1994;
BROEKS et al., 1996). Apesar da modulagdo por Nrf2 e MTF1 néo ter
sido estudada neste trabalho, ¢ um possivel mecanismo de acdo, o qual
merece futuros estudos em invertebrados aquaticos, uma vez que esse
modelo animal é extensamente utilizado em trabalhos de contaminagdo
ambiental por metais.

Experimentos de campo com a truta marrom Salmo ftrutta
demonstraram que a exposi¢do a ambientes contaminados por metais
(principalmente cadmio, cobre e zinco) causaram um aumento na
expressdo de genes e no conteido de metalotioneinas em branquias,
figado e rins. A atividade ou a expressao génica das enzimas SOD, CAT
e GPx também foram aumentadas em pelo menos em um dos 3 tecidos
analisados (HANSEN et al., 2006). Exposi¢do subcronica (30 dias) a
mercurio, cobre, chumbo ou caddmio também causaram um aumento na
atividade da SOD, ascorbato peroxidase ¢ nos conteudos de GSH-t do
dinoflagelado Gonyaulax polyedra (OKAMOTO et al., 2001). Em
mexilhdes M. galloprovincialis, seis dias de exposi¢do a cadmio, cobre,
zinco e chumbo causam um aumento na expressao génica das isoformas
10 e 20 das metalotioneinas (DONDERO et al., 2005). Em conjunto,
estes dados demonstram que os metais podem modular a expressdo de
enzimas antioxidantes e de moléculas quelantes de metais de maneira
similar em diferentes organismos

Ap6s a exposi¢do ao zinco por 7 ou 21 dias foi possivel observar
uma amplificagdo do sistema antioxidante no mexilhdo P. perna. O
aumento simultaneo nos niveis de GSH-t (Fig. 18), atividade da GPx,
CAT, SOD (Fig. 19), TrxR e GR (Fig. 20) pode conferir a célula uma
maior protegdo contra o estresse oxidativo, e também pode indicar um
possivel mecanismo de regulagdo em comum dessas moléculas no
mexilhdo P. perna. Apods 21 dias de exposi¢do ao zinco a atividade das
enzimas GST e da GGT tenderam a ser maior que os niveis basais
(p=0,09 e 0,08 contra o grupo controle, respectivamente), o que reforga
a idéia de uma regulagdo em comum do sistema antioxidante desses
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animais. Um trabalho de nosso grupo de pesquisa demonstrou que
tilapias do Nilo Oreochromis niloticus expostas a ambientes
contaminados com metais tiveram uma resposta adaptativa similar, com
um aumento mutuo de diversas enzimas antioxidantes e danos em
lipidios (FRANCO et al., 2010), reforcando esta idéia. Este mecanismo
poderia ser explicado pelo fator de transcricdo Nrf2 e a seqiiéncia génica
regulatéria elementos de resposta antioxidante (do Inglés ARE), os
quais estdo relacionados com a regulacdo da transcricdo de enzimas
responsaveis pela sintese de GSH , detoxificacdo de ERO, geradores de
NADPH e de detoxificacao eletrofilica (ITOH et al., 1999; CHAN et al.,
2000). Apesar desta informagdo ser facilmente aplicada a mamiferos e
outros vertebrados, ndo existe dados disponiveis sobre a
expressao/translocacdo nuclear de Nrf2 e ativagio de ARE em
invertebrados aquaticos.

6.2.3 Efeitos oxidativos da exposi¢do ao zinco

Com relagdo aos efeitos toxicos do zinco aumentando a producdo
de ERO e induzindo morte ou dano celular, células neuronais expostas a
250 uM de zinco por até 6 horas causaram uma intensa produgdo de
ERO e posteriormente morte celular por necrose (SANCHEZ-MARTIN
et al., 2010). Em outro trabalho, neutréfilos humanos expostos a zinco
(5-1000 pM) iniciaram um burst oxidativo através da ativagcdo da
NADPH oxidase e conseqiientemente geracdo de &nion superdxido
(FREITAS et al., 2010), um mecanismo dependente a proteina cinase C.
Em um trabalho com o bivalve Ruditapes decussates, zinco causou um
aumento na CAT e peroxidagdo lipidica nas branquias, como resposta a
um possivel aumento na produgdo de peroxido de hidrogénio (GERET
et al.,2004).

No presente estudo, apos 2 dias de exposi¢cdo, ndo foram
observadas alteragdes nos niveis de peroxidos e nos indices de
peroxidacdo lipidica (Fig. 21). Entretanto, a exposi¢do subcrdnica
revelou maiores indices desses parametros, possivelmente devido a
disfun¢do mitocondrial e lisossomal, como demonstrado por outros
autores. Um trabalho com células humanas demonstrou que zinco causa
apoptose e € rapidamente incorporado em lisossomos e mitocondrias
(RUDOLF et al., 2010). Este mesmo trabalho revelou que zinco causa
uma diminui¢do no potencial de membrana da mitocondria e disturbios
na membrana dos lisossomos, aumento na atividade de caspases,
liberagdo de citocromo ¢, p53 e outras moléculas pro-apoptéticas para o
citosol. Além disto, sabe-se que o zinco causa a inibigdo do complexo I
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da mitocondria (NADH:ubiquinona oxidoredutase), o que pode causar
outras conseqiiéncias patofisiologicas (SHARPLEY et al., 2006).

Em resumo (Tabela 3), estes resultados, em conjunto com
descobertas e resultados de outros autores, sugerem que o metabolismo
da glutationa ¢ um importante fator de toxicidade do zinco, apesar de
ndo ser um distirbio permanente para a célula. Como resposta (Fig. 23),
a célula pode iniciar importantes vias de sinalizagdo, possivelmente
terminando na modulagdo dos fatores Nrf2 ¢ MTF1, o que ird aumentar
a capacidade antioxidante da célula e a maquinaria responsavel pela
neutralizagdo (GSH e metalotioneinas) e excrecdo de metais (ZnT1 e
PgP). Esta resposta ¢ fundamental para uma protecdo mais prolongada:
o aumento nas defesas celulares € capaz de restabelecer o balango tidlico
e antioxidante da célula, protegendo o organismo contra os efeitos
toxicos mediados pelo zinco, entretanto esta amplificagdo nas defesas
celulares ndo foi capaz de impedir o dano aos lipidios, como
demonstrado pelo aumento nos niveis de TBARS e de perdxidos.

Tabela 3: Resumo dos efeitos do zinco em parimetros antioxidantes de
Perna perna apos 2, 7 e 21 dias de exposicio.

Exposigao Exposicao sub-
aguda (2d) cronica
(7 e/lou 21d)

e 0

PSH

GR l
TrxR _—
GPx

sSOD

e T

CAT
GST/G6PDH/
GGT
Peroxidos T
Dano em lipidios
Niveis de (GSH-t) glutationa total, (NPSH) tidis ndo-protéicos, (PSH) tidis
protéicos; atividade da (GR) glutationa redutase, (TrxR) tioredoxina redutase,
(GPx) glutationa peroxidase, (SOD) superoxido dismutase, (CAT) catalase,
(GST) glutationa S-transferase, (G6PDH) glicose-6fosfato desiddrogenase,
(GGT) y-glutamil transpeptidase. O exposi¢do ao zinco causou (|) diminuigdo,
(1) aumento, (==) retorno aos niveis basais ou (—) nenhuma alteracdo nos
parametros avaliados.
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Exposicdo aguda

PGP lisossomos

o§o

1 u ~ 2
' mitocéndria

I\”JNl‘fz

Defesas ERO
antioxidantes

mitocondria

lisossomos

Exposigdo sub-cronica

Figura 23: Possivel mecanismo de toxicidade do zinco em mexilhdes Perna
perna. No esquema, sdo propostos dois mecanismos relacionados aos efeitos
celulares do zinco (Zn”"): Painel superior representa a exposigio aguda (2 dias),
enquanto que o inferior a exposi¢do sub-cronica (7-21 dias). Etapas da
exposi¢do aguda: (1) zinco é assimilado na célula e incorporado na mitocondria
e lisossomos; (2) no citosol, pode afetar o metabolismo da glutationa (GSH),
pela inibi¢ao da glutationa redutase (GR) ou ligando com a GSH, levando a uma
alteragdo redox na célula; (3) distrbios em organelas e estresse oxidativo
causado pelo zinco podem ativar o fator de transcricdo Nrf2, ativando regides
génicas conhecidas como elementos de resposta antioxidante (ERA); (4) o zinco
pode ativar o fator de transcri¢do dependente de metais (MTF1), o qual liga-se a
regides génicas conhecidas como elementos de respostas a metais (ERM); (5) o
zinco pode também levar a um aumento nos niveis de proteinas de transporte de
conjugados de GSH (PgP) e chaperonas (HSP60), caracterizadas como
proteinas de resposta a estresse celular. Etapas da exposi¢cdo sub-crénica: (6)
apos a indugdo de ERA por Nrf2 ocorre a sintese de enzimas antioxidantes; (7)
apos indugdo de ERM por MTF1 ocorre a sintese de proteinas como
metalotioneinas (MTs) as quais irdo (8) neutralizar o excesso de zinco
citosolico; ERM também ¢ responsavel pela (9) sintese de transportadores de
zinco (e.g. ZnT1), responsavel por excretar o zinco para o meio extracelular;
Ainda no meio intracelular, o zinco pode afetar diferentes organelas (10),
podendo causar um aumento (11) na produgdo de espécies reativas de oxigénio
(ERO) e levar a danos a moléculas.



79
7. CONCLUSAO

Os resultados deste trabalham indicam que o sistema antioxidante
de mexilhdes M. edulis ¢ modulado por selénio inorgénico através de
um aumento na sintese de GSH e de um aumento na atividade da GPx-
Se, possivelmente através de um aumento da transcricdo para essa
enzima, como observado em outros trabalhos. Uma vez que ambas as
moléculas (GSH e GPx-Se) s@o importantes defesas antioxidantes, e
com grande capacidade de degradacdo de perdxidos, € possivel que
esses animais possuam uma maior capacidade de detoxificacdo de
EROs, e conseqiientemente, serem mais resistentes ao estresse
oxidativo. Essa informagdo pode ser baseada no fato de que o pré-
tratamento com selénio diminui a toxicidade do cobre, um metal cuja
toxicidade é mediada por ERO e estresse oxidativo.

O distirbio no metabolismo da glutationa também ¢ uma
importante via de toxicidade celular. A exposicdo de mexilhdes P. perna
ao zinco afetou diretamente esse metabolismo, diminuindo a
disponibilidade de GSH intracelular e inibindo a GR. Dessa forma, a
neutraliza¢do direta de ERO pela GSH e as reagdes acopladas com
peroxidases dependentes de tidis (e.g. GPx e Prx6) sdo diretamente
afetadas nessas condigdes, e a célula torna-se susceptivel ao estresse
oxidativo. Um interessante mecanismo de regulacdo do sistema
antioxidante foi observado nesses animais apos a exposicao subcronica
ao zinco, onde foi constatado um aumento na atividade de diversas
enzimas antioxidantes e o restabelecimento do estado redox celular. Isso
mostra a capacidade de resposta adaptativa desses animais a situagdes
pré-oxidativas, como ja foi constatado em estudos com mamiferos. O
mecanismo sugerido para essa regulacdo envolve os fatores de
transcricdo Nrf2 e MTF-1, os quais sdo ativados em situagdes de
desbalango redox e excesso intracelular de metais, respectivamente.
Apesar de ndo ter sido estudado diretamente estas vias de
ativagdo/sinalizacdo, esta area ¢ bastante promissora para trabalhos com
invertebrados marinhos.

Além disso, um importante fator constatado em ambos os
experimentos ¢ a modulacdo da TrxR pelo cobre e pelo zinco. Em
mamiferos, essa enzima, em conjunto com o sistema Trx/Prx tem sido
amplamente estudada, principalmente nas vias de sinalizagdo celular e
toxicidade em mitocondrias. Em bivalves marinhos o conhecimento
sobre esse sistema ¢é praticamente nulo, mas os poucos trabalhos com
estas moléculas destacaram a sua importincia na area de toxicologia
aquatica.
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Este estudo demonstrou fortes evidéncias da regulagdo redox de
bivalves marinhos em situa¢cdes de desafios oxidativos, e propos
interessantes modelos de estudo in vivo para avaliar os efeitos do
metabolismo da glutationa nestes animais. Novos trabalhos ainda sdo
necessarios para complementar esse cenario relacionado as diferentes
vias de sinalizacdo ativadas/reprimidas nestas situagdes, € uma
abordagem comparativa entre os diferentes grupos de defesas
antioxidantes e suas capacidades de detoxificacdo nestes animais.
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PERSPECTIVAS

1. Trabalhar com diferentes sistemas antioxidantes celulares em
estados reprimidos/ativados

2. Trabalhar com desafios oxidativos por diferentes agentes
(quinonas, peréxidos, metais)

3. Trabalhar com diferentes espécies de bivalves e observar se ha
diferenca de susceptibilidade entre as espécies, e se ha relagdo com
diferentes  mecanismos de regulagdo  (Fisiologia/Bioquimica
comparativa)

4. Causar a inibicdo de diferentes enzimas antioxidantes ou
auxiliares, ¢ observar os efeitos dessas inibigdes no consumo de
perdxido (protocolo em desenvolvimento no laboratoério)

5. Estudar possiveis vias de sinalizagdo celular responsavel por
respostas adaptativas ao estresse oxidativo

6. Observar a importancia dos sistemas de degradacdo de peroxido
na questio da morte celular.

7. Investigar o sistema Trx/Prx de bivalves marinhos, através da
quantificacdo e analise de oxidagdo destas moléculas através do uso de
anticorpos especificos.
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